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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A sziv- és érrendszeri betegségek (CVD) és a dohanyzas kapcsolata

Az utobbi években megjelent tanulmanyok szerint a vezetd halalok
(évente mintegy 18 milli6 ember esetében vilagszerte) valamilyen
kardiovaszkularis problémara vezethet6 vissza. Ezen belll is leggyakrabban a
koszoruér-betegseéggel, agyi érkatasztréfaval, valamint a magas vérnyomashoz
vagy szivelégtelenséghez kothetd keringési zavarokkal talalkozhatunk.'? Ezen
megbetegedések kozds hatterében a legtébb esetben olyan rizikéfaktorok
allnak, melyeket valtoztathatd, életmddbeli tényezdékként irhatunk le. A teljesség
igénye nélkul, a leggyakrabban emlitett kockazatok kdzé sorolhaté a helytelen
taplalkozasbol ered6 magas koleszterinszint, az elhizas, cukorbetegség és a
dohanyzas.?® A dohanyzas 6nmagaban is a masodik szamu rizikofaktor jelenti a
CVD kialakulasaban, de szamos mas kronikus betegség kialakulasaval is
Osszefuggésbe hozhatd. Ezek kozé tartozik a jél ismert kronikus obstruktiv
tudébetegség, valamint a légzészervrendszer minden részét érinté tumoros
elvaltozasok, melyek a dohanyzas kozvetlen kovetkezményeiként alakulnak ki.*
Mindezek mellett nem szabad elfeledkezni a dohanyfust egész szervezetre
kiterjed6 kozvetett hatasair6l sem. Tovabba epidemioldgiai tanulmanyok
bizonyitjak, hogy az aktiv dohanyzdk koérében mintegy 80%-al, a
kornyezetlikben él6k passziv dohanyzasa révén pedig mintegy 30%-al né meg

a CVD kialakulasanak kockazata.>”’

Annak ellenére, hogy a felnbtt szervezetre gyakorolt karos hatasok
régota ismertek, és bizonyitottan negativan befolyasolja a magzati fejlédést,
tovabbra is igen magas az aktiv dohanyosok szama szerte a vilagon. Az
Egészségugyi Vilagszervezet adatai alapjan 2015-ben a 15 éven fellliek
korében globalisan 20.2%, Eurdpaban koézel 30% volt az aktiv dohanyzas
eléfordulasanak gyakorisaga. Magyarorszag az eurdpai atlagnak megfelelé
adatokat mutatja, korilbelll azonos megoszlasban a férfiak és nék korében.!
Ezen felll az utdbbi évtizedben megjelent statisztikai adatok azt mutatjak, hogy
a varandos nék mintegy 20 — 30%-a terhesség alatt sem hagy fel ezzel a

szokassal.8



2.1.1. A dohanyflist 6sszetevii
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1. dbra A dohanyfiist hétk6znapi életbdl is ismert 6sszetvoi (forras:
https://bit.ly/3hF8HM®6)

A mindennapi életben jol ismert tényként kezeljuk, hogy a dohanyzas
soran a szervezetbe kerlld méreganyagok karositjak a szervezetlnket, és
hosszabb tavon komolyabb egészségugyi problémakhoz vezethet (1. abra).
Ahhoz, hogy pontosan megértsik az ezzel dsszefliggésbe hozhatd betegségek
kialakulasat, érdemes attekinteni a dohanyfust dsszetevdit, és azok lehetséges

hatasait.

A dohanyfistot altalanossagban két részre oszthatjuk: katrany és gaz
fazis. A katrany fazis azon szilard részecskék dsszessége, amelyek 99.9%-a
felfoghat6 egy standard Gvegszalas szlir6vel, és méretik meghaladja a 100 nm-
t. A gaz fazis pedig képes ezen a szlir6n akadaly nélkil keresztilhaladni. Az
aktiv dohanyzas soran a szervezetbe kerul6 komponensek aranya 8% és 92%
a gaz fazis javara. A két fazis nagy mennyiségben tartalmaz szabadgyokodket,
amelyek olyan atomok vagy molekulak, amelyek a kulsé elektron héjon / palyan
egy vagy tobb parositatlan elektronnal rendelkeznek. Emiatt a szabadgyOokok

altalaban instabilak, rovid életliek, és minden esetben igen reaktivak. Utobbi



tulajdonsaguk miatt mas molekulaktdl vonnak el elektronokat, amelyek igy
maguk is szabadgyokké valnak, elinditva ezzel egy lancreakciot. A katrany fazis
grammonként tébb mint 10 hosszabb életidejii (6rak-hénapok) gyokos
tulajdonsagu molekulat tartalmaz. Ezzel szemben a gaz fazissal pedig rovid
életideji (masodpercek), 10'%-es nagysagrendet meghaladé mennyiségben

kerilnek ilyen molekulak a légz6 traktusba.®

A katrany fazis legjelentésebb képviselbje a katranyos matrixba agyazott
kinon/hidrokinon komplex. Tulajdonsagait tekintve ez egy olyan aktiv redox
rendszer, amely képes a molekularis oxigént (O2) szuperoxid anionna (O2")
redukalni, mely hidrogén-peroxid (H202) és hidroxilgyok (OHe) képzddést
katalizal. A gaz fazis kisméretli oxigén és szén kozpontu szerves gyokei
rovidebb életidejuk miatt rendkivul reaktivak. Kozuluk a legjelentésebbek kozé
sorolhatd a nitrogén — monoxid (NO), reaktiv olefinek és diének.® A gaz fazis
gyokods molekulai nem feltétlen a magas hoémeérséklet ionizalé hatasara
keletkeznek, hanem a NO egyensulyi oxidaciojabdl képz6dé sokkal reaktivabb
nitrogén — dioxid (NO2) révén. A flstben talalhaté szintén reaktiv izoprén (dién)
molekulakkal addicios reakcidban alakit ki szén kdzpontu szerves gyokoket. A
fustben jelenlévd O2-t befogva peroxil gyokok keletkeznek, melyek a NO altal
deoxigenalddnak, ezaltal alkoxil, alkil gyokoket és NO:z-ot képezve, ami ujabb
lancreakciot képes inicialni. A lancreakcié lehetséges terminacios Iépései soran
peroxinitrat, alkil-nitrat és alkil-nitrit végtermékek képzddhetnek, melyek a

szervezetre kiemelt toxikolégiai hatassal birnak.®

A dohanyfust magas prooxidans tartalman felll valtoz6 mennyiségben
tartalmaz kulonb6zd fémeket is, valamilyen ionos formaban. Alapvetéen egyes
fémek esszencialis szereppel birnak a bioldgiai szervezetek mikodésében, de
mennyiséguk szigoruan szabalyozott. Szamos bioldgiai folyamathoz
nélkulozhetetlenek, hiszen a szerveztinkben megtalalhaté enzimek korulbelul
egyharmadanak sziksége van valamilyen fém ionra a mikodéséhez. Azonban,
egy bizonyos hatarérték felett el6térbe kerll az egészséget karositd hatasuk.
Erre kivalo példa a vas (Fe), amely nélkulozhetetlen szereppel bir tobbek kozott
az oxigénszallitasban (hemo- és mioglobin), elektron transzportban
(citokrobmok), DNS épitékdveinek szintézisében (ribonukleotid-reduktaz),

azonban magas koncentraciéja hosszu tavon szivproblémakhoz és

8



érelmeszesedéshez vezethet.1%-2 Mindezek mellett a szervezetlinkbe juthatnak
olyan fémek is, amelyek kizar6lag negativ hatassal birnak. llyenek példaul az
olyan nehézfémek, mint a kadmium (Cd), higany (Hg), 6lom (Pb), arzén (As). A
bekerulésuk egyik lehetséges maodja tobbek kozott a rendszeres dohanyzas. A
dohanyndévény azon novények kozé tartozik, amely a talaj esszencialis
elemeinek felvételére szolgald6 mechanizmusai mellett képes felvenni és
akkumulalni annak toxikus fémtartalmat is. Ennél fogva olyan toxikus fémek,
mint az aluminium (Al), Cd, krom (Cr), réz (Cu), Pb, Hg, nikkel (Ni), vanadium
(V) és cink (Zn) a talaj és légszennyezés révén bekerllnek a novény leveleibe,

igy magaban a dohanyfiistben is jelen lesznek.'®

Dolgozatom szempontjabdl a fent emlitett fémek ionos formaja kozul
kiemelném a Cd?*-ot. Annak ellenére, hogy a nehézfémek kozott is kiemelked6
toxicitassal rendelkezik, gyakran el6fordul a mindennapi életben is.
Altalanossagban nézve legnagyobb beviteli forrasat a taplaléklancban vald
halmozdédasa jelenti, de a dohanyosok korében Osszességében ezt jéval
meghaladja a csak dohanyfogyasztasbdl szarmazé Cd?* mennyisége. Mivel
sem a szajuregi, sem pedig a tiudé lapham sejtjei nem képesek kiszirni az ilyen
kisméretl toxikus anyagokat, azok akadaly nélkul kertulnek be a kornyezd
szOvetekbe, majd a keringésen keresztlil mas szdvetekbe és szervekbe is.141°
A Cd?* szervezetre gyakorolt hatasai kozott tényként tartjuk szamon, hogy
proinflammatodrikus citokinek indukcidjaval gyulladast okoz, karcinogén, illetve
kerlilését kdvetéen a felhalmozddas célzott helye a vesékben van, ahol a Cd?*
koncentracié 30-60-szorosa is lehet az elsédlegesen kitett tid6 szdvettel
szemben.'’” Az [Egészségiigyi Vilagszervezet Nemzetkézi Rakkutato
Ugynoksége a Cd?*-ot, illetve annak vegyiiletet az 1-es szamlU human
karcinogének csoportjadba sorolja, mivel kodzvetlenul kapcsolatba hozhaté a
tud6, vese és prosztata rakos megbetegedésével. Mindemellett kozvetett
rakkelt6 hatdsa a szovetek és sejtek szintjén megvaldsuld kompetitiv Zn2*
helyettesitésen (DNS hibajavité enzimek gatlasa), gyulladasos valaszreakciok
indukalasan és az immunsejtek reaktiv oxigén fajtak (ROS) termelésének
fokozasan alapszik.'® A vérkeringésbe kerlilve azonban nemcsak a

,célszerveket” karosithatja, hanem a teljes sziv- és érrendszert is érinthetik



ezek a hatasok. Szamos tanulmany tamasztja ala, hogy a dohanyosok korében
eléforduldo CVD er6s Osszefiiggést mutat a vér megemelkedett Cd?*/zZn?*
aranyaval. Ezen betegek korében gyakoribb volt a periférias érbetegségek, a

szivinfarktus és magas vérnyomas kialakulasanak kockazata.®-23

A Cd-on tulmutatéan azonban érdemes kiemelni, hogy a dohanyflstben
is megtalalhatd mas nehézfémek (Fe, Cu, Hg, Ni, Pb, As) is hozzajarulnak a
reaktiv gyokok termeléséhez. Az egyik legfontosabb szabadgyok képzé utvonal
a Haber-Weiss / Fenton-reakcio, melyek soran a Oz~ / H202 a két- vagy
haromértékli atmeneti fémek altal katalizalt reakcidoban hidroxil — gyokoket

termel.24.25

A fentiek alapjan tehat lathatd, hogy a dohanyflist nagy mennyiségben
tartalmaz prooxidans molekuldkat és vegyuletek, amelyek kdzvetlen vagy

kozvetett hatasaikon keresztul felboritjak a szervezet redox homeosztazisat.

2.1.2. Oxidativ stressz hatasai, markerei és a védekezées lehetéségei

A fébb prooxidansokat két f6 csoportba oszthatjuk: ROS és reaktiv
nitrogén fajtak (RNS). Mindkettd termelédik normal anyagcsere folyamatokban
is az él6 szervezetekben, és alacsony, szabalyozott koncentracioban
hozzgjarulnak a fiziologias folyamatok muUkodéséhez. Azonban, ha a
prooxidansok és az 6ket ellensulyozé antioxidans molekulak kézotti egyensuly
felborul az oxidansok javara, akkor oxidativ / nitrozativ stresszrél beszélink. Ezt
egyarant okozhatja belsé vagy kulsé forrasbol szarmazd stressz faktor. A
magas  koncentracidban jelenlévd, nem  szabalyozott  mennyiségi
prooxidansokkal kapcsolatos legfébb probléma, hogy karositjak a sejtek /
szdvetek normal mikddésében szerepet jatszé makromolekulakat (fehérjék,
lipidek, DNS, cukrok).?6 A szabadgyok kutatas évtizedes eredményei szamos
olyan betegség patomechanizmusat irtak le, ahol az oxidativ stressz kialakulasa
kulcsszereppel bir. A teljesség igénye nélkul vitathatatlanul ezek kozé
tartoznak: tumorok, diabétesz, asztma, szurke halyog, érelmeszesedés és
szamos neurologiai koérkép.?”28 A makromolekulak karosodasa nem tinik el
nyomtalanul, igy szamos olyan markert ismerlink, amelyek segitségével

kovethetjluk vagy kovetkeztetni tudunk egy rendszer redox allapotara.
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A fehérjék esetében a ROS/RNS okozhat polipeptidlanc feldarabolédast,
megvaltozhat a fellleti 6ssztoltés, keresztkotések alakulhatnak ki, valamint
egyes aminosavak specifikus oxidaciés és / vagy nitrozilaciés moédositasokat
kaphatnak. A szulfhidril csoportok és metionin oldallancok oxidaciéja a
makromolekula konformacié valtozasahoz, és denaturaciéjahoz vezet. A
nitrozativ stressz esetében a NO-bol szarmaztathaté oxidansok, féként a
peroxinitrit (ONOO") gyakori tdmadaspontja a fehérjék tirozin oldallanca,
melynek eredményeként tdbbek kdzott 3 — nitrotirozin (3-NT) alakul ki. Legvégul

ez a fehérjék funkcidvesztésével, degradaciojaval jar.2°3°

A lipidek karosodasa elsGsorban azért jelent problémat, mert a sejtek
kettbs membranjanak épit6 elemei. A ROS/RNS 4altal kivaltott destruktiv
lancreakciot lipid peroxidacidonak nevezzuk. Ennek kovetkeztében megbomlik a
foszfolipidek kettds rétege, igy inaktivalédhatnak a membran-kotott receptorok,
enzimek, €s megné a sejtek ateresztbképessége. A lipid peroxidacio termékei
kozott tartjuk szamon a malondialdehidet és kulonb6zd telitetlen aldehideket,
izoprosztanokat, tiobarbitursavat, melyek a karosodas mértékének indirekt
markerei. A lipid peroxidaciés termékek a citoplazma fehérjéivel keresztkotést
alakithatnak ki, gatolva azok funkcidjat. Ez utébbi hatas szempontjabdl kilon
kiemelném a 4 — hidroxi — 2 — nonenal (4-HNE) molekulat, mely a lipid
peroxidacié egyik legjelentésebb végterméke. A kozremikdodésével képz&dd
irreverzibilis fehérje — 4-HNE addicidok (un. Michael — adduktok) jelenlétét és

mennyiségét a lipid peroxidacio egyik legjobb markereként tartjak szamon.3-33

A reaktiv vegylletek DNS-t karositd hatasa igen sokféle lehet: a nitrogén
tartalmu bazisok oxidativ degradacidja, egyes és kettésszalu torések indukcioja,
a purin, pirimidin bazisokon és a cukorfoszfat gerincen bekdvetkez6 valtozasok,
valamint az ezekkel jard deléciok, atrendez6dések, és keresztkotések
kialakitasa. Az ezzel jaré kovetkezmények nem meglepd modon erés
Osszefuggést mutatnak a rakos megbetegedésekkel, dregedéssel,
neurodegenerativ.  kérképekkel, sziv- és érrendszeri problémakkal és
autoimmun betegségekkel. A DNS karosodasok nyomon kovetése leginkabb a
kettés spiral toréseinek vizsgalataval, vagy az oxidativ stressz hatasara
bekodvetkez6 leggyakoribb bazismddositas, a 8-hidroxiguanin képzédésén

alapszik.3!
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A kulonféle stresszhatasok elleni védekezés lehetbségei legalabb
annyira sokszinlek, mint maguk a karositd hatasok. Az él6 szervezetekben az
oxidansok hatasait az ugynevezett antioxidansok ellensulyozzak. A részletes
bemutatasokat elkerlilendd, ezeket két f6 csoportra oszthatjuk: enzimatikus és
nem-enzimatikus antioxidansok. Az elsé csoportba tartoznak tdbbek kozott
olyan jol ismert enzimek, mint a O2" semlegesitését végzd szuperoxid —
dizmutdz csalad tagjai, a H202 specifikus katalaz és peroxidazok, illetve a
szintén fontos szerepet betdlté hem — oxigenazok, és olyan redox fehérjék mint
a tioredoxinok, peroxiredoxinok és glutaredoxinok. A sokféleséguk egyfeldl a
szubsztrat specificitdsukon, masrészt pedig a sejten bellli és / vagy
szOvetspecifikus lokalizacidjukbol adodik.3* A masik (nem enzimatikus)
antioxidansok csoportjaba pedig olyan kis molekulasulyu képvisel6k tartoznak,
mint a vitaminok (C, E), béta — karotin, hugysav és a szulfhidril csoportot

tartalmazo glutation oligopeptid, illetve a metallotionein (MT) fehérjék csaladja.3®

A fémterhelés ellensulyozasaban nemcsak a konvencionalis antioxidans
molekuldak, hanem specialisan erre szakosodott fehérjék is részt vesznek.
Szervezetink fém homeosztazisanak f6 szabalyozéi az el6bb emlitett
kisméretl, ciszteinben gazdag ugynevezett MT-ek. Legfébb feladatuk, hogy
fenntartsak a sejtek, szovetek fémhaztartdsanak egyensulyat, de emellett O2"
semlegesitd kapacitasuk is jelentés. A MT-ek csaladjaba 6-7 kDa méreti
fehérjék tartoznak. Kobzds tulajdonsaguk, hogy nagy aranyban (~30%)
tartalmaznak cisztein aminosavakat, melyek a fémek/szabadgydkok megkotését
biztositjak. A kapacitasuk kiterjed egyfeldl a fiziologias (Cu?*, Zn?*, Se), masfeldl
pedig a szervezet szamara idegen eredetli (Cd?*, Hg?*, Ag®* és As®" ionok)
fémek befogasara is. A detoxifikald6 képességik a speciadlis szerkezeti
tulajdonsaguknak kdszonhetd, ami lehetévé teszi a megkotott fémek
stabilizalasat, szallitasat. Az elmult évtizedek soran 4 kulonbdzé izoformajukat
sikerllt azonositani (MT1-4), melybdl az MT1 izoforman belll 8 kilonb6zd gén
altal kodolt aktiv MT1 alfajtat sikerdlt elktloniteni. A fennmaradé 3 MT izoformat
pedig egy-egy 6nallé gén kdédolja.363” Ezen tdlmutatéoan az MT-k szamos mas
élettani folyamatban is részt vesznek. Altalanossagban kdzvetetten is védenek
az oxidativ stresszel szemben, azaltal, hogy gatoljdk egyes ROS termeld

enzimek, példaul az indukalhatdé nitrogén-monoxid szintaz és ciklooxigenaz-2
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enzimek muakodését. Ezen felll szerepiket mar felfedezték tobbek kozott a
hipoxia altal indukalt érképzésben, az erek endotél sejtjeinek proliferaciojaban,
sejtek anti—apoptotikus fenntartdsaban. A kardiovaszkularis rendszer és az
endotél sejtek szempontjabdl a legfontosabb izoformak kézé az MT1E, MT2A
és az MT3 tartozik.®® Promoter régiojuk tobbféle stimulans valasz elemét
tartalmazza, mint példaul fém, glikokortikoid, valamint antioxidans, és
gyulladasos mediatorokkal 0Osszefliggésbe hozhaté szabalyozd elemek.
Kifejez6désuk tehat kdnnyen indukalhaté a megndvekedett ROS, féként H20:2

hatasara, illetve olyan fémionokkal, mint pl. a Cd?* és Pbh?*.39

Erdemes még kiemelni a védekezésnek egy masik specidlis szintjét, ahol
a fehérjék minéségellenérzé és a proteotoxikus stressz elleni védekezésben
résztvevé mechanizmusok érvényesulnek. A korabban taglalt stressz hatasok
és annak kovetkezményei a biologiai folyamatokat iranyitd fehérjéket
nagymeértékben érintheti. A sejt szintl stressz, ami a fehérjék karosodasaval jar,
olyan specialis valasz utvonalakat aktival, melyek a sérulések kijavitasan
igyekeznek. A legismertebb stresszvalasz gének altal kodolt fehériek az
ugynevezett stressz- vagy dajkafehérjék. Alap funkcidjukat tekintve segitik az
ujonnan szintetizalt polipeptidek helyes feltekeredését, aktivalasat és célba
juttatdsat a rendeltetési helydkre. A stresszvalaszban betoltott fontos
szerepuket mutatja, hogy a rendszer hibai a sejtek dregedéséhez és kulonbozo
betegségek kialakulasahoz vezet. Ha a karosodas egyutt jar a fehérjék
denaturaciojaval, akkor a dajkafehérjék igyekeznek ezt helyrehozni, ha pedig
nem jarnak sikerrel, akkor az adott fehérjét lebontasra jeldlik ki. A dajkafehérjék
megnevezes egy sok tagbdl allé szupercsaladot takar, amelyeknek egy része
valamilyen stresszor hatasara indukalhaté. Tudomanytorténeti szempontbdl
azon geéneket / fehérjéket, amelyek héhatasra fejez6dnek ki h6sokk fehérjéknek
(HSP) nevezzik. A manapsag azonban mar tudjuk, hogy a HSP-k indukcidja
nem csak és kizarélag hémérsékletfiiggd, hanem szamos mas kiilsé és belsd
forrasbdl szarmazo ingerre reagalnak (fertézés, gyulladas, alkohol, fémek, UV
sugarzas, oxigén hiany, éhezés, stb.).40-42 Mivel a stressz hatasok leklizdése az
élé szervezetek kialakulasaval egyidds problémat jelent, a stresszvalasz egy

nagyon 6si, konzervalt, am alapjaiban véve egy egyszert molekularis folyamat.
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Akut vagy kronikus stressz hatasara a monomer formaju ugynevezett h6sokk
faktorok (transzkripcios faktorok) a sejtmagba athelyez6d6 foszforilalt trimereket
képeznek. Ezek kapcsoldodnak a promoter régidban elhelyezkedd hésokk-valasz
elemekhez, amely aktivalni, illetve fokozni fogja a génatirast. A stressz valasz
csendesitése pedig egy negativ visszacsatolassal valdésul meg, az el6zéleg leirt

lépések ellentétes iranyl lezajlasaval.*3-4

A HSP-ket altalanosan elfogadott mdédon a molekulatomeg szerint
csoportosithatjuk (nagy molekulasulya HSP-k, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40
és a kis molekulasulyu HSP-k). Ezek koézul néhany mondat erejéig a HSP90-et
szerethném bemutatni, amely a doktori értekezésem szempontjabdl kiemelt
fontossaggal bir. A HSP90 a molekularis dajkafehériék kozul a legnagyobb
mennyiségben talalhaté meg a sejtekben. Megkdzelitéleg a proteom 2%-at teszi
ki normal kortlmények kozott. Sejten bellli lokalizaciojuk alapjan a csaladon
belil négy képvisel6t kulonboztetink meg. A legjelentésebbek a HSP90AA
(alfa) indukalhato, és a HSP90AB (béta) konstitutiv izoforma a citoplazmaban
€és a sejtmagban talalhatdé, mig a masik két izoforma az endoplazmatikus
retikulumra, illetéleg a mitokondriumokra korlatozodik.*® Sejten belll betoltott
szerepuk sokfélesége a szamos mas fehérjével kialakitott kdlcsdnhatasokon
alapszik, amely igen széles skalan mozog. Az ugynevezett HSP90 kliens
fehérjék kozott azonositottak foszforilacidért felels fehérje kinazokat, sejtmagi
receptorokat, és kulonféle transzkripcidos faktorokat is. Emiatt kiemelten
fontosak az altalanos jelatviteli folyamtokban is.4°-5 Koézponti szerepiik miatt
nem meglep6 modon szamos betegség kialakulasaval is 6sszefliggésbe

hozhatoak.41:°6

2.2 A toxikus kitettség hatasa az embrionalis fejlédésre

A dohanyzas feln6tt szervezetekre gyakorolt negativ hatasa behatdan
tanulmanyozott. A fentiekben részletezett problémak azonban adott esetben
hatassal vannak a fejl6d6 embridra / magzatra is. Az is régoéta ismeretes, hogy
a terhes édesanyak helytelen életmddja koézvetlen hatassal bir a gyermekik
fejlédésre. Mindezekkel szemben a toxikus terhelés méhen bellli életre
gyakorolt hatasainak molekularis hatterér6l még nem rendelkezink elég

informacioval, illetve a késObbi életszakaszokban kialakuld, de erre a

14



problémara visszavezethet§ betegségek pontos mechanizmusardl sincs
egyeértelml képunk. Ahhoz, hogy megértsik a kapcsolatot az anyai életmdd és
a magzati fejlédés kozott, érdemes kozelebbrdl is megvizsgalni a méhen beldli

tapanyag és oxigénellatas folyamatat.
2.2.1. A keringés szervezddése a mehen bellili élet soran

A magzati keringés felépitése a felnétt szervezeteknél megszokottakhoz
képest szamos ponton kuldonbozik, mivel igazodnia kell a méhen bellli élet
kuldonleges szikségleteihez (2. abra). Alapvetéen mar a terhesség Kkorai
szakaszaban kialakul az a kezdetleges struktura, amely lehetévé teszi a
megfelel6 tapanyag és oxigénellatast. Magzati keringésrél korulbelldl a
terhesség 22. napjatdl beszélhetink, ami az els6é szivveréssel egyenld. A
kezdeti oxigén és tapanyag ellatas a szikholyagon keresztul torténik, majd a 10.

héttdl ezt a szerepet teljes egészében a méhlepény (placenta) veszi at.>">8

Ductus
arteriosus

Vena cava
superior

Aorta

Pulmonaris

Pulmonaris artéria (bal)

artéria (jobb)
Pulmonaris

Pulmonaris ; bal
véna (jobb) véna (bal)
Pulmonaris
Foramen ovale artéria
e N (ag)
Tiidé (jobb) Tiid6 (bal)

