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1. Roviditések jegyzéke
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2. Bevezetés

A sziv- és érrendszeri betegségek vildgszerte vezetd haldloknak szamitanak. A
kardiovaszkularis megbetegedések egyik f0 rizikofaktora a dohdnyzés, melynek oka a
dohanyflistben megtalalhaté tobb mint 4700 kémiai vegyiilet, kozottik
immunomodulator toxinok, és szabadgyokok. Az immunomodulator toxinok koziil a
nikotin és a szénmonoxid, a szabadgydkok koziil a szuperoxid anion (0,*), a nitrogén
monoxid (NO), valamint a dohdnyban megtalalhat6é fémek koziil a kadmium, az arzén
¢s a nikkel jatszhat kiemelt szerepet a korkép kialakulasdban. Ezek kozvetlen, vagy
kozvetett moddon szabadgyok képzddést indukdlnak a szervezetben, melyek
kardiovaszkularis megbetegedések kialakulasdban is szerepet jatszanak, az ér endotél
réteg karositasa révén (U.S. Department of Health and Human Services, 2010). Ha ez a
fokozott szabadgyok képzddés hosszu ideig fenndll, akkor az antioxiddns rendszer
kimeriilésével oxidativ stressz alakul ki, ami vaszkularis diszfunkcidhoz vezethet.

Habar a felndttek esetében az erek idegi szabalyozas alatt is allnak, a NO szerepe
mégis elengedhetetlen a vazodilatacidban. Ennek szintézisét elsdsorban az endotélialis
nitrogén monoxid szintdz (NOS3) végzi. Az enzim aktivalasahoz sziikség van megfeleld
mennyiségli L-arginin szubsztratra, a NOS3 alegységeinek dimerizaciojara, a
kooperacios partnerek jelenlétére és a Ser''’” oldallanc foszforilacidjara. Ekkor a NOS3
enzim NO-ot termel. Ezen feltételek barmelyikének hidnyaban, a NO helyett a
lancreakciot inditd O,° képzddik (Oliveira-Paula et al., 2016).

Terhesség soran a magzat egy kvazi hipoxias kdrnyezetben fejlddik és a szovetek
magasabb oxigén igénye miatt fokozottabb a szabadgyok képzddés. A kapcsolatot a
magzat és az €desanya kozott a koldokzsinor tartja fenn. Fontos megemliteni, hogy a
koldokzsindér erek nem rendelkeznek beidegzéssel, kovetkezésképpen a NO
kulcsfontossagli szerepet jatszik a vaszkularis rendszer miikodésében, igy a magzat
megfeleld oxigén ellatottsagdban is. A placenta egyik fo szerepe, hogy meggatolja az
anyai vérrel érkezd kéaros anyagok atjutdsat a magzati keringésbe. Ez a sziir6 funkcio
azonban nem teljes, a mar emlitett karos dsszetevok egy része atjuthat a placentan.

A magzat megfelel iliteml fejlodését a koldokzsinor erek és az erekben keringd
eritrocita populacid koordinaltan befolyéasolja. Kutatocsoportunk koéldokzsinor ereken
végzett vizsgalatai azt mutatjak, hogy a terhesség alatti dohanyzas a kdldokzsindr erek

endotél sejtjeinek morfoldgiai valtozast indukalja. Nagyméretii vakuoldk megjelenése,
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kondenzalodott sejtmag és az endotél sejtsor folytonossagi hianya volt megfigyelhetd,
melyek egyiittesen endotél diszfunkciora engednek kovetkeztetni. 2018/2019-es
kozlemények felhivtdk a figyelmet az eritrocitdk €s az endotél sejtek kozotti szoros
kolcsonhatésra, aktiv kommunikaciora (Zhou et al., 2018; Davidson et al., 2019). Ennek
elézményeként megemlithetjiik, hogy mig hosszi id6n keresztiil az eritrocitdk {0
funkcidinak elsésorban az oxigén szallitast, és az endotél sejtek altal termelt NO
tarolasat tekintették, egy 2014-ben megjelent kdzlemény alapjan, az eritrocitadk nem
csupan tarolni képesek a NO-t, hanem rendelkeznek az endotélidlis NOS3-hoz hasonlo
enzimmel, és képesek a NO szintézisre is (Cortese-Krott and Kelm, 2014).

Egy 2018-ban publikalt eredmény szerint az eritrocitdk arginaz (ARG) enzimmel is
rendelkeznek, amit eddig elsésorban a majban és mas szovetekben irtak le (Diederich et
al., 2018). Ez azért fontos a szdmunkra, mert az ARG kompeticioban van a L-argininért
a NOS3-mal, igy a fokozott mennyiségi ARG képes megakadalyozni a NOS3
dimerizaciot (Ignarro et al., 2001).

Ezen ismeretek alapjan munkank kezdetén a f0 kérdésiink az volt, hogy egy
endotélidlis diszfunkcidval a hattérben az eritrocitdk képesek-e egyfajta mentési
mechanizmusra a sajat NOS3 aktivalasuk révén. Vizsgaltuk a szabadgyok akkumuléciot
eritrocita populdcidban, valamint ennek hatdsdt a membran lipid Osszetételére, €s az

eritrocitak rehologiai paramétereire.
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3. Irodalmi attekintés

3.1 A szabadgyiokok és a dohanyzas hatdsa a szervezetre

A kornyezeti stresszhatdsokra valdo gyors reagalds képessége altalanos
tulajdonsaga az ¢lolényeknek (Chrousos, 2009). A szabadgyokok, reaktiv
oxigén/nitrogén tartalmi molekuldk, (ROS/RNS) sejtszinti felhalmozddéasa szoros
Osszefliggésbe hozhat6 a kornyezeti stresszhatasokkal (Chrousos and Gold, 2003).
Kiils6 elektronhéjukon, egy vagy tobb pdarositatlan elektronnal rendelkeznek emiatt
fokozott a reakciokészségiik. Legfontosabb szabadgyokok kozott emlitjiik a O,°t, a
hidroxil gyokot (OH®), alkoxil gyokot és a triplet oxigént. ROS-ok kdzé soroljuk a nem
gyokjellegii, de er0s oxidans hatasti molekulakat is, mint pl. a peroxidok (hidrogén-
peroxid - H,O,, szerves peroxidok), a hipoklorsav, a szinglet oxigén, a peroxinitrit
(ONOQO) vagy az 6zon (Wood, 1988; Winterbourn, 2008).

A ROS-ra/szabadgyokokre vonatkozo széleskorli kutatasok alapjan ma mar
elmondhatjuk, hogy fontos szerepet toltenek be alapvetd élettani folyamatokban is; a
sejtkommunikacioban, a keringés szabdlyozasdban és sok egyéb folyamat mellett
nélkiilozhetetlenek az immunrendszer szamadra is. Fokozott jelenlétiiket endogén ¢€s
exogén hatasok indukalhatjadk. Exogén tényezOk kozé sorolhatoak a kiilonbozd
sugarzasok (UV, radioaktiv), fertdzések, valamint egyes életmodbeli sajatossagok, mint
a dohanyzéas vagy az alkohol fogyasztds. Endogén tényezokként tartjuk szamon a
gyulladédsos folyamatokat, vagy a mitokondrialis 1€gzési lanc mitkddése soran keletkezd

szabadgyok képzddést (1.abra) (Bisht and Dada, 2017).
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1. abra: A ROS képzddés és az oxidativ stressz kovetkezményei
Oxidativ stressz allapot kialakulhat abban az esetben, ha a szabadgyok képzodés fokozodik, illetve, ha az

antioxidans védelmi rendszer kimeriil. A hosszutavon fennall6 oxidativ stressz allapot makromolekula
karosodast (lipidperoxidacio, DNS torés, fehérje nitracid), sejtkarosodast, illetve apoptozist is indukalhat
(Bisht and Dada, 2017).

Az oxidativ stressz kovetkezményeinek kivédésére egy antioxidans védelmi
rendszer alakult ki az evolucid sordn (Spector, 2000). Az antioxidansok hivatottak a
fiziologidsndl magasabb mennyiségben eléforduld szabadgyokoket semlegesiteni,
¢s/vagy az altaluk indukélt karos folyamatokat megakadalyozni. Az antioxidans
védelemnek harom szintjét kiilonboztetjiik meg. Az elsé védelmi vonalba tartoznak az
antioxidans enzimek, mint példaul a szuperoxid dizmutdz (SOD) és a katalaz (KAT),
melyek gyokkioltd folyamatokat katalizdlnak (Mccord and Fridovich, 1969; Kono and
Fridovich, 1982). Képesek a fokozott mennyiségben jelenlévé szabadgyokok
semlegesitésére, illetve a lancreakciok iniciaciojdnak megakadalyozasara, ezaltal a
makromolekula kdrosodas kivédésére. A védelmi rendszer masodik vonalaként a kis
molekulasulyt antioxidansok (A-, E-, és C-vitamin) lépnek fel a karosité gyokokkel
szemben gy, hogy képesek megszakitani a gyokds lancreakciokat (Buettner, 1993). A
mar kéarosodott makromolekuldk helyreallitasat vagy eltavolitdsat a védelmi rendszer
harmadik vonalaba tartoz6 hdsokk fehérjek, lipazok, proteazok, DNS repair enzimek
végzik (Gutteridge and Halliwell, 1990; Berlett and Stadtman, 1997; Cooke et al.,
2003).