Vena cava inferior

Ductus venosus

Koldokzsinér véna
A méhlepény
iranyabol —

Méhlepény felé <
efiepany 1a e : I KoldSkzsinor artériak

2. dbra A magzati keringés vazlata (American Heart Association — Fetal circulation
- https://bit.ly/3c4CXyC)
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A méhlepény egy onallo szerv, melynek allapota kiemelt fontossaggal bir
a magzati fejlédésben. Kialakulasat tekintve az extraembrionalis membranok,
valamint az anyaméh endometriumanak kapcsolatabdl jon Iétre. Ebbdl
kovetkezben két részre oszthatd: a magzati és az anyai részre, igy biztositva
kapcsolatot a két szervezet kozott. Funkcionalisan harom f6 feladatot Iat el:
tapanyagok és légzési gazok szallitasa/cseréje, hormonalis szabalyozas, illetve
egy szelektiv, fizikai gat képzése az anya és a magzat kozott. Emiatt az anyai
€s a magzati keringés sosem Kkerul kozvetlen kapcsolatba. Az anyag- és
gazcsere a tobb rétegbdl allo, un. interhemalis membranon keresztul torténik. A
kicserélédési mechanizmusok harom mddon torténhetnek. Diffuzié dtjan a
kisméretl hidroféb molekulak (gazok, urea, egyes zsirsav molekulak) passzivan
utaznak oda — vissza a koncentracié fliggvényében. Transzporter / pumpa
aktivitassal rendelkez6 fehérieék segitségével (facilitalt, kicserél6, aktiv) a
nagyobb zsirsavak, glikéz és az aminosavak szallitddnak. Emellett az
immunitas kialakitasaban szerepet jatszé immunoglobulinok, valamint a folsav,
egyeb vitaminok és a hormonok vezikulaba csomagoltan endo- és exocitozis

utjan vandorolnak a placentan keresztul.5%-63

Dolgozatom szempontjabdl fontos kiemelten foglalkozni a méhlepény
magzati védelemben betdltott szerepeivel. A fizikai gat harom f6 elembél
tevddik Ossze: szinciciotrofoblaszt, citotrofoblaszt és a magzati endotél sejtek,
melyek egyuttesen egyfajta szlréként miikddnek. Ez a szeparalé réteg felelés a
karos anyagok és a fert6z6 agensek visszatartasért.®* Emellett a placenta
detoxifikald mechanizmusai is nagy jelentéséggel birnak, amely egyfajta
molekularis barrierként értelmezhet6. Mivel a magzat még nem rendelkezik
fejlett antioxidans védelmi rendszerrel, igy a méhlepény jelentds szerepet tolt be
a szabadgyokokkel szembeni védelemben. A magzati védelmi rendszer érése
egészen a terhesség végéig tart. Ezzel parhuzamosan a gesztacio
elérehaladtaval a méhlepény antioxidans enzimaktivitasa névekszik. Ezek kozul
a legjelentésebb a szuperoxid-dizmutaz, katalaz és glutation-peroxidaz enzimek
aktivitasa. Az enzimatikus védelmi vonal mellett kimutattak, hogy a placenta
jelentés MT expresszidval is rendelkezik. Cd?* terhelés esetén a méhlepény
akkumulalja, és igyekszik visszatartani a nehézfémet, amely kozvetetten egy

negativ hatast is jelent a magzat szamara. Ennek hatterében az éll, hogy a Cd?*
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altal indukalt MT expresszid, nem csak a nehézfémek megkotését fogja
kivaltani, hanem olyan esszencialis nyomelemek atjutasat is gatolni fogja, mint
példaul a Zn?*.55-%° Tekintettel arra, hogy ez a védelmi vonal a terhesség korai
szakaszatdl kezd6dben erds igénybevételnek van kitéve, és ezalatt nagy
mennyiségu toxikus terhelést halmoz fel nem meglep6, hogy a méhlepény nem
nyujt teljeskorl védelmet, és a fejl6dé magzat szervezetébe jelentds mértékben
kerulhetnek karos anyagok. llyenek példaul egyes gyogyszer hatéanyagok is,
melyek teratogén hatasa ma mar jol ismert. A hatékonysaga a placentalis
rétegek vastagsaganak, ezaltal a kétiranyu transzport folyamatokat leird
atereszt6képesség fuggvénye. Azonban a szakirodalomban jol alatamasztott
adatokbdl tudjuk, hogy méhlepény strukturaja a terhesség el6rehaladtaval
degradalédik. Ezzel teret engedve egy id6 utan bizonyos anyagok konnyebb
atjutasanak. Ennek hatterében a placentalis gat vékonyodasa all, mely az els6
trimeszter 20 — 30 ym-es vastagsagarél, 2 — 4 uym-re csokken a harmadik

trimeszter végére.’0"

A méhlepény és a fejl6dé magzat kozotti dsszekottetést, ezaltal a
megfelel6 tapanyag és oxigén ellatast a koldokzsindr biztositja. EbbdI
kovetkezben, allapota meghatarozé szereppel bir a megfeleld6 méhen beldli
fejlédésben. A koldokzsindér és a méhlepény egyutt olyan atmeneti szervekként
funkcionalnak a terhesség alatt, amelyek ha karosodast szenvednek, akkor
kozvetlen vagy kozvetett modon veszélybe kerlulhet a magzat oxigén és
tapanyag ellatottsaga vagy keringési zavar alakulhat ki.”>-"* A koldokzsinor a
placentaval ellentétben, teljes mértékben embrionalis eredetli. A teljes hossza
korulbelll 50 — 60 cm, atméréje 1,5 — 2 cm. Felépitését tekintve két artériat és
egy vénat tartalmaz spiralis lefutasban, amelyek egy specialis kdtészovetbe, az
ugynevezett Wharton-kocsonydba 4&gyazva foglalnak helyet (3. abra). A
Wharton — kocsonya kollagénben gazdag extracellularis matrixaban
miofibroblaszt sejteket talalunk, amelyek egyfelél biztositjak a szerv kontraktilis
és rugalmas tulajdonsagait, masfeldl pedig a kotészovet termelésért felelések.
Az extracellularis matrix a kollagén rostnyalabok mellett jelentés mennyiségben
tartalmaz nagy vizkétd kapacitassal rendelkezd hialuronsavat, sokat,
metabolitokat és plazmafehérjéket, amelyek biztositjak a koldokzsindr
transzportfolyamatainak dinamikajat és a megfelel6 ozmotikus viszonyokat. A
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szoveti rugalmassagnak koszonhet6en a beagyazodott erek védelme biztositott
a terhesség és a szllés soran fellép6 mechanikai behatasoktdl (csavarodas,
0sszenyomodas).”>’7  Alapvetéen a koldokzsindér véna oxigénben és
tapanyagokban dus vért szallit a placenta felél a fejl6dé magzathoz, a két
artéria pedig az oxigénben szegény vért szallitia visszafelé a méhlepényhez,
ahol az felfrisstl. A pontossag kedvéért azonban érdemes kitérni arra, hogy a
magzat felél visszaaramlé vér tulajdonsagai eltérnek a megszokott keringési
rendszerben ismertektél. Ennek oka, hogy a méhen bellli fejlédés egy relative
hipoxias kornyezetet jelent, és nem muikodik a tud6é funkciondlis keringési
rendszere (kisverkor) sem. Ebbél kovetkezben a vénabdl a magzatba és onnan
visszafelé aramlé vér szamos ponton talalkozik egymassal. Ezek az
ugynevezett prenatalis shunt-6k (a maj és a sziv terlletén) biztositjak a vénas
vér oxigén tartalmanak csokkenését, amely igy a szovetek fejlédéséhez
optimalis értékekre szabalyozddik. Ennél fogva tehat a koldokzsinér artériakban
aramlé vér inkabb kevertnek tekinthet6.”® Mindazonaltal ez a rendszer
onmagaban zartnak tekinthetd, igy a koldokzsindrban foglalt erek a magzat

keringési rendszerének meghosszabbitasaiként is értelmezhetbek.

Vasa > Artériak
vasorum

Wharton
S¢/ kocsonya

3. abra (A) A kdldokzsinér keresztmetszetének sematikus rajza (B) A kéldékzsinérban

foglalt erek altalanos felépitése (Barrios alapjan moédositva)’®

Ennek kovetkeztében a kolddkzsindr vénak hordozzak az anyai
keringésbdl érkez6 és a méhlepény altal atengedett karositdé hatasok
lenyomatait, az artériak pedig leginkabb a magzati allapotrol adhatnak képet.

Ezaltal a méhlepényen atkerulé toxikus anyagokkal szemben a vénak

18



els6dlegesen és kozvetlenul érintettek, mig az artériak esetében egy kozvetett
kitettségrél beszélhetunk. Az erek nem meglep6 modon a magzati
vérkeringéshez hasonléan egyedi felépitéssel rendelkeznek, és bizonyos
meértékben kuldnboznek a testet behaldzé mas erektbl. A legbelsé réteget
(tunica intima) az endotélsejtek szorosan egymashoz illeszkedd rétege alkotja.
A kozépsd réteg (tunica media) a simaizmok csoportja. Az izomsejtek két
vastagabb rétegbe rendez6dnek: belsd, hosszanti iranyultsagu izomsejtek és a
kils6 burkolatot képz6 keresztiranyban spiralisan futé simaizom réteg. Az erek
abszolut egyedi tulajdonsaga, hogy teljes egészében hianyzik a megszokott
kuls6 réteguk (tunica adventitia). Emiatt nem rendelkeznek a mas ereket
burkolé rugalmas rostokkal sem. Ennek a hianynak masik, korabban emlitett
velejardja, hogy nem rendelkeznek un. taplald erecskékkel (vasa vasorum) és
nincs érfalat ellatdé beidegzésiik sem (nervi vasculares).8%81 Az erek tonusanak
szabalyozasa lokalis tényez6kon alapuld és kdzvetlen kornyezetuk hatasaitol
fugg6, féként autogén rendszer (endokrin faktorok, nyirdéer§, oxigén
koncentracid, stb.).8? Ebben az egyik legfontosabb szerep az endotél sejteké,
amelyek szorosan egymashoz illeszkedve alkotnak egy zart réteget, ami a
vérrel folyamatos, kozvetlen kapcsolatban van. Ennek megfeleléen a
mehlepény altal ki nem szlrt karos anyagokkal szemben is elsddlegesen
kitettek. Az endotélium feladata valdjaban egy széleskérli és integrativ
érzékelési-valaszadasi folyamat. Az adekvat reakciok pedig érintik magukat az
endotél sejteket (autokrin), illetve kdzvetlen kornyezetiket (parakrin), amelyet
féként a simaizom sejtekre lehet vonatkoztatni. A simaizom sejtekkel vald
egyuttmikodés eredményeként adaptivan valtozik az erek keresztmetszete, igy

a benne aramlé vér sebessége.

2.2.2. A magzati oxidativ stressz altalanos kbévetkezményei

A méhen beldli élet olyan adaptiv folyamatok 6sszessége, amelyek egy
alland6 strukturalis, fiziologiai és anyagcsere valtozassal jarnak, ezzel
felkészitve a magzatot a szlletés utani életre. Ezek a folyamatok szigoruan
szabalyozottak, és amennyiben zavart szenvednek, az szamos szinten kihathat
a fejlédésre, és a késbbbi életszakaszokban (akar felnétt korban is) szamos

betegség hajlamositd tényezdiként jelentkezhetnek.
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Az el6z6 fejezetek alapjan kijelenthetjuk, hogy a dohanyzas jelentésen
hozzajarul a ROS/RNS koncentracio megemelkedéshez és mindemellett a
toxikus fémek szervezetbe jutasa is nagy kockazatot jelent. Mivel a magzati
fejlédés az anya allapotaval szoros dsszefliggésben all, igy az oxidativ stressz
ok-okozati Osszefuggései itt is megnyilvanulnak. Maga terhesség alapvetéen
egy olyan fizioloégias allapot, ahol az oxidativ stressz természetes velejardja
lehet az anyagcsere megnovekedett oxigén és tapanyag igényének. A
dohanyflistben megtalalhatdé kémiai anyagok a placentan atjutva kdzvetlentl és
kozvetetten is hatassal lehetnek a magzat oxigén és tapanyag
ellatottsagara.?384 Szakirodalmi adatok tamasztjak ala, hogy a megemelkedett
lipidperoxidacio és a prooxidans-antioxidans egyensuly felborulasa nem csak a
dohanyzo édesanyak, hanem az Ujszilotteik szervezetében is kimutathato.8>86
Emellett a mar emlitett nehézfém terhelés nyomai is kimutathatéak, ahol a
rovidtavu kitettséget a vérben, mig a terhesség teljes idészakara vonatkozo
terhelést a placentaban mért Cd?*, és Pb?* koncentraciok tikrozik.®4 Ennek
kovetkeztében az ujszuléttnek megnd az érzékenysége az oxidativ stresszel

szemben, amely névelheti a kés6bbiekben kialakuld betegségek kockazatat.®”

2.2.3. Kemo-bioldgiai interakciok hatasa az embrionalis fejlédésre

Fontos negativ kovetkezményként tartjuk szamon a dohanyzas
fejlédésbiologiai hatasait is. llyen ok-okozati 6sszefuggések kozott emlithetjuk
peldaul az epigenetikai valtozasokat, amelyeket az utobbi évtized kutatasai
alapjan a potencialis rizikofaktorokat jelentenek, akar toébb generaciora is
tovabborokitve. Az orokletes epigenetikai valtozasoknak fontos szerepe van az
egyedek kozti variabilitasban, amely nodvelheti egyes betegségekre
hajlam/érzékenység kockazatat. Mindemellett ne feledjik el, hogy ezeknek a
valtozasoknak adaptiv szerepe van a sejtek fejlédésében és funkcidjaban. Ezen
programozott folyamatok sérulése a méhen bellli fejlédés kulcs szakaszaiban

egy életre sz6l6 funkcionalis valtozasokkal jarnak.88-1

Az elmult évek nagyszamu, mélyrehatd és rendszerszint( vizsgalatainak
adatai bizonyitjak, hogy a dohanyzas (beleértve a passziv dohanyzast is)
szamtalan fejlédési rendellenességhez vezethet.%>%° 2013-ban Feltes és

munkatarsai jelentették meg az elsé olyan kdzleményt, amely a nikotin és 50
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egyéb mas dohanyfust 0sszetevé kemo-bioldgiai kapcsolatait vizsgalta. Ezzel
betekintést engedve abba, hogy a potencidlisan veszélyesnek itélt anyagok
miként, milyen molekularis utvonalakon hatnak olyan fejlédést befolyasolo
tényezbkre, mint az abnormalis sejt proliferacid, differenciaciéo és az oxidativ
stressz. Eszerint a bioldgiai folyamatok olyan széles kore valhat érintetté, mint a
sejtek kozotti kommunikacio és jelatvitel, hormon szintézis, DNS hibajavitas és
metabolizmus, valamint a gyulladasos valaszreakciok. A negativ hatasok
Osszetettségén bellli kapcsolatok vizsgalataval két fé6bb utvonal kulonithetd el.
Az egyik a gyulladasos folyamatok ndvekedése, valamint ezzel parhuzamosan
a geénexpresszio, differenciacio és a jelatvitel folyamatainak negativ iranyu
szabalyozasa. Ezek a mechanizmusok a tovabbiakban kapcsolatba hozhatdak
a csoOkkent szuletési sullyal, a vetélések gyakorisaganak novekedésével, a
vazizom rendszert érint6 deformitasokkal, csdokkent immunitassal és tumorok
kialakulasaban is szerepet jatszo megndvekedett proliferacidés rataval.’® A
dohanyzas soran szervezetbe kerulé anyagok kozul a nikotin a legismertebb, de
a fejl6édésre gyakorolt hatasainak pontos mechanizmusardl eddig keveset
tudtunk. Ugyanezen kutatas eredményei kimutattak, hogy a nikotin elsésorban a
keresztll. A retinolsav egy lipofil molekula, amely az embriogenezis korai
szakaszaban a sejtek kdzotti jelatvitelért felelés. A membranokon keresztuljutva
olyan sejtmagi receptorokhoz kapcsolodik, amelyek kulcsfontossaguak a
homeobox-gének expresszidjaban, és a vazrendszer korai fejl6désében.%7:%8 A
nikotin ezen receptorokat kdzvetetten gatolja, és ezzel egy idében olyan sejt
proliferacios fehérjéket stimulal, amelyek antagonizaljak a retinolsav aktivitasat.
Mindemellett gatolja azon fehérjéket is, amik a csontszdovetek normal
fejlédéséhez szikségesek, indukalja a gyulladast serkent6 folyamatokat,
valamint az egész szervezetre hatast gyakorld sejtszintli stressz folyamatok

lancreakcidit inditja el.%

2.2.4. A méhen belliili fejl6dési zavarokra visszavezethetd kardiovaszkularis
problémak

A dohanyzas karos hatasai ellen a magzat csak részlegesen védett, és a

meéhlepény altal ki nem szirt karos vegyuletek, fémek a magzat fejlédését és a
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szuletés utani életét is nagyban befolyasolhatja. A dohanyos anyaktol szuletett

utodok és a CVD kapcsolatardl szamos tanulmany latott napvilagot.

Epidemiolégiai tanulmanyokbdl ismeretes, hogy az anyai dohanyzas
noveli a hirtelen csecseméhalal kockazatat, és olyan késébb megnyilvanulo
betegségekkel hozhaté dsszefliggésbe, mint a magas vérnyomas és szamos
egyéb CVD.%-101 Az el6z6 fejezetben emlitett nikotin tehet6 féként feleléssé a
sziv- és érrendszeri problémak kialakulasaért. Ennek okai kozott tartjuk
szamon, hogy a nikotin képes akadalytalanul athaladni a méhlepényen, és a
fejletlen  detoxifikald6  képességgel rendelkez6 magzati keringésben
felhalmozodni. Ezt mi sem bizonyitja jobban, mint hogy az aktiv dohanyos
édesanyak vérében mért nikotin koncentraciokat a magzati vérbdl mért
koncentraciok altalaban meghaladjak. Hatasat tekintve a keringési rendszer
nikotinos acetilkolin receptorainak agonistaja. Ez a korai fejlédés szakaszaban
olyan visszafordithatatlan valtozasokat indukal, amely hosszu tavon valtoztatja
meg egyes sejtek mikodését, valamint az érfunkcié befolyasolasaval
kardiovaszkularis komplikaciokat indukalhat akar feln6tt korban is.102-105
Tovabba allatkisérletes adatok is bizonyitjak, hogy az intrauterin nikotin
terheltség felndttkori szivmikddési zavarokat okoz és noveli az érzékenységet

az iszkhémia / reperflzidés karosodasokkal szemben.1%°

Mas szemszogbdl megkdzelitve, a megndvekedett magzati oxidativ
stressz Osszeflggésbe hozhaté az elégtelen oxigén és tapanyag ellatassal,
ennél fogva a normalisnal alacsonyabb szlletési sullyal is. Amikor a méhen
bellli fejlédés nem éri el a genetikailag meghatarozott névekedési potencialt,
akkor intrauterin nodvekedési retardaciordl beszélink. Ez a fenotipus az
Ujszulottek ~15%-at érinti szerte a vilagon, és az ezt okozo rizikd faktorok kozul
kiemelend6 a terhesség alatti dohanyzas ténye.l°® Ebben az esetben a
prenatalis hipoxia oxidativ stresszt idéz el6 a méhlepényben, ami tovabbi RNS
termel6dést indukal és abnormalis placentalis funkciét eredményezve a magzat
elégtelen fejlddéséhez vezet.1%7 Az oxigén hianya a tulélés érdekében magzati
adaptiv reakciot valt ki, amely a fejl6d6 szervek (vese, sziv, érrendszer) terhére
torténik. Ezen folyamatok a vérnyomas szabalyozasban részt vevé renin-
angiotenzin rendszer receptorainak expresszidjan és aktivitasan keresztll

vesefunkcié valtozasokat eredményeznek. Mindezek mellett hatassal van a
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normal érrendszeri funkcidkra is (vazokonstrikcio, dilatacio). Ennek
kovetkezményeként novekszik az érfalak merevsége, és visszaesnek az
érképzd (vaszkularizacios) folyamatok. A felsorolt fejlédés zavarok a késébbi,
akar felnétt életben is nagyban nodvelik a magas vérnyomas kialakulasanak,
illetve az ehhez kapcsolodd sulyosabb szovédmények progressziojanak

kockazatat.108

2.3 A NO szintézis szabalyozasa kardiovaszkularis rendszerekben

Altalanossagban az erek feladata a szervek, szovetek megfeleld
tapanyag és oxigén ellatasa. A szervezetben aramld vér ezen felll szamos
bioaktiv molekulat is szallit, amely nélkulozhetetlen a normal bioldgiai
folyamatok fenntartasaban. Ennél fogva az értbnus szabalyozasa
kulcsfontossagu az él6 szervezetek homeosztazisanak fenntartasaban. Az
endotélium altal el6allitott egyik legfontosabb szabalyozé molekula a NO,
amelynek termeléséért els6sorban a nitrogén-monoxid szintaz (NOS)

enzimcsalad felels.109

2.3.1. A NOS enzimcsalad altalanos jellemzése

A NO szerepének felismerése (,endotéliumbdl szarmazd relaxans
faktor”) egészen 1987-ig nyulik vissza. Azéta ennek a kicsi, gaz halmazallapotu,
er6sen diffuzibilis molekulanak biolégiai folyamatokban betdltott kulcs
szereperdl szamos felfedezés szuletett, melyek kozul jelen dolgozatban az

értonus szabalyozast (vazodilatacio) szeretném kiemelni.110-112

A NOS enzimcsaladon belll jelenleg harom izoformat ismerink a
magasabb rendl szervezetekben.''® A harom enzim alapvetd tulajdonsagaiban
megegyezik, de szOvet specifikus expressziojuk miatt és szabalyozasuk egyes
elemeiben némileg eltérnek egymastol. Tudomanytorténeti szempontbdl az
elnevezésuk az aldbbi mdédokon elfogadott: neuronalis NOS (nNOS/NOS1),
indukalhatd NOS (INOS/NOS2), endotélidlis NOS (eNOS/NOS3). Azonban
fontos megemliteni, hogy behatdobb vizsgalatuk vilagossa tette, hogy
kifejez6désuk helye és szereplk ennél sokkal szélesebb kori. A NOS1 és
NOS3 alapvetéen konstitutivan expresszalodik. EI6bbi féként a kdzponti és a

bélidegrendszerben, valamint sima- és vazizom sejtekben, mig utdbbi leginkabb
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az endotél sejtekhez, epitél sejtekhez, vazizom sejtekhez, majsejtekhez és a
méhlepény szinciciotrofoblaszt sejtjeihez kothet6. Ezzel szemben a NOS2
lokalizaciojatol figgben lehet indukalhatd (endotél sejtek, immunsejtek, vaz- és
simaizom sejtek) vagy konstitutiv (Iégzétraktus epitélium, vastagbél mukéza,
neuronok, hepato- és keratinocitak).114118 A tovabbiakban a disszertaciéom

szempontjabol fontosabb NOS2 és NOS3 jellemzésével szeretném folytatni.

A human NOS2 és NOS3 fehérjéket kulon gének kodoljak, egy-egy
képiaban, eltéer6 kromoszomakon. A gének hasonlé genomi strukturaja miatt,
alapvet6 felépitésuket tekintve megegyeznek. Funkcionalis formajukban
homodimert alkotnak, amelyben a monomerek kettés domén strukturat
mutatnak. Az N-termindlis oxigenaz domén tartalmazza a hem,
tetrahidrobiopterin (BH4), L-arginin kotéhelyeket, a C-terminalis reduktaz domén
pedig a flavin-adenin-dinukleotid (FAD), a flavin-mononukleotid (FMN) és a
redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) kotohelyeket. A két
domén kozotti 0sszekottetést egy calmodulin (CaM) felismeré hely biztositja.t®
A két enzim emiatt lényegében hasonld katalitikus aktivitassal bir, ami
valészinlleg a konvergens evolucio eredménye. A kulonbségek 0sszességében
a kismeértékben eltér6 aminosav szekvenciak és negyedleges szerkezetek
eredményei, amely féként a szubsztrat koté oxigenaz domént érinti.120 A
homodimer kialakitdsaban és stabilizalasaban a kofaktorok elengedhetetlenek.
Az oxigendaz doménhez kot6dé Zn?* a szerkezet strukturdlis stabilitasat
biztositja, a BH4 pedig az aktivitas szempontjabdl fontos. Kétédése a hem és a
dimer fellletek kd6zé koordinalt, ezzel mintegy modulalva a hem prosztetikus
csoport redox potencidljat. Az enzimek altal katalizalt reakcid lépcsbzetes
elektron transzferen alapszik. Kezdeti Iépésként a dimer egyik monemerjének
reduktaz domeénjéhez kotédik a NADPH, és megtorténik az elektron atadasa a
FAD, majd a FMN iranyaba. Ezt kdvetéen az elektron tovabbitdédik a masik
monomer oxigenaz doménjének hem csoportjara, feltételezetten egy
konformacio valtas segitségevel. Végso lépéskent a redukalt hem prosztetikus
csoport részvételével megtorténik a NO szintézise L-arginin szubsztratbol
molekularis oxigén jelenlétében, melléktermékként pedig L-citrullin keletkezik. A
folyamatbdl vilagosan latszik, hogy az egyes alegységek kozti elektron atvitel

miatt az enzim aktivitasahoz elengedhetetlen a dimer struktura kialakitasa.
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Erdekes médon a NOS2 és NOS3 dimer képzése is mutat eltéréseket. A NOS2
esetében feltételezhetben csak az oxigenaz, mig a NOS3 esetében mindkét
alegység részt vesz a dimer képzésében. Tovabba fontos, hogy mindkét
izoforma esetében kulcsfontossagu a CaM kotés, de a NOS2 esetében az
aktivaciohoz nem szlkséges a sejten beluli kalcium szint megemelkedése.
Ennek elénye, hogy a NOS2 a szorosan kotott CaM-nal teljes mértékben aktiv
marad alapszint{ kalcium koncentracié mellett is.*?1-124 A NOS2 altal termelt NO
mennyisége igy elsésorban a de novo transzlalodé enzim mennyiségének
fuggvénye. Mindemellett a NOS2 hatékonyabb a NOS3-nal a NO forgalom
tekintetében, és ez a konstans aktivitassal parosulva 6sszességében nagyobb
kimen6 teljesitményt biztosit.1?> Mindazonaltal ez leginkabb a patogén mikrobak
elleni immunvalaszban vagy a gyulladasos folyamatokban bizonyul leginkabb

hasznosnak.'?% (4. abra)
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4. abra (A) A NOS monomer altalanos szerkezete, felépitése (B) A funkcionalisan aktiv

NOS homodimer szerkezete (Oliveira és mtsai munkaja nyoman médositva)!1®

2.3.2. A NOS3 aktivitasat befolyasolo f6bb szabalyozdé mechanizmusok

Fizioldgias korlilmények kdzott az érrendszer endotél sejtjei altal termelt
NO elsédleges forrasa a NOS3.12” A NOS3 strukturalis tulajdonsagai alapjan
két 6 modjat kulonithetjuk el az enzim aktivitas szabalyozasanak. Az egyik a
dimerizacion, a masik pedig a mar aktiv enzim domének kozotti elektron
atvitelének befolyasolasan alapszik. Mindkettére szamos valtozatos példat
ismerink, egészen a kofaktor depléciotdol kezdve a poszttranszlacios
modositasokon és a sejten bellli lokalizacion at, egészen a fehérje-fehérje

kélcsdnhatasokig.

A kilénbdz6 fehérjékkel kialakitott kdélcsonhatasok igen nagy szama

miatt most csak a leglényegesebbeket emelném ki. A korabban emlitett
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aktivacidhoz nélkulozhetetlen CaM-nal ellentétes hatasu az egyik legismertebb

gatlé hatasu fehérjepartner, a kaveolin-1 (Cavl).
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5. abra A NOS3-hoz kapcsolédé jelatviteli utvonalak vazlata (Sessa munkaja alapjan

modositva)!?®

Ez a fehérje a sejtek membranjanak intracellularis betliremkedéseinek
(kaveolak) f6 eleme. Ezekben a membran Uregekben a Cav1 kdzvetlendl
kapcsolédik a NOS3 CaM-koté szekvenciaja kdzelében, ezzel sztérikusan
gatolva a CaM altali aktivalas lehetéségét és a NO termelést.12%130 Tovabbi
fontos fehérje partnereket is ismerlink, amelyek f6 feladata a NOS3
transzlokacidja a plazmamembran terlletérél, amely az aktivalas egyik
kulcslépése. Egy korabbi fejezetben mar bemutatott HSP90 példaul a Cav1
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kozelében kotddik a NOS3-hoz, amely ennek kdvetkezményeként felszabadul a
Cav1 gatlas alol. A HSP90 segiti a dimert stabilizalo CaM kotédését, és a
fehérje kinaz B (Akt) toborzast, amely a NOS3-at kozvetlen aktivalo
foszforilacioért felel6s. Az ugynevezett NOS kdlcsénhatd protein (NOSIP) ezzel
szemben az oxigenaz doménhez kotddve ubikvitin-ligaz aktivitasaval
degradacidra jeldli ki a fehérjét (5. abra).'?® Ezzel kdzvetlenil befolyasolva a
NOS enzimek életidejét, amely a NO szint térben és idében vald
szabalyozasanak egy specialisan koordinalt megvaldsitasa. Az is ismert, hogy a
béta-aktinnal valé kolcsOnhatas stabilizélja a dimer aktiv formajat, és
hiperoxémias kornyezetben noveli a NO szintézist, ezzel szabalyozva az adott
terllet vérnyomasat. A legutdébb felfedezett alfa-globinnal (hemoglobin lanc)
valé kapcsolat kialakitdsa pedig az erek 6sszehuzodasat (vazokonstrikcio)
segiti. Ennek soran az alfa-globin a NOS3 oxigenaz domeénjéhez kotddik,
amellyel egyfel6l kdzvetlenll akadalyozza a NO szintézist, masfel6l a hem

csoportja révén megkoti a bioldgiailag aktiv NO-t.131-137

A NOS3 szamos poszttranszlaciés modositason is ateshet (pl.
mirisztoilacio, palmitoilacid, ubikvitinacio, stb.), amelyek kozul a legfontosabb az
aktivitas szempontjabol meghatarozé jelentéségi foszforilaciok. A foszforilacidk
kulonféle stimulusok hatasara kovetkeznek be. Ennek megfeleléen tobbféle
kinaz vehet benne részt, amelyek a fehérje tirozin (Tyr), treonin (Thr) vagy
szerin (Ser) oldallancait célozzak, amely meghatarozza a NO szintézis sorsat. A
kivaltd hatasok kozott megemlithetjuk a nyiréerét, a bradikininint, a vaszkularis
endotélialis ndvekedési faktort, kilénb6zé hormonokat és az angiotenzint.13®
Jelenleg hét ilyen poziciét ismerink biztosan a human NOS3 aminosav
szekvenciajaban, amelyek aktivaljak vagy inaktivaljak az enzimet. A gatlé hatast
kivaltd foszforilaciok (Serl14, Thr495, Tyr657) soran megsziinhet a két domén
kozotti elektron atadas, akadalyoztatotta valik a mas aktivald fehérjékkel vald
interakcidk kialakitasa, vagy né a gatlast kivaltd Cav1-hez val6 affintas.t3%-141 Az
aktivalé foszforilacios események (Tyr81, Ser615, Ser633, Ser1177) esetén
feltételezhetéen a fellleti toltés megvaltozasanak hatasara gatlédik a reduktaz

domén autoinhibitoros aktivitasa.142-145

A NOS3 katalitikus aktivitasa elsddlegesen az enzim homodimer

formajatol fugg, ahol az elektronok aramlasa a két monomer kozott kapcsoltan
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megy végbe. Ez a kapcsoltsag altalaban a szukséges mennyiségben jelen [évd
L-arginin szubsztrat, a BH4 és egyéb kofaktorok jelenlétének fuggvénye. Ha a
redox allapot megvaltozasa hianyt teremt barmelyik eléfeltétellel kapcsolatban,
akkor a NOS3 ugynevezett szétkapcsolt allapotba kerll. Ennek kovetkeztében
az elektronok a molekularis oxigénnel reagalva, O2¢- termel6dést fognak
indukalni.146.147 Az |-arginin szubsztrat normal koriilmények kézott nem limitalo
tényez6, és fenntartja ezt a kapcsoltsagot, azonban egy bizonyos szint alatt
bekovetkezik a szétkapcsolas.'*® Az L-arginin mas enzimeknek is
szubsztratként szolgalhat, példaul arginaz-1 (ARG1), mely igy a NOS3-mal
kompetitiv viszonyban all. Az ARG1 altal katalizalt reakcié eredményeként L-
ornitin vagy aszimmetrikus dimetil-arginin (ADMA) és urea keletkezik. Az ADMA
jol ismert NOS inhibitor. Az L-argininnel verseng a NOS3 koétéhelyeiért, ami
ebben az esetben a NO termelés helyet a NOS3 szétkapcsolasahoz vezet.14°
Ezen tényekre alapozva az endotélidlis funkcio vizsgalatdban mind az arginaz
aktivitas, mind pedig a vérplazma ADMA koncentracidja kivald klinikai
biomarkerként szolgalhat.'%151 A BH4 hozzaférhetéség szintén kritikus
szereppel bir a szabalyozasban a homodimert stabilizalé hatasa miatt.
Kedvezétlen redox korulmények kozott a BH4 oxidalédik (BH2), és a hem
csoporthoz kotdédve eltolja az elektron transzportot a molekularis oxigén
irAnyaba, ami szintén O2" képzéshez vezet. Emiatt a BH4/BH2 arany
fontossaga a NOS3 szétkapcsolas tekintetében szintén meghatarozo klinikai

tényez(.152153
2.3.3. A xantin — oxidoreduktaz (XOR), mint alternativ NO forras

Az NO hiany kompenzalasanak tobb maddija is lehetséges, amennyiben a
NOS enzimek megfelel6 miikddése valamilyen oknal fogva gatlédik. Ennek
egyik lehetséges modja az S-nitrozotiol vegyulletek képzése. A hemoglobin és
mioglobin ennél fogva nagy szereppel bir a NO raktarozasaban és

Ujraelosztasaban.

Ennél azonban meglepébbek az utdbbi években napvilagot latott
eredmények, amelyek a XOR kedvez6 hatasait irjak le. A XOR a purin
anyagcsere egyik enzime, amely a hipoxantin-xantin-hugysav reakciét

katalizalja. Alapvetéen ennek a molibdén tartalmu enzimnek az oxidativ
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muikodése olyan redukcids I1épésekkel parhuzamosan torténik, amik NADH vagy
RNS képzédéssel jarnak.'> Emiatt korabban ugy vélték, hogy a XOR leginkabb

egy artalmas enzim, amely a CVD-k sulyosbodasaban kulcsszerepet jatszik.1%°

Azonban a legujabb eredmények azt sugalljak, hogy a XOR reduktaz
aktivitasa, nitrat (NOsz") és nitrit (NO2") szubsztratot hasznalva hozzajarul a NOS
figgetlen NO szintézishez bizonyos korilmények kozott.156-15° A XOR altal
katalizalt NOs— NO2 — NO ut in vivo allatkisérletekkel alatdmasztva bizonyitja,
hogy telies NOS3 deficiencia esetén az enzim aktivitisa megnd, és ezzel
parhuzamosan csOkken a O2" termelés, de noévekszik a bevitt NOs-bol
szarmazd NO2 és NO mennyisége.'© A XOR expresszié indukalhatd és
aktivitasnovekedés érhet6 el hipoxias és gyulladast kivaltd koriiményekkel, amit
a magasabb oxigén koncentracid gatol. Mikodésének hatterében
feltételezhetéen az all, hogy felépitését tekintve az enzim emlékeztet a
bakteralis nitrat-reduktazokra, amely megmagyarazza a hasonl6 aktivitast.6!
Ezen felll kimutattdk, hogy sulyos iszkhémia esetén a szivizom XOR és NOz2
szintje elegend6 ahhoz, hogy annyi NO termel&djon, amely akar meg is haladja
a NOS aktivitasbol szarmazé értékeket. Ennek megfeleléen a XOR aktivitasa

egy potens bioaktiv NO forras lehet, ha a NOS-fliggd utvonalak sériilnek.162163

2.4 Az endotélialis diszfunkcié (ED)
2.4.1. A NO szerepe a kardiovaszkularis rendszerben

A NO lipofil tulajdonsagainak kodszonhetéen konnyen atdiffundal a
membranokon. Az endotél sejtekbél parakrin modon eljut a simaizom sejtekhez,
ahol a szolubilis guanilat-ciklaz célfehérjére hatva vazodilataciot valt ki. A
radialis diffuzié soran nagy mennyiségben az erek lumenébe is atkerul, ahol a

vorosvértestek hemoglobinja megkéti a szabad NO-t.164-168

A NO sorsanak egy izgalmas aspektusa a bizonyos célfehérjék
ugynevezett, korabban emlitett S-nitrozilalasa. Ennek soran a fehérjék cisztein
aminosavjainak tiol csoportjai megkotik a NO-t, és ezzel S-nitrozotiol csoportot
alakitanak ki. Az utébbi években a témakor kiemelt figyelmet kapott a
kardiovaszkularis funkciok tertletén. A kardioprotektiv hatas érvényesuilésében

is szerepet jatszhat a fent emlitett csoportok kialakitasa. Amellett, hogy ez
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megvaltoztathatja egyes fehérjék funkciojat, védi a fehérje tiol csoportjait az
irreverzibilis oxidativ karosodasoktol. Proteomikai eredmények szamos
célfehérjét azonositottak, amelyeknek tébbek kozott szerepe van a
mitokondridlis funkcidkban, Ca?* homeosztazisban és az izommiikodésben.
Emellett ilyen a tobbek kozott vorosveértestekben (VVT) is megtalalhato
hemoglobin is, amelynek igy nagy szerepe van a NO passziv szallitasaban és

Ujraelosztasaban.169-172

2.4.2. Az ED kialakulasanak hattere

Normal helyzetben az endotél sejtek biztositjak az erek relaxaciojat,
gatoljak a vérlemezek aggregaldédasat és a simaizom proliferaciét, valamint
szabalyozzak az érfal permeabilitasat. A nem megfelel6 endotélialis funkcio
ezzel szemben érszikulettel, ezaltal keringési elégtelenséggel, a vérlemezek
Osszecsapzodasaval, abnormalisan atjarhaté érfalakkal és gyulladasos
reakciokkal jar egyutt. Manapsag szamos olyan hatast ismerink, amelyek a
normal endotél funkcioét negativan befolyasoljak. Minden konvencionalis CVD
rizikofaktor (diszlipidémia, magas vérnyomas, diabétesz, dohanyzas)
Osszefuggésbe hozhaté az ED kialakulasaval, ami kdzos kiinduldpontja a

komplexebb megbetegedéseknek.

Az elhuzodd negativ hatasokra adott valaszként az endotélium egy nem
adaptiv fenotipusvaltozason megy at, melyet a normal funkciok kiesése kisér.
Az ED egyutt jar a sejtek homeosztazisanak teljes felborulasaval. Ennek soran
megemelkedik az adhézidés molekulak expresszidja, €s a gyulladasos és
trombotikus faktorok szintézise, abnormalissa valik az érténus szabalyozasa,
végul pedig megszinik az endotél altal medialt vazodilatacio. A NO-fuggd
diszfunkcié az érelmeszesedés felé vezetd ut egyik elsé lépése, illetve human
és dllatkisérletes adatok alapjan elérevetiti a magas vérnyomas kockazatat.1’3-
179 Molekularis szempontbdl legegyszeriibben a bioldgiailag hozzaférheté NO
csOkkenésével irhato le a jelenség, amely az oxidativ stressz eredményeként
NO inaktivaciobdl és/vagy NOS3 szétkapcsolasbdl eredeztethets.178180.181
Erdekes médon a megndvekedett NOS2 aktivitas szintén hozzajarul az ED
kialakulasahoz, sulyosbodasahoz. A NOS2 rovid id6én belll nagy mennyiségi

NO termelésére képes, de ez kompenzacio helyett fokozza a karosodast és
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nitro-oxidativ stresszhez vezet, ha a rendszerben nagy mennyiségl prooxidans
(fékent O2) van jelen. Ezen felul a NOS2 és az ED kapcsolatabdl ismeretes,
hogy fokozddik egyes kinaz fehérjék endocitdzisa és lizoszomalis degradacioja,
ezaltal séril a NOS3-HSP90-Akt-kinaz kapcsolati rendszer, ami a NOS3

aktivalasat gatolja, végil pedig a homodimer szétkapcsolasahoz vezet.182183

2.4.3. Az ED kbévetkezményei a sejtek és szbvetek szintjén

Az ED soran megbomlé homeosztatikus szabalyozas, a fokozott
szabadgyok képzb6dés és a makromolekulak karosodasa nemcsak a NO
termelést és egyéb jelatviteli utvonalakat érint. A hosszabb tavon fennall
terhelés hatasara olyan progressziv folyamatok indulnak el, amelyek egy
kritikus pontot kovetéen a sejtek haldlahoz és szovetszintl degradacidhoz

vezetnek.

A sejtek halala szigoruan szabalyozott folyamat, amelynek
altalanossagban két f6 esemény, az apoptdzis és nekrdzis kéré csoportosithato.
A két folyamat kozott altalaban megfigyelhetéek atfedések, de maguk a
folyamatok alapjaiban térnek el egymastél. A legfébb kulonbség, hogy az
apoptézis egy programozott folyamat, ezzel szemben a nekrézist egy
rendezetlenségbe tartd, passziv sejtpusztulasnak tekinthetjuk, amely egy akut
vagy tulzott traumara adott valaszreakcio. A nekrotikus sejtek morfoldgiajara a
sejtalkotok zsugorodasa, a plazmamembran feltoredezése, és a sejtek
lizalodasa jellemzd.184185 Az apoptozis a sejthalal leggyakoribb formaja, mivel
nem csak stresszhatas soran aktivalodik, hanem szikséges a normal
fejlédéshez és morfogenezishez is. Ezaltal az apoptozist kivaltd események
érkezhetnek kuls6, és belsé forrasbol is. Az ide tartozd folyamatok kozds
vonasa a cisztein-aszparagin proteazok, a kaszpazok (CASP) lancreakcioszer
aktivalasa.l®® A kaszpaz-kaszkad a kivaltd tényezokre specifikus, Ugynevezett
iniciatorokkal (CASP8/9/10) kezdddik, amelyek végsé soron aktivaljak a kivegzé
funkcioval rendelkezé effektor CASP-okat. Ez utébbiak kozul a legismertebb a
CASP3, amely alapvetbéen inaktiv prokaszpaz dimerként van jelen a sejtek
citoplazmajaban. Aktivalasa az iniciator CASP-ok altal végzett limitalt
proteolitikus hasitasnak koszonhetd.'®” Az aktiv CASP3 ezutdn képes a

sejtmagba transzlokalédni, ahol a szubsztrat fehérjéinek hasitasaval kivaltja a
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sejtek halalat.'®® Az apoptozist egyedi fenotipikus valtozasok jellemzik. A sejtek
alakja piknotikus, a kromatin allomany kondenzalédik, a sejtmag
fragmentalodik/lebenyessé valik, apoptotikus testek jelennek meg, illetve
degradalédott sejtalkotokat tartalmazo intracellularis vakuolak. Ezek mellett az
apoptézis elérehaladottsagaval aranyosan a sejtmembran is valtozik. A
folyamat korai szakaszaban a lipid kett6sréteg egyik alkotdja, a foszfatidil-szerin
a membran belsé oldalardl exponalddik a kilsé felszinre, a kései szakaszokban
pedig a membran struktura teljes mértékben felbomlik. A foszfatidil-szerin
specifikus jelolése és a membran-permeabilitds vizsgalatara kidolgozott

kombinalt médszerekkel a sejtek életképessége jol nyomon kdvethets.189:190

A magasabb szinten bekdvetkezd degradaci® nemcsak a sejtek
pusztulasat foglalja magaba, hanem a sejtek kdzotti kapcsolatok felbomlasaval
is jar, ami a rendezett szdveti strukturak megsziinését jelenti. A degradaciés
folyamatokat a matrix metalloproteinazok (MMP) és a metalloproteinazok
szoveti inhibitorainak (TIMP) egyensulya szabalyozza. Az MMP csalad tagjai
szubsztrat-specifikus endopeptidaz aktivitassal rendelkeznek, amellyel az
extracellularis matrix elemeinek lebontasat végzik.'® Az MMP - TIMP
egyensuly kulcsfontossagu a homeosztazis fenntartdsaban, és a kiegyenlitett
viszony megvaltozasa szamos CVD alapjat képezheti. Ennek alapja, hogy az
MMP-k a kardiovaszkularis rendszerben szabalyozzak az endotél, a simaizom
és az immunsejtek proliferacidjat, migracidjat, apoptézisat. Az apoptdzishoz
hasonléan az MMP aktivitas novekedését is egyarant kivalthatjak kulsé vagy
belsé ingerek (gyulladasos citokinek, hormonok, fizikalis sejt-sejt/sejt-matrix
kapcsolatok), és a stressz folyamatokat leszamitva fontos élettani szerepet
toltenek be a normal szdveti atrendezddés, morfogenezis és az egyedfejl6dés
kilonboz6 szakaszaiban.'9%19 Eddigi ismereteink alapjan 23 MMP-t
kulonboztetink meg, amelyek nagyfoki homoldgidval rendelkeznek.
Mindemellett gatlasuk minddssze 4 kiulonb6zé TIMP-en keresztul valésul meg.
Az MMP-k legfébb kdzo6s tulajdonsaga, hogy propeptidként szintetizalédva, egy
proteolitikus hasitast kovetéen érik el aktiv allapotokat. Felépitésuket tekintve
k6zds pont a katalitikus doménhez és az un. prodomén ,cisztein-kapcsoléjahoz”
koordinalt Zn?*. A Zn?* kulcsfontossagt az MMP-k aktivitasanak

meghatarozasaban. A cisztein-Zn?* kapcsolat az MMP-ket mindaddig inaktiv
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formaban tartja, amig meg nem torténik (altalaban mas MMP-k altal katalizalt) a
prodomén hasitasa. A TIMP-ek specialis strukturaval rendelkezd N-terminalis
doménje az MMP katalitikus doménen beliili Zn?*-t kelatolja, ezzel gatolva az
aktivitasat.1%6-198 Dolgozatomban a zselatinaz aktivitassal rendelkez6 MMP
alcsalad MMP-2 és MMP-9 enzimeivel és az ezek gatlasaban részt vevé TIMP-

1 és TIMP-2-vel foglalkoztam részletesebben.
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3. CELKITUZESEK

A felnéttkori sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasanak hatterében
jol ismert kockazati tényez6ként emlithetjlk meg a dohanyzast. A terhesség
alatti dohanyzas, az anya egészségi allapotara gyakorolt hatasa mellett,
nagyban befolyasolja a méh vérellatottsagat, hatassal van a magzat oxigén és
tapanyag ellatottsagara, igy annak fejlédésére. A placenta altal ki nem szlrt
toxikus anyagoknak elsédlegesen a vér alakos elemei és a vellik folyamatos
fizikai kapcsolatban 1év6é ér endotélsejtek vannak kitéve. Az alakos elemek
legnagyobb hanyadat képezb vorosvértestek altalanos szerepérdl alkotott
megitélésink az utébbi évtizedben jelentésen megvaltozott. A klasszikus
funkciok mellett egyre tdbb meggy6z6 bizonyiték szél amellett, hogy jelentés
szerepuk lehet az endotél sejtek funkcionalis szabalyozasaban is, és az

endotelialis diszfunkcid kozvetitésében.

Parhuzamos munkaink soran a magzati vorosveértest populacio részletes
elemzése egyértelmiien ramutatott az anyai dohanyzas indukalta sulyos
kovetkezményekre; megnovekedett a morfoldgiai variansok szama, fokozédott
a ROS képzdédés és a membrankarosodas mértéke, valamint jelent6s
visszaesést mutattunk ki a NO szintézis aktivitdsaban. Feltételezve, hogy a
magzati vorosveértestek és az endotél sejtek kdzott is fennall egyfajta "intimate
crosstalk” a vérsejtek karosodasa alapjan valdszinUsitheté a koldokzsindr erek
sérllése is, igy az endoteliadlis diszfunkcio kialakulasa. A koélddkzsinér erek a
magzati keringés meghosszabbitasanak tekintheték, fiziolégias allapotuk, annak
barmilyen karosodasa kdzvetlendl is kihat a magzati fejlédésre. Munkank soran
feltételeztik, hogy a helytelen anyai életmdd indukalhatja a kéldokzsinor erek
morfolégiai és funkcionalis jellemz&inek valtozasat, mintegy lenyomatként
jelezve a fejl6dé magzatot ért karos hatasokat. Ennek megfeleléen kerestik
azokat a paramétereket, melyek korai nyomjelzéként szolgalhatnak, nem
csupan a koldokzsinér ereket ért kdzvetlen karosodasra, hanem az ujszulottek
vaszkularis rendszerének altalanos allapotara is. Munkank jelentéségét abban
latjuk, hogy a szakirodalomban fellelhet6 f6ként méhlepényen, véren vagy in
vitro  sejtkulturakon  végzett kutatdsokat kiegészithetjuk egy olyan
megkozelitéssel, ami teljes egészében az erek in vivo allapotat tlkrozi,

részletezve a molekularis mechanizmusokat is.
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Munkank soran a dohanyos és nem-dohanyos édesanyak ujszilottjeitél
szarmazd koldokzsindr artériak és vénak osszehasonlitd vizsgalatat thztik ki
célul. A projekt vazlatat, illetéleg f6bb kérdéseit az alabbiak szerint foglaltuk

ossze:

1) A Kkoldokzsinér erek ténusanak szempontjabdl kulcsfontossagu NO
termelést meghatarozo/befolyasold paraméterek vizsgalataval szerettink

volna valaszt kapni arra, hogy:

e Milyen kulonbségeket talalunk a NOS3 expresszidja, illetve
aktivitasanak szempontjabol alapvetd 1177-es SER
foszforilaciojaban

e Az L-arginin szubsztratért folytatott kompeticid ismeretében

hogyan valtozik a stressz hatasra indukalodé ARG1 expresszio

e A NOS3-fuggb NO termelés sérulése esetén a NOS2 vagy a XOR

figyelembe vehet6-e lehetséges menekité utvonalként

e Az el6z6 pontok eredményei Osszefliggésbe hozhatéak-e az

artériak és vénak eltér6 merteki toxikus kitettségevel

2) Az endotélialis diszfunkcié molekularis hatterének vizsgalataval kerestik

a valaszt arra, hogy:

e Milyen mértékl oxidativ/nitrozativ stresszt feltételezhetink az
endotél rétegben a kdzponti szerepet betdltd Oz anion in situ

detektalasa alapjan

e Milyen meértéki membrankarosodast tapasztalunk a lipid

peroxidaciéra utalé markerek vizsgalataval

e Hogyan valtozik a rendszer fehérjéinek nitrozativ stresszre utalo

nitrozilaltsagi markere

e Milyen mértékben érinti az oOrokitbanyagot, igy esetlegesen a
transzkripciés mechanizmusokat a hosszu tavu kitettség, illetve

indukalédnak-e a DNS hibajavité mechanizmusai
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3) A funkcidvesztéssel 0Osszefuggésbe hozhatdé morfologiai eltérések

vizsgalataval:

Elemeztlik, hogy az endotélialis diszfunkcié milyen ultrastrukturalis

valtozasokkal jar egyutt a sejtek szintjén

Kerestik a valaszt arra, hogy a strukturalis valtozasok milyen
meértékben kothetéek a TIMP-MMP rendszer muakodésének

megvaltozasa

Kivancsiak voltunk arra, hogy a negativ iranyu funkcionalis és
strukturalis valtozasok 0Osszefiiggésbe hozhatdak-e az endotél

sejtek életképességének populacid szintl csokkenéseével

4) Kontroll és dohanyos eredetl vénak akut stressz hatasra adott

valaszreakciéjanak tanulmanyozasa soran:

Kivancsiak voltunk arra, hogy altaldnossagban tapasztalunk-e

kulonbségeket a mintacsoportok reakcio készségében

Vizsgaltuk, hogy a hémérsékleti és nehézfém stresszt kdvetden a
hsp90 és  metallothionein  gének indukcidja  alapjan
feltételezhetlink-e a dohanyos mintaink esetében nehézfém-

specifikus adaptaciot

Kerestuk a valaszt arra, hogy az akut stressz terhelés milyen
meértékben indukalhatia a szovet strukturalis dinamikajat
befolyasolé6 MMP-TIMP rendszer egyes képviselbit
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Mintagyiijtés

A kolddkzsinér mintakat Szegedi Tudomanyegyetem Altalanos
Orvostudmanyi Karanak Szllészeti és N6gydgyaszati Klinikaja bocsatotta a
rendelkezésunkre. A mintaanyag feldolgozasa a Szent-Gyorgyi Albert Klinikai
Kézpont Regionalis Human Orvosbiologiai  Kutatasetikai  Bizottsaga
jévahagyasaval (engedélyszam: 16/2016), a Helsinki deklaracié altal
meghatarozott iranyelvek szerint, a tajékoztatott édesanyak hozzajarulasaval

tortént.

Dolgozatomban olyan koldokzsinorokat hasznaltunk, amelyek esetében
az ujszulott édesanyja ,er6s” dohanyosnak szamit, azaz a terhesség teljes ideje
alatt naponta elszivott minimum 10 szal cigarettat (nD=12). Kontrollként
gesztacios hét szerint egyez6 ,age-mached”, Ujszulottektél szarmazd mintakat
hasznaltunk fel (nK=12) olyan terhességbdl ahol az édesanyak minden karos
szenvedélytél mentesek voltak. A szigoruan rogzitett kisérleti protokollunk
alapjan kizartunk minden olyan mintat a gydjtés soran, ahol: az anya nem
toltotte be a 18. életévet, a gesztaciés hetek szama nem érte el a 37-et, a
terhesség soran vagy kdzvetlenul utana fertézés vagy gyulladasos allapot vagy
a varandodssag ideje alatt terhességi cukorbetegség alakult ki. Tovabbi kizaro
okok voltak (a teljesség igénye nélkll): magas vérnyomas, agyérkatasztrofa,
érelmeszesedes, szivelégtelenség, tartds gyodgyszeres kezelés, méhen bellli
distressz, a magzatnal/Ujszulétinél jelentkezé fejlédési vagy genetikai
rendellenességek. A Kkoldokzsinér mintdkat kozvetlenll a vilagra jovetelt
kovetben, hitve a laboratoriumunkba szallitottuk, és el6készitettik a tovabbi

felhasznalasra.

4.2. Fagyasztott koldokzsinér metszetek és izolalt HUVEC populacié

fluoreszcens immunjelolése

A kolddkzsinér mintdk ~ 1-2 cm-es darabjat 0,9%-os (w/v) fiziologias
sooldattal ledblitettik, az erekbél kimostuk a vért. A darabokat 4%-0s (w/v)
0,05M-os foszfat pufferben (PB) oldott paraformaldehid oldatban fixaltuk, majd a
metszet készitést megel6z6en 30%-os (w/v) natrium-aziddal (0,1 w/v%)
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kiegészitett szukroz oldattal krioprotekciot végeztunk. A mintakat Tissue-Tek
O.C.T (Sakura Europe) médiumba agyaztuk, majd 16 pm-es kriosztatos
metszeteket készitettink SuperFrost (Thermo Scientific) targylemezekre

rogzitve. A lemezeket a tovabbi felhasznalasig fagyasztva (-20/-80°C) taroltuk.

Az immunhisztokémiai modszer soran, a szobah&mérsékleten
.Kiengedett” metszetekrdl el6szor lemostuk a beagyazé6 meédiumot, majd a
szOveteket permeabilizaltuk PB-ben higitott 0,1%-o0s (v/v) Triton X-100
detergenssel. A nem specifikus antitestk6té helyeket PB-ben oldott 4%-0s (w/v)
marha szérum albumin, és 5%-os (w/v) normal kecske szérummal blokkoltuk.
Az elsbdleges és masodlagos ellenanyagokat egységesen 1:100, illetve 1:1000
aranyban higitottuk 1% (w/v) marha szérum albumint és 5% normal kecske
szeérumot tartalmazd PB-ben. Az els6dleges ellenanyagokkal egy éjszakan at
nedves kamraban inkubaltuk a metszeteket 4°C-on, masnap pedig a PB-vel
torténé mosast kovetben a masodlagos ellenanyagokkal tovabbi 2 6ran at,
szobahémérsékleten (1. tablazat). A sejtmagokat PB-ben oldott 1 pg/mL-es 4',
6-diamidino-2-phenylindollal  (DAPI) jeldltik. A metszeteket Antifading
BrightMount/Plus vizbazisu médiummal egyutt fedtik le, és az eredményeket
ZEISS LSM 880 (Carl Zeiss Microscopy GmbH) konfokalis mikroszkoppal

vizsgaltuk.