Az egyik fontos exogén tényez0 a dohdnyzas, mely fokozhatja a szabadgyokok

mennyiségét a szervezetben. Magyarorszagon a férfiak 32%-a, mig a nék 24,8%-a
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dohanyzik. Egy 2016-ban késziilt statisztika alapjan hazankban férfiak esetében a
halalozasok 26,25%-a, ndk esetében 13,98%-a hozhat6 kapcsolatba a dohanyzas okozta
szovodményekkel (“Tobacco atlas,” 2016). Mivel maga a dohanyzds csupdn egy
¢letmodbeli tényezd, igy a leginkabb kivédhetd halalokok kozott tartjadk szamon. Az
Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) becslése szerint a dohanyzas jelenleg évente kozel
hatmilli6 halalesetért felelds - ami hat masodpercenként egy halalozést jelent. Ha nem
torténik valtozas a dohanyzéasi trendben, ez a szam 2030-ig évente nyolcmillio
halalesetre emelkedhet (Mathers and Loncar, 2006).

A dohanyzas karositd hatdsaiért foként a dohanyfiistben taldlhatdo anyagok
tehetOk felelossé. A dohéanyfiist tobb, mint 4700 kémiai vegyiilet komplex elegye, és
szabadgyokok, nehézfémek és egyeb oxidalod szerek magas koncentraciojat tartalmazza
(Pryor, 1992). A dohdnyfiistot alapvetden két fazisra oszthatjuk, megkiilonboztetiink
gaz ¢és katrany fazist (Pryor, 1992). Mindkét fazisban talalhatok szabadgyokok,
ugyanakkor a két fazis rendkiviil kiilonbdz6 Osszetételt mutat. A gaz fazisban talalhato
szabadgyokok rovid ¢életidejiek, mig a katrany fdzis magas koncentracidban tartalmaz

stabil, hosszl ¢lettartamt gyokoket, mint pl. kinon gyokdket.

2 0,°+2 H > 0,+H,0, (1. egyenlet)

A 0,°-b6l a SOD enzim 4ltal katalizalt reakcid soran O, és H,O, keletkezik (1.
egyenlet) (Church and Pryor, 1985).

A géz fazis oxigén €s sz€n kdzpontl szerves gyokeinek életideje kevesebb, mint
1 masodperc (Pryor et al., 1983). Azonban az id6 eldrehaladtaval koncentracidjuk
magas marad, mivel egymassal dinamikus egyensulyi allapotot tartanak fenn, igy
folyamatosan keletkeznek és lebomlanak (Pryor, 1992). Mindez a gaz fazisban talalhato
NO kémiai tulajdonsagaira vezethetdé vissza (Pryor and Stone, 1993). Nevezetesen,
hogy a NO képes lassan nitrogén-dioxidda (NO,) alakulni, mely aztan reakcioba 1ép a
fiist mas olyan Gsszetevéivel, mint példaul az izoprén vegyiiletek. Igy alakulnak ki szén
kozpontt szerves gyokok (Re) (2. és 3. egyenlet). Ebbol kdvetkezden ezen gyokok mas
reakciobol szdrmazo metastabil termékekként foghatok fel (Church and Pryor, 1985).

2NO +1/2 O, — 2NO; (2. egyenlet)
NO; + (izoprén vegyiilet) —> Re (3. egyenlet)
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A szerves gyokok tovabbi sorsat a kovetkezd egyenletekkel lehet szemléltetni:
Re + O, —> ROO- (4. egyenlet)
ROOe* + NO —> RO* + NO, (5. egyenlet)

Miutan kialakultak, az Re gyokok gyorsan reakcioba Iépnek a fiist O,
tartalmaval, igy peroxil gyokok (ROOe) keletkeznek (4. egyenlet). A ROOe«-k a NO
altal katalizalt reakci6 soran deoxigenalddnak, igy alkoxil gyokok (ROe) alakulnak ki
(5. egyenlet). Az RO+ mellett keletkezd NO, pedig egy ujabb lancreakciot képes
inicializalni (Church and Pryor, 1985). A lancreakcidé terminécidja a 6-8. egyenlet
alapjan val6sulhat meg, melyek sordn peroxi-nitraitok (ROONO,), alkil-nitratok
(RONO) és alkil-nitritek (RONO) keletkeznek:

ROOe + NO; <—> ROONO;, (6. egyenlet)
RO+ + NO, — RONO;, (7. egyenlet)
RO+ + NO —» RONO (8. egyenlet)

A fokozott oxidativ terhelés kovetkezményeképpen szdmos Iétfontossagu
molekula nitracidja, és oxidacidja valosulhat meg. A fehérjék tirozin oldallancainak
nitralodasa 3-nitrotirozin (3-NT) képzddéshez vezet, amely a NO-fiiggd oxidativ
karosodas markere. A NO ¢és a ONOO -medialt 3-NT képzddés a kronikus dohanyosok
vérplazmajaban és vérlemezkéiben emelkedett szintet mutat (Petruzzelli et al., 1997;
Takajo et al., 2001). Pignatelli és munkatéarsai kisérleteik soran kimutattdk, hogy a
dohanyzok vérében szignifikdnsan magasabb a nitralt- és oxidalt fibrinogén, mint a
nemdohanyzok esetében, melyek fontos szerepet jatszanak a vas haztartdsban és a
sejtmembranok stabilitdsaban (Pignatelli et al., 2001).

A megemelkedett ROS szint jelentés membrankarosodast eredményez a fokozott
lipidperoxidéacio kovetkezményeként (Ayala et al., 2014). A lipidperoxidéacio altalaban
olyan folyamatként irhatd le, amelynek sordn az oxidalo szerek, példaul a ROS-ok
megtamadjdk a szén-szén kettds kotéseket tartalmazo lipideket, kiilondsen a
tobbszordsen telitetlen zsirsavakat (PUFA) (Yin et al., 2011). A glikolipidek, a
foszfolipidek (PL) és a koleszterin (Chol) szintén kozismert célpontjai a karos
peroxidaciés moédosuldsoknak. A membran lipid peroxidacidjara adott valaszként,

valamint a sejtek metabolikus koriilményeinek €s hibajavitdo képességének megfelelden

10
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a sejtek tulélése vagy halala indukalodik (Fruhwirth et al., 2007; Kinnunen et al., 2012;
Volinsky and Kinnunen, 2013).

A lipidperoxidaci6 teljes folyamata harom I€pésbol all: iniciacidobol,
elongaciobol és terminaciobol (Kanner et al., 1987;Girotti, 1998; Yin et al., 2011). A
lipidperoxidacid elsé lépésében a prooxidansok, mint példaul a OH®, hidrogén
elvonassal allil-hidrogént, valamint szén-kozpontl lipidcsoportot képeznek (Le). Az
elongacid fazisban a Le, lipidperoxil gyokké (LOO-¢) reagal az oxigénnel, amely egy
masik lipidmolekulatdl hidrogént von el, 0j Le-t (amely folytatja a lancreakciot) és lipid
hidroperoxidot (LOOH) eredményezve. A terminacios reakcioban antioxidansok
kozremiikodésével, mint példaul az E-vitamin, stabil termékek jonnek létre (Yin et al.,
2011).

A 4-hidroxi-nonenal (4-HNE) a legintenzivebben vizsgalt lipidperoxidacios
végtermék, nemcsak fiziol6gias, hanem citotoxikus hatdsa miatt is. Gatolja a
génexpressziot valamint eldsegiti a kiilonbozd koros allapotok kialakuldsat és
progresszidjat (Ayala et al., 2014). Az a, B-telitetlen elektrofil vegyiiletek, mint a 4-
HNE, a 4-hidroxi-alkendlok végtermékének f6 tipusai, amelyeket az arachidonsav és
nagyobb PUFA-k bomlasaval, enzimatikus vagy nem-enzimatikus folyamatok utjan
keletkeznek (Esterbauer et al., 1991). A 4-HNE egy rendkiviil reaktiv vegyiilet, amely
tartalmaz (i) C = C kettdés kotést, amely célpont lehet a tiol csoportok Michael-
addicioihoz, redukcidjdhoz vagy epoxidacidjahoz, (i) karbonil-csoportot, amely
célpontja lehet a Schiff-bazis képzddésének, oxidacidjanak vagy redukciojanak illetve
(111) hidroxil-csoportot, amely ketonnd oxidalhat6 (Schaur, 2003).

A dohanyzés befolyassal lehet az emberi szervezet finoman szabalyozott fém
homeosztazisara is, melynek felbomlasa szintén az oxidativ stressz fokozddasdhoz
vezethet (Bernhard et al., 2005, Frei et al., 1991). Az aluminium, a kadmium, a krém, a
réz, az Olom, a higany, a nikkel és a cink mind megtaldlhatok kiilonb6zo
koncentracidbban a dohanyndvényben (Nicotiana tabacum), a cigarettapapirban, a
szlirOkben €s a cigarettaflistben egyarant. Bernard és munkatarsai eredményei alapjan a
cigarettafiistben 1évo fémek a sejt-sejt kapcsolatok megszakadasat, illetve citoszkeletalis
karosodasokat okoznak, ezaltal dramai morfologiai valtozasokat idéznek eld, melyek a
vaszkularis endotélium diszfunkciojanak kialakulasahoz vezethetnek (Bernhard et al.,

2003). Ugyanakkor a fémek altal kozvetlen modon kivaltott fokozott szabadgyok
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képzddés szerepet jatszhat a rakos folyamatok, rheumatoid arthritis, a kardiovaszkularis

anomalidk, vagy a diabetes mellitus kialakulasédban is (Bisht and Dada, 2017).