A frissen izolalt koldokzsindr véna endotél sejteken (HUVEC) végzett
immuncitokémia (ICC) mddszert az IHC eredményeink kvantitativ
megerfésitésére hasznaltuk. A statisztikailag relevans sejtmennyiség eléréséhez
egy nagyobb (~8-10 cm) kdlddkzsinor darab szikséges. Ezaltal az egy mintan
belil vizsgalhatd paraméterek szama nagymeértékben limitadlt az [IHC
modszeréhez képest. A sejtek izolalasat mechanikai modszerrel végeztuk,
miutan egy erre a célra specialisan kialakitott kapillaris kanult vezettink be a
koldokzsinor véna lumenébe, aminek segitségével levalasztottuk az endotél
sejtek rétegét. A sejteket 0,9%-os (w/v) fizioldgias sooldatban szuszpendaltuk,
és centrifugalassal gydjtottik o6ssze (4°C, 2,400g, 10 perc). Az ICC soran
hasznalt protokoll és paraméterek az IHC-nal leirtakkal megegyezben tortént.
Az egyes lépések kozott a sejteket centrifugalassal gydjtottuk o6ssze (4°C,
2,400g, 10 perc). A masodlagos ellenanyagokkal torténd inkubaciét kovetéen a

sejteket Osszegyljtottik, majd a csapadék méretétél fuggdéen 15-20 yL PB-ben
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szuszpendaltuk fel 6ket. Az eredményeket kvantitativ aramlasi citometriaval
(FACS) (BD FACSCalibur™,

szoftverrel értékeltik. A nyers adat eseményei koézil a méret és denzitas

BD Biosciences) vizsgaltuk, és FlowJo™

(ForwardSCatter vs SideSCatter) alapjan kijeloltik az endotél sejtek helyét.?*® A
hattér

fluoreszcenciaja alapjan hataroztuk meg. Az izolalt sejtpopulacio tisztasagat

fluoreszcencia  kuszobértékét a  jeldletlen  sejtszuszpenziok

endotél specifikus anti-NOS3 és anti-von Willebrand-faktor  kettds
immunjeldléssel igazoltuk (1. tablazat).
Elsédleges ellenanyagok Gazdafaj| Klonalitas | Higitas Gyarto Referenciaszam
anti-3-NT (39B6) egér [ monoklonalis| 1:100 Abcam ah61392
anti-4-HNE egér | monoklondlis| 1:100 Abcam ab48506
anti-ARG1 (C-2) egér [monoklondlis| 1:100 [ Santa Cruz Biotechnology sc-166920
anti-CASP3 (hasitott) nyul poliklonalis 1:100 Abcam ab2302
anti-DNS PKcs (phospho S2056) nyul poliklondlis | 1:100 Abcam abh18192
anti-foszfo-NOS3 (pSER1177) nyul poliklonalis | 1:100 Sigma-Aldrich SAB4300128
anti-gamma H2A.X (phospho S139) egér [ monoklondlis| 1:100 Sigma-Aldrich 05636i
anti-MMP-2 (4D3) egér [ monoklonalis| 1:100 [ Santa Cruz Biotechnology sc-53630
anti-MMP-9 (2C3) egér | monoklonalis| 1:100 | Santa Cruz Biotechnology sc-21733
anti-NOS2 (C-11) egér [monoklondlis| 1:100 [ Santa Cruz Biotechnology sc-7271
anti-NOS3 (A-9) egér | monoklondlis| 1:100 | Santa Cruz Biotechnology sc-376751
anti-TIMP-1 (G-6) egér [monoklonalis| 1:100 [ Santa Cruz Biotechnology sc-365905
anti-TIMP-2 (3A4) egér [ monoklonalis| 1:100 [ Santa Cruz Biotechnology sc-21735
anti-WWF (F8/86) egér [monoklondlis| 1:100 [ Santa Cruz Biotechnology sc-53466
anti-XOR (A-3) egér [ monoklonalis| 1:100 [ Santa Cruz Biotechnology sc-398548
Masodlagos ellenanyagok Gazdafaj| Klonalitas | Higitas Gyarto Referenciaszam
anti-egér IgG H&L (Alexa 488) kecske | poliklonalis | 1:1000 Abcam ab150113
anti-egér IgG H&L (Alexa 647) kecske | poliklonalis | 1:1000 Abcam ab150115
anti-nyul IgG H&L (Alexa 488) kecske | poliklonalis | 1:1000 Abcam ab150077
anti-nydl IgG H&L (Alexa 647) kecske | poliklonalis | 1:1000 Abcam ab150079

1. tablazat Az IHC és ICC soran felhasznalt els6dleges és masodlagos ellenanyagok

4.3. Konfokalis mikroszkopia és a felvételek értékelése

A metszetek immunjeldlésének eredményét Axiocam 503 mono
kameraval felszerelt, ZEISS LSM 880 konfokalis |ézerpasztazé mikroszkoppal
vizsgaltuk (Carl Zeiss Microscopy GmbH). A felvételeket Zen 2.1 (black)
szoftverrel készitettik. A képalkotas soran az artériakrol és a vénakrol legalabb
3-5 egymastadl fuggetlen latétérben készitettink felvételeket a kdvetkezd allando
paraméterekkel: 8-bites képek; objektiv: Plan-Apochromat 40x/1.4 Oil DIC M27;
gerjesztés: argon (488 nm) lézer Alexa 488 fluorofor és hélium-neon (633 nm)
lézer az Alexa 647 fluorofér, illetve ultraibolya (405 nm) lézer a DAPI esetében.
A detektor filter beallitasait az egyes emissziés hullamhosszok alapjan

valasztottuk meg, elkerlilve az egyes fluoroférok kozotti atfolyast: Alexa 488 —
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493 nm — 591 nm; Alexa 647 — 630 nm — 755 nm, DAPI — 410 nm — 479 nm,

pinhole: 1 airy unit.

A felvételek szemikvantitativ értékelését Imaged 1.50i szoftverrel (NIH,
USA) végeztiik.?®® Ennek soran a 8-bites kompozit képeket szétbontottuk az
egyes ellenanyagoknak megfeleltethetd csatornakra. Az endotél sejtek rétegét
szabadkézzel jeloltuk ki, és a szoftver egy el6zetesen rogzitett makro
futtatasaval elemezte a relevans jelrészecskéket. A kiértekelések soran minden
minta esetében ugyanazokat a rogzitett makré paramétereket alkalmaztuk,
amelyeket korabban a vizsgalati protokollunknak megfeleléen optimalizaltunk.
Ennek eredményeként megkaptuk azokat a relevans terlleteket, amelyeket az
eredeti felvételekre ravetitve megmeértik az atlag fluoreszcencia intenzitasokat
(MFI). Ezeket az értékeket minden egyes latotér esetében normalizaltuk a minta
autofluoreszcenciajara, amelyet 6t egymastol és az antitest jeldléstdl fliggetlen
terllet kvantifikalasaval kaptunk meg. Az adatokat MS® Excel-ben
Osszesitettlk, és a végeredményeket a kontroll mintainkhoz viszonyitva adtuk

meg.

A modszer nyilvanvalé szemikvantitativ hatranyaival tisztdban vagyunk,
am figyelembe véve a Kklinikai mintak mennyiségének korlatozottsagat, a
nagyszamu paraméter vizsgalata mas megkozelitésben nem lenne lehetséges.
Ezt ellensulyozza a kvantifikalt régiok kielégitben nagy szama, amely igy erdsiti
az eredményeink hitelességét. Tovabba a konfokalis képalkoto eljaras lehetéve
teszi, hogy specifikusan az endotél rétegre féokuszalhassunk. Mindazonaltal az
IHC kiértékelési protokolljanak hitelesitésére egy kisebb szamu, reprezentativ
mintacsoporton ICC-t kdveté FACS analizist végeztunk NOS3 és P-NOS3

specifikus immunjeldléssel.

44. A koldokzsinér erek teljes nitrogén—oxid szarmazék (tNOx)

tartalmanak meghatarozasa Griess-reakcioval

Az artériakat és vénakat kdzvetlenul a laboratoriumba érkezést kovetéen
frissen izolaltuk, 4°C-on. Ezt kovetben az ereket folyékony nitrogénben
fagyasztottuk, majd poritottuk. A port jéghideg 0,9%-os (w/v) fiziologias

sbéoldatban homogenizaltuk, majd centrifugalassal szabadultunk meg a
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szovettormeléktdl (4°C; 17,000g, 20 perc). A fellluszot a mérésig -80°C-on

taroltuk.

A tNOx koncentracid meghatarozasanal a Schmidt és Kelm altal leirt
maodszert alkalmaztuk, kisebb médositasokkal.?°t A homogenizatum felliluszéjat
Otszordsére higitottuk 100 mM-os EDTA vizes oldataval, majd a fehérjéktél egy
rovid, 75°C-os hdokezeléssel majd jégen hiltéssel szabadultunk meg. A
csapadeékot centrifugalassal (4°C; 17,000g, 20 perc) Ulepitettik. A feluluszoval
reduktdz enzimmel alakitottunk at NO2z-té. Az enzim megfeleld mikddésének
érdekében a reakcido elegyunkhoz kofaktorként adtunk még 30 pM-os
végkoncentracioban NADPH-t és 5 uM-os végkoncentraciéban FAD-ot, majd 15
percen at inkubaltuk 37°C-os vizfurdében. A reakciot 1 mM-os
végkoncentracioju kalium-ferricianiddal allitottuk le (37°C, 5 perc), amely
oxidalta az enzimmikodéshez szikséges kofaktorokat. Ezt kovetben a
mintainkat leh(tottik és a protokoll végeéig hidtve, fénytél védve dolgoztunk
vellk tovabb. A diazo-s6 képzést 1 mM-os szulfanilamiddal végeztik, 0,6 M-nyi
so6sav jelenlétében. 10 perc elteltével a mintakat Ujbdl centrifugaltuk (4°C;
3,500g, 15 perc). A fellluszdval tovabb dolgozva végeztik el az azokapcsolasi
reakciot 1mM-os N-(1-Naftil)etiléndiamin segitségével. Ugyanezt a sémat
kovetve kalibraciés egyenest készitettink 1 mM-os NaNO:2 toérzsoldatbol
készitett higitasi sorral (100 uM — 6,25 pM). A reakcid utolsd |épésében
keletkezett lila szin(, stabil azo-vegyulet fényelnyelését 540 nm-en mértik
GENESYS 10S UV-Vis spektrofotométeren. A tNOx koncentracidkat a
kalibracios egyenes segitségével szamoltuk ki, figyelembe véve a mintak
kezdeti higitasat. A végeredményeket a mintak eredeti fehérje koncentraciojara

vonatkoztatva adtuk meg (nmol/mg fehérje).2%?

4.5 A O2" in situ detektalasa koldokzsinor metszeteken

A termel6dott Oz mennyiségét dihidroetidium (DHE) (Invitrogen)
felhasznalasaval kovettik. A DHE egy olyan redox marker, amivel szemben a
sejtek ateresztbek, a citoplazmaban foként Oz, illetve egyéb erbs prooxidansok
hatasara oxidalodik. Az igy keletkezett termék a sejtmag DNS-be interkalalédva

s s
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DHE oldattal fedtik be a metszeteket, és 30 percen at inkubaltunk sotétben,
37°C-os nedves kamraban. Az inkubacio leteltével a lemezeket PB-vel mostuk,
majd a lefedést kdvetben rovid idén belll konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk. A
modszer rutinszer( alkalmazasat megel6z6 probakisérletek soran igazoltuk a
DHE specificitasat dietil-ditio-karbamat (DETCA) (Sigma Aldrich) el6kezeléssel.
A DETCA vegyulet réz-kelatorként mikodik, ebbdl fakadoan gatolja a szovetek
szuperoxid-dizmutaz aktivitasat, aminek hatasara megemelkedik a O2"
koncentracio. A teszteléshez egymast kovetd metszeteket inkubaltunk
DETCA+PB-vel, illetve csak PB-vel 1 o6ran at sotétben, 37°C-os nedves
kamraban. Ezt koévetéen minden metszeten a fent részletezett maddon

alkalmaztuk a DHE-t.203

4.6. Transzmisszids elektronmikroszkoépia

A koldokzsinérok egy-egy kisebb darabjat felosztottuk az erek mentén,
majd egy €éjszakan at fixaltunk 4°C-on, 2% (w/v) paraformaldehid és 2% (v/v)
glutaraldehid oldataban, majd ezt kovetben tovabbi egy o6ran at 1%-os (w/v)
ozmium-tetroxidban. A szbéveteket a pufferes mosast és felszallo alkohol sorban
valé dehidratalasat koévetéen Embed812 médiumba (Electron Microscopy
Sciences) agyaztunk. A blokkbdl félvékony (0,7 um) metszeteket készitettink,
amelyeken toluidin-kék festést kdvetéen mikroszkop alatt kivalasztottuk az erek
endotél rétegéhez tartozé terlleteket. Ezek alapjan ultra-vékony (70 nm)
metszetek készultek, amik nikkel lemezre rogzitettink. A metszetek
kontrasztozasat uranil-acetat és Olom-citrat alkalmazasaval végeztuk. A
képalkotdas és elemzés JEOL 1400 transzmisszids -elektronmikroszkoppal

tortént.

4.7. Az endotél sejtek életképességének vizsgalata

Frissen izolalt HUVEC sejteken viabilitasi tesztet is végeztink Annexin V-

FITC Apoptosis Staining/Detection Kit (Abcam) segitségével, a gyartoi
utasitdsoknak megfeleléen. Az izoldlas soran kapott szuszpenzié sejtjeit
centrifugalassal gylijtottik déssze (4°C; 2,400g; 10 perc). A csapadékot 200 uL
gyarté altal biztositott 1x pufferben szuszpendaltuk, majd hozzaadtunk 2 pL
Annexin V-FITC és 5 pL propidium-jodidot. A szuszpenzidét 5 percen at
inkubaltuk szobahén, fényt6l védve. Az eredményt kvantitativ aramlasi
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citometriaval (FACS) (BD FACSCalibur™, BD Biosciences) vizsgaltuk, és
Flowdo™ szoftverrel értékeltik. A nyers adat eseményei kozul a méret és
denzitas (ForwardSCatter vs SideSCatter) alapjan kijeldltik az endotél sejtek
helyét. A fluoreszcencia klUszobértékét a jeldletlen sejtszuszpenzidk hattér
fluoreszcenciaja alapjan hataroztuk meg. Az apoptotikus és egészséges
sejteket az FL-1 (FITC) és FL-3 (propidium-jodid) csatornak altal kijelolt

kvadransokon bellli szazalékos megoszlasok alapjan kilonitettik el. 199204

4.8. Ex vivo reaktivitasi teszt koldokzsinor vénakon

A kontroll és dohanyos csoportokbdl szarmazd koldokzsindr vénakat
jégen izolaltuk a szlletést kdvetd 1 6ran belll. Az ereket 2-3 cm-es szakaszokra
osztottuk, ezekbdl egy-egy darabot rogton lefagyasztottunk folyékony
nitrogénben. Késdbb ezek szolgaltak az ex vivo kisérlet abszolut kezeletlen
kontrolljainak. Az akut nehézfém terhelés modellezéséhez a véna darabokat 12-
lyuku sejtkultura plate-ekben inkubaltuk (5% CO2 37°C). A mintak inkubalasa a
Dulbecco Modified Eagle Médiumban tortént (DMEM - 4,5 g/L glukoz + L-
glutamin) 0,5 ng/uL illetve 2,5 ng/uL- Cd?*, jelenlétében vagy a nélkil. A
megfeleld Cd?* koncentraciokat elézetes prébakisérletek és a csoportunk altal
korabban elvégzett hasonlo kisérletek alapjan hataroztuk meg. A munkaoldatok
elkészitéséhez kadmium-acetat-dihidrat oldatot hasznaltunk, a
végkoncentracidkat a Cd?*-ra vonatkoztatva adtuk meg. A nehézfém terhelést
30 percen at végeztik, majd a véna darabokat tiszta DMEM-mel atoblitettik és
tovabbi 30 percig inkubaltuk éket Cd?*-mentes médiumban. Azon szoveteket,
amelyeket 1 oran keresztlil inkubaltuk Cd?*-mentes DMEM-ben tekintettiik a
hésokkolt mintaknak. A kezelések végén az ereket folyékony nitrogénben

fagyasztottunk, és az RNS izolalasig -80°C-on taroltuk 6ket.2%°

4.9. RNS kivonas, reverz transzkripcié és valds idejii kvantitativ PCR (RT-
gPCR)

Az ex vivo kisérletbdl szarmazé ereket folyékony nitrogénben poritottuk,
és TRI-reagenssel (Zymo Research) homogenizaltuk, majd kétszer kloroformos
extrahalast végeztink, az egyes lépések kozott centrifugalassal szétvalasztva a
fazisokat (szobah6,17,000g, 20 perc). A fellluszé total RNS tartalmat Direct-Zol
RNA kit-tel (Zymo Research) nyertlik ki a gyartdi utasitasoknak megfeleléen,
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amely magaban foglalta a genomialis DNS eliminalast is. Az RNS oldat
tisztasagat és koncentraciéjat NanoDrop ND-1000 spektrfotométerrel (Thermo
Scientific) ellendriztik. A reverz transzkripciokat Maxima H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) utasitasai végeztik, reakcionként 500
ng-nyi total RNS-t és oligo(dT)is primert hasznaltunk. A reakciokat 96-lyuku
lemezekbe mértuk 0ssze 15 pL-ben. A fluoreszcens riporter SYBR green-t a
Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix, Low Rox (Thermo Scientific)
tartalmazta. Az RT-gPCR-hez az Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time
rendszerét hasznaltuk a kovetkez6 programon: 95°C 10 perc, majd 40 ciklusnyi
15 masodperc 95°C-on és 60 masodperc 60°C-on. Az 1 ciklusnyi disszociacios
szakasz (15 masodperc 95°C-on, 60 masodperc 60°C-on, 15 masodperc 95°C-
on, végul 15 masodperc 60°C-on) jelezte a célgén-primer specificitast. Az
attorési kuszobeértékeket (Ct) a 18SrRNS belsé kontrollra normalizaltuk és az
MRNS szintek valtozasat a AACt mddszerrel szamoltuk ki.2%6 Az amplifikalt

termékek méretét 2%-os (w/v) agardz gélen ellendriztuk.

Primer Forward (5' = 3') Reverz (5' = 3')

18S rRNS | GAAACGGCTACCACATCCAAGG | CCGCTCCCAAGATCCAACTACG

HSP90 a CCGTTTCTGAGAAGCAGGGCA CCTTGGCTCTGTCTGAAGGC
MMP-9HS_ 7| CGCAGACATCGTCATCCAGT AACCGAGTTGGAACCACGAC

MT1E_HS CATTCTGCTTTCCAACTGCCTG | GCAGCWCTTCTTGCAGGAGG

MT2A_HS CAACTGCTCCTGCGCCG CAGCAGCTGCACTTGTCCG

MT3_HS CTCCTGCAAGTGCGAGGG GCCTCAGCTGCCTCTCCG
TIMP-1HS_4| TGTGAGGAATGCACAGTGTTT CGGGACTGGAAGCCCTTTTC

2. tablazat Az RT-qPCR-hez hasznalt primer szekvenciak

4.10. Statisztika és az eredmények abrazolasa

A statisztikai analiziseket és a grafikonokat GraphPad Prism 6.00
szoftverrel végeztik. Az IHC eredményeinek statisztikai analizisét az eredetileg
kvantifikalt, nem normalizalt értékeken végeztik el. Az adatsorokat, melyek a
szemikvantitalt IHC-bél, a DHE mérésekbdl és a tNOx koncentracidkbol
szarmaznak parositatlan t-préba és Mann-Whitney post-hoc teszttel értekeltik.
A viabilitas tesztek esetén csoportositott, 2 szempontos variancia analizist
(ANOVA) és Holm-Sidak post hoc tesztet alkalmaztunk. Az RT-gPCR
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eredményeinek statisztikai elemzését a ACt értékeken végeztuk el, és ebben az
esetben egyszempontos variancia analizist (ANOVA) és Tukey post hoc tesztet
hasznaltunk. A kilénbségeket akkor tekintettik szignifikansnak, ha *p < 0.05,
**p <0.01, ***p <0.001 and ****p < 0.0001.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az anyai dohanyzassal 0Osszefliggésbe hozhaté ED-hoz vezetd

utvonalak karakterizalasa a koldokzsinor erekben

A dohanyzassal 6sszeflggésbe hozhatd karosité hatasok kozvetlen /
kozvetett moédon kihathatnak a méhen bellli fejlédésre is. Az ED-t korvonalazé
NO hianyhoz szamos molekularis mechanizmus hibas mikodése hozzajarulhat,

melyek kdzul kiemelten fontos a NOS3 és interakcidinak vizsgalata.

5.1.1. NOS3-fliggé NO szintézis csbkkenése oxidativ stressz korilmények

kozott

A koldokzsinér erek nem rendelkeznek beidegzéssel, ennélfogva az
endotél sejtek NOS3 fuggd NO termelése kulcsfontossagu az értdnus
szabalyozasaban, a magzati fejlédéshez sziikséges megfelel§ tapanyag és
oxigén ellatashoz. A NOS3 expresszidja és az aktivitasahoz szlikséges
SER1177-es foszforilacid (P-NOS3) kovetésével a NO  szintézis
hatékonysagara tudunk kovetkeztetni. Munkank soran a NOS3 mennyiségének
és foszforilacios szintjgnek meghatarozasara specifikus immunjeldlést
alkalmaztunk fagyasztott koldokzsindr metszeteken (6. abra, A panel). Az
eredményeinket az endotél rétegre vonatkoztatva, kontroll (n=12) — dohanyos

(n=12), illetve artéria — véna viszonylatban értékeltlk.

Altalanossagban azt tapasztaltuk, hogy dohanyos mintaink esetében
mind a NOS3 expresszio, mind pedig annak foszforilacidja csokkent a
kontrollokhoz viszonyitva. Ezen belll artériak esetében a NOS3 fehérje szinten
egy drasztikus, hozzavetdlegesen 55%-o0s csdkkentést mutatott, mialatt a
vénakban ez a tendencia nem volt szignifikansnak tekintheté (~2%) (6. abra, B
panel). A SER1177-es aktivalé foszforilacido vizsgalata soran a dohanyos
artériak esetében 37%-0s, a vénak esetében pedig 45%-0s visszaesést
tapasztaltunk a kontroll mintakhoz viszonyitva (6. abra, C panel).
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6. abra A NOS3 és foszforilaciéjanak alakulasa kontroll és dohanyos eredetii

koldokzsinor erekben.

Reprezentativ konfokalis felvételek kontroll és dohanyos artéridk és vénak NOS3 / P-NOS3
immunjelolését kovetéen (A). A fehér nyilak mutatjak az endotél réteget, a Iépték 10 um.
Ellenanyagok: monoklonalis egér anti — NOS3 (1:100), poliklonalis nyul anti — P-NOS3, illetve
Alexa 647 (voros) és Alexa 488 (z0ld) konjugaltatott anti-egér/nyul IgG masodlagos
ellenanyagok (1:1000). A sejtmagokat DAPI (kék) jeldli. Az immunjeldlések dsszesitett
eredményének grafikus reprezentacidja az atlag fluoreszcencia intenzitasok (MFI) eltéréseit
mutatja a kontroll — dohanyos mintak artériai (B), illetve vénai (C) kdz6tt log2-es skala mentén
(atlag+SEM). A grafikon egy-egy pontja egymastél figgetlen mintakat jel6l. Az egymastol
fuggetlen kvantifikalt régiok és a mintak szama: Knoss (n = 95 artéria és 112 véna régid, 12
mintabdl); Dnossz (n = 53 artéria és 102 véna régio, 11 mintabdl); Ke-noss (n = 42 artéria és 82
véna régio, 12 mintabdl); Dr-nossz (n = 46 artéria és 67 véna régio, 11 mintabdl). Statisztika:

parositatlan t-préba és Mann-Whitney post-hoc teszt. (ns. = nem szignifikans, ****p < 0,0001).

Ezen eredményeink képezik a dolgozat alapjat, ezért szerettik volna ezt
mas megkozelitésekkel is alatamasztani. A tovabbiakban els6dlegesen a

vénakra fokuszaltunk. Ennek oka, hogy a vénak allapota kulcsfontossagu a
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magzati fejlédés szempontjabdl, és a karositd hatasoknak kozvetlenul kitettek.
Tovabbi kontroll (n=6) és dohanyos (n=5) mintak metszetein kettds
immunjeldlést alkalmaztunk (NOS3 - P-NOS3). Az endotél rétegre
vonatkoztatott atlag fluoreszcencia intenzitasokat mintanként meghataroztuk, és
a kvantifikalt régiok egyéni eltéréseit vizsgaltuk és abrazoltuk, NOS3 — P-NOS3
ertékparokat kialakitva. Az értékparok az adott régié NOS3 értékeihez tartozo
P-NOS3 valtozasokat mutatjak (7. abra).
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7. abra Az egyes régiokra lebontott NOS3 pozitiv teriiletek és azok foszforilaciojanak

atlaghoz viszonyitott eloszlasa kontroll és dohanyos eredetii koldokzsinér vénakban.

Felhasznalt ellenanyagok: monoklonalis egér anti — NOS3 (1:100), poliklonalis nyudl anti — P-
NOS3, illetve Alexa 647 és Alexa 488 konjugaltatott anti-egér/nyul IgG masodlagos
ellenanyagok (1:1000). Az immunjeldlések 6sszesitett eredményének grafikus reprezentacioja
az egyedi régiok fluoreszcencia intenzitas atlagtol valo eltéréseit mutatja a kontroll (zold) és
dohanyos (vOros) vénakban. A grafikon egy-egy pontja az egymastdl fiiggetlen régiok NOS3 —
P-NOS3 értékparjait mutatja. A kvadrans hatarokat az atlag érték = 1 jeldli, és az egyes
negyedekbe es6 pontok gyakorisaga %-osan van kifejezve. Az egymastol figgetlen kvantifikalt
régiok és a mintak szama: Knoss (n = 115 régio, 6 mintabdl); Dnoss (n = 102 régio, 5 mintabdl);

Kp-nos3 (n = 115 régio, 6 mintabdl); De-noss ( n = 102 régioé, 5 mintabal).
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A két paraméter szoros kapcsolata miatt az egyuttesen valtozo
tendenciakat vettik figyelembe. Ennek értelmében a NOS3 ndvekedésének
vagy csOkkenésének fliggvényében vizsgalhaté a foszforilacio szintje. Az
dnmagaban atlag felettinek minésulé P-NOS3 értékek ebben az elrendezésben
nem értelmezhetbek. Az eredmények azt mutatjak, hogy a kontroll mintak
egyedi régioiban az értékparok azonos meértékben oszlanak el az atlagéerték
felett / alatt (~46 — 46%). Ezzel szemben a dohanyos mintaink esetében az
értékparok megoszlasa inkabb az atlag alatti értékek felé tolddik el. Ennek
kovetkeztében az értékparok ~54 — 30 %-o0s aranyban oszlanak meg. Tovabba
lathatd, hogy a dohanyos mintak esetében az atlagot meghaladé NOS3 pozitiv
terlletek alul-foszforilaltsaga kozel kétszer gyakoribb a kontroll mintakhoz
viszonyitva (~16% - 9%) (7. abra). A tovabbiakban kivancsiak voltunk arra is,
hogy a két mintacsoportban a NOS3 és foszforilaltsaganak aranya hogyan

alakul az endotél populacié egyedi sejtjeit vizsgalva.

Az IHC eredmények kiértékelésekre hasznalt protokollunk lehetévé teszi,
hogy specifikusan az endotél rétegre vonatkozé adatokat nyerhessuik Kki.
Hatranya azonban, hogy a moddszert onmagaban szemikvantitativnak kell
tekinteni. Annak igazolasara, hogy a megkdzelitésink helyes és
reprodukalhaté. 3 kontroll és 2 dohanyos minta bevonasaval HUVEC izolalast
végeztink. Az izolalt sejteket ICC-t kovetd FACS analizisre hasznaltuk fel. Ezen
folyamat mddszertani hatranya, hogy az izolalassal kinyert sejtszuszpenzidba
kerllhetnek az eredményt negativan befolyasoldé egyéb sejttipusok is (pl.
vorosvértestek, simaizom sejtek). Tovabbi hatranya a moddszernek a fizikai
korlatozottsag. A FACS analizis statisztikai értékeléséhez szikséges sejtszam
eléréséhez egy nagyobb meéretl koldokzsinér darab sziukseéges. Ezaltal az egy
mintan vizsgalhaté paraméterek szama limitaltabb, mint az IHC esetén. Az
izolalt sejtszuszpenzidé tisztasagat kettés immunjeldléssel igazoltuk. Az ICC
soran alkalmazott endotél-specifikus anti — VWF és anti — NOS3 ellenanyagok
egyuttes hasznalataval a kett0s pozitiv események nagy biztonsaggal jeldlik ki
az endotél populaciot. Az eseményeken belul el6szor kijeldltuk az endotél sejtek
hozzavet6leges méretének megfelel§ teruletet (SSC vs. FSC), majd

meghataroztuk az autofluoreszcencia kiuszobértékét. Az ellenanyagoknak
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megfeleltethetd fluoreszcencia intenzitasokat vVWF-NOSS3 citogramon abrazoltuk
(8. abra).

Kontroll HUVEC izolatum Dohanyos HUVEC izolatum
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8. abra Koldokzsinor vénabal izolalt sejtpopulacio tisztasaganak ellenérzése endotél-

specifikus markerekkel.

Felhasznalt ellenanyagok: monoklondlis egér anti — von Willebrand factor (1:100), monoklonalis
egér anti — NOSS3, illetve Alexa 488 és Alexa 647 konjugaltatott anti-egér/nyul IgG masodlagos
ellenanyagok (1:1000). Az ICC-t kdvetd FACS analizis eredményét a citogramok mutatjak, a
kontroll (z6ld) és dohanyos (vérds) vénakbdl szarmazé sejtszuszpenzidknak megfeleléen. Az
abrak X és Y tengelyein az adott ellenanyagnak megfeleltethet6 fluoreszcencia intenzitasokat
jeldli. A kvadrans hatarokat egy jeldletlen minta autofluoreszcenciaja alapjan hataroztuk meg.

Mintaszam: Kontroll (n = 3); Dohanyos (n = 2).

Az eredmények alapjan lathatjuk, hogy a kettds pozitiv sejtek (Q2
kvadrans) az immunjeldlt sejtek tébb mint 90%-at teszik ki mind a kontroll, mind
a dohanyos mintankban. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy az altalunk
alkalmazott HUVEC izolalasi modszerrel nyert sejtszuszpenzié tiszta endotél
populacioként kezelhet6. Mindemellett a sejtszamok (~5000 - 4000) is

megfelelnek annak, hogy relevans kdvetkeztetéseket vonhassunk le.