3.2 Terhesség alatti dohanyzds hatdsai

A terhesség fokozott megterhelést jelent az anya szervezetére (Casanueva and
Viteri, 2003). A terhességhez megndvekedett metabolikus igény tarsul, a szoveteknek
tobb oxigénre van sziikséglik, igy fokozddhat az oxidativ stressz kialakuldsanak a
veszélye (Saikumar et al., 2013).

Terhesség soran a fizikai kapcsolatot az anya és a magzat kozott a placenta és a
koldokzsindr biztositja. Az anyai €s a magzati vér nem keveredik egymadssal, mivel a
placenta szoveti barrierként funkcional. A placenta eredete kettés, a magzati
meéhlepény egyik O szerepe, hogy meggatolja az anyai vérrel érkezd karos anyagok
atjutasat a magzati keringésbe. Ez a sziird funkci6 azonban nem teljes. A kisebb
molekuldk, fémek, gazok egy része konnyedén atjuthat a placentan. Kulcsfontossagu
funkciodja a placentanak, hogy oxigenizalja a magzat feldl érkezo ,,faradt” vért (Wick et
al., 2010).

A placenta 4atjarhato a szabadgyokok szamara, sot ezek a terhesség
elérehaladtéval a placentdban is kialakulhatnak (Myatt and Cui, 2004). A szabadgyokok
a magzati struktirdkban modosithatjak a sejtciklusban, jelatvitelben és homeosztdzis-
kontrollban résztvevd gének aktivalodasat, hozzajarulva az endogén Ossejt-javitd
mechanizmusok defektusahoz (Tran et al, 2011), sulyos esetben betegségek
kialakulasahoz is vezethetnek (Buonocore et al., 2002; Faux et al., 2009; Vargas et al.,
2013).

A placentaval ellentétben a kdldokzsindr kizardlag magzati eredetii, a terhesség
12. hetére éri el végleges formajat (Burton and Jauniaux, 2015). A koldokzsindr egy
0sszekotd szerv a magzat €s a méhlepény kozott, mely biztositja az oxigén és a
tapanyagok szallitasat. Hossza emberek esetében koriilbeliil 50-70 cm, atmérdje pedig
kb. 2 cm (Ente and Penzer, 1991). A humén koldokzsinor harom véreret tartalmaz, kettd
artériat ¢és egy vénat, melyek egy rugalmas kotdszovetbe (Wharton kocsonya)
agyazottan helyezkednek el (2.4bra) (Mauro et al, 2011). A koldokzsindér véna

oxigénben €s tapanyagban gazdag vért szallit az anyai oldal feldl a magzat felé, mig a
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két artéria feladata a magzat feldl a salakanyagban gazdag, oxigénben szegény vér
szallitdsa a méhlepény felé (2.4bra). A koldokzsinor erek nem allnak idegi szabalyozas
alatt (Fox and Khong, 1990).

A magzat megfeleld iliteml fejlodését a koldokzsindr erek allapota mellett az
erekben keringd eritrocita populdcié allapota hatarozza meg. Az eritrocita populacio

felelds a magzat megfeleld oxigén ellatottsagaért (Hamasaki and Yamamoto, 2000).

Botallo-vezeték

anyaba

aorta
foramen
ovale

placenta

a.pulmonalis
Arantius-
vezeték

S

koldok véna

koldok artériak
M artérias W vénas

2. abra: Magzati keringés vazlatos abrazolasa
Forras: https://image.slidesharecdn.com/fetalcirculation-170503130321/95/fetal-circulation-3-
638.jpg?cb=1493816617

A terhesség alatti aktiv dohanyzas kozvetleniil hat az édesanya szervezetére,
valamint befolyasolja a magzat fejlodését is azaltal, hogy a mar emlitett karos
OsszetevOk egy része, mely megtaldlhatdo a dohdnyfiistben, mint példdul nehézfémek,
pro-oxidansok, atjuthatnak a placentan (Department of Health and Human Services,
2006; U.S. Department of Health and Human Services, 2010).

Neuman ¢és munkatarsai szamos olyan hatast megvizsgaltak, melyek
befolydsolhatjak a magzat fejlddését, beleértve a kdrnyezeti flist-expozicidt is. Azoknal
a 4-6 éves koru gyermekeknél, akiknek az édesanyja a terhessége alatt dohanyzott, az
esetek 10,4%-anal kimutathaté volt a nehezitett légzés, 6,6%-nal az asztmas
megbetegedés (Neuman et al., 2012).

A terhesség alatti dohanyzast szdmos mas kisgyermekkori problémaval is
Osszefliggésbe hoztak, mint példdul az elhizds (Oken et al., 2008). A felndttkori
dohanyzasi szokasok kialakulasa is jelentdsebb volt a dohanyos édesanyaktol sziiletettt

utodoknal (De Genna et al., 2017).
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2013-ban Feltes ¢s munkatarsai Osszefliggést kerestek a terhesség alatti
dohanyzés sordn az anya €s a magzat szervezetébe keriild6 anyagok és az esetlegesen
indukalodo gének kozott. Munkajuk soran embrionalis és magzati korban, placentabol
szarmaz6 szovetmintak és koldokzsindér vérmintdk génexpresszids €s fehérje-fehérje
kolcsonhatasait  tartalmazd  adatbdzisokat  vizsgaltak. A terhesség  soran
megkiilonboztetiink embrionalis és magzati kort. Az eldbbi a terhesség 12. hetéig tart,
majd ezt koveti a magzati kor. Vizsgalataik sordn kimutattak kémiai-biologiai
megkozelitések segitségével, hogy a dohany komponensek szdmos bioldgiai folyamat
megzavardsaban jatszhatnak szerepet, beleértve a jelatvitelt, a hormonszintézist, az
anyagcserét, a DNS-hibajavitast és a gyulladast (Feltes et al., 2013). A 3. é4bra
szemlélteti a fehérje-fehérje és kemikalia-fehérje kapcsolatok halozatat, melyet Feltes és
munkatarsai kozoltek. Ez a bonyolult hal6zat azt hivatott bemutatni, hogy a dohanyzas
milyen sokrétlien képes befolydsolni a szervezet mitkodését mar az embrionalis kortol

kezdve.

-
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3. abra: Kémiai anyag-fehérje és fehérje-fehérje interakciok sematikus abrazolasa
CentiScape nevil program segitségével hataroztak meg a szabadsagfokokat és a nodusz csomdpontokat a
kirajzolodott halozat egyes elemei kozott. 143 elem taldlhatd a halézatban, melybdl 30 a dohanyban
megtalalhato komponens, 53 fehérje (kék kor) melyek embrionalis és magzati korban is megjelennek, 17
fehérje (zold kor), melyek csak az embrionalis és 7 (rozsaszin kor), melyek csak a magzati korban
megjelend fehérjéket jeloltek. A halozatban talalhaté még 36 olyan fehérje (fehér kor), melyek szintén
érintettek ezen kemikalidk és fémek altal, de expresszidjukat a méhen beliili fejlédés soran még nem
igazoltak. (Feltes et al., 2013).
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A 4. abran lathato a cigarettdban taldlhatd jelentdsebb fémek és interakcids
partnereik Cytoscape program altal generalt halozata, melyet Feltes és munkatarsai
adatai alapjan készitettem. Osszesen 18 fehérjét rajzolt ki a program, melybdl 13
embrionalis €és magzati korban is indukalodik fémek hatdsara. Négy olyan fehérje van,
mely csak embriondlis korban €s csupan csak egy olyan, ami csak magzati korban
mutatott indukciot. A halozatok alapjan a kadmium az a fém, amely a legtobb fehérje
kifejez6dését befolyasolta terhesség alatt. A kozéppontban olyan antioxidans molekulak
allnak, mint példaul a hemoxigenaz 1 (HMOXI1), tioredoxin (TXR) vagy a magzati
korban megjelend glutation reduktaz (GSR) (Feltes et al., 2013). F6 feladatuk a
szabadgyokos lancreakcid  inicidcidjanak  megakadalyozasa a  szabadgyokok
semlegesitése révén. A fémek tartds jelenléte apoptodzishoz vezethet, melyet mi sem
bizonyit jobban, mint hogy a hal6zat végpontjai kdzott szdmos apoptdzis marker van

jelen, pl. a tumorszupresszor p53 (TP53).

4. abra: A dohanyfiistben megtalalhaté fémek és interakcios partnereik abrazolasa
Az arba a Cytoscape program segitségével Feltes és mtsai alapjan leirt kdlcsonhatasok alapjan késziilt.
Rozsaszin jeldli a magzati szovetben talalhato, zold az embrionalis szdvetre, sotétkék pedig a mindkét
szovettipusra jellemzd markereket.

Az eddigiek alapjan elmondhatjuk, hogy a terhesség alatti dohdnyzés
kovetkeztében a méhlepényen atjutva a magzatra is kdrositd hatassal lehetnek azok a

kemikalidk, fémek, pro-oxiddnsok, melyek a dohanyfiistb6l keriilnek az anya
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szervezetébe. Ezek az agensek kozvetleniil karosithatjak a keringd eritrocitakat és a
koldokzsindr erek koziil f0ként a vénat (Zahoran és mtsai. kozlésre benyujtva), ezen
beliil is az endotél sejteket, melyek a leginkabb kitettek ezeknek a hatdsoknak. Ha sériil
az endotél réteg, akkor az erek funkcidja is sériil, ami hatassal lehet a keringd

eritrocitakra is.