Ezt a HUVEC izolalasi protokollt rutinszerlien alkalmazva, tovabbi 2
kontroll és 2 dohanyos mintat készitettink el6 ICC-re és FACS analizisre,

NOS3 és P-NOS3 specifikus kettds jeldléssel. Ahogy korabban is, egy
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parhuzamosan kezelt, jelbletlen mintat  hasznaltunk a sejtek
autofluoreszcenciajanak megallapitasara (intenzitas < 10%). A NOS3 — P-NOS3
jelolt endotélsejt populacid kiértékelése soran oOnkényesen, 102 intenzitas
értéknél valasztottuk meg az alacsony és magas NOS3 expresszid és
foszforilaltsag hatarat (9. abra). A NOS3 expresszié esetében azt tapasztaltuk,
hogy a kontroll mintakbdl (n=2) szarmazé véna endotél sejtek tulnyomo
tobbsége ,magasan” (~61%) expresszald, és alig tobb mint egyharmaduk
(~39%) mutat gyengébb NOS3 kifejez6dést. A dohanyos mintdkban (n=2)
ennek épp az ellenkezéjét tapasztaltuk, ahol a NOS3-at gyengén expresszald
sejtek voltak tulnyomo tobbségben (~66%) (9. abra, A panel). A P-NOS3
tekintetében ennél nagyobb aranybeli eltolédast figyeltink meg. A kontroll
endotél sejtek NOS3 populaciéjanak, kb. 82%-a tekinthetd teljes mértékben
foszforilaltnak, azaz aktivnak, és csak ~18%-uk alul-foszforilalt. Ezzel szemben
a dohanyos endotél populacidoban ennek az aranynak épp a forditottjat lathatjuk,
ahol a NOS3 pozitiv sejtek tobbsége (~82%) alul-foszforilalt, és csak ~18%-uk

utal kifejezett aktivitasra (9. abra, B panel).
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9. bra A NOS3 expresszio és a foszforilaltsagi szint vizsgalata izolalt HUVEC populacién

Felhasznalt ellenanyagok: (A) monoklonalis egér anti — NOS3 (1:100), (B) poliklonalis egér anti
— P-NOSS3, illetve Alexa 488 és Alexa 647 konjugaltatott anti-egér/nyul IgG masodlagos
ellenanyagok (1:1000). Az ICC-t kdvetd FACS analizis eredményét a citogramok mutatjak, a
kontroll (z6ld) és dohanyos (voros) vénakbol szarmazé sejtszuszpenzidknak megfeleléen. Az
abrak X tengelyei az adott ellenanyagnak megfeleltethet6 fluoreszcencia intenzitasokat jeldli, az
Y tengely pedig az adott intenzitasokhoz rendelhetd sejtszam %-0s megoszlasat. A kvadrans
hatarokat egy jeldletlen minta autofluoreszcenciaja alapjan hataroztuk meg. Mintaszam: kontroll
(n = 2); dohanyos (n = 2).
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Ezen adatok megerésitik az IHC soran kapott eredményeinket. Ez
elérevetiti, hogy a kiemelt szereppel rendelkezé koldokzsinér vénak csokkent
NO termelésének hatterében a NOS3 expresszidja és az enzim foszforilacioja
egyarant sérul. Mivel mind a NOS3 és annak foszforilacidja elsédlegesen
hatarozza meg a bioaktiv NO mennyiségét, igy ezen eredményeink alapjan a
kovetkez6 kijelentéseket tehetjuk. A dohanyos eredeti koldokzsinor
mintainkban, az artériakban és a vénakban egyarant tobb szinten is sérul a
NOS3 fuggé NO szintézis utvonal. A valtozasok egyfajta ér specifikussagot
mutatnak. Az artériak esetében lathatjuk, hogy a NOS3 fehérje mennyisége
nagymértékben lecsokken, de a foszforilacids utvonal valdszinlleg aktivnak
tekinthet6. Ezzel szemben a vénak esetében a csodkkent NO termelés

hatterében leginkabb foszforilacidért felelés utvonal sérilése all.

5.1.2. A NO szintézist befolyasolé egyéb enzimek szerepének vizsgalata

A NOS3 és annak foszforilaciojaval parhuzamosan vizsgaltuk az ARG1
és NOS2 enzimek expressziojat kontroll (n=10-11) és dohanyos (n=9-9) eredetl
koldokzsinor metszeteken (10. abra, A panel). Mindkét enzim jelentés hatassal
bir a NO szint alakulasara oxidativ stresszes kortulmények kozott. Az elébbi egy
kompetitiv szereplének tekinthetd, amely elvonja a NOS3 L - arginin
szubsztratjat. Az utdébbi pedig viszonylag rovid id6 alatt képes nagy mennyiségi
NO termelésére, amelynek inkabb patoldgias jelentéség tulajdonithato, és

gyakori kilénb6z6 CVD kérképek esetében.

A specifikus immunjeldlések eredményeként azt talaltuk, hogy a
dohanyos artériak endotél rétegének esetében az ARG1 szintje
nagymeértékben, kdzel 130%-al emelkedett a kontrollhoz képest (10. abra, B
panel). Ezzel parhuzamosan a NOS2 expresszido hozzavet6legesen 40%-0s
csOkkenést mutat. A vénak esetében azt tapasztaltuk, hogy mindkét fehérje
jelenléte kifejezettebb, és kozel azonos mértékben emelkedett a szintjik. A
kontroll vénakhoz viszonyitva az ARG1 esetében 40%-0s, mig a NOS2

esetében 50%-0s ndvekedést tapasztaltunk (10. abra, C panel).
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10. abra Az ARG1 és NOS2 expresszidja kontroll és dohanyos eredetii koldokzsinor

erekben

Reprezentativ konfokalis felvételek kontroll és dohanyos artériak és vénak ARG1 NOS2
immunjeldlését kovetéen (A). A fehér nyilak mutatjak az endotél réteget, a Iépték 10 um.
Ellenanyagok: monoklonalis egér anti — NOS3 (1:100), monoklonalis egér anti — NOS2, illetve
Alexa 488 (zo6ld) konjugaltatott anti-egér IgG masodlagos ellenanyagok (1:1000). A sejtmagokat
DAPI (kék) jeldli. Az immunjeldlések Osszesitett eredményének grafikus reprezentacidja az
atlag fluoreszcencia intenzitasok (MFI) eltéréseit mutatja a kontroll — dohdnyos mintak artériai
(B), illetve vénai (C) kozott log2-es skala mentén (atlagtSEM). A grafikon egy-egy pontja
egymastdl fuggetlen mintakat jeldl. Az egymastdl figgetlen kvantifikalt régiok és a mintak
szama: Kare1 (n = 77 artéria és 781 véna régid, 10 mintabol); Dare1 (n = 64 artéria és 732 véna
régid, 9 mintabdl); Knosz (n = 211 artéria és 130 véna régid, 11 mintabdl); Dnosz2 (n = 100 artéria
és 243 véna régio, 9 mintabdl). Statisztika: parositatlan t-proba és Mann-Whitney post-hoc
teszt. (**** p < 0,0001).

Ezen adatok tovabb erésitik azt a feltételezésunket, hogy a NOS3 fuggé

NO termelés szabalyozas stressz hatas alatt ér specifikus valtozasokat mutat a

54



rendszerinkben. Tovabba lathatjuk, hogy a NOS3 tulajdonsagain felll a
koldokzsinor erek endotél sejtjeinek NO-hoz kapcsolodo szabalyozasa tobb

szinten is érintett lehet.

5.1.3. A XOR lehetséges szerepe a NOS fiiggetlen NO szintézisben és az

Yy

Az el6z6 eredményeink alapjan lathatjuk, hogy a sérilt NO szintézis a
koldokzsinor erek ED-ra utal. Hosszutavon fennalld ED esetében hipoxias
kornyezet alakul ki. NOS3 és NOS2 enzimek miikddése teljes mértékben O:2
flugg6, tehat oxidaciés folyamat. Emiatt feltételezzik, hogy a rendszerben
aktivalédhatnak olyan menekit6é utvonalak is, ahol a NO szintézise a NOS
izoformaktol fuggetlen redukcios folyamatok eredménye. Ennek bizonyitasara
munkank soran vizsgaltuk a kontroll (n=8) és dohanyos (n=8) mintakbodl készullt
metszetek endotélialis XOR expresszidjat és az erek tNOx tartalmat teljes ér

homogenizatumokban (11. abra).

A tNOx mérések azt mutattak, hogy a kontrollhoz viszonyitva a dohanyos
mintaink esetében, mind az artériaban, mind pedig a vénaban ndvekedett a
nitrogén oxid szarmazékok mennyisége. A két értipus kozott azonban jelentés
kildnbségeket tapasztaltunk. Az artériak tNOx tartalma 65%-0s, a vénaké pedig
mintegy 140%-o0s novekedést mutatott. Ennek megfeleléen a XOR expresszio
tekintetében is novekvd tendenciakat tapasztaltunk. A kontroll mintakhoz
viszonyitva a dohanyos artériak endotélidlis régidjaban 30%-0s volt, mig a

vénak esetében ez a ndvekedés elérte az 580%-ot (11. abra B és C panel).
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11. dbra A nitrogén — oxid szarmazékok koncentracioja és a XOR expresszidja kontroll és

dohanyos eredetii koldokzsinor erekben

Reprezentativ konfokalis felvételek kontroll és dohanyos artériak és vénak XOR immunjeldlést
kdvetden (A). A fehér nyilak mutatjak az endotél réteget, a lépték 10 um. Ellenanyagok:
monoklonalis egér anti — XOR (1:100), illetve Alexa 488 (z6ld) konjugaltatott anti-egér IgG
masodlagos ellenanyag (1:1000). A sejtmagokat DAPI (kék) jel6li. Az immunjeldlések és tNOx
koncentraciok 6sszesitett eredményének grafikus reprezentaciéja az atlag fluoreszcencia
intenzitasok (MFI) és a fehérjére normalizalt tNOx koncentraciok eltéréseit mutatja a kontroll —
dohanyos mintak artériai (B), illetve vénai (C) kdzott, log2-es skala mentén (atlagtSEM). A
grafikon egy-egy pontja egymastdl fuggetlen mintakat jeldl. Az egymastol fuggetlen kvantifikalt
régiok és a mintak szama: Kxor (n = 44 artéria és 83 véna régid, 8 mintabdl); Dxor (n = 33
artéria és 19 véna régio, 8 mintabdl); Kinox (n = 8 minta, 3 parhuzamos mérés); Dinox (n = 8
minta, 3 parhuzamos mérés). Statisztika: parositatlan t-proba és Mann-Whitney post-hoc teszt.
(** P <0,01; **** P <0,0001).

A XOR rendelkezik olyan aktivitassal, amely lehet6vé teszi az
inorganikus NO2™ / NOs™ bioldgiailag hasznos NO-a torténé redukcidjat. Ennek
eléfeltétele egy relative hipoxias kornyezet, illetve a reakcidhoz szukséges,
elégséges mennyiségl szubsztrat (tNOx) jelenléte. A kapott eredmények
alapjan feltételezzik, hogy ebben a specialis esetben a XOR szerepe egyfajta

menekitést jelent a NOS3 fuggb NO termelés sérulése esetén.
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5.2. Az ED kovetkezményeinek / kialakulasanak molekularis hattere

Az ED kialakulasa szoros kapcsolatban all a megndvekedett oxidativ /
nitrozativ stresszel. Ez az allapot egyfajta ok és okozati 6sszefliggésként jelenik
meg egy hosszabb tavu kitettség soran. A normal bioldgiai folyamatok
patolégias mikodésének hatterében pedig a makromolekulak karosodasanak

nyomait lehet felfedezni.

5.2.1. A O™ in situ detektalasa endotél sejtekben

A Oz jelenléte és tulzott felszaporodasa a molekularis stressz egyik alap
kiinduld pontja. Nagyfoku reaktivitasa miatt szamos mas gyokds tulajdonsagu
molekula képz6dését inicidlja, igy kozvetve és kozvetlenul is karositja a

lipideket, fehérjéket vagy az 6rokité anyagot.

A O2" kovetésére DHE-t alkalmaztunk. A DHE, mint redox indikator
vegyulet nagyfoku specificitast mutat a O2™ jelenlétére, azonban irodalmi adatok
alapjan a Hz20: jelenétére is érzékeny. Els6 lépéskeént szerettuk volna igazolni a
vegyullet specificitasat. Ehhez a DHE alkalmazasat megel6z6en DETCA
kezelést végeztink a metszeteken. Ez a vegyllet szelektiven blokkolja a
szOvetek SOD enzimeinek aktivitasat, igy emelve azok O2™ tartalmat. A mintak

(n=2) konszekutiv metszetein pedig csak DHE-t hasznaltunk.

A kiértékelés soran a sejtmagba (DNS) interkalalodott DHE
fluoreszcencia intenzitasat kvantifikaltuk a kilonb6z6 kezelési csoportokban
(12. abra). Az eredményeink azt mutatjak, hogy a DETCA el6kezelés hatasara
a DHE oxidacidja szignifikansan megnodvekedett a mintainkban, dsszevetve
azokkal ahol a DHE csak 6nmagaban alkalmaztuk. Ezen eredményeink alapjan
a DHE hasznalatat specifikus megkdzelitésnek talaltuk, és a tovabbiakban nagy

szamu mintan alkalmaztuk.
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12. abra A DHE specificitasanak vizsgalata kéldokzsinér ereken SOD inhibitor nélkiil,

illetve annak jelenlétében

A sejtmagi DNS-be interkalalédott oxidalt DHE fluoreszcencia intenzitas 6sszesitett
eredményének grafikus reprezentécidja, amely az atlag fluoreszcencia intenzitasok (MFI)
eltéréseit mutatja a kdldokzsinér mintak artériai, illetve vénai kézott (atlag+SD). Az egymastol
fuggetlen kvantifikalt régidk és a mintak szdma: DHE (n = 191 artéria és 50 véna régio, 2
mintabdl); DETCA+DHE (n = 196 artéria és 56 véna régio, 2 mintabdl). Statisztika: parositatlan
t-préba és Mann-Whitney post-hoc teszt. (**** p < 0.0001).

A DHE egy sejtpermeabilis vegyulet, amely a citoplazmaban gyenge kék
fluoreszcenciat mutat. Azonban a plazma O2" tartalma oxidalja, igy az etidium —
bromidhoz hasonl6 vegyulet keletkezik, ami a sejtmagban interkalalodik a DNS
kettés spiralba. Ez utébbi esetben egy er6sebb voros fluoreszcenciat tudunk
detektalni (13. abra). Ennek megfeleléen a DHE mennyiségének citoplazma —
sejtmag aranya informativ lehet az oxidativ stressz mértékét illetéen. Ennek
érdekében a DHE kezelést kdvetéen a konfokalis felvételeken az erek egy —
egy jol korulhatarolhatd endotél sejtjét kozelebbrdl is megvizsgaltuk (13. abra, A
panel). Az egyes csatornakhoz tartozé fluoreszcencia intenzitasokat
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hisztogramokon abrazoltuk, ahol az egyes fluoreszcens intenzitas értékekhez

tartozé gyakorisagokat lathatjuk (13. abra, B panel).
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13. abra Az oxidalt és redukalt DHE sejtmag — citoplazma megoszlasa egy - egy

reprezentativ kontroll és dohanyos mintaban

(A) 1-1 reprezentativ kontroll és dohanyos mintakon készitett konfokalis felvételek DHE
alkalmazast kdvetéen, egy — egy kinagyitott részlettel (keretezett rész), 10 um-es |éptékekkel.
Sejtmag (voros), citoplazma (kék). (B) A felnagyitott részleteken lathatd, zéld szinnel
korulhatarolt sejtekrél készitett hisztogramok, amelyek az adott csatornahoz tartozé

fluoreszcencia intenzitas értékek strliségét mutatjak.

Ez alapjan lathatjuk, hogy a kontroll mintaink esetében a citoplazma kék
fluoreszcenciaja intenziv és ez nagy gyakorisagot mutat a sejten belll. Emellett
a sejtmagban egy viszonylag gyenge fluoreszcencia detektalhaté nagyobb
slr(iségben. Ezzel szemben a dohanyos mintankban ez a mintazat teljesen
eltolodott. A dohanyos sejtek citoplazma kék fluoreszcencidja a gyengébb
intenzitas felé tolddik, a sejtmag vords fluoreszcenciaja pedig a magasabb
intenzitas értékeknél lesz sirlibb. Osszefoglalva ez azt mutatja a dohanyos
mintaink endotél rétegében az O™ jelenléte, igy az oxidativ stressz mértéke is

kifejezettebb a kontroll mintakhoz viszonyitva.

Ezen felll arra is kivancsiak voltunk, hogy milyen mennyiségben
interkalalodik az oxidalt DHE a sejtmagokba, illetve hogy ennek tekintetében
milyen kulonbségeket talalunk a mintacsoportok és az erek kozott. Ezért
nagyszamu kontroll (n=12) és dohanyos (n=12) mintan megismételtik az
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eljarast, és a sejtmagokon beluli voros fluoreszcenciat kvantifikaltuk (14. abra,
A panel). Az eredmények azt mutattak, hogy az oxidalt DHE-hez kothetd
fluoreszcencia mind az artériakban, mind a vénakban jelentésen
megemelkedett. A novekedés nagysaga kozel azonos volt a két értipus
esetében, ami ~60% illetve ~70% jelent a kontroll mintainkhoz viszonyitva (14.
abra, B panel).
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Kontroll véna Dohanyos véna

22 Artéria Véna

Fekok ke Fekk ok

- 4 &
[ [ ] ) °o®
s =
:% .. o
MG XX
N o 20 []
D -~ —
£0 ® ° (1]
o= ee® o
=z ° %o
°
21 |
272 T T T T
& NG "2 g
2 2 & 2
& o & e
+ Q + Q

14. abra Az interkalalodott, oxidalt DHE mennyiségének alakulasa kontroll és dohanyos
eredetii koldokzsinor erekben

Reprezentativ konfokalis felvételek a kontroll / dohanyos artériakrol és vénakrél DHE (10 uM)
alkalmazasat kévetéen (A). A fehér nyilak mutatjak az endotél réteget, a Iépték 10 um. A
redukalt DHE a citoplazmaban kék, az oxidalt DHE a sejtmagban vords fluoreszcenciat mutat. A
sejtmagok oxidalt DHE fluoreszcencia intenzitasok 6sszesitett eredményeinek grafikus
reprezentacidja az atlag fluoreszcencia intenzitasok (MFI) eltéréseit mutatja a kontroll —
dohanyos mintak artériai (B), illetve vénai (C) kozott log2-es skala mentén (atlagtSEM). A
grafikon egy-egy pontja egymastdl fuggetlen mintakat jeldl. Az egymastol fuggetlen kvantifikalt
régiok és a mintak szama: Kpre (n = 304 artéria és 929 véna régio, 12 mintabol); Doxe (n = 961
artéria és 1229 véna régio, 12 mintabdl). Statisztika: parositatlan t-préba és Mann-Whitney post-
hoc teszt. (**** P < 0,0001).

5.2.2. Membrankarosodashoz kétheté 4 — HNE vizsgalata

A fokozott oxidativ stressz egyutt jar a makromolekulak karosodasaval.

Ennek egyik megnyilvanulasi formaja az ugynevezett lipid peroxidacié, amely
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karositja a sejteket és organellumokat hatarolé kettés membran strukturat. A

lipid peroxidacids lancreakcidé soran a karosodott lipid fajtajatol fUiggéen szamos

végtermék képzddhet, melyek kozul az egyik legjelentésebb a 4 — HNE. Ez az

erdsen reaktiv telitetlen hidroxi-alkan vegyulet képes a fehérjékkel irreverzibilis

addiciokat kialakitani. Az igy keletkez6 ugynevezett Michael — adduktok

mennyisége a membran karosodasok vizsgalatanak egyik legelfogadottabb

markere. Ezért munkank soran 4 — HNE &ltal modositott fehérjékre specifikus

ellenanyagot alkalmaztunk (15. abra).

23

22

Normalizalt MFI
(log2 skala)

20

2-2

Kontroll artéria

Dohanyos artéria

Artéria

Kontroll véna

Dohanyos véna

21

Hkkk

—g—
gl
’.
[ ]
.. ° e o L
* =
e e sy
(14 °®
[ ]
[ ]
& & & &
& & & &

15. abra A 4-HNE altal képzett fehérje adduktok mennyisége kontroll és dohanyos

eredetii koldokzsinor erekben

Reprezentativ konfokalis felvételek kontroll és dohanyos artériakroél, vénakrél 4-HNE altal
modositott fehérjékre specifikus immunjeldlését kdvetéen (A). A fehér nyilak mutatjdk az endotél
réteget, a lépték 10 um. Ellenanyagok: monoklonalis egér anti — 4 —hydroxy-2-nonenal (1:100)
és Alexa 488 (z6ld) konjugaltatott anti-egér IgG masodlagos ellenanyagok (1:1000). A
sejtmagokat DAPI (kék) jeldli. Az immunjeldlések dsszesitett eredményének grafikus
reprezentacidja, az atlag fluoreszcencia intenzitasok (MFI) eltéréseit mutatja a kontroll —
dohanyos mintak artériai (B), illetve vénai (C) kozott log2-es skala mentén (atlagtSEM). A
grafikon egy-egy pontja egymastdl fuggetlen mintakat jeldl. Az egymastdl figgetlen kvantifikalt
régiok és a mintak szama: Ka-une (n = 233 artéria és 589 véna régid, 11 mintabdl); Ds-nune (N =
232 artéria és 448 véna régid, 9 mintabdl). Statisztika: parositatlan t-proba és Mann-Whitney

post-hoc teszt. (****P < 0,0001).
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Eredményeink azt mutatjak, hogy a dohanyos (n=9) artéria és véna
esetében kifejezettebb a 4-HNE jelenléte a kontroll (n=11) mintakhoz
viszonyitva (15. abra, A panel). A dohanyos mintakon bellla vénakban a 4-
HNE - fehérje addukt képzés kifejezettebb volt (~270%), mint az artéridkban
(~125%) (15. abra B, C panel).

5.2.3. Nitrozativ stresszre és fehérje karosodasra utald6 3 — NT marker

vizsgalata
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16. abra A fehérjék tirozin oldallancainak nitraciéja kontroll és dohanyos eredtii

koldokzsinor erekben

Reprezentativ konfokalis felvételek kontroll és dohanyos artériakrol, vénakrél a 3-NT specifikus
immunjeldlését kovetéen (A). A fehér nyilak mutatjak az endotél réteget, a Iépték 10 um.
Ellenanyagok: monoklonalis egér anti — 3-nitrotyrosine (1:100) és Alexa 488 (z6ld) konjugaltatott
anti-egér IgG masodlagos ellenanyagok (1:1000). A sejtmagokat DAPI (kék) jeldli. Az
immunjeldlések Osszesitett eredményének grafikus reprezentacioja az atlag fluoreszcencia
intenzitasok (MFI) eltéréseit mutatja a kontroll — dohanyos mintak artériai (B), illetve vénai (C)
kdzott log2-es skala mentén (atlagtSEM). A grafikon egy-egy pontja egymastdl figgetlen
mintakat jel6l. Az egymastdl fuggetlen kvantifikalt régidk és a mintak szama: Ks.nt (n = 1033
artéria és 44 véna régio, 11 mintabol); Da.nt (n = 277 artéria és 39 véna régio, 9 mintabdl).
Statisztika: parositatlan t-préoba és Mann-Whitney post-hoc teszt. (*P < 0.005; ****P < 0,0001).
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A makromolekula karosodasok masik formaja a fehérjék sérlilése. Az
oxidativ stressz esetén felhalmozédd Oz a szabad NO-al spontan reakcidban
ONOO-et képezhet. A ONOO- halmozédas nitrozativ stresszhez vezet, melynek
kovetkeztében a fehérjék tirozin oldallancain nitraciéo kévetkezik be. Ennek a
folyamatnak az eredménye a 3-NT képzddés, amely immunhisztokémiai
modszerrel kovethetd. Munkank soran ezért olyan ellenanyagot hasznaltunk,
amely specifikusan felismeri a nitralt tirozin oldallancokat, és nem mutat kereszt

reaktivitast a sima tirozin aminosav oldallancokkal (16. abra, A panel).

A kvantifikalt immunhisztokémiai eredmények szerint a dohanyos (n=9)
artériakban a nitrotirozin kdzel azonos a kontroll (n=11) artériak értékeivel,
minimalis csokkenéssel. Ezzel szemben a dohanyos vénakban a kontrollhoz

képest egy kdzel 300%-0s ndvekedést tapasztaltunk (16. abra, B, C panel).

5.2.4. Az Orokitbanyagot érinté karosodasok elemzése

A szabadgydkok és nehézfémek karositd hatasa a DNS-t is érintheti, ami
nem csak a benne kdodolt fehérje informaciok sérulésével jar, hanem sulyos
esetben a sejtek pusztulasahoz vezet. A DNS karosodasanak f6 jellemzéje az
egy vagy kettés szalu torések megjelenése, amelyet szamos hibajavitd
mechanizmus igyekszik ellensulyozni. Ez utdbbiak kozul a legegyszeribb
utvonal a kettés szalu torést kovetd nem homolog veégek Osszekapcsolasa
(NHEJ). Munkank soran a kétszalu torést kovetd valaszreakcioban szerepet
jatszé foszforilalt ¥*H2A.X és a NHEJ utvonalban részt vevé foszforilalt DNS-
PKcs fehérjék sejtmagi lokalizacidjat elemeztik specifikus kettds immunjeldlést

alkalmazva kontroll (n=3) és dohanyos (n=3) kdlddkzsinér metszeteken.

Eredményeink azt mutattak, hogy a vH2A.X fokuszok atlagos szamat
tekintve nincs kulonbség a kontroll és dohanyos mintdkbol szarmazoé erek
endotél sejtjei kozott (17. abra, A panel). Ezt kdvetéen a kettés torésre utald
sejtmagokat megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a dohanyos artériak és vénak
endotél rétegében a hibajavitd mechanizmusok aktivitasa alacsonyabb a
kontrollokhoz viszonyitva (17. abra, B panel). A dohanyos artériak esetében a
DNS-PKcs pozitiv sejtmagok szama mintegy szignifikansa, mintegy 20%-al, a
vénak esetében ~40%-al maradt el a kontrolloknal tapasztalt értékektél. Ez

alapjan elmondhatjuk, hogy a dohanyos mintak esetében a DNS karosodast
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kovetd hibajavitasi utvonal mikodése nem megfelel6. Ennek hatterét ugy
kivantuk vizsgalni, hogy egyenként meghataroztuk a vH2A.X fékuszok atlagos
méretét, ami alapvetéen meghatarozza a hibajavité apparatus megfeleld
Osszeszerel6dését (17. abra, C panel). A dohanyos artéridkban nem
tapasztaltunk valtozast, a dohanyos vénakban azonban a fokuszok méretének

csokkenése szignifikans volt a kontroll vénakhoz viszonyitva.
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17. 4bra A DNS kettés szalu torések és a DNS hibajavitas elemzése kontroll és dohanyos

eredetii koldokzsinor erekben.

Foszfo - YH2A.X (A) és foszfo - DNS-PKcs (B) specifikus immunjeldlés kvantitativ elemzésének
grafikus reprezentécioja (atlagtSEM). YH2A X fokuszok atlagos mérete (C) (atlagtSEM). Az
egymastdl fuggetlen kvantifikalt régidk és a mintak szama: Kontroll (n = 101 artéria és 198
véna endotél sejt magja, 3 mintabdl); Dohanyos (n = 169 artéria és 189 véna endotél sejt
magja, 3 mintabdl). Statisztika: parositatlan t-préba és Mann-Whitney post-hoc teszt. (ns. = nem
szignifikans, *P < 0,005; ****P < 0,0001).
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5.3. Az endotél sejtek morfoldgiai valtozasanak és a funkcié vesztés

osszefliggésének vizsgalata

A makromolekula karosodasok alapjan feltételeztik, hogy mindez az
endotél sejtek morfolégidjaban is megmutatkozik. Ennek bizonyitasara
elemeztuk az endotél sejtek ultrastrukturajat, majd megvizsgaltuk a morfologiai
valtozasok molekularis hatterét és értékeltik a dohanyos és kontroll eredeti

mintak endotél sejtjeinek életképességet.
5.3.1. Az endotél réteqg ultrastrukturalis valtozasai

Az endotél réteg nem <csak a NO szintézis szempontjabdl
kulcsfontossagu, hanem az erek legbelsé rétegét alkotva egyfajta véddgatként
is funkcional. Az endotéliumban szorosan egymashoz illeszkedd sejtek egyetlen
folytonos réteget képeznek. Emiatt a vérrel egyltt aramld karos vegylletekkel
kozvetlen kapcsolatba kerllnek, és egy hosszabb tavu, folyamatos kitettség
soran ezek a sejtek karosodhatnak. Ennek kdvetkeztében az endotél-funkcid
sérulést szenvedhet, és a sejtek kozotti folytonossag megbomlasaval a karosito

hatasok a kérnyez6 szoveti strukturakra is kiterjedhet.