3.3 Az eritrocitak dltalanos jellemzése

crer

A human eritrocitdkat bikonkav alak jellemzi, mely alapjan diszkocitaknak is nevezziik
oket. A felndtt vérben keringd eritrocitak atmérdje 7,5-8,7 um, magassaguk 1,7-2,2 pm.
Az eritrocitaknak egyfajta rugalmassaggal kell rendelkezniiik, hogy a méretiiknél kisebb
kapillarisokon is at tudjanak jutni, majd ezutdn a formai valtozas utan képesnek kell
lenniiik visszanyerni eredeti alakjukat (Mohandas and Gallagher, 2009). A bikonkav
forma esetén a strukturalis valtozadshoz kevesebb energia kell és a feliilet is nagyobb,
mint egy gomb alaku testnek, igy képes nagyfoku deformabilitasra (Yeow et al., 2017).

Eritropoézis, azaz a vérsejtek képzddési folyamata emldsok esetében eldszor a 8.
terhességi héttdl kezdédden a magzati majban, majd a 9. héttdl a 1€p részvételével indul
(Palis et al., 1999). A magzati majban és a felnétt csontvelében a vérképzd sejtek
folyamatosan alakulnak ki pluripotens Ossejtek kis populaciojabol, amelyek
hematopoietikus vonalat alakitanak ki (Hattangadi et al., 2015). Az eritropoézis finom,
rovid tava szabalyozéasat a vese eredetli citokin, az eritropoetin szabalyozza, amely
hipoxias koriilmények kozott indukalddik (Rangarajan and Juul, 2014).

Felnodttek eritrocitdi 120 napos élettartamuak. Az Ujsziilottek eritrocitdinak
¢lettartama 60-90 nap (Pearson, 1967). A sziiletést kovetd elsé 4-6 héten az eritrocitak
deformabilitasi paraméterei még nem érik el a ,,normal” szintet (Hutchinson, 2000).

Az ujsziilottkori eritrocitak tobb gliikkozt fogyasztanak és magasabb ATP-szinttel
rendelkeznek, mint a felndtt eritrocitdk. A glutation-peroxiddz, a methemoglobin
reduktaz és a szénsav anhidrdz szintje viszont alacsonyabb az 0jsziilottek eritrocitaiban
(Beutler et al., 2011). Az alacsonyabb enzim szintekbdl addoddan az 1jsziilottkori
eritrocitak hajlamosabbak az oxidativ karosodasra, ami methemoglobin és Heinz-testek
(hemoglobin zarvanyok) (Greenberg, 1976) kialakulasdhoz vezethet (Gross et al., 1967;
Zipursky et al., 1983).
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Normal koriilmények kozott az eritrocitak koriilbeliil 1%-a naponta tjra
képzddik, ugyanakkor az eritrocita képzddés jelentésen megndhet akut vagy kronikus
stressz idején, példaul akut trauma vagy hemolizis esetén.

Az eritrocitdk bikonkav sejtformédja megvaltozhat, ha a fizioldgiastol eltérd
kornyezetbe keriilnek. A morfologiai varidnsok kialakulasdnak oka lehet a
membranhalozatuk fliggdleges és/vagy a vizszintes interakciokban bekdvetkezd
valtozasa is, melyek deformalhatdsagi problémakat okozhatnak (Kim et al., 2012).

Az eritrocitik morfolégiai varidnsainak nagy szamat ismerjik. Ujsziilottek
esetében az eritrocitdk nagyobbak és tobb fenotipus variacidot mutatnak, mint a felndttek
eritrocital (Forestier et al., 1991). Méretbeli kiilonbségek alapjan megkiilonboztetiink
mikrocitdkat ¢és  makrocitdkat. Sejtforma alapjan tiz  kiilonboz6  varidnst
kiilonboztethetiink meg; Gn. target sejteket, szferocitakat, ovalocitdkat, sztomatocitakat,
akantocitdkat, fragment sejteket, schisztocitdkat, konnycsepp formaju sejteket, Burr
sejteket, valamint sarl6 sejteket. Ezek koziil a morfologiai valtozatok koziil az 5. dbran a
leggyakrabban kialakuld varidnsok, a szferocitdk, a sztomatocitak és a Burr sejtek
lathatoak. Az alakbeli valtozasokat a sejtkornyezet pH-janak, ozmolaritasanak,
biokémiai €s metabolikus allapotanak valtozéasai indukaljak (Reinhart and Chien, 1986;
Wong, 1999). Emellett a Burr sejtek képzddésének hatterében membranlipid Gsszetétel
atrendezO6dés is allhat, leginkdbb a foszfatidil-szerin (PS) és a foszfatidil-etanolamin

(PE) kiils6 membranlemezbe torténd transzlokéacioja (Henszen et al., 1997).

Normal sejtforma

Szferocita Sztomatocita  Burr sejt

5. abra: Eritrocitak morfologiai valtozatai (Payliss et al., 2015)

A felsorolt morfologiai varidnsoknak klinikai diagnézisok felallitdsaban is

szerepiik lehet. A sztomatocitdk, melyek altaldban ovalis alaktiak, kozéptdjon egy
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vilagosabb festddésli résszel, megjelenése példaul obstruktiv maj betegségeknél és Rh
izoimmunizacional gyakori. A Burr sejtek és az akantocitdk megjelenhetnek stressz
hataséara, vesemiikddési zavarokra, foszfat hidnyra. A szferocita forma a vashianyos
anémiara jellemzd (Ford, 2013). Ezeken kiviil a konnycsepp sejtforma is gyakran
megfigyelhetd vérkeneteken, melyeket arrol lehet felismerni, hogy az eritrocita az egyik
végén egy pontra kuposodik, hasonlitva egy cseppre. Tobb koros allapotban is
megfigyelték, azonban specifikusan egyikhez sem volt kothetd (Ford, 2013).

George Gulliver és William Hewson 1862-ben publikélta az emlésdk vérében
talalhato eritrocitak membranjainak elsddleges jellemzdit. Gorter 1925-ben leirta az
eritrocitdk membran szerkezetét.-A lipid kettOsrétegli plazmamembran fontos szerepet
jatszik az egyediilalld bikonkav alak fenntartdsaban, mely a funkcidjuk szempontjabol
kritikus, reverzibilis deformalodas kovetkeztében lehetdvé teszi mozgasukat a 2-3 pm
atmérdji hajszalerekben is (Tse and Lux, 1999). Az eritrocita membran koriilbeliil
39,5%-ban fehérjét, 35,1%-ban lipideket, 19,5%-ban vizet €s 5,8%-ban szénhidratokat
tartalmaz (Yawata, 2003). Az emlds eritrocita membranokat polaros lipidek
(foszfolipidek, szfingolipidek), szerin foszfatidok, és glikolipidek alkotjak (Zachowski,
1993). Szerkezetiik a glicerin-monofoszfatbol, ill. az ebbdl képezhetd foszfatidsavbol
vezethetd le. A foszfatidsav szerin aminosavval képezett észtere a PS. A PS
dekarboxilezésével PE-t kapunk, amit a metionin aminosav tobb lépéses reakcidban
metilezve foszfatidil-kolinna (PC) alakit. A foszfatidil-inozitol (PI) a foszfatidsav
mioinozittal képezett észtere. Az emlésok sejtmembranjanak mintegy 5%-at alkotja
(Lagace and Ridgway, 2013). A szfingolipidek is a poldros lipidekhez tartoznak,
azonban alkohol komponensiik nem glicerin, hanem a 4-szfingenin (szfingozin). A 4-
szfingenin az emldsok sejtjeiben szabadon nem fordul el8. Nitrogénen acilezett
szarmazéka a ceramid és monofoszfatjanak kolinnal képezett észtere a szfingomielin
(SM) (Gault et al., 2010), mely szintén Osszetevdje az eritrocita membrannak. Ezen
Osszetett zsirzsavak mellett a Chol is megtalalhatdo a membranban (Payliss et al., 2015).
Fontos megjegyezni, hogy a lipidek aszimmetrikusan oszlanak el az eritrocita membran
két membranlemeze (leaflet) kozott, valamint a Chol, a SM ¢&s az egyes
glicerofoszfolipidek mennyisége a membran két oldalan eltérd (Zachowski, 1993). Az
eritrocitak esetében a PC 65-75% -a és a SM 85% -a talalhat6 meg a membranlemez
kiilsé oldalan, mig a PE 80-85% -a, a PS tobb mint 96% -a, a PI tobb mint 80% -a

membranlemez belsd oldaldn taldlhaté meg (Zachowski, 1993); a Chol egyenletesen
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oszlik meg a membran két oldalan. A lipidek koziil a Chol és a SM biofizikai vizsgalata
bizonyitotta, hogy részt vesznek a lipidraftok kialakitasaban (Giocondi et al., 2004).

Szamos szerzO beszdmolt az eritrocita membranoknak a kiilonb6zd betegségek
soran fellépd megvaltozott lipidosszetételérdl (Cooper et al., 1972; Owen et al., 1982).
A tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFA) fontos szerepet jatszanak a membranok
optimalis fluiditasdnak ¢és muikodésének fenntartdsdban, és szdmos bioldgiailag aktiv
molekula, az eikoszanoidok (prosztaglandinok, leukotriének ¢&s tromboxanok)
prekurzorai. A PUFA 0Osszetételbeli valtozasai Osszefliggnek a sejtmembran
,folyékonysaganak" valtozasaval (Owen et al., 1982; Stubbs and Smith, 1984; Hagve,
1988), valamint tobbek kozott a kation transzporttal (Owen and Mclntyre, 1978;
Corrocher et al, 1987). Kim ¢és munkatarsainak eredményei alapjan a PUFA-k,
kiilondsen az omega-3 zsirsavak az eritrocitdkban a kardiovaszkularis megbetegedések
kockéazatanak mutatoi lehetnek (Kim et al., 2018).