Munkank soran TEM segitségével vizsgaltuk az endotél sejtek
morfolégiajat dohanyos artériakban és vénakban egyarant a kontroll endotélhez
képest. Eredményeink alapjan azt talaltuk, hogy mindkét dohanyos értipus
esetében az ultrastruktura jelentés meértékben eltér a normal endotéltdl (18.
abra). A kontroll mintak funkcionalis endotél rétegében a vartnak megfeleléen
szoros sejt-sejt kozotti kapcsolatokat, ép sejtalkotokat, és transzkripcidosan aktiv
sejtmagokat lattunk (18. abra, A panel). Ezzel szemben a dohanyos eredet
mintdinkban a sejtek kozotti  kapcsolatok  fellazulnak  (megszinik a
folytonossag), és a sejtpusztulasra utalé fenotipust mutatnak (18. abra, B-C
panel). llyen tipikus valtozas a sejtmag kezd6dd fragmentaldédasa; a sejtek
elvalasa az alapmembrantdl és a citoplazma térvesztése, ami a sejtek kozott és
a sejteken belll megjelend nagymeéretl vakudlak kdvetkezménye. A valtozasok
mindkét értipusban egyarant megfigyelhetéek, de a vénak esetében ezek a
jellemz8k hangsulyosabbak (18. abra, C panel). Ennek oka az, hogy a
koldokzsinor vénak nagyobb meértékben kitettek a méhlepény altal atengedett
toxikus anyagoknak.
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18. abra TEM felvételek kontroll és dohanyos eredetii koldokzsinér erekrol

A reprezentativ elektronmikrografok az erek endotél rétegére fokuszalnak, bemutatva a kontroll
(A) és dohanyos artéria (B), véna (C) kozotti kilonbségeket. Az abran feltlintetett jeldlések:
fehér csillag — kontroll endotél sejtek, szoros sejtkapcsolatokkal; fekete nyil - pusztulé endotél
sejtek; voros csillag — sejten bellli és sejtek kdzotti vakudlak; N — sejtmag, Lu — az erek lumene.
Léptékek: (A), (B) - 2 ym; (C) — 5 pm.

5.3.2. A morfoldgiai valtozas molekularis hatterének vizsgalata

Az endotél sejtek kozotti kapcsolatok felbomlasa hatterében az
extracellularis matrix degradacidja allhat. Fiziologias koérilmények kozott ez a
precizen szabalyozott folyamat biztositja a sejtek és szdvetek kezdeti fejlédését
és azok megujulasat. A lebontd folyamatokat katalizaldé MMP-k kézil munkank
soran vizsgaltuk az MMP-9 és MMP-2 enzimeket, illetve ezzel parhuzamosan a

specifikus gatlasukban résztvevd TIMP-1 és TIMP2 fehérjéket.

Az emlitett fehérjékre specifikus immunjeldléseket kvantifikaltuk kontroll
(n=4) és dohanyos (n=4) mintak artéridinak és vénainak endotél rétegében (19.

abra).
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19. abra Az MMP-9 és inhibitora, a TIMP-1 alakulasa kontroll és dohanyos eredetii

koldokzsinér erek endotél rétegében

Az immunjeldlések Osszesitett eredményének grafikus reprezentacioja az atlag fluoreszcencia
intenzitasok (MFI) eltéréseit mutatja a kontroll — dohanyos mintak artériai (A), illetve vénai (B)
kozott log2-es skdla mentén (atlag+tSEM). A grafikon egy-egy pontja egymastdl figgetlen
mintakat jeldl. Az egymastdl fuggetlen kvantifikalt régiok és a mintdk szama: Kvme-o (n = 144
artéria és 35 véna régio, 4 mintdbol); Dume-o (n = 245 artéria és 26 véna régio, 4 mintabal).
Krimp-1 (n = 430 artéria és 54 véna régio, 4 mintabdl); Drive-1 (n = 424 artéria és 32 véna régio, 4

mintabdl). Statisztika: parositatlan t-préba és Mann-Whitney post-hoc teszt. (****P < 0,0001).

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a dohanyos artériakban kozel
kétszeresére emelkedett az MMP-9 szintje, amit a TIMP-1 emelkedése kisebb
mértékben (< 1,5-szeres) kovet. Ezzel parhuzamosan a vénakban mind az
MMP-9, mind a TIMP-1 mennyisége alacsonyabb a kontrollhoz képest. A TIMP-
1 esetén a kulonbség mértéke jelentésebb, mint az MMP-9 esetében (2x és
1,5x) (19. abra B panel). Ezek alapjan kijelenthetjuk, hogy a korabban vizsgalt
paraméterekhez hasonldan itt is értipusra specifikus valtozasokat latunk. Az

MMP-2 és a TIMP-2 expresszioja a kimutathatosag hataran mozgott, igy ezek
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vizsgalatat a tovabbiakban nem folytattuk. Az alacsony expressziés szint oka az
lehet, hogy leginkabb a fejl6édés korabbi szakaszaiban vesznek részt a szoveti

atrendez6désben / morfogenezisben.

A fehérjék egyéni szintjének alakulasa mellett azonban talan fontosabb
figyelembe venni az MMP-9 — TIMP-1 koézti egyensulyt. Ennek érdekében az
egyes mintacsoportokon belul kulon megvizsgaltuk az MFI értékek aranyat is
(20. abra). Amennyiben a két paraméter aranya 1 (vagy ahhoz kozelitd érték),
akkor az MMP-9 — TIMP-1 teljes mértékben kiegyenlitik egymast. Azonban, ha
az aranyszam 1 ala csokken, akkor a TIMP-1, ha pedig 1 folé ndvekszik, akkor

az MMP-9 dominal a rendszerben.
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20. abra Az MMP-9 / TIMP-1 aranya kontroll és dohanyos eredetii koldokzsinér mintakban

Immunijel6lésekbdl szarmazo atlag fluoreszcencia intenzitasok (MFI) aranyok grafikus
reprezentacioja kontroll — dohanyos mintak artériai (A), illetve vénai (B) kdzott (atlagtSEM). Az
egymastdl fliggetlen kvantifikalt régiok és a mintak szama: Kuwve-o (n = 129 artéria és 26 véna
régio, 4 mintabdl); Dmwpe-o (N = 144 artéria és 26 véna régio, 4 mintabdl). Knive-1 (n = 129 artéria

€s 26 véna régid, 4 mintabdl); Drive-1 (n = 144 artéria és 26 véna régio, 4 mintabdl).
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Az aranyok alapjan a kontroll artériakban az MMP-9 és TIMP-1 szintje
kiegyenliti egymast, mialatt a vénakban a TIMP-1 dominal. Ezzel szemben a
dohanyos artériakban (~2,5) és vénakban (~1,3) egyarant az MMP-9 dominal. A
kontroll és dohanyos csoportok kozotti arany valtozas az artériak és a vénak

esetében kozel azonos (2x) (20. abra, A és B panel).

5.3.3. Az endotél sejtek viabilitasanak elemzése

A makromolekula karosodasok és a morfologiat érint6 elemzéseink
alapjan feltételeztik, hogy a rendszer szintli ED kialakulasahoz a kontroll és
dohanyos csoportok endotél sejtpopulaciojanak az életképessegbeli kulonbsége
is nagyban hozzajarul. A vénak esetében tapasztalt markansabb eltérések és

az elsédleges kitettséguk miatt a kovetkezbkben erre az ér tipusra fékuszaltunk.

Ennek keretében kontroll (n=3) és dohanyos (n=2) mintakbdl izolalt
HUVEC populacion viabilitasi tesztet végeztink, illetve immunhisztokémiai
modszerrel vizsgaltuk az apoptétikus kaszkad végpontjat a CASP3-at. A
viabilitasi teszt soran a sejtszuszpenzioé FITC-cel konjugaltatott annexin—-V és a
propidium — jodid jelolédését elemeztik. Az annexin—V az apoptdzis korai
szakaszaban a sejtmembran kulsé felszinén exponaldédd foszfatidil-szerin
csoportokhoz kotédik. A propidium-jodid pedig egy olyan vegyulet, amivel
szemben a sejtmembran normal esetben nem atereszt6é. Az apoptozis /
nekrozis késbi szakaszaban a membran struktura megbomlik, igy a vegyulet
akadalytalanul bejut a sejtmagba, ahol a DNS kettés spiralba interkalalédik. A
CASP3 az apoptédzis folyamatanak utolsé elemei, az ugynevezett végrehajto
kaszpazok kozé tartozik. A citoplazmaban, proteolitikus hasitast kovetden
aktivalodik, és a hasitott CASP3 a sejtmagba transzlokalédik, ahol apoptdzist
indukal. Ennek megfeleléen az IHC soran hasitott CASP3-ra specifikus
ellenanyaggal vizsgaltuk a kontroll (n=3) és dohanyos (n=3) véna endotél
rétegében a citoplazma és a sejtmag kozo6tti megoszlasat (21. abra).
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21. dbra Dohanyos és kontroll véna endotél sejtek viabalitasa és CASP3 megoszlasa

Annexin-V — FITC és propidium-jodid jel6lt sejtek megoszlasa az izolalt, kontroll és dohanyos
véna endotélsejtek populacidjan belil (A). A FACS analizist kdvetéen az egyes csoportok
kozotti kulonbségeket a teljes sejtpopulacion bellli szazalékos megoszlasban fejeztik ki
(atlagtSD). Egészséges sejtek = kettds negativ; korai apoptotikus sejtek = annexin-V — FITC
pozitiv, propidium-jodid negativ; késéi apoptétikus sejtek = ketts pozitiv sejtek. Kontroll (n =
237500 sejt, 3 mintabdl); Dohanyos (n = 129600 sejt, 2 mintabodl). Statisztika: csoportositott, 2
szempontos variancia analizis (ANOVA) és Holm-Sidak post hoc teszt (*P < 0,05, ***P < 0,001
and ****P < 0,0001). A kontroll és dohanyos eredetl véndk endotél rétegében detektalt CASP3
megoszlasa (atlagtSD). cpCASP3=citoplazmatikus (B), smCASP3=sejtmagi (C) CASP3
lokalizacio. Kontroll (n = 3); Dohdnyos (n = 3). Statisztika: parositatlan t-proba és Mann-

Whitney post-hoc teszt. (ns. = nem szignifikans; ****P < 0,0001).
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A viabilitasi tesztek eredményei alapjan a dohanyos eredeti HUVEC
populacién belll a sejtek ~65% volt a korai vagy a késdéi apoptdzis valamely
fazisaban. Ezzel szemben a kontroll HUVEC populacié sejtieinek ~70%-a
egészségesnek bizonyolt, és csak 30% mutatott apoptdtikus tulajdonsagokat
(21. abra, A panel). A CASP3 megoszlas esetében a citoplazmatikus
lokalizacio tekintetében nem tapasztaltunk jelentés kulonbséget a kontroll és
dohanyos mintaink koézott (21. abra, B panel). Ezzel szemben a sejtmagok
terlletén detektalt, transzlokalddott CASP3 hozzavetelblegesen a kontroll érték

haromszorosa volt (21. abra, C panel).

5.4. lzolalt koldokzsinér erek reaktivitasanak vizsgalata ex vivo

rendszerben

A dolgozat korabbi fejezeteiben bemutatott karosodasok és a csdkkent
viabilitas tukrében kivancsiak voltunk a kontroll és dohanyos eredetld vénak
reakcidé készségére. Ezzel szerettink volna valaszt kapni arra, hogy milyen
hatékonyan reagalnak az intakt szovetek az A&ltalunk el6idézett
stresszhatasokra, valamint a dohanyos mintaink korabbi nehézfém
exponaltsagat szerettik volna bizonyitani. Ennek érdekében egy ex vivo
rendszert terveztunk, melyben izolalt vénakat kulonbozd stresszhatasokat
kovetben vizsgaltunk. A mddszer az akut stresszt modellezi, melyet hé és
kombinalt (hé + Cd?*) kezeléssel valtottunk ki. A mintakbol, az RNS izolalast
kovetdéen 6 gén expressziojanak valtozasat vizsgaltuk RT-gPCR mddszerével, a
transzkriptek relativ mennyiségét a 18S rRns szintjére normalizalva fejeztik ki.
A 6 génbdl a hsp90, valamint az MT izoformakat kodolé gének (mtle, mt2a,
mt3) expresszidja a hé illetve Cd?* altal kivaltott stressz kbzvetlen markerei, az
mmp-9 és a timp-1 gének termékei pedig az expozicido hatasara potencialisan
bekdvetkezd strukturalis valtozasok eléfutarai.

5.4.1. A h6 és nehézfém stressz indukalt génexpressziés valtozasok

kbvetése

A HSP90 fehérje tradiciondlisan a hdsokk valasz egyik kulcseleme,
azonban szerepe ennél szerteagazobb dajkafehérje funkcioja miatt. Ennél fogva
a hsp90 gén indukcidjat minden olyan stresszhatas kivalthatja, amely a fehérjék
nativ szerkezetének elvesztésével egyutt jar. Ezen hatasok kdzé tartozik a
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toxikus nehézfém terheltség is. Az MT fehérjék szamos izoformajat ismerjik,
melyek kozoOs tulajdonsaga a nagy affinitasu fém/nehézfém-koté kapacitas.
Funkciojukat tekintve nem csak a szervezet fém-haztartasat szabalyozzak,
hanem nehézfém stressz soran révid iddé alatt indukalédnak, hogy

ellensulyozzak a terhelés hatasait.

Az ex vivo rendszerunkben a kontroll (n = 3) és dohanyos (n = 3) vénakat
hésokknak és ezzel parhuzamosan kombinalt (hé + Cd?*) stressznek tettiik ki.
Az RT-gPCR eredményeinek értékelése soran az abszolut kezeletlen
mintakhoz hasonlitottuk a kezeléseket, illetve az alap expresszidé megallapitasa
érdekében Osszevetettlk a 2 mintacsoportbdl szarmazé abszolut kontrollok
transzkriptszintjeit is. Els6éként a minden sejtben expresszalodd hsp90-et
vizsgaltuk (22-23. abra).
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22, abra Az hsp90 gén expresszidjanak valtozasa ex vivo modell rendszerben

A hsp90 expresszio kezeletlen mintakhoz viszonyitott valtozasa hésokk, valamint kombinalt (hé
+ Cd?*) stressz hatasara. Elemszam: kontroll (n=3), dohanyos (n=3) minden eredmény 3
parhuzamos reakciéval (atlagtSEM). Statisztika: két szempontos ANOVA és Holm — Sidak post
hoc teszt. (ns. = nem szignifikans; *P < 0,05; ****P < 0,0001).
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23. abra Az hsp90 gén alap expresszidja kontroll és dohanyos vénakban

A kontroll és dohanyos eredet(i vénak alap hsp90 expresszidja. Elemszam: kontroll
(n=3), dohanyos (n=3) minden eredmény 3 parhuzamos reakcioval (atlag+tSEM). Statisztika:
két szempontos ANOVA és Holm — Sidak post hoc teszt. (****P < 0,0001).

Eredményeink szerint a hsp90 gén mind a kontroll, mind a dohanyos
vénakban hozzavetblegesen 2x-es indukciot mutatott a hésokk hatasara. A
kombindlt stresszor alkalmazasok soran azonban a Cd?* hatasaként
koncentracié és mintacsoport specifikus valtozasokat tapasztaltunk. A 0,5 ng/uL
Cd?* esetében az indukcid mértéke ~7x-es volt a kontroll és ~3x-os volt a
dohanyos mintaink esetében. A magasabb koncentracioju akut Cd?* (2,5 ng/uL)
terhelés a kapott adatok alapjan mar toxikus hatast gyakorolt mindkét
mintacsoportra (22. abra). Az abszolut kontrollok esetében azt tapasztaltuk,
hogy a dohanyos vénakban alacsonyabb a hsp90 mRNS szint (~4x) a kontroll
mintakhoz képest (23. abra).

A nehézfém kezelések hatasat / hatékonysagat a valasz utvonalhoz

specifikusan kapcsolédd6 mt géneken keresztul vizsgaltuk. Ehhez az
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érszovetben és az endotél sejtekben is bizonyitottan kifejez6d6 mtle, mt2a és
mt3 genek indukciojat kovettik. (24-27. abra).

6 kkkk
T 3 Kontroll véna
£ il @ Dohanyos véna
E o0
8
§ <
2°g 4
32
w b

- E
IS
c
o o
E 3 2 k%
TR~
g E ns. ns
< "'|j'. """""""""" N i

o L . | — B

Q N N N
@, \ a‘ 0‘ O\ 0‘ 0\
o @ \Y x < N <
) N P\ O N\ Q
v P S S W g \°
¥ o“\ v & ¥ * %
& W & W &
@ ) Q &) Q
Qf\ Qbo 09 G)Q 09
x ¢@ o QJ& qfﬂ 0&
g x '® x o@
© 3 3
(@) &)

24. abra Az mt1e gén expresszidjanak valtozasa ex vivo modell rendszerben

Mtle expresszio kezeletlen mintakhoz viszonyitott valtozasa hésokk, valamint kombinalt (h6 +
Cd?*) stressz hatasara. Elemszam: kontroll (n=3), dohanyos (n=3) minden eredmény 3
parhuzamos reakciéval (atlag+tSEM). Statisztika: a kezelések eredményét két szempontos
ANOVA és Holm — Sidak post hoc teszttel, az alap expressziok szintjét paros t-teszttel

elemeztik. (ns. = nem szignifikans; **P < 0,01; ****P < 0,0001).

Az mtle gén a dohanyos mintacsoportban egyik kezelés hatasara sem
mutatott szignifikans valtozast. A kontroll csoport esetében a hésokk hatasara
egy enyhe, ~1,5x-es indukciot kaptunk. A hé és 0,5 ng/uL Cd?* hatasara a
névekedés mar tébb mint 5x-0s volt, és a 2,5 ng/uL Cd?* koncentracio mellett

az mtle gén kifejez6dése is gatolt volt (24. abra). A mintak alap expresszios
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szintje érdekes mdédon a dohanyos mintacsoportban alacsony szinti mtle

mMRNS jelenlétet mutatott (27. abra, A panel).
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25. dbra Az mt2a gén expresszidjanak valtozasa ex vivo modell rendszerben

Az mt2a expresszié kezeletlen mintakhoz viszonyitott valtozasa hésokk, valamint kombinalt (hé
+ Cd?*) stressz hatasara. Elemszam: kontroll (n=3), dohanyos (n=3) minden eredmény 3
parhuzamos reakciéval (atlag+tSEM). Statisztika: a kezelések eredményét két szempontos

ANOVA és Holm — Sidak post hoc teszttel, az alap expressziok szintjét paros t-teszttel
elemeztiik. (ns. = nem szignifikans; *P < 0,05; ***P < 0,001; ****P < 0,0001).

Az mt2a expresszio hasonldé mintazatot mutatott. Ebben az esetben a
kontroll vénakban medgfigyelt indukciok valamivel magasabbak voltak a
hékezelés (~ 3x) és a h6 és az alacsonyabb Cd?* koncentracié hatasara (~6x)
is, mig 2,5 ng/uyL Cd?* esetében nem tapasztaltunk szignifikans valtozast. A
dohanyos vénak nem mutattak jelent6s eltérést az mt2a mRNS mennyiségében

a kezeléseket kovetden (25. abra). Az alap expresszié szintjében az mtle-hez
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hasonld, amde

kisebb kulonbséget kaptunk a kontroll és dohanyos csoportok

kozott (27. abra, B panel).
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26. abra Az mt3 gén expresszidjanak valtozasa ex vivo modell rendszerben

Az mt3 expresszid kezeletlen mintakhoz viszonyitott valtozasa hésokk, valamint kombinalt (h6 +

Cd?*) stressz hatasara. Elemszam: kontroll (n=3), dohanyos (n=3) minden eredmény 3

parhuzamos reakciéval (atlag+tSEM). Statisztika: a kezelések eredményét két szempontos

ANOVA és Holm — Sidak post hoc teszttel, az alap expressziok szintjét paros t-teszttel

elemeztik. (ns. = nem szignifikans; ***P < 0,001; ****P < 0,0001).

A kezelések kdvetkezményeként az mt3 kifejez6désében tapasztaltuk a

legnagyobb va

ltozasokat. A hésokk és az alacsonyabb Cd?* koncentracio

hatédsara mind a kontroll (~7x - ~ 48x), mind a dohanyos vénak (~1,1x — 3,2x)

esetében indukalédott az mt3, jollehet ez a dohanyos és hékezelt kontroll

csoport esetében nem bizonyult szignifikansnak az alapértékekhez képest.

Ezzel parhuzamosan a magasabb Cd?* koncentracié (2,5 ng/uL) csak a
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dohanyos mintakban mutatatta az el6z6ekben megfigyelt transzkripciot gatld

hatast. A kontroll vénakban a 0,5 ng/uL Cd?* kezeléshez képest ugyan jelentds

gatlast tapasztaltunk, ennek ellenére az indukcié mértéke itt is kiemelkedének

(~22x) tekinthetd (26. abra). Az alap mt3 expressziok alakulasa is eltér a masik

2 izoformanal megfigyeltektdl. Ebben az esetben a dohanyos csoport alap mt3

MRNS szintje a kontroll vénak kozel 7x-ese volt (27. abra, C panel).

18s rRns-re normalizalt mt1e és mt2a alapexpressziok
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27. dbra A mtle, mt2a és mt3 gének alap expresszidja kontroll és dohanyos

vénakban

(A), (B), (C) kontroll és dohanyos eredetii vénak alap mtle, mt2a, mt3 expresszioja.

Elemszam: kontroll (n=3), dohanyos (n=3) minden eredmény 3 parhuzamos reakcioval
(atlagxSEM). Statisztika: két szempontos ANOVA és Holm — Sidak post hoc teszt. (**P < 0,01;

***P <0,001; ****P < 0,0001).
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5.4.2. Kontroll és dohanyos eredetii kbldbkzsindr vénak mmp-9 és timp-1

expressziojanak vizsgalata ex vivo rendszerben

Az MMP-9 és TIMP-1 rendszert az el6z6 fejezetekben vizsgaltuk IHC
megkozelitéssel. Munkank soran azonban kivancsiak voltunk arra, hogy a
strukturalis valtozasok hatterében allo fehérjék esetében milyen kulonbségeket
figyelhetink meg RNS szinten, akut stressz hatasra az egyes kezelési pontok,
illetve a mintacsoportok kozott. Mindemellett valaszt kerestunk arra, hogy az
IHC soran kapott eredményeink 06sszefliggésbe hozhatdéak-e a nehézfém
terheltséggel, és az MMP-9/TMIP-1 arany eltolédasok megfigyelhetéek-e

transzkripcids szinten (28-30. abra).
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28. dbra Az mmp-9 gén expresszidjanak valtozasa ex vivo modell rendszerben

Az mmp-9 expresszio kezeletlen mintakhoz viszonyitott valtozasa hésokk, valamint kombinalt
(h6é + kadmium) stressz hatasara. Elemszam: kontroll (n=3), dohanyos (n=3) minden
eredmény 3 parhuzamos reakcioval (atlagtSEM). Statisztika: két szempontos ANOVA és Holm
— Sidak post hoc teszt. (ns. = nem szignifikans; *P < 0,05; ****P < 0,0001).
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Eredményeink alapjan azt tapasztaltuk, hogy az mmp-9 mind a hdsokk,
mind pedig a hé és 0,5 ng/uL Cd?* jelenlétében nagymértékben indukalddik. A
hékezelés esetén a kontroll és dohanyos vénakban kozel azonos (~20x)
emelkedést figyeltink meg. A kombinalt kezelés esetében a kontroll mintak
mmp-9 indukcidja kozel kétszerese volt a dohanyos mintakénak (50x — 28x). A
2,5 ng/uL Cd?* koncentracid tul magasnak bizonyult ebben az esetben is (28.
abra). Az alap expresszidé tekintetében az mmp-9 mRNS szintje jéval

alacsonyabb volt a kontroll mintakhoz viszonyitva (30. abra, A panel).
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29. abra Az timp-1 gén expresszidjanak valtozasa ex vivo modell rendszerben

Az timp-1 expresszid kezeletlen mintakhoz viszonyitott valtozasa hésokk, valamint kombinalt
(h6é + kadmium) stressz hatasara. Elemszam: kontroll (n=3), dohanyos (n=3) minden
eredmény 3 parhuzamos reakcioval (atlagtSEM). Statisztika: két szempontos ANOVA és Holm
— Sidak post hoc teszt. (ns. = nem szignifikans; *P < 0,05; ****P < 0,0001).
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A timp-1 esetében azt tapasztaltuk, hogy csak a kontroll mintak reagaltak
a kezelésekre, a dohanyos vénak nem mutattak szignifikdns valtozast. A
hésokk hatasara ~4x-es, a hé és alacsonyabb (0,5 ng/uL) Cd?* koncentracio
hatasara kozel 27x-es volt a timp-1 indukcio. A 2,5 ng/uL Cd?* koncentracidé mar
gatolta a timp-1 indukciot (29. abra). Az abszolut kezeletlen mintaink esetében
a timp-1 alap expresszioja a kontrollnal jelentésen alacsonyabb szintet mutatott

(30. abra, B panel).
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30. abra Az mmp-9 és timp-1 gének alapexpresszidja kontroll és dohanyos vénakban

(A), (B) Kontroll és dohanyos eredetii vénak alap mmp-9 és timp-1 expresszidjanak szintje.
Elemszam: kontroll (n=3), dohanyos (n=3) minden eredmény 3 parhuzamos reakcioval
(atlag+SEM). Statisztika: két szempontos ANOVA és Holm — Sidak post hoc teszt. (ns. = nem
szignifikans; ***P < 0,001; ****P < 0,0001)Elemszam: kontroll (n=3), dohanyos (n=3) minden
eredmény 3 parhuzamos reakcioval (atlagtSEM). Statisztika: két szempontos ANOVA és Holm
— Sidak post hoc teszt. (****P < 0,0001).

Az ex vivo kisérleteink eredményei alapjan tehat elmondhatjuk, hogy a
kisérleti elrendezés alkalmas az erek stresszvalaszanak tesztelésére. Tovabba,
mind a hsp90, mind pedig az mt gének (kulonds tekintettel az mt3-ra) indukciés
mintazata a kezelések hatasara arrél tanuskodik, hogy a dohanyos eredetl
vénak a korabban megfigyelt erételjes sejtpusztulas ellenére is funkcionalisak.

Mindezek mellett eredményeink kdzvetett bizonyitékként szolgalnak arra, hogy
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a dohanyos csoport mar korabban is talalkozott Cd?* -mal, ami 6sszefliggésbe
hozhatdé a terhesség alatti dohanyzassal. Az mmp-9 és timp-1 eredmeényei
pedig az el6z6eket egyfel6l megerdsitik, masfelél pedig alatamasztjak az IHC
eredményeinket, ahol a dohanyos vénak esetében egyenlbtlen csokkenéseket
tapasztaltunk a két fehérje viszonyaban, ami az MMP-9/TIMP-1 arany

eltolédasahoz vezetett.
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6. EREDMENYEK MEGBESZELESE, DISZKUSSZIO

A dohanyzas napjaink egyik f6 rizikofaktora a CVD-k kifejlédésének
tekintetében. A dohanyfist komponenseivel 6sszefliggésbe hozhatd érrendszeri
elvaltozasok, kulonos tekintettel az endotél sejtek allapotara, felnbtt
szervezetben és in vitro modelleken mar részletesen ismert.20-209 A legtdbb
ilyen betegség kozdos kiindulopontja visszavezethet6 a biologiailag hozzaférhetd
NO szint csokkenésére, igy az ED-ra.?0-22 A human magzati fejl6désre
gyakorolt hatasok molekularis hattere azonban kevésbé feltérképezett.
Mindazonaltal az mar korabban is vilagossa valt, hogy a terhesség alatti
dohanyzas nem csak a magzati fejlettségre van hatassal. Bizonyitast nyert az
is, hogy a helytelen anyai életmoéd az utddokban olyan hosszabb tavon
megjelend egészségugyi problémakhoz vezethet, mint a magas vérnyomas és
a sulyosabb velesziletett szivhibak.101°1 Mindezek mellett Lawrence és
munkatarsai altal végzett allatkisérletes bizonyitékok arra mutatnak, hogy a
prenatalis nikotin  kitettség megvaltoztatia a méhen bellli fejlédés
genexpressziés mintazatat. Ezen valtozasok végsd soron szivbetegseégekre

valo hajlamosito tényezékként jelennek az utdodok késébbi életszakaszaiban.10®

Csoportunk vorosvértestekkel foglalkozé6 parhuzamos kutatasaiban
vizsgalt mintdk a dolgozatomban felhasznalt mintaanyaggal megegyeznek.
Ennek keretében megtortént az UOjszildttek fenotipikus paramétereinek
elemzése is, amely egyeértelmlen bizonyitotta az anyai dohanyzas hatasat a
magzati fejlédésre. A fej- és mellkdrfogat méretek jelentésen alacsonyabbak (6-
6.5%) voltak a dohanyos édesanyak ujszuldttjeinek esetében. Emellett, a
szuletési sulyok még markansabb valtozasat tapasztaltunk. A kontroll csoport
Ujszuléttjeinek ~51%-a haladta meg a 3500 g-ot, ezzel szemben a dohanyos
csoport tagjainak csak ~11%-a érte el ezt az értéket. Ezzel parhuzamosan a kis
sulyu ujszuléttek (<2500 g) gyakorisaga a kontroll csoportban mindossze 1.4%,
mig a dohanyos csoportban 19% volt. (31. abra). Tovabba beszamoltunk arrdl
is, hogy az anyai dohanyzas morfolégiai és funkcionalis valtozasokat indukal a
magzati vorosvértestekben. Ennek tukrében az is vilagossa valt, hogy a
dohanyos eredetli magzati vorosvértestek NOS3-figg6 NO szintézise nem
képes megfeleld mértékii kompenzacidval szolgalni egy esetleges vaszkularis

diszfunkcio esetében.?13
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31. abra Az ujsziilottek sziiletési sulyanak megoszlasa2!3

A koldékzsindérban foglalt erek megfelelé mikddése a magzat megfeleld
tapanyag és oxigén ellatottsaganak alapfeltétele, amelyben az endotél
sejteknek kiemelt szerepuk van. Ezaltal a koldokzsinort ér6 karosodasok
kozvetlenll befolyasolhatjak a méhen bellili fejlédést. Tovabba minden negativ
iranyu valtozas a magzatot ért karosodasok lenyomataként értelmezhet6. A
dolgozatomban bemutatott eredmények egyértelmien arra utalnak, hogy a
terhesség teljes idejében valé dohanyzas strukturalis és funkcionalis
séruléseket indukal. Ez nemcsak a véna, hanem az artériak endotéliumat is
érinti, amely egy kiterjedt, rendszerszint(i funkcidvesztésre utalhat. Mindezek
mellett eredményeink azt mutatjak, hogy az emlitett valtozasok 6sszhangban
allnak a karos anyagokkal szembeni kitettség mértékével, amely igy értipus
specifikusan alakul. Osszességében pedig elmondhatjuk, hogy a ROS tulsulya
altal generalt makromolekula karosodasok és a NO hianyt kompenzald

utvonalak aktivacioja is korrelal egymassal, szintén értipustél fllggé maédon.

A koldokzsinér nem rendelkezik beidegzéssel, igy a benne foglalt erek

tonusanak szabalyozéasa a rendszer biolégiailag hozzaférheté NO szintjén
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alapszik. Az altalunk hasznalt modellben a NO elsédleges forrasa az endotél
sejtek altal expresszalt aktiv NOS3. Az enzim mennyisége és aktivitasa tobb
szinten szabalyozott, igy figyelembe kell vennink a transzkripcids,
poszttranszlacios eseményeket, illetve a kilonbdzé fehérje-fehérje interakcidkat
is. Mindenekel6tt érdemes kiemelni, hogy a NO termel6dés leginkabb a
vénaban sérult, amely a NOS3 SER1177-es pozicid foszforilacidjanak
elmaradasara vezethet6 vissza. Az artériak esetében hangsulyoznunk kell a
magzati keringés specialis szervezddését, ahol az artériak felelések az oxigén-
szegeény Vvér és anyagcsere vegtermékek szallitasaért. Emellett fontos kiemelni,
hogy az artérias vér ebben a rendszerben kevert vérként értelmezendd, hiszen
praktikus okokbdl kifolyolag tobb ponton is keveredik az oxigenalt vénas
vérrel.?'* Ennek tiikrében a koldokzsinor vénak elsédlegesen kitettek azon
karos anyagoknak, amelyeket a méhlepény nem képes kiszilrni, mig az artériak
kitettsége csak masodlagos, indirekt mddon torténik. Kovetkezésképp az
artériak allapota azokat a hatasokat tukrozheti els6sorban, amelyek mar a
fejlédé magzatot is elérték korabban. Osszességében az artériak vizsgalatanal
azt talaltuk, hogy a karosodas kisebb meértéki a vénakhoz viszonyitva mind
strukturdlis, mind pedig funkcionalis értelemben. Eltekintve a NOS3 szint
csOkkenésétdl, a NO ellatottsagot tobbé-kevésbé kielégitének gondoljuk. Ennek
bizonyitékat a megtartott foszforilacids allapotra vezethetjik vissza, amelynek

tekintetében a meglévé NOS3 populacié aktivnak tekinthetd.

A NOS3-figg6 NO termelést azon kompetitiv utvonalak is
befolyasolhatjak, amelyek szintén az L-arginint hasznaljak szubsztratként. Ezek
kozul is kulcsszerepet tolt be a citoplazmaban konstitutivan jelenlévé ARGI.
Normal kérilmények kdzott ez az enzim fontos szerepet tolt be a karbamid
ciklusban, emellett szabalyozza a vaszkularis simaizom sejtek proliferaciojat.2*®
Azonban az oxidativ stressz soran akkumulalédé ROS tulzott ARG1
expressziohoz vezethet. Ennek kdvetkezményeként csokken a hozzaférhetd L-
arginin mennyiség, amely indukalja NOS3 szétkapcsolasat. Ez tovabbi ROS
felhalmozodashoz és a kardiovaszkuldris rendszer karosodasahoz vezet.?'® Az
altalunk vizsgalt paraméterek kdzul az ARG1 volt az egyetlen, amely jelentésen
magasabb expressziot mutatott a dohanyos artériakban, mint a vénakban. Ezen

eredmény részletes hatasat a NOS3-NO utvonalra nem ismerjuk, hiszen az
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artériak esetében a NOS3 dimer formaja a foszforilaciés allapot alapjan
megtartottnak tlnik. Ezzel parhuzamosan a vénak esetében feltételezhetd,
hogy a NOS3 elvesziti a dimer strukturajat, ami az aktivalé foszforilacio
visszaesésében nyilvanul meg. Pernow és munkatarsai korabban bizonyitottak,
hogy a 2-es tipusu diabétesz patoldgias kovetkezményeként magas ARG1
expresszid és aktivitas detektalhatdé az erek endotél rétegében. Emellett
ravilagitottak arra is, hogy az endotél sejtek és vorosvértestek allapota kozott
szoros kapcsolat all fent, és a vorosvértestek ARG1-fliggé szabalyozd szerepe
meghatarozé a kardiovaszkularis funkciok tekintetében. Emellett a Pernow és
munkatarsai diabéteszes modell rendszerén bemutatott eredményeivel
konzisztens médon az ARG1 ndvekedését tapasztaltuk a dohanyos eredeti
magzati vorosvértestekben.?13217 Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az ARG1
vizsgalata ravilagithat a  kardiovaszkularis  betegségek  ok-okozati

Osszefuggéseire.

Ezt a kovetkeztetést erbsitik azon tényezdk is, amelyek a lehetséges
alternativ NO termel6 utvonalakat jarjak koérbe. A NOS2 és XOR jelent6s
indukciét mutat a vénakban, de emellett a sejt €s makromolekula karosodasok
is kifejezett mértékben figyelhetéek meg. Elsére a NOS2 indukcid kifejezetten
hasznosnak tlinhet a NOS3-NO hidnyanak alternativ kompenzalasara. Azonban
a NOS2 aktivitas ndvekedése hosszabb tavon egyéb olyan kdvetkezményeket
is von maga utan, amelyek kozel sem jotekonyak. llyen példaul a citokinek és
ROS termel6désének fokozasa.?'® Ebbél eredéen a NOS2 elhizédd aktiv
allapota dsszefliggésbe hozhaté a citokinek altal indukalt gyulladasos
valaszreakcidkkal, amely végul a sejtek CASP3-medialt apoptdzisahoz
vezet.219220 A NOS2 esetében feltételezett szélsGséges kettésség alapjan a
NOS2-NO legfeljebb limitalt mértékben segitheti a vazodilataciét. Ezzel
parhuzamosan inkabb a passziv, nem kdzvetlenll hasznosithaté tNOx ,pool”
gyarapitdasahoz jarul hozza. Azonban feltételezzik, hogy a tNOx szint
emelkedése hipoxias kornyezetben elésegitheti a tNOx-XOR-NO utvonal aktiv
szerepének el6térbe kertlését. A NOS2 mellett a XOR expresszid is
drasztikusan emelkedett a vénakban, amely igy tovabb erdsiti a fent emlitett
elképzeléseinket. Az utvonal jelent6ségét figyelembe véve feltételezzik, hogy

ez nem csupan egy lehetéség, hanem az egyetlen modja annak, hogy a tNOx
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pool hasznosuljon ilyen koralmények kozott. Ezt ersiti, hogy a kdzelmultban a
XOR aktiv szerepe a NO hianyra visszavezethetd hipoxia ellensulyozasaban
jelentés figyelmet kapott.?? Az erek kitettségének figyelembe vételével az
artériakban menekité utvonalak aktivalédasa is elmarad. Eredményeink alapjan
ebben az esetben a NOS2 még alacsonyabb is volt, mint a kontroll artériakban,
illetve a XOR szint is elmaradt a vénakban tapasztalt értekekt6l. Eredményeink
ezen szakaszat Osszegezve elmondhatjuk, hogy a dohanyzassal
Osszefuggésbe hozhatd endotélialis diszfunkcio kialakulasa mindkét értipusban
egyarant megfigyelhetd, amelynek hatterében a bioldgiailag aktiv NO szint
csOkkenése all. Jollehet, hogy mind az artéridkban, mind pedig a vénakban
tapasztaltuk a NOS3 csodkkenését, amely a rendszer altalanos transzkripcios
aktivitasanak visszaeséseére utalhat. Mindazonaltal azt is kijelenthetjuk, hogy az
artériak, koszonhetbéen a kozvetett kitettségiknek a NOS3 aktivaciojanak
tekintetében is kedvezdbb helyzetben vannak, hiszen a NOS3 visszaesés
ellenére a jelenlévé fehérje populaci6 SER1177-es foszforilacidéja megtartott.
Ezaltal a NO f6 forrasa az artéridk esetében feltételezhetéen tovabbra is a
NOS3. Ezzel szemben a vénakban a NOS3 transzkripcios szintll visszaesése
mellett jelentdsebb az aktivacidés utvonalak sérulése. Ennek kovetkeztében a
vénaban indukalédnak a NOS2 és XOR utvonalakhoz koétheté menekité
mechanizmusok. El kell ismerniink azonban, hogy oxidativ kérilmények kozott
a hasznos NO-szint ndvelésére tett minden prébalkozas tovabb gerjeszti azt az
orddgi kort, mely az oxidativ / nitrozativ stresszhez, kdvetkezésképp pedig a

makromolekulak karosodasahoz vezethet.

A fehérjék, lipidek és a DNS karosodasa egyértelmien 6sszefliggésbe
hozhaté a dohanyzasbdl szervezetbe keruldé gyokos tulajdonsagu molekulakkal
és nehézfémekkel. Ez nem csak a jelatviteli utvonalakat veszélyezteti, hanem
bizonyos szint utdn a sejtek haldlat is indukalja. Az oxidativ/nitrozativ
stresszhez vezet6 redox homeosztazis felborulas egyik kdzponti eleme és
iniciatora a O2" akkumulacio. Az el6z6ekben ravilagitottunk arra is, hogy a
NOS2 aktivacio nem szikségszeriien hasznos a kompenzacié szempontjabdl.
Feltételezéseink szerint az elsédleges kitettségli vénakban medgfigyelt
makromolekula karosodasokhoz nagyban hozzajarulhat a megndvekedett

NOS2 altal rovid id6 alatt, nagy mennyiségben szintetizalt NO. Ez az utvonal
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egy erésen oxidativ kornyezetben inkabb a nitrozativ stressz iranyaba tolhatja el
a NO szerepét, nem pedig a biolégiailag aktiv és hasznos iranyba. Ezt
megalapozza a vénak esetében megfigyelt magas Oz koncentracioé, ami mellett
nagy valoszinliséggel ONOO- képzddik egy spontan reakcidban. Ez az igen
reaktiv molekula amellett hogy rovid életidejébdl fakadoan gyorsan NO2-té
bomlik le, nem kiméli az utjdba keriil6 makromolekuldkat sem.??? A
potencialisan ONOO™-hez kéthetd makromolekula nitracid és/vagy oxidacio
nyomai a vénakban jelentés mértékben detektalhatéak voltak. A
membrankarosodas markereként szolgalé 4-HNE adduktok jelenléte és a
fehériék 3-NT tipusu modositasa is jelentés emelkedést mutatott. Utobbi
egyeértelmlen korrelalt a NOS2 ndvekedéssel is, ami az el6z6 feltételezésink
kozvetlen bizonyitékaként szolgalhat. A membranok peroxidativ karosodasaval
kapcsolatban a nyilvanvalo kovetkezmények mellett ismét meg kell emlitenink
a NOS3 aktivaciojahoz vezet§ utvonal egyik fontos elemét. A NOS3
aktivaciojanak kezdeti lépésében a sejtek intakt membranstrukturaja, ezen beldl
a kaveolak szerepe kulcsfontossagu. Amennyiben ezek a szubcellularis
membran domének sériilnek, gy a NO termelés is veszélybe keriilhet.??® Ezzel
szemben az artéridkban makromolekula karosodasra utald jelek
elhanyagolhatoak, feltételezhetéen a masodlagos, kdzvetett expoziciojuk miatt.
Ebben az esetben a 4-HNE ndvekedés a vénakhoz képest igen kismértékl a
dohanyos mintainkban. Ezzel parhuzamosan a 3-NT szint a kontroll artériak
ertékét sem éri el. Ez utobbi feltételezhetéen dsszefliggésben all a kismértéki
NOS3 csokkenéssel és a NOS2 indukcidjanak elmaradasaval. Kivancsiak
voltunk azonban arra is, hogy az eddigiekben tapasztalt fehérjeszinti
valtozasok mennyiben kothetéek a transzkripcids mechanizmus séruléséhez,
amit kozvetlenul DNS kéarosodas is eredményezhet. Az oOrokitbanyag
karosodasara utald6 DNS kettésszalu torések, mind a kontroll, mind pedig a
dohanyos vénakban detektalhatdak voltak, am a hibajavitasra specializalodott,
aktiv foszfo-DNS-PKcs szint jelentésen elmaradt a dohanyos eredetli endotél
sejtekben. Ennek értelmében a hibajavitd mechanizmusok sérllést
szenvednek, amelynek okat a kettds torések helyén megjelend YH2A.X
fokuszok mérete magyarazhat. A vYH2A.X fokuszok alapvetéen meghatarozzak
a hibajavitashoz szukséges rendszer 6sszeszerel6désének helyét, és az abban

részt vevd fehérjék toborzasat. Tovabba a fokuszok mérete dsszefliggésben
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allhat egyfelél a kitettség/karosodas mértékével és a hibajavitdé mechanizmusok
sikerességével.?24-226 Eredményeink azt mutattak, hogy a dohanyos vénakban
detektalt fokuszok atlagos becsullt mérete elmaradt a kontrollhoz viszonyitva,
amely arra enged kovetkeztetni, hogy a hibajavitd apparatus megfelel6

0sszeszerel6dése ez esetben gatolt.

A makromolekula karosodasok egyértelmi kovetkezménye a sejt és
szOvet szintl degradacio, illetve a sejtek pusztulasa. A transzmisszios
elektronmikroszkopia soran megfigyelt ultrastrukturalis valtozasok szintén az ér
tipusok kilénbdz6 foku kitettségére utalnak, mely alatamasztja a molekularis
adatainkat. Az erek endotél rétegében medfigyelt elvaltozasok jelzik a vénak
fokozott mértékl karosodasat, amely a toxikus anyagokkal szembeni kdzvetlen
kitettségének tudhaté be. A vénak esetében szamos olyan elérehaladott
leéplilést figyeltink meg, amely sejtpusztulashoz vezet. A sejtmagok kromatin
allomanya erésen kondenzalodott, elektrondenz képet mutatott és sok esetben
megfigyelhetttk a sejtmag lobularissa valasat, amely a fragmentacio
folyamatanak egy korai szakasza. Emellett a sejtalkotd strukturak és a
citoplazma zsugorodasa az el6z6 megfigyelésekkel egybevéve azt sugallja,
hogy a sejtek kevéssé aktivak transzkripcionalisan. A sejtplazma
zsugorodasanak hatterében a nagy kiterjedésl vakuolak térfoglalasa all,
amelyek az elpusztult sejteket és/vagy sejtalkotokat zarja magaba. Ezen felll
kizardlag a dohanyos vénakban megfigyelt vakudlak belsejében szamos
elektrondenz részecskét figyeltink meg. Sajnalatos mddon ezek pontos
azonositasara nem volt lehetéségunk, de alapvetdé anyagi tulajdonsagaik miatt
feltételezzlk, hogy a vénaba atjutd fémek / fémkomplexek altal alakitott plakkok
lehetnek. A sejtek egyedi fenotipikus elvaltozasain felil az endotél réteg
jelentés mértékl degradaciojat figyeltUk meg szdveti egység szintjén. Lathato
az egyes sejtek kozotti kapcsolatok felbomlasa, illetve a réteg elvalasa az
alapmembrantél. Ennek kovetkezményeként gyakorlatilag megszinik az

endotélium altal alkotott fizikai gat, és igy megné az erek permeabilitasa.

Az ultrastrukturalis valtozasok hatterében az extracellularis matrix
dinamikajat szabalyoz6 MMP-TIMP rendszer egyensulyanak felborulasa allhat.
A szOveti atrendez6désének kulcsszerepe van az egyedfejlédésben,

morfogenezisben, illetve a sérllések kijavitdsaban. Ebbél kifolyélag normal

88



koriimények kozott ez egy precizen iranyitott folyamat, amelynek
szabalyozatlan m(ikodése szamos CVD esetében megfigyelhet5.19%:227.228 Az
MMP aktivitas f6 szabalyozo6i az endogén inhibitor TIMP fehérjék, igy a szovet
sorsanak tekintetében a kett6 kozotti egyensuly meghatarozo. Nyugalmi
allapotban a matrix bonté enzimek szintje elhanyagolhatdo a szovetekben,
azonban expressziojuk transzkripcionalis szinten szabalyozodik gyulladasos
citokinek, hormonok illetve sejt-sejt és sejt-matrix interakciok hatasara.??®
Munkank soran a kardiovaszkularis rendszer szempontjabdl kiemelten fontos
MMP-9 és MMP-2, valamint ezek inhibitorait a TIMP-1 és TIMP-2 valtozasait
vizsgaltuk kontroll és dohanyos mintacsoportokban. 230231 Az MMP-2 és a
TIMP-2 szintje mindkét értipusban a detektalasi hataron mozgott, és nem
mutatott kilonbséget a két mintacsoport kozoétt. Ez alapjan feltételezzik, hogy
ebben a rendszerben az MMP-2 szerepe leginkabb a koldokzsindr erek
kialakulasanak, fejlodésének kezdetén mondhaté jelentésnek. Az MMP-2 —
TIMP-2 paros esetében korabban megfigyelték, hogy szintjik az angiogenezis,
illetve a neovaszkularizacié folyamataival mutat pozitiv korrelaciét.232233 A
koldokzsinorban ilyen folyamatok a szerv kifejlédését kdvetéen nem torténnek,
ezaltal az MMP-2 nem érvényesulhet. Ezzel parhuzamosan az MMP-9 — TIMP-
1 szintek esetében a dohanyos mintakban értipustél figgé mintazatot
tapasztaltunk. Az artériakban kifejezett névekedést figyeltink meg mind az
MMP-9, mind az inhibitora esetében. Azonban mialatt az MMP-9 szintje kdzel
2x-esére novekedett, ezt egy felére visszaesé TIMP-1 expresszid kdvette. Ez
alapjan egyértelmi, hogy az artériak esetében a fokozott MMP-9 expressziéval
szemben a TIMP-1 ellensulyozasa nem tud érvényesulni, amely az
ultrastukturalis elemzések esetében megfigyelt fenotipikus eltérésekhez
vezethet. Ennek tukrében vizsgaltuk a kvantifikalt MMP-9/TIMP-1 aranyat is,
amely szintén az MMP-9 tobb, mint kétszeres tulsulyat mutatta. Ennek
vizsgalata nemcsak a két fehérje szoros kapcsolata miatt relevans, hanem
annak tudatdban is egy redlis mérészam, hogy a gatlas soran kialakulo
komplexekben a fehérjék sztdchiometrikus aranya 1:1.2%* Ezzel szemben a
vénak esetében meglep6 modon mindkét fehérje esetében csdkkenést
tapasztaltunk. Ennek hatterében a dohanyos rendszer altalanosan csokkent
transzkripcidés és transzlacids aktivitasa allhat, jollehet ez esetben az MMP-9

szint egy kisebb értékben érintett. Az aranyok vizsgalata soran a véna esetében
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is bizonyitast nyert, hogy az MMP-9 expresszio az altalanosan csokkend
tendencia ellenére is meghaladja a TIMP-1 szintjét, ami szOveti degradaciéhoz

vezethet.

A molekularis és strukturalis adatok egyuttesen arra engednek
kovetkeztetni, hogy mind a dohanyos artériak, mind pedig a vénak esetében
sérul az endotélialis funkcio, melynek mértéke a toxikus kitettség fuggvenye. A
diszfunkcio és a degradaciés folyamatok feltételezéseink szerint ok-okozati
Osszefluggésben allhat a sejtek életképességével. Ennek vizsgalatara a magzati
fejlédés szempontjabdl meghatarozé és a funkcionalis/strukturalis szempontbodl
markansabb valtozasokat mutaté vénakbdl izoldltuk az endotél sejteket.
Tovabba az artéridk endotél populacidjanak szelektiv izolacidja technikai
akadalyokba utkozott, ezaltal nehezen kivitelezhetd. A sejtek halalanak egyik
legjellemzébb folyamata az apoptdzis, amely fizioldgias folyamatokban is
fontos, de patologias korulmeények kozott jelentésen elbtérbe kerll ezen
utvonalak aktivitdsa. Az apoptozis egyik korai ismérve a sejtek kettés
membranjat alkotd lipidek dsszetételének/aszimmetrigjanak megvaltozasa. Az
aopototikus sejtekben a foszfatidil-szerin a membran belsé felszinérdl a kilsé
felszinre transzlokalodik, kvazi exponalédva a sejtfelszinen. A folyamat
elérehaladtaval a membran integritdsa egyre inkabb csokken, amely végul
sejthalalnoz vezet. A két fazis detektalhatdo és jol elkulonithetd fluoroférral
konjugaltatott Annexin V és az intakt membrannal szemben impermeabilis
propidium-jodid kombinalt alkalmazasaval.?94235236 A viabiltas teszt eredményei
alapjan a kontroll endotél populacié mintegy kétharmada egészségesnek
bizonyult és csak egyharmad része mutatott apoptdzisra utalé jelet, amit realis
aranynak gondolunk figyelembe véve a sejtek természetes halalat. A dohanyos
HUVEC populacional azonban a sejteknek mindéssze egyharmada volt
egészséges, és a maradék kétharmad rész nagyjabdl egyenlé mértékben
oszlott meg a korai illetve a kés6i apoptdzis szakaszai kozott. Feltételezzik,
hogy a korabban megfigyelt rendszerszint( funkcionalis visszaesések bizonyos
mertékben visszavezethetbek az adott sejtpopulaciét jellemzd életképességre.
Osszességében tehat az endotélidlis diszfunkcié feltételezhetéen nem az
egyéni sejtek generalizalt hibajanak eredménye, hanem a teljes populaciot

tekintve a jelentésen csdkkent szamu egészséges sejt fUggvénye. Az apoptozis
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soran aktivalodo molekularis utvonal, az ugynevezett kaszpaz kaszkad
vizsgalataval kivantuk alatamasztani a viabilitasi tesztek eredményét. A
lancreakcid 12 tagja koézul a végrehajtdé funkcioval rendelkez6 CASP3
lokalizaciojat elemeztik. A CASP3 a human sejtek programozott sejthalalanak
kulcs mediatora, amely egy proteolitikus hasitast kdvetéen aktiv transzporttal a
sejtmagba vandorol. Itt tobbek kozott a kromatin kondenzaciojat és a DNS
fragmentalédast valtjiak ki, mely a sejtek pusztulasahoz vezet.3®3%® Az
eredményeink alapjan a kontroll és dohanyos véna endotél sejtek
citoplazmatikus és sejtmagi lokalizacioju CASP3 megoszlast vizsgaltuk,
melynek soran a citoplazmat tekintve nem tapasztaltunk szignifikans eltérést.
Mindazonaltal a CASP3 jelenléte 6nmagaban még nem feltétlendll jelent biztos
apoptézist. Azonban a sejtmagot tekintve a dohanyos mintaink esetében a
CASP3 sejtmagi transzlokacidjanak gyakorisaga joval meghaladta a kontroll
ertéket. Ezen adatok alatamasztjak a viabilitasi tesztek eredményét, és
meger6sitik, hogy a dohanyos vénakban igen aktiv apoptotikus aktivitas, és
ezzel jard sejtpusztulas torténik.

Fontos kiemelnink, hogy a nagymeérték( sejtpusztulas ellenére a
rendszer meégis mikodoképes, €s 0Osszességeben éldének tekinthetdé a
funkcionalis sérllések ellenére is. Ezért munkam masodik nagy egységeként a
kontroll és dohanyos eredeti koldokzsindér vénak reakcié készségeét
hasonlitottuk 6ssze a transzkripcié szintjén egy ex vivo rendszerben. Ehhez
izolalt teljes ereket hd, valamint kombindlt (h6+Cd?*) stressznek tettlink Kki.
Kiindulasi feltevésiink az volt, hogy a dohanyos mintak valaszreakcidi
elmaradhatnak a kontrollokhoz képest, amely mogott két okot feltételeztink.
Egyfel6l ugy véltuk, hogy a dohanyos véna esetén megfigyelt morfoldgiai és
strukturalis valtozasok egyutt jarnak a transzkripcios mechanizmusok altalanos
sériilésével. Masfeldl pedig a Cd?* kezelés esetében arra szamitottunk, hogy a
dohanyos csoport reakcioja kevésbé lesz kifejezett a kontroll mintakhoz képest.
A kontroll vénak szamara a Cd?* egy Ujonnan megjelené stresszfaktort jelent,
ezzel szemben a dohanyos rendszer a terhesség soran mar talalkozhatott és
igy folyamatos expozicidba kerult a nehézfémekkel.