Az eritrocitdk membréanszerkezete haromrétegii; egy kiils6 szénhidrat-gazdag
rétegb6l, transzmembran fehérjékkel tlizdelt 4-5 nm vastagsagh foszfolipid
kettOsrétegbdl, és egy haloszerli spektrin-aktin citoszkeleton halézatbol 4ll. Utobbi
kapcsolddik a lipid kettOsréteghez (Kim et al., 2012) (6. dbra).

A fehérjekotéseket magéaba foglald kapcsolatokat két csoportba sorolhatjuk: az
egyik a vertikdlis kolcsonhatasok halozata, mig a masik a kétdimenzios spektrikus
halozat kialakulasdhoz kapcsolodo kotéseket biztositd horizontalis interakcidk (6. abra

C panel) (Kim et al., 2012).
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6. abra: Az egészséges eritrocitak membranjanak, geometridjanak (diszkocita forma) és spektrin
halézatanak vazlatos abrazolasa
Az a és b panel mutatja a spektrin haldzat kétdimenzids 6sszekdttetését. A ¢ panel az eritrocita membran
keresztmetszeti nézete vertikalis és horizontalis kolcsonhatasokkal (Kim et al., 2012).

A spektrin halozat szerepet jatszik az eritrocitdk nyirdsi rugalmassagi
tulajdonsagainak alakulasaban. Integralt és periférias fehérjék kapcsoljak Ossze a

foszfolipid réteget és a spektrin halozatot (Narla and Mohandas, 2017).
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Az eritrocitak nagy hatékonysaggal képesek deformalodni, ezzel minimalisra
csokkentik az 4ramlassal szembeni ellenalld képességiiket. A  nagyfokl
deformabilitashoz a sejt bikonkav alakja mellett a membran viszkoelaszticitdsa és a
sejtplazma viszkozitasa i1s hozzajarul. A rigidebb eritrocitdk kevésbé képesek a
kapillarisokon atjutni, és emellett ndvelik a trombodzisra vald hajlamot (Aarts et al.,
1986). A megnovekedett rigiditast elsOsorban a plazmamembran Osszetevdinek
csokkent fluiditasa, a citoszkeleton és a citoplazmatikus viszkozitas hatdrozza meg (Du
et al., 2014). Az eritrocita membran deformalodasi képességét az elasztikus és a
plasztikus képességeik teszik lehetdvé. A Binnig és munkatarsai altal bevezetett
atomer0 mikroszkopos (AFM) technika (Binnig and Quate, 1986) segitségével az
eritrocitak reoldgiai paraméterei vizsgalhatok (Discher et al., 1994).

Az AFM technika fejlédésével lehetdve valt a bioldgiai mintak fizioldégidshoz
kozelité koriilmények kozott torténd vizsgalata (Engel and Miiller, 2000; Yang et al.,
2011). A deformabilitdsi paramétereket egy adott eréhatast kovetden erdvonalak
segitségével az egész sejt felszinén mérni tudjuk, igy szolgaltat egy altaldnos képet a
sejt deformalddasi tulajdonsagairol (Girasole et al., 2012). Ezen mérhetd paraméterek
egyike az elaszticitas, mely az eritrocitak kisebb érbe vald bejutashoz sziikséges
alakvaltozéasat jellemzi. A plaszticitas pedig ezzel ellentétes, azt jellemzi, milyen

hatékonysaggal képes visszanyerni bikonkav alakjat.

3.4 Az eritrocitik szerepe a NO tarolasaban és szintézisében

Az eritrocitdk oxigénszallitdo funkcidja mellett meg kell emliteniink a szabalyozo
funkcioit is, melyek koziil egyik a vérplazmaban 1évd szabad NO megkotése, azaz "NO
siillyesztoként" miikddnek (Gladwin et al,, 2004; Helms and Kim-Shapiro, 2013).
Azonban Kleinbogard munkai alapjan felmertiilt annak a lehetdsége, hogy az eritrocitak
nem csak a NO taroldsara, hanem annak szintézisére is képesek (Kleinbogard et. al.
2006). Cortese-Krott €s munkatarsai bizonyitottak is, hogy a felndtt eritrocitdk
rendelkeznek sajat nitrogén monoxid szintdz aktivitassal, ezaltal képesek bioaktiv NO
szintézisére (Cortese-Krott et al., 2012; Cortese-Krott and Kelm, 2014).
Kutatocsoportunk 2016-ban kimutatta, hogy a magzati eritrocitdk is rendelkeznek

NOS3 enzimmel (Dugmonits et al., 2016).
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3.4.1 Nitrogén monoxid szintdz csalad (NOS)

A nitrogén monoxid szintdz csaldd (NOS, EC 1.14.13.39) felelés a NO
szintézisért. Harom izoforméaja ismert, a neurondlis (NOS1), az indukalhatdo (NOS2) és
az endotélialis nitrogén monoxid szintdz (NOS3), melyeknek némileg eltérd fiziologias
¢€s expresszios profiljuk van (Bredt, 1999). Kutatasunk fokuszaban a NOS3 all, mely az
endotél sejtek mellett az eritrocitdkban is megtalalhato (Cortese-Krott and Kelm, 2014).

3.4.2 NOS3 szerkezete és szabdlyozdsa

A NOS3 az endotélidlis- €s izomsejtekben expresszalodik és az erek tonusanak
szabalyozéasaban jatszik fontos szerepet a NO termelése réven (Forstermann and Sessa,
2012). A NOS3 homodimer formaban képes ellatni a funkcidjat (Roman et al., 2002).
Mindkét monomer tartalmaz egy N-termindlis oxigendz ¢€s egy C-terminalis reduktéaz
domént, valamint egy, centralisan elhelyezkedd kalmodulin (CaM)- koté szekvenciat
(Piazza et al, 2014; Volkmann et al., 2014) (7. abra). A homodimer format
osszekapcsolt, azaz coupled formanak is nevezik. A masik, azaz az inaktiv formaja az
un. szétkapcsolt, azaz uncoupled forma.

A NOS3 oxigenaz doménje tartalmaz egy L-arginin, egy hem ¢és egy 5,6,7,8-
tetrahidropterin (BHs) koté helyet. A reduktdz doménen a flavin adenin dinukleotid
(FAD), a flavin mononukleotid (FMN) és a NADPH kotohelyek talalhatok (7. abra A
panel).

A

H,N-{ L-Arg Heme BH, }-{ CaM - FMN FAD NADPH }-COOH

Oxigenaz domén Reduktaz domén

B
Reduktaz domén

—_— —_—
HOOC— @@ ®@ —COOH

]~ Oxigenaz domén
H,N— =NH,

7. abra: A NOS3 domén és dimer szerkezete
Az A panelen a NOS3 domén szerkezete, mig a B abran a dimer szerkezet lathato. A C-terminalist egy
kalmodulin-kot6 szekvencia kapcsolja Gssze az N-terminalissal (Oliveira-Paula et al., 2016).

Oxigenaz domén
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A homodimer strukturat a NOS3 esetében a BHy (Crane et al., 1998) és az
oxigenaz domén cink-koto része stabilizalja (Chen et al., 1994, 1995). A BH4 a fokozott
oxidativ stressz koOvetkeztében oxidalodik, igy képtelen ellatni az 0Osszekapcsolo
funkcidjat (Albrecht et al., 2003).

Human NOS3 esetében a cink-kotddés a 94 és a 99-es pozicidban 1évo
ciszteinen torténik meg mindkét monomeren, ami szerkezetileg, nem pedig
funkcionalisan fontos. A BH4 a két feliilet kozott kotddik a hem-hez Van der Waals- és
hidrofob kolesonhatasokkal (Fischmann et al., 1999). A BH4 a hem prosztetikus csoport
redoxpotencidljanak modulalasaért felelds.

Az elektrontranszfer elinditasdhoz a NADPH-nak kotédnie kell a C-terminalis
reduktaz doménhez. Ezen reduktaz doménen beliil egy elektron atadas torténik a
NADPH-b61 mas kotott kofaktorokra; elséként a FAD-ra, majd FMN-ra. Az FMN-kot6
domén konformacié valtozasa feltételezi, hogy az FMN domén ,,hintdzik™ a reduktaz és
az oxigenaz domén kozott, hogy az elektronok az alegységek kozott athaladhassanak.
Ezutén az elektron az oxigenaz doménre adddik &t a hem-en keresztiil, igy redukélva
azt. A redukalt hem ezutdn katalizdlja a NO szintézisét az L-argininbdl €s az O,
szubsztratbol, ¢s igy L-citrullin képzddik melléktermékként (Hellermann and
Solomonson, 1997).

A NOS3 aktivaldsanak szabalyozdasa a szubsztrat ¢s a kofaktorok
hozzaférhetoségétdl fliggden (pl. a fokozott oxidacid kovetkeztében fellépd BH4
csokkenésével), poszttranszlacios modositasok utjan, vagy a cellularis lokalizécio
és/vagy protein-protein kdlcsonhatasok révén valosul meg (Albrecht et al., 2003).

A NOS3 aktivaciojanak szabalyozasa endotél sejtekben rendkiviil jol jellemzett.
([Ca*"]i) novekedésétsl, amely az endoplazmatikus retikulumbol (ER) szabadul fel a
receptor fliggd ligandumok 4ltal, mint példaul acetil-kolin, bradikinin vagy a hisztamin.
A NOS3 aktivalhato ugy is, ha a [Ca’]i szint hossza ideig nem emelkedik olyan
mértékben, hogy stimuldld hatassal legyen (Fleming, 2010; Siragusa and Fleming,
2016)

A NOS3 N-termindlis régioban harom acilezd hely talalhatéo a 2, 15, 26-os
aminosavakon. A 2-es glicin még a transzlacid sordn mirisztoildlodik. Ez a membran
lokalizacidohoz, illetve ezt megelézden a kaveolin 1-gyel (Cav-1) valdé kapcsolat

kialakitdsdhoz sziikséges. A 15. és a 26. cisztein aminosavak poszttranszlacidosan
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palmitoildlodnak. Mindezek a modositasok elengedhetetlen feltételei a NOS3 tovabbi
aktivacidjanak (Prabhakar et al., 2000).