Ennek megfelelben az eredményeinket is kétféle megkozelitésbdl
vizsgaltuk. Elséként a kezeletlen mintak adott génre vonatkoztatott alap

expresszidjat hasonlitottuk 6ssze. Az mt3 kivételével az d6sszes gén esetében
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azt tapasztaltuk (hsp90, mmp-9, timp-1, mtle, mt2a), hogy a kezeletlen
dohanyos vénakban alacsonyabban expresszalédnak. Ez felethetbleg
alatamasztja azon elképzelésunket is, mely szerint a dohanyos vénat éré
kozvetlen karositd hatasok nemcsak hatassal vannak, de egy altalanosan
csOkkent transzkripcids mechanizmushoz vezetnek. Ezzel parhuzamosan
feltételezzuk, hogy a folyamatos (t6bb hénapon at tartd) stresszhatas miatt ezen
gének expresszios szintje soha nem is érte el a kontroll szintet. Az MT3
esetében fontos figyelembe venni, hogy ezen izoforma évtizedeken at egy
kozponti idegrendszer és tesztisz specifikus izoformaként jelent meg az
irodalomban.?®® Schulkens és munkatarsai 2014-ben HUVEC sejtekben is
kimutattak az MT3 mRNS jelenlétét in vitro.3® Mindazonaltal az altalunk hasznalt
modell rendszerben, illetve a kardiovaszkularis rendszerben in vivo betoltott
viselkedése és szerepének fontossaga egyelére nem ismert. Eredményeink
alapjan azonban feltételezheték, hogy az mt3 alap expresszidés szintje
valamilyen médon fliggetlen a masik két izoformatdl, és a dohanyos vénaban
észlelt hatszoros alapszint egyértelmi bizonyitéka lehet a mintacsoport korabbi
funkciojaval kapcsolatos kevés adat miatt nagy kihivast jelent, de az MT1E és
MT2A-tél eltéré alap funkcidin keresztil el tudunk indulni. Ez utdbbi két izoforma
szamos szovetben kismértékben, konstitutivan expresszalodik, emellett oxidativ
stressz vagy akar alacsony koncentracioju nehézfém terhelés hatasara jelentés
mértékben indukalédnak. Ezzel szemben az MT3-at sokaig a nem-indukalhato
metallotioneinek kozé soroltak, jollehet azéta szamos adat bizonyitja, hogy
részben indukalhatéak, amelynek egyetlen fliggvénye a nehézfém
koncentraci.?*0-242 Ezek alapjan ugy gondoljuk, hogy a predominans MT1 és
MT2 izoformdk mar a terhesség korai szakaszaban indukalédhatnak
transzkripciés szinten a dohanyos vénak endotél sejtjeiben. A transzlaciot
kdvetben pedig a fehérjék allando jelenléte hozzajarulhat a nehézfém tolerancia
kialakitasahoz. Ezek mellett a csak részben indukélhaté és kevésbé
fémérzékeny MT3 csak a terhesség késbbbi szakaszaiban jelenik meg a
folyamatos terhelés miatt akkumulalodé fémek hatasara. Mindezek ellenére az
alap expresszios ertékeket 6sszehasonlitva az mtle és mt2a korulbelul azonos
mertékben, de nagysagrendekkel dominansabb szereplé az mt3-nal.

A hsp90 esetében arra szamitottunk, hogy a dohanyos, azaz stresszelt
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mintainkban lesz magasabb az alap expresszio. Ezzel szemben a valojaban
tapasztalt alap mRNS szint a dohanyosokban a kontrolinak korulbelll a
negyede volt. Ennek magyarazatahoz tul kell Iépni a HSP90 kdztudott hésokk
és dajkafehérje szerepén, és szamitasba kell venni, hogy szamos egyéb
biolégiai folyamat kulcs szabalyozoja is lehet. Tumoros szovetekben
megfigyelték, hogy a HSP90 magas expresszidja hozzajarul a rakos sejtek
proliferacidjahoz, és ezzel parhuzamosan egyfajta menekitésként érvényesul az
antiapoptotikus valasz folyamatokban.?*® Ennek hattere, hogy a HSP90R egyik
kliens fehérjéje az antiapoptotikus valaszban alapveté szereppel biré Bcl-2. A
két fehérje kozott kialakuld interakciordl korabban kimutattak, hogy megléte
alapvet6 feltétele a Bcl-2 antiapoptotikus hatasanak. Amennyiben a komplex
képzés valamilyen okbdl gatolt, akkor az kaszpaz aktivaciohoz és ER stressz
indukalta sejthalalhoz vezet.?*424> A masik oldalrél pedig érvényesll egy
negativ visszacsatolas is. Ha az apoptotikus folyamatok el6térbe kerilinek,
példaul megndvekedett ROS hatasara, akkor a kaszkad egyik iniciatora
(kaszpaz-10) hasitia a HSP90 fehérjét, amellyel megszinteti annak
antiapoptotikus/chaperon funkcidjat.246 Ezek alapjan jelen eredményeinket
Osszevetve az eddigiekkel feltételezhetjik, hogy a dohanyos vénak alacsony
hsp90 mRNS szintje egyfel6l az erbsen aktiv apoptétikus utvonal negativ
visszacsatolasaként értelmezhetd. Masfel6l pedig kdzvetetten, a dohanyos
mintakban talalt nagy mennyiségl apoptotikus sejt miatt keletkezd hianyként
tekinthetlink erre a csokkenésre.

A héérzékeny hsp90 esetében a 60 perces hdsokk mind a kontroll, mind
a dohanyos vénaban korulbelll azonos meértékld indukciot valtott ki. Ebbdl arra
kovetkeztethetiunk, hogy a hémérséklet hirtelen emelése mindkét
mintacsoportot egyforman 0j ingerként éri, amire adekvat valaszként jelentkezik
a hsp90 indukcioja. Amennyiben a rendszerbe behozzuk a Cd?*-ot is, a két
mintacsoport indukcidja egymastél elmarad, ami egyértelmiien a nehézfém
hatasanak tudhatdé be. Ebben az esetben a kontroll hsp90 erételjes indukcidja
mellett a dohanyos hdstresszhez viszonyitott enyhe indukcidja a 0,5 ng/uL-es
Cd?* koncentraciéval szembeni korabbi adaptaciéra utal. Mindazonaltal,
ahogyan azt tobbi gén esetében is lattuk a 2,5 ng/uL-es koncentracié 60 perc
elteltével mar toxikusnak mindsult véleményunk szerint. Ennélfogva nem is

torténik jelentés indukcid, illetve sok esetben abszolut transzkripcids
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gatlas/visszaesés torténhetett a kezelés végére. Ezek a koncentracio értekek
magukért beszélnek, és az mt3 kivételével nem kivanom részletezni az
eredmények hatterét.

Az mmp-9, timp-1 esetében erételjes indukcidkat tapasztaltunk a
kezelések hatasara. Mindazonaltal az mmp-9 indukciéjat nem aranyosan koveti
a timp-1 indukcidja, aminek hatterében valdszinlsithetéen a csdkkent alap
expresszio ellenére is nagysagrendekkel magasabb timp-1 mRNS koncentracié
allhat. Az egyes kezelések hatasara lathato, hogy a kontroll mintakban az
indukcié aranyait tekintve az mmp-9 és timp-1 nagyon hasonlé mintazatot
mutat. Ezzel szemben a dohanyos mintakban csak az mmp-9 indukcidja
mondhato jelentésnek, de a hsp90-hez hasonléan a rendszerbe bevitt pluszban
bevitt Cd?* hatasara adott extra valasz nem volt jelentds.

A metallothionein gének indukcidja a kezelések hatasara hasonl6 logikat
kovet, mint amit az alap expresszié esetében egyszer mar feltételeztlnk.
Mindharom izoforma transzkripcioja er6sen indukalédik mind hémérséklet, mind
pedig a Cd?* hatasara a kontroll vénakban. Az egyes kezelési pontok kozott
aranyos indukcios valtozasok pedig szintén hasonlé mintazatot mutatnak. Ezzel
szemben a dohanyos vénakban sem az mtle, sem az mt2a nem mutatott
indukciot egyik esetben sem. Ezek alapjan feltételezhetjik, hogy a korabbi
nehézfém expoziciok hatasara adaptacio kdvetkezett be, ami ezen két izoforma
részérdl mar nem igényelt tobblet indukciét. Az mt3 esetében a kontroll az el6z6
két izoformanal megfigyelt indukcidos mintazathoz viszonyitva hasonl6 modon
viselkedett, de a tobblet Cd?* hatasara rendkivil nagymértékl indukciot
kaptunk. Jollehet az alap kiindulasi értékekhez képest ez normalisnak tekinthetd
véleménylnk szerint. Az el6z6 két izoformaval ellentétben jelentésnek ugyan
nem mondhatd indukciét kaptunk a dohanyos vénakban is. Ez alapjan a
korabban mar altalunk feltételezett mt3 kései indukciora vonatkozd szerepét
szeretnénk fenntartani. Ezt tovabb erdsiti a magasabb (2,5ng/uL)
koncentraciéju Cd?* esetében is megtortént indukcio, amire a tébbi gén
esetében nem lattunk példat, és azok tekintetében toxikusnak véljik ezt az
értéket. A kontroll mt3 esetében a visszaesés ellenére is magas indukcios
ertéket kaptunk, a dohanyos esetében pedig egy markans visszaesést. Ez a két
eredmény feltételezéseink szerint mindkét elméletinket megerésiti. Egyfeldl az

mt3 parcidlis indukalhatdésaga a tobbi izoformaval szemben a magasabb Cd?*
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koncentraciéra tinik érzékenyebbnek, habar az indukcio mértékét figyelembe
véve ez a koncentracié egyidejlleg részben gatolja is a transzkripciot. Masfeldl
ez a koncentracié a dohanyos vénakban alapvetéen jelen |évdé és ahhoz egy
plusz tobbletként adddd kezelési koncentracid mar az mt3 transzkripciojat is
teljes mértékben gatolhatja.

Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy az artériak és vénak
endotéliumanak 0Osszehasonlitd vizsgalata soran, hogy terhesség alatti
dohanyzas ér specifikus valtozasokat indukalt a koéldokzsindr erekben. Ezen
allapotok feltételezhetéen hien tukrozik a prenatalis fejl6édés in vivo
koriiményeit. Tovabba eredményeink egyértelmien bizonyitjak, hogy egy
erdsen hipoxias kérnyezetben, ahol alacsony a biologiailag hozzaférheté NO
mennyisége, és megemelkedik a nitrit-nitrat szint, ott elétérbe kerllhet a XOR
protektiv szerepe. Ugy gondoljuk, hogy munkank jelentésége abban rejlik, hogy
ezen eredményekkel hozzajarulhatunk a méhen beldli toxikus expozicidé soran
bekovetkez6 molekularis valtozasok jobb megértéséhez. Az ebben érintett
utvonalak mélyrehat6é ismerete pedig Ujabb terapias célpontokat hatarozhat

meg a klinikum és az alkalmazott kutatasok szamara a jovében.
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7. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekelbtt szeretném halas kdoszonetemet kifejezni témavezetémnek,
Dr. Hermesz Editnek, aki az elmult 7 év soran nemcsak segitette a munkamat
és szakmai fejlédésemet, hanem mindezeken felll végtelen tlrelemmel és
bizalommal egyengette utamat, és el nem muloé szeretettel kdszonom a

gondolatébreszt beszélgetéseket és ,anyai” jotanacsait.

Kbszonettel tartozom tovabba Prof. Dr. Boros Imre és Dr. Bodai Laszlé
tanszékvezetoknek, és a tanszéklink minden dolgozdjanak, hogy lehetéveé
tették és segitettéek a Biokémiai és Molekularis Tanszéken valé kutatasaim
elvégzését. Tovabba szeretném megkdszonni a kisérleteimben nyujtott szakmai
és gyakorlati segitségét Dr. Maléth Joézsefnek, Ordogné Dr. Kolbert
Zsuzsannanak és Dr. Pankotai Tibornak. Készéném a kriosztatos metszetek
elkészitését Arany Katalinnak, illetve a TEM felvételek elkészitésében és
ertékelésében nyujtott nélkuldozhetetlen segitséget Dr. Bodi Nikolettnek és Dr.

Bagyanszki Marianak.

Szeretném megkdszonni Prof. Dr. Orvos Hajnalkanak és az SZTE AOK
- Szulészeti és Noégyogyaszati Klinika minden dolgozdjanak, akik a

kisérletekhez szukséges mintagydjtést végeztek.

Halas koszOnettel tartozom kutatécsoportunk valamennyi korabbi és
jelenlegi tagjanak, beleértve lelkes szakdolgozéimat Szanté Pétert és Marton
Agnest, akik rengeteg segitségét nyujtottak a kisérletek elvégzésében és
értékelésében. Kulon szeretném megkdszonni Dugmonits Krisztinanak a

baratsagat és a kifogyhatatlan batoritasat.

Kdszonet illeti Dr. Sinka Ritat és Dr. Villanyi Zoltant, hogy rovid
hataridén belul vallaltak dolgozatom elbiralasat és kérdéseikkel, javaslataikkal

emelték annak szinvonalat.

Végul, de nem utols6 sorban kdszonom csaladomnak, kulonosen
Edesanyamnak a faradhatatlanul pozitiv hozzaallasat és érok tamogatasat.
Szeretettel k6szondm az Erdési csaladnak és a barataimnak, hogy minden
helyzetben mellettem alltak, és tamogattak abban, hogy ez a dolgozat
elkészulhessen.
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Es kdszéndém Neked a Mindent, és azt a bizonyos Kimondhatatlant.

A dolgozat megvaldsitasat a ,Sziv- és vazizom-kutatasok az
alkalmazkodas, regeneraci6 és teljesitbképesség javitasa érdekében
(MYOTeam)” GINOP  2.3.2-15-2016-00040 szamu

palyazat tamogatta.
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9. 0SSZEFOGLALAS

A koldokzsinor erek megfelel6 funkcionalitasa meghatarozé szereppel bir
a fejl6ddé magzat megfelel6 oxigén és tapanyag ellatasanak szempontjabdl. A
koldokzsindr teljes mértékben magzati eredetli szerv, és a benne foglalt erek a
magzati érrendszer kdzvetlen meghosszabbitasanak tekinthetd. A koldokzsinor
véna oxigénben és tapanyagban dus vert szallit a méhlepénytél a magzat felé,
a két artéria pedig oxigénben szegény vért szallit vissza, a placenta felé. Ennél
fogva a koldokzsinor erek kdzvetlenll és elsédlegesen kitettek minden olyan
karos anyagnak, amelyeket a placenta nem képes kisz(irni, igy az allapotukban
bekOvetkez6 valtozasok jelezhetk a méhen Dbellli fejlédést érintd
karosodasokat®224’, A koldokzsinor erek kozel teljes egészében mentesek a
beidegzésektdl, igy a tonusuk szabalyozasa lokalisan érvényesul6 hatasok és a
kornyezettel valo aktiv kommunikacio eredménye (endokrin faktorok, oxigén
koncentracid, nyiréerd, stb.)®. A nitrogén-monoxid (NO) egy nagymértében
diffuzibilis ér-relaxans hatasu molekula, melynek termeléséért elsésorban a
nitrogén-monoxid szintdz csalad tagjai felelések. Az endotél sejtekben
eléfordulé dominans izoforma az endotélialis nitrogén-monoxid szintaz (NOS3),
melynek aktivalasa egy szigoruan 6sszehangolt utvonalon toérténik, amely
szamos ponton sértilhet. A NOS3 a citoplazmaban vagy a sejtmembranban
kaveolakhoz kototten fordul el6. Az aktivacidja tobb szinten szabalyozott példaul
dimerizacio, poszttranszlaciés moédositasok és fehérje-fehérje kdlcsonhatasok
altal'?’. Mivel a koldokzsinor erek nem rendelkeznek beidegzéssel, igy bioaktiv
NO mennyisége hatarozza meg az endotélidlis funkciét és szabalyozza az
redox egyensulyt. A koldokzsinor erek, ezen belll az endotél sejtekkel
kapcsolatos komplikaciok elemzése hasznos eszkdze lehet az ujszulottek
érrendszeri betegségeihez vezet6 patoldgias utvonalak megértésének. Mivel az
endotél sejtek komplex szerepet toltenek be a homeosztatikus viszonyok
fenntartasaban, igy morfolégiai és funkcionalis elvaltozasaik egyértelmiien

hozzdjarulnak a kardiovaszkularis betegségek kialakulasahoz.

Annak ellenére, hogy keveset tudunk a toxikus anyagok magzati
kitettségre gyakorolt molekularis kdvetkezményeirél/hatterérél, egyre tobb
bizonyiték all rendelkezésre arra vonatkozéan, hogy ezen kdrnyezeti tényezbék

hatranyosan befolyasolhatjak a méhen bellli fejlédést, és akar hosszabb tavu
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egészségugyi kovetkezményeket is vonhat maga utan207210_ A terhesség soran
olyan atmeneti szervek biztositjak a magzati fejlédést, mint a méhlepény és a
koldokzsinor. Ezért a méhen bellli allapotok megvaltozasa kozvetlenul vagy
kozvetett modon kapcsolédnak a placenta vagy a koldokzsindér olyan
rendellenességeihez, mint az intrauterin hypoxia és az elégtelen magzati
vérellatas’?>’4. Emellett egy nemrégiben publikalt kemo-biologiai interaktom
analizis megerdsitette, és bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy a dohanyfust
komponensei intenziven befolyasoljak a génexpressziét mind embrionalis, mind
pedig a magzati fejlédési idészakban®. Konvencionalis kardiovaszkularis
rizikofaktorok, mint példaul a cukorbetegség, dohanyzas, vagy diszlipidémia
hatasa a feln6ttek kardiovaszkularis rendszerére mar behatdéan ismeretes, és
Osszefluggésbe hozhaté az endotélialis diszfunkcié (ED) kialakulasaval. Az ED
egyik f6 kiindulopontia a NO csokkent termel6dése és/vagy bioldgiai
hozzaférhet6sége. Ennek kovetkeztében az endotéliumban fokozédik az
oxidativ stressz, amely tovabbi sulyos kovetkezményekhez vezet. Az oxidativ
ko6zeg indukalja a NOS3 homodimer szétkapcsolodasat, aminek eredményeként
a NO helyett szuperoxid-anion (O2+) képz6diki®. Mindemellett, az emelkedett
O2+ szint kovetkeztében indukalddik az arginaz-1 (ARG1) expresszidja. Az
ARG1, mint kompetitiv enzim elvonja a NOS3-al k6zds L-arginin szubsztratot,
ami kozvetett modon tovabbi NOS3 szétkapcsolddashoz, igy reaktiv oxigén
fajtak (ROS) képzb6déséhez vezet?8249, A NOS3 aktivalasanak masik fontos
szabalyozasi pontja a szamos aminosav oldalldncon bekovetkez6
foszforilacio/defoszforilacié. Altalanosan elfogadott, hogy a 1177-es poziciéban
talalhatd szerin oldallancon bekovetkez6 foszforilacidé (P-NOS3) alapvetd
fontossagu az aktivalashoz?*°. Amennyiben csokken a NOS3-fliggé NO
termelés / hozzaférhetéség, alternativ. NO termelé utak aktivalédhatnak
kompenzacidos mechanizmusokként, a magzati véraramlas javitasa érdekében.
Az erek endotélje folyamatosan kapcsolatban all a keringd vorosvértestekkel
(VVT), rdadasul a kdzelmultban szamos koérkép esetén szamoltak be kettejuk
szoros kapcsolatarol>1252, Amennyiben feltételezzlik, hogy a keringé VVT-k
érzékelik az ED-t, akkor a NO biohasznosulasat esetlegesen ndvelhetné az
VVT-k NOS3 aktivacios utvonala. Az anyai és a magzati VVT-ken végzett
korabbi vizsgalataink alapjan jelentds valtozasokat tapasztaltunk a VVT-k

morfolégiai paramétereiben, rugalmassagi és plasztikus tulajdonsagaikban és
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ezzel Osszefuggésben komoly valtozasokat a membrant alkoto lipidjeik
Osszetételében. Ezek egyuttesen hozzajarultak a karosodott NOS3
aktivaciéhoz, mely egyértelml 6sszefliggésbe hozhat6é az anyai dohanyzassal.
Az eredmények igy azt valészinUsitik, hogy a VVT-k NOS3-figgdé NO termelése
nem érvényesiilhet kompenzacios mechanizmusként?51253254 A kompenzacio
masik kézenfekvé megoldasa az indukalhatd nitrogén-oxid-szintaz (NOS2)
expresszidjanak novekedése az endothelidlis rétegben, mivel katalitikus
aktivitdsa (100-1000-szerese a NOS3-nak)?®>. Emellett potencialis jelolt a
xantin-oxidoreduktaz (XOR) aktivalasa is'®8. Bar ez utdbbi meghdkkentének
tinhet, ismerve az XOR alapvetd tulajdonsagait, am az utdbbi években
megjelent tanulmanyok egyértelmien bizonyitottak, hogy a XOR utvonal
aktivalasa j6tékonyan jarul hozza a NO termeléshez az inorganikus nitrit

redukcidjan kereszt(j|160.163.256

Doktori dolgozatomban nem dohanyzé és er6s dohanyos anyaktdl
(legaldbb 10 cigaretta naponta teljes terhesség alatt) szlletett ujszilottektol
szarmazo koldokzsinor mintak Osszehasonlitd vizsgalatat veégeztuk. Ez
magaban foglal strukturalis és funkcionalis elemzéseket, melyek soran
molekularis és biokémiai megkozelitéseket alkalmaztunk. Ezen felll
létrehoztunk egy ex vivo stresszvalasz-monitorozé modell rendszert is.
Eredményeink alapjan egyértelmden kijelenthet, hogy az anyai dohanyzas ér
specifikus modon indukal strukturalis és molekularis karosodast; melynek
szintjével. Ezen valtozasok a NOS3-al kapcsolatos NO termelési utvonal és az
alternativ. / ment6 mechanizmusok szabalyozasanak kulonb6z6 szintjein
nyilvanult meg. Az artériakban, bar a NOS3 expresszioja csokkent, a fokozott
aktivalé foszforilacié valdszinlileg elegenddé bioaktiv. NO termel6dését
eredményezi a hipoxias allapotok ellensulyozdsahoz. A véndban azonban
csokken a NOS3 aktivacidja, de alternativ megoldasként a NOS3-fuggetlen NO
termelési utvonalak - XOR és NOS2 expresszio — kerul el6térbe. Ezek alapjan
az anyak dohanyzasa nemcsak a koldokzsinor véna, hanem az artériak
endotéliumara is jelentds hatast gyakorol, ami egy altalanosan bekdvetkezd
funkcionalis karosodasra utal, amely relevans lehet a sziv- és érrendszeri

betegségek kialakulasanak ok-okozati 0Osszeflggéseinek vizsgalataban.
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Mindezek mellett megallapitottuk azt is, hogy a dohanyos eredetli vénak
stressz-valasz készsége nem megfelel6 egy akut stressz expozicié hatasara.
Tovabba a dohanyos eredetli mintainkban feltételezzik a transzkripcios
mechanizmusok altalanos visszaesését, mig ezzel parhuzamosan egyfajta

adaptaciodra utal6 reakciot figyeltink meg a nehézfém terheléssel szemben.

Eredményeink egyértelmlen igazoljak, hogy az anyai dohanyzas altal
kivaltott valtozasok ér specifikusak és valdszinileg szorosan tukrozik a
prenatalis fejlédés in vivo koérilményeit. Tovabba ramutattunk arra is, hogy egy
erdsen hipoxias kérnyezetben, az alacsony bioaktiv NO szint mellett az
emelkedett nitrit / nitrat koncentracié el6térbe helyezi a XOR kozelmultban leirt

protektiv szerepét.

Eredményeink jelent6ségét abban latjuk, hogy ezzel hozzajarulhatunk a
meéhen beldli toxikus expozicié soran bekdvetkezé molekularis valtozasok jobb
megértéseéhez, és az érintett utvonalak mélyrehatd ismerete ujabb terapias

célpontokat hatarozhat meg a klinikum és az alkalmazott kutatasok szamara.
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10. SUMMARY

The functionality of the umbilical cord (UC) vessels is a determining
factor for proper oxygenation and development of the fetus. UC is fully
embryonic in origin and the cord vessels can be considered as elongation of the
vascular system of the developing fetus. The UC vein carries oxygenated blood
and nourishment from the placenta to the fetus, and the two UC arteries
transport deoxygenated blood back to the placenta. Therefore, UC vessels are
directly and primarily exposed to harmful substances not filtered out by the
placenta, so any alteration in them may serve as fingerprints of the damage
affecting the in utero development®247. A significant portion the UC blood
vessels lack innervation, so the tone of the vessels is mainly governed by local
regulators in active communication with the milieu (endocrine factors, shear
stress, oxygen concentration, etc.)®. Nitric oxide (NO), the highly diffusible
vasodilator molecule, is synthetized by nitric oxide synthase family members. In
endothelial cells, the main isoform is the endothelial nitric oxide synthase
(NOS3), which activity is well-coordinated and can be compromised at many
points. NOS3 is localized to the cytoplasm and to the caveolae in the plasma
membrane and its activation is regulated by dimerization, posttranslational
modifications and protein-protein interactions'?’. The bioavailability of NO is
fundamental for regulating the oxidative balance and functionality of the
endothelium, especially since the cord vessels have no innervation. Analysis of
UC vessel-related complications, could serve as useful tool in understanding the
pathophysiology of neonatal vascular diseases, particularly focused on
endothelial cells. Since endothelium plays a complex role in the vascular system
and contributes to the vascular homeostasis, its functional and morphological

alterations clearly take part in the formation of pathophysiological processes.

Though less is known about the molecular consequences/background of
fetal exposure to toxic materials, there is increasing evidence that
environmental agents can adversely affect in utero development and even
mediate long-lasting health consequences?’21%, During pregnancy, the
placenta and the UC form vital temporary organs to sustain proper fetal
development. Therefore, any alteration in the in-utero condition is directly or

secondarily associated with the placental or UC disorders, like intrauterine
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hypoxia and an impaired blood flow to the fetus’>74. Moreover a recently
published chemo-biology interactome analysis underlined this concept and
provided evidence that components of tobacco smoke intensively influence
gene expression at both embryonic and fetal developmental period®. Effects of
traditional cardiovascular risk factors like diabetes, smoking, dyslipidaemia on
adult cardiovascular system have been well established and are associated with
endothelial dysfunction (ED). One of the main starting point for ED is the
reduced production/bioavailability of NO, resulting in increased oxidative stress
in the endothelium. The oxidative milieu induces NOS3 homodimer uncoupling,
resulting in the formation of superoxide anion (O2¢) instead of NO®. The
elevated Oz level triggers upregulation of arginase-1 (ARG1). ARG1 in
competition distracts the common L-arginine substrate which indirectly leads to
further NOS3 uncoupling and reactive oxygen species (ROS) formation248.24°,
Another major regulatory point in NOS3 activation is
phosphorylation/dephosphorylation at several amino acid side chains. It is
generally accepted that phosphorylation at the serine 1177 side chain (P-NOS3)
is a crucial requirement for activation?®. In case of reduced NOS3-dependent
NO production/bioavailability, alternative NO producing pathways get activated
as compensatory mechanisms to improve blood flow to the fetus. Vessel
endothelium is in continuous contact with circulating red blood cells (RBCs),
moreover, an intimate crosstalk between them was recently reported under
pathological condition?51252, Supposing that ED can be sensed by circulating
RBCs, NO bioavailability might be increased by the RBC-NOS3 activation
pathway. However, our previous studies on the maternal and fetal RBCs
indicated significant alterations in the RBCs’ morphological parameters, elastic
and plastic properties and abnormalities in their membrane-lipid composition,
along with an impaired NOS3 activation, as the consequence of maternal
smoking. All these modifications /alterations, make it is most likely, that the
NOS3-dependent NO production by RBCs is not available as a compensatory
mechanism?51:253.254 - Another obvious solution for compensation could be the
upregulation of inducible nitric oxide synthase (NOS2) expression in the
endothelial layer, due to its high (100-1000 fold that of the NOS3) catalytic
activity and/or the activation of xanthine oxidoreductase (XOR)%2%5, Though

this second assumption might sound astonishing, knowing the activities of XOR,
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but recent studies presented evidence on the beneficial outcomes of XOR
activation by reduction of nitrite to NQ160.163.256,

In this study we applied comparative analysis on UC vessels, originated
from neonates born to non-smoking and heavy smoker mothers (at least 10
cigarettes per day during full pregnancy), using structural analysis, molecular
and biochemical approaches, including ex vivo stress response monitoring
model system. We provide evidence that maternal smoking induces structural
and molecular damages in a vessel specific manner; the extent of the
alterations is proportional with their exposure level to the harmful materials,
unfiltered by the placenta. The endothelial NOS3 related NO production
pathway and the alternative/rescue mechanisms are influenced at different level
of regulation. In the artery, though the NOS3 expression is downregulated, its
increased activation by phosphorylation, probably will result in sufficient
bioavailable NO level to deal with the hypoxic conditions. In the vein however,
NOS3 activation is reduced, but alternatively, NOS3-independent NO
production pathways - XOR and NOS2 expression - are upregulated. Maternal
smoking can exert marked effect not only on the UC vein endothelium, but also
on the arteries, suggesting a general functional impairment, which might have
relevance to the major etiologies of cardiovascular diseases. We also found,
that the stress response pathways are impaired upon acute-stress exposition in
UC veins with smoker origin. Furthermore, we assume an overall decline of
transcriptional mechanisms, but in parallel we found a kind of adaptation-like

reaction against heavy metals in our smoker-derived samples.

Our results clearly demonstrate that maternal smoking induced
alterations are vessel specific and most likely are close reflection to the in vivo
circumstances of the prenatal development. Furthermore, we provide evidence
that in a highly hypoxic environment, with low bioavailability of NO, an elevated

nitrite / nitrate pool unravels the recently described protective role of XOR.

The significance of our study is the possible contribution to a better
understanding of the molecular changes that occur upon intrauterine toxic
exposure, and in-depth knowledge of the affected pathways may determine

novel therapeutic targets for the clinic and applied researches.
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