A NOS3 aktivaciojat befolyasolo fobb tényezdk a kovetkezOk: a szubsztrat (L-
arginin) megfeleldé mennyisége, a dimerizacid, mely a BHs mennyiségétdl fiigg, a
membran-kotott allapot, melyben fontos szerepet jatszik a palmitoilacio, mely a Golgi
komplextdl vezikularis transzport sordn fehérje-fehérje interakciok révén valdsul meg,
77 G633

valamint foszforilacios Iépések, ahol megkiilonboztetiink aktivaldo (Ser

deaktivald (Thr*®) foszforilaciot (Bauer et al., 2003) (8. 4&bra). Mindezek

) és

elengedhetetlen feltételei annak, hogy a NO termelés megtorténjen.

hsp90

caveoin " Akt Kinaz

\(iv)
L
L-Arginine

(ii)

ADMA
NOS3 mRNA i s couiad
@) NOS3
NO (vi)
GTP
ciklohidrolaz @ + _—* ONOO-
kofaktorok 0,
H202 \ I

8. abra: A NOS3 aktivaciojanak szabalyozasa

A NOS3 altal termelt NO biologiai hasznosithatdsaga tobb szinten szabalyozott, beleértve a NOS3 mRNS
vagy fehérje expressziot; illetve az L-arginin mennyiségén, azaz a szubsztratjan keresztiil; kofaktoraival
(BH,), melyet a GTP ciklohidrolaz katalizal; fehérje-fehérje kdlcsonhatasok révén, példaul Cav-1 (gatlo,
piros) vagy hsp90 (stimuldlo, zold); poszttranszlacios modositasokkal, mint példaul az Akt és mas
kinazok (stimulalo, zold) foszforilacidja Ser''’’-ben; végiil a NO-nak a szuperoxiddal valo reakcioja
révén. Roviditések: ADMA, aszimmetrikus dimetil-arginin; BH,, tetrahidrobiopterin; NOS3, endotél-
nitrogén-oxid-szintaz, GTP, guanozin-5'-trifoszfat; hsp90, 90 kDa-os hdsokk-fehérje; NO, nitrogén-
monoxid; Oy, szuperoxid; OONO', peroxinitrit-anion; PKG, protein kindz G; SOD, szuperoxid-dizmutaz
(Huang, 2009).

Az egyik legszélesebb korben tanulmanyozott foszforilacio a Ser''”’

, amely a
reduktaz doménen a karboxi-terminalis részen helyezkedik el (Mount et al., 2007). A
Ser''”’ foszforilacio ndveli a Ca® /CaM-kotédés altal kozvetitett NOS3 aktivaciot (Chen

et al., 1999; Michell et al., 2002). Az 5' AMP-activated protein kinase (Chen et al.,
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1999) ¢és Akt kinazok (Dimmeler et al., 1999; Michell et al., 1999; Fulton et al.,1999), a
protein kinaz A (Boo et al., 2002; Michell et al., 2002), a CaM/Ca”" fiigg protein kinaz
(CaMKII) (Fleming et al., 2001), a protein kindz G (PKG) (Butt et al., 2000) és a

1177

protein foszfataz 2A (Michell et al., 2001) mindegyike részt vehet a Ser ' oldallanc

foszforilaciojanak szabalyozasaban. Az, hogy ennyi kindz képes a szabalyozasban részt

venni azt tiikrozi, hogy a Ser''”’

rendkiviil fontos szerepet jatszik a NO szintézis
szabalyozéasaban.

Az L-arginin a NOS3 ¢és az Arginaz-1 (ARG1) k6zo6s szubsztratja. Az ARG (EC
3.5.3.1) egy hidrolitikus enzim, amely az L-arginint karbamiddé és L-ornitinné alakitja,
amely a poliamin szintézis prekurzora. Az emldsokben két kiilonb6z6 ARG enzimet
irtak le (1. és 2. tipusu), amelyeket kiilon gének kodolnak, és specifikus szubcellularis
lokalizacioval és szoveti eloszlassal rendelkeznek. Az ARGI citoszolikus enzim, amely
elsdsorban a majban van jelen, de az endotél és simaizom sejtek is expresszaljak
(Ignarro et al., 2001), mig az ARG2 elsdsorban a mitokondriumban talalhato, és jelentds
mértékben expresszalodik a vesében (Jenkinson et al., 1996). A kozelmultban
immunhisztokémiai moddszerek alkalmazdsaval patkany aorta endotél sejtjeirdl
kimutattdk, hogy konstitutiv médon mindkét format képesek expresszalni (Berkowitz et
al., 2003). Ezen adatok alapjan feltételezhetd, hogy az érrendszeri arginaz aktivitas
moduldlja az L-arginin intracellularis szintjét, ami modositja az NOS 4ltal termelt NO
mennyiségét (Mori, 2007; Caldwell et al,. 2015). A NO koncentracidja a szervezetben
az ARGI ¢és a NOS3 expresszidjanak €s/vagy aktivitdsdnak egyensulyatol fliigg. Az
emelkedett ARG1 aktivitds csokkenti a NOS3 szubsztrat hozzaférését, ezaltal
csokkentheti a NO termelddését (Harrison, 1997; Durante et al., 2000).

Az endotél sejtek altal termelt NO jelentds szerepet jatszik az erek normal
mitkddésének fenntartasaban. Endotél diszfunkcid esetén sérithet az erekben NOS3
expresszid, vagy az aktivaci® nem megy végbe. Ebben az esetben az eritrocitak
kompenzald szerepet tolthetnek be a sajat NOS3 aktivaciojuk révén (Cortese-Krott and
Kelm, 2014). Az eritrocita-eredeti NO keletkezése befolydsolhatja a véraramlas
sebességét 1s, hiszen a NO hatassal van az eritrocitdk deformaldodasi képességére is
(Simmonds et al., 2014). A NO szdmos mas bioldgiailag hasznos funkcidja is ismert,
Mindezeket az oldhat6 guanilat ciklaz kozvetiti, amely a GTP-t cGMP-be konvertalja,
¢s ezaltal aktivalja a PKG (Martin et al., 2005; Tsai et al., 2011). Robert Furchgott,

24



Irodalmi attekintés

Louis Ignarro és Ferid Murad 1998-ban a NO sziv- €s érrendszerbeli kulcsfontossagu
szerepének vizsgélataért fizioldgiai/orvostudomanyi Nobel-dijat kaptak (Shu et al.,
2015).

Az eritrocitakban talalhato NOS3 szerkezete jelentds mértékben megegyezik az
endotél sejtekben leirtakkal, ezéltal valosziniisithetd, hogy az eritrocitdkban a fehérje
aktivalasi folyamata szamos aspektusban hasonlithat az endotél sejtekben végbemend

folyamathoz (Oziiyaman et al., 2008).
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4. Célkitizések

Napjainkban a fejlett orszagok haldlozasi statisztikdjaban a sziv €s érrendszeri
betegségek vezetd helyet toltenek be. Kialakulasuk hattere feln6tt korban jol ismert, a
klasszikus rizikd faktorai kozé tartozik a dohdnyzads, mely fokozott szabadgyok
képzddéssel, oxidativ karosodas indukalasaval endotélidlis diszfunkciot és a vér
reologiai  paramétereinek  romldsat  eredményezi. Az  anyai = dohanyzas
kovetkezményeként a placentan atjuté toxikus anyagok befolyasolhatjdk a magzat
méhen beliili fejlodését, esetenként hosszu tava egészségiigyi karosodast is okozva.
Munkank soran feltételeztiik, hogy a magzati fejlédést befolyasold tényezok, ugy, mint
az eritrocitak morfologiai, funkcionalis és reologiai jellemzdinek valtozasai, mintegy
lenyomatai az embriot ért karos hatdsoknak. Ennek megfeleléen kerestiik azokat a
paramétereket, melyek egy esetleges korai jelzérendszerként szolgalhatnak, nem csupan
az eritrocitdkat ért karosodasra, hanem az T1jsziilottek vaszkularis rendszerének
allapotara is.

Vizsgalataink sorén kerestiik a kapcsolatot az eritrocitak

— fenotipikus valtozésa és a stressz adaptacio

— morfologiai valtozasuk és a NOS3 aktivaciot befolyasolo tényezok

— szabadgyokok/erds oxidansok akkumulécioja,

— a membran lipid dsszetétel és a deformalodasi képesség kozott.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Mintagyiijtés és mintafeldolgozas

A koOldokzsinor artériabdl szarmazd vér €s anyai vénas vérmintdk a Szegedi
Tudomanyegyetem Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikajarol szarmaznak. A mintavétel
¢s a mintdk feldolgozadsa a Szegedi Tudomanyegyetem Szent-Gyorgyi Albert Klinikai
Ko6zpont Regiondlis Human Orvosbiologiai Kutatasetikai Bizottsag engedélyével
(engedélyszam: 149/2012 ¢és 16/2014) az 1964-ben megjelent Helsinki Nyilatkozatban
megfogalmazott elvekkel megegyezden, a tajékoztatott anyak hozzajarulasaval tortént.
2014 januarja és 2018 juniusa kozott 98 nemdohanyzd (kontroll), és 90 dohanyos
édesanya vénas- illetve Gjsziilottjeik koldokzsinor vérmintait gyljtottiik 6ssze. Minden
esetben olyan mintdkat gyiijtottiink, ahol a terhesség a 37-41. gesztacios hét kozott
fejez0dott be. Mind a kontroll, mind a dohanyzo csoportba csak olyan mintdkat
gyljtottiink, melyek komplikdcidmentes terhességbdl szarmaztak. A mintagylijtés soran
kizard ok volt, ha a terhesség sordn az édesanyanal felmeriilt egészségiigyi probléma,
példaul gesztacids diabétesz vagy kardiovaszkularis megbetegedés. Dohanyos mintak
esetében a fentebb emlitett kritériumokon kiviil feltétel volt, hogy az édesanya sajat
bevallasa szerint naponta elszivjon legalabb 10 szal cigarettdt. A mintdk feldolgozéasa
soran készitettiink vérkeneteket, valamint a molekularis biologiai és biokémiai
vizsgélatokhoz az etilén-diamin-tetraecetsavval (EDTA) alvadasgatolt vért 5 perc 200
g-vel torténd centrifugalassal (Thermo Scientific Heraeus Fresco 17 Refrigerated Micro
Centrifuge, 24-Pl Rotor; 230 VAC) plazma ¢s eritrocita frakciora kiilonitettiik el. Az
eritrocita frakcionak kizarolag az als6 2/3-at hasznaltuk fel. A mintdkat a kisérlet
tipusatol fliggben vagy rogton felhasznaltuk, vagy folyékony nitrogénben torténd
fagyasztas utan -80 °C-on taroltuk.

A tovabbiakban a kontroll terhességbdl sziiletett Ujsziilottek koldokzsinor
artériajabol szarmazoé teljes vér esetében a K, mig a dohdnyos édesanyatdl sziiletett
ujsziilottek esetében a D roviditést hasznalom. Az anyai vérmintdknal hasonloképpen; a
kontrollként tekintett anyai teljes vért KA, mig a dohanyos anyai teljes vért DA néven
roviditem. Az izolalt eritrocita populacidon végzett kisérleteknél a roviditések a
kovetkezOképpen alakulnak: K-Eritrocita, D-Eritrocita, KA-Eritrocita illetve DA-

Eritrocita.
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5.2 RNS preparalas fagyasztott mintakbol az arginaz-1 transzkript mennyiségének

meghatdarozdsdra

A fagyasztott vérmintakbol koriilbeliil 100 mg-ot 1,2 ml RNazolIB oldatban (Tel-
test, Inc.) homogenizaltunk (2 perc, 1500 fordulatszam/perc), és a gyarto6tdl szarmazod
instrukciokat kovetve  0ssz-RNS-t  prepardltunk. Roviden Osszefoglalva; a
homogenizatumokat 2-szer extrahaltuk kloroformmal és centrifugéltuk (20 perc, 17000
g, 4 °C), majd a felsd, vizes tazisbol 0,75 térfogatnyi izopropanollal kicsaptuk az RNS-
t. A csapadékot egy ¢jszakan at 75%-os etil-alkoholban mostuk, majd dietil-
pirokarbonattal kezelt vizben oldottuk fel.

Az RNS koncentracidjanak ¢€s tisztasdganak meghatarozasat NanoDrop
(ThermoScientific) késziilékkel végeztik az OD 1a260= 40 pug/ml RNS Osszefliggést
alkalmazva. Amennyiben az Ajeo/Azs0 ardny nagyobb volt 1,8-ndl, akkor a minta
tisztasagadt megfeleldnek tekintettiik. Az RNS mintak intaktsagat 1,2%-os agaroz
gélelektroforézissel ellendriztiik. Néhany minta esetében az elektroforézis mellett
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) késziiléket hasznaltunk, mely az Ggynevezett
,Lab-on-chip” technikat haszndlja az RNS intaktsdganak meghatarozasara. Ezzel a
technikdval megfeleldnek tekintjiik az RNS mindségét, ha a RNA Integrity Number
(RIN) indexe legalabb 7 volt.

5.2 Reverz transzkripcio (RT)

A cDNS szintézis 5 pg total RNS-bdl kiindulva 20 pl végtérfogatban tortént. A
templat RNS-t 500 pmol random hexamer primer (Promega) jelenlétében 95 °C-on
denaturaltuk, majd 200 U M-MuLV reverz transzkriptaz (Thermo Scientific), 20 pmol
dNTP keverék (Thermo Scientific) és 1x RT reakcido puffer (Thermo Scientific)
jelenlétében 10 percig 37 °C-on, majd 45 percig 42 °C-on inkubaltuk. A reakcidt 5

perces 65 °C-on torténd inkubalassal allitottuk le, majd a mintakat -20 °C-on taroltuk.

5.3 Kvantitativ polimeraz lancreakcio (qPCR)

Az amplifikaldsokhoz templatként 100 ng cDNS-t hasznaltunk fel reakcionként
20 pl végtérfogatban Luminaris Color HiGreen Low ROX qPCR Master Mix-ben
(Thermo Scientific). Az Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System késziiléket

alkalmazva a reakcid sordn a kovetkezd lépések mentek végbe: elddenaturalas 10 perc
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95 °C-on, majd 40 ciklus soran a kovetkezd bedllitasokat alkalmaztuk: denaturalas 15
masodperc 95 °C-on, anneling 60 masodperc 63-65 °C-on, szintézis 60 masodperc 72
°C-on. Minden amplifikalas soran vizsgaltuk a primerek miikodésének hatékonysagat is,
amit egy ugynevezett disszociacidés gorbe felvételével tudtunk megtenni. A vizsgalt
mRNS mennyiségét a 18S RNS mennyiségére normalizaltuk, és a szamitasokat AACt
moddszer (Livak and Schmittgen, 2001) alapjan végeztiik, mintanként 3-3 parhuzamost

alkalmaztunk két fliggetlen sorozatban.

5.4 Primerek
A primerek tervezése soran az NCBI Blast programot alkalmaztuk. Humén
génszekvencidkra specifikus primereket terveztiink, térekedve arra, hogy a forward és

reverz primerek kiilonb6z6 exonon helyezkedjenek el.

Primer
185 RNS Forward: GAAACGGCTACCACATCCAAGG
Reverz: CCGCTCCCAAGATCCAACTACG
Forward: TGGCAAGGTGGCAGAAGTCA
Arginaz-1
Reverz: TCCTTGGCAGATATACAGGG

1. tablazat: Az altalunk tervezett primerek szekvenciai

5.5 Morfologiai vizsgalatok és adatelemzés eozin festett vérkeneteken

A vérmintakbol késziilt keneteket hdvel fixaltuk 150 °C-on 15 percig (Pinheiro
and Lockner, 1963). Az eozinos festésekhez a keneteket 1 percre 96%-os etanolba
martottuk, majd 5 percre eozin alkoholos oldatiba (Sigma-Aldrich) meritettiik. A
viztelenités felszalldo alkoholsorban (70%, 90%, 95% ¢és abszolut etanol) tortént. A
keneteket szaradas utdn Mounting Medium (Sigma-Aldrich) felhasznalasaval lefedtiik,
¢s mikroszkoéppal (Nikon Eclipse 801, 40 x-es objektiv és 100 x-os immerzids objektiv)
vizsgaltuk. A képeket QImaging RETIGA 4000R kameran keresztiil és Capture Pro 6.0

szoftverrel  készitettiik, és  Image J 1.49v  szoftverrel  analizaltuk

(http://imagej.nih.gov/ij/).
Az adatelemzés az MTA-SZBK Mikroszkopos Képfeldolgozo és Gépi Tanulasi
Csoport protokollja alapjan tortént. A képfeldolgozas MatLab
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(https://www.mathworks.com/products/matlab.html) szoftverrel késziilt. Minden képet
az eléfeldolgozo 1épés soran mindsegi ellendrzésnek vetettiink ald az elemzés kezdeti
szakaszaban, mely a mikroszkopos képek megvilagitasi korrekcioibol allt, amit a
CIDRE (correct illumination distributions with regularized energy minimization)
moddszer (Smith et al., 2015) haszndlataval végeztiink el. Ezek alapjan a nem megfeleld
mindségli  képek kizarasra keriiltek az elemzésbdl. A sejtek azonositasat €s
szegmentalasat CellProfiler (Carpenter et al., 2006) automatikus bioimage elemz0
szoftverrel végeztiik el (elérhetd a http://cellprofiler.org cimen), amely a sejtek
morfologiai jellemzbéinek kinyerésére szolgald modszer. Egy intelligens elemzd
szoftverrel, az Advanced Cell Classifier-rel (Horvath et al, 2011), (ACC,
http://cellclassifier.org) azonositani €és kvantifikdlni tudtuk a képeken jelen lévo
sejtformakat. Finomitva a koztiik 1évé dontési sikokon, gépi tanulasi modszerekkel,
mint példaul az aktiv tanuldas, minimalis felhasznaloi beavatkozas mellett pontos

adatokat kaphattunk a program segitségével a kiilonbozé sejtformak aranyairol.

5.6 Eritrocitak reologiai tulajdonsdagainak vizsgalata

Az eritrocitak rugalmassadgi méréseit az MTA-SZBK Biofizikai Intézetében
atomerd mikroszkopos vizsgalatokkal, Asylum Research MFP-3D atomerd
mikroszkoppal végeztiikk el (Asylum Research, IgorPro 6.32A szoftver). A mintakat
arannyal bevont konzolra helyeztiik (Olympos), poziciondldsukhoz Zeiss Axiovert 200
optikai mikroszkopot hasznaltunk. A kisérletek soran 30 pN/nm névleges rugdallandot
¢és 37 kHz rezonanciafrekvencidval ellatott V alaka hegyet alkalmaztunk.

A mérések elott az egyes konzolok rugdallandojat kalibralni kellett minden
alkalommal (Hutter and Bechhoefer, 1993; Sader et al., 2012). A mérésekhez 20 pl
eritrocita populaciot 500-szorosara higitottunk fizioldégids séoldatban (0,9% NaCl). A
higitott oldatot Petri-csésze feddfeliiletére cseppentettiik. A mérés soran minden esetben
15x15 um? teriiletet vélasztottunk ki. Mindegyik pontnal eréhatas-gorbét vettiink fel,
melyeket 8 um/s sebességgel rogzitettiink, 0,5 nN maximalis terhelés mellett ¢s 2 kHz
mintavételi frekvenciaval.

Az elasztikus és plasztikus munkat az egyes erOhatas-gorbek kiilonbsége alapjan
szamoltuk ki. Az elasztikus munka azt mutatja meg, hogy a sejt 0,5 nN erOhatésra
torténd benyomodasdhoz mennyi energia sziikséges, mig a plasztikus munka olyan

energiat jelol, amely a sejt eredeti allapotdba vald visszatéréséhez sziikséges. Ezek
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aranyat az elasztikus index jelenti, amely értéke 1, ha tokéletesen rugalmas anyagrol
van sz0, illetve 0, ha tokéletesen plasztikus anyagot vizsgalunk. A kiértékelést MatLab
program (MathWorks) alkalmazasaval végeztiik (Starzyk et al, 1997; Boey et al.,
1998).

5.7 Lipidomikai vizsgalatok eritrocitikon

A lipidomikai vizsgalatokat az MTA-SZBK Molekularis Stresszbiologiai
csoportjaval egyiittmikodve készitettiik. Az eritrocita frakciot foszfat pufferes
sooldatban (1x PBS, pH 7,4) hemolizaltuk, majd 17.000 g-vel 10 percig 4 °C-on hideg
0,05 M-os foszfat pufferben (PB, pH 7,4) annyiszor mostuk, amig a feliiliszé teljesen
attetsz0 nem lett (Steck and Kant, 1974). Végeredményiil eritrocita membrant kaptunk,
melyen egyfdzisi metanolos extrakciot végeztink (Péter et al, 2017). A
tomegspektrometrias (mass spectrometry, MS) lipid analiziseket egy Orbitrap Fusion
Lumos eszkozzel (Thermo Fisher Scientific) végeztiik el, amely TriVersa NanoMate-tel
(Advion BioSciences) volt felszerelve (Peksel et al., 2017). Az ionforrast a Chipsoft
8.3.1 szoftver vezérelte. Az ionizéacids fesziiltség pozitiv és negativ médban +1,3 kV és
-1,9 kV volt, és az ellennyomast mindkét tizemmoddban 1 psi-re allitottuk. Az ionatviteli
kapillaris homérséklete 330 °C volt. Az akvizicidkat Ry, 0= 240000 tomeg
felbontassal hajtottuk végre.

Lipid standardként Avanti Polar Lipideket (Alabaster) alkalmaztunk. Az
extrahalashoz és az MS analizishez hasznalt olddszerek a Merck és a Thermo Scientific,

valamint a Sigma-Aldrich cégtdl szarmaztak.

5.8 Fluoreszcencia aktivalt sejtvidlogatas és analizis (FACS) eritrocitikon

Az eritrocita populaciot 1 o6rdn at 4 °C-on 4%-os paraformaldehid oldattal
fixaltuk, melyet centrifugélasi lépés kovetett (200 g, 4 °C, 5 perc) (Cortese-Krott et al.,
2012). A mosasi lépések utdn a sejteket permeabilizaltuk 0,05 M-os PB-ben higitott
Megakadalyozand6é a nem-specifikus kolcsonhatdsokat a sejteket egy oOran keresztiil
szobahdmérsékleten blokkold oldatban inkubaltuk (A blokkold oldat Osszetétele 4%
BSA (Bovine Serum Albumin), 5% NGS (Normal Goat Serum) 0,05 M-os PB-ben
feloldva). Az elsddleges ellenanyag hozzaadasaval a mintdkat egy ¢jszakan at 4 °C-on

inkubaltuk. Az elsddleges ellenyagokat a megfelel6 koncentraciora higitottuk 1% BSA
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€s 5% NGS 0,05 M-os PB-ben. A megfelel6 masodlagos ellenanyag hozzaadasa utan 2
oras inkubacido kovetkezett szobahdmérsékleten. Az ellenanyagok eltavolitdsa utana
csapadékot 200 ul 0,05 M-os PB-ben vettiik fel FACS analizishez.

A FACS analizisek sordn minden esetben alkalmaztunk un. vak mintat, mely az
autofluoreszcencia szintjét hivatott reprezentalni. Az autofluoreszcencia kizarasa utan
azokat a sejteket vettiik figyelmbe, melyek intenzitdsa nagyobb volt, mint 10'. A
Szegedi Biologiai Kutatokdzpontban végeztikk a FACS analizist BD FACS Calibur™
(BD Biosciences) eszkozzel. Az eredmények kiértékelését a FlowJo x 10.07r2 szoftver
segitségével végeztiik.

A FACS analizissel parhuzamosan fluoreszcens mikroszkopos felvételeket is
készitettiink az SZTE-AOK I. szamt Belgyogyaszati Klinikan taldlhato Zeiss LSM880
tipust konfokalis mikroszkoppal.

Az immuncitokémiai festésekhez a kovetkezd ellenanyagokat hasznaltuk fel (2.

tablazat).
Elsodleges ellenanyagok
Név Tipus Gyarto Higitas
anti-NOS3 egér poliklonalis Santa Cruz 1: 200
anti-NOS3 nyul poliklonalis Santa Cruz 1: 100
anti-pSER'""" NOS3 nyil poliklonalis Sigma 1: 100
anti-HNE egér monoklonalis abcam 1: 100
anti-Arginaz 1 nyul monoklonalis Biocare 1: 100
Masodlagos ellenanyagok
Név Tipus Gyarto Higitas
Alexa 647 egér poliklonalis abcam 1: 400
Alexa 488 nyul poliklonalis abcam 1: 400

2. tablazat: Felhasznalt elsédleges és masodlagos ellenanyagok listaja
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5.9 Spektrofotometrias mérések

A mérésekhez az eritrocita frakcidobdl desztillalt vizzel 10x-es hemolizatumot

készitettunk.

5.9.1 Fehérje koncentracio meghatarozasa

A fehérje koncentracid meghatarozasat Folin-Ciocalteu reagenssel, 750 nm-en
végeztik (Lowry et al., 1951). 150 pl hemolizalt mintahoz 750 ul ,,C” oldatot adtunk. A
,C” oldat az ,,A” és ,,B” oldat 50:1 aranyu elegye. Az ,,A” oldat 20 g/l Na,COs, 0,2 g/l
K-Na-tartarat ¢s 0,1 M NaOH o6sszetételii, mig a ,B” oldat 5 g/l koncentracioju
CuSO4x5H,0 oldat volt. 10 perc szobahdmérsékleten torténd inkubaciot kovetden a
reakcioelegyhez 75 pl kétszeresére higitott Folin-Ciocalteu-reagenst adtunk. 30 perc
elteltével spektrofotometraltunk. A koncentracid meghatarozasahoz kalibracids egyenes
felvétele sziikséges, melyet szarvasmarha-szérum albuminbol késziilt higitasi sor
alapjan vettiink fel. A méréseket 750 nm-en GENESYS 10S UV-Vis (Thermo

Scientific) spektrofotométerrel végeztiik.

5.9.2 Peroxinitrit (ONOQ') mérés

A méréseket 302 nm-en végeztiik. A modszer alapja az, hogy a ONOO™ magas
pH-n stabil, de semleges pH-n gyorsan bomlik. A hemolizdtumokat elséként 1 M
NaOH-ban mértiik le (2 pl hemolizatum és 500 pl 1 M NaOH). Az abszorbancia
novekedését addig mértiik, amig a stabil egyensulyt el nem érték. A hemolizatumokat
ezutan 100 mM PB-hez (pH 7,4) adtuk a fent emlitett ardnyban és mértiik az
abszorbanciat (Huie and Padmaja, 1993).

Az ONOO™ koncentracidjat a Lambert-Beer torvény (€onoo=1670 M'cm™)
alkalmazasaval, a két kiilonbozd pH-értéken mért abszorbancia kiilonbsége alapjan
szamitottuk ki. A végsd eredményeket a fehérje koncentracidhoz viszonyitva adtuk

meg.
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5.10 Ex vivo kezelések

5.10.1 Nehézféem kezelées

A kezelés sordn az eritrocita mintakat nehézfém terhelésnek vetettiik ala. A
ra vonatkoztatva adjuk meg. Az altalunk hasznalt két koncentracid a 0,5 ng/ul és 20
ng/ul volt. Az inkubalast 30 percig 37°C-on végeztik. A kezelés végeztével a
morfologiai  vizsgalatokhoz vérkeneteket készitettink. A Cd*"  koncentracié
kivalasztasahoz végzett eldkisérletekhez Witeska és munkatarsai publikacidjat vettiik

alapul (Witeska et al., 2011).

5.10.2 Candida parapsilosis fertozes

A teljes vért Candida parapsilosis (ATCC 22019) torzzsel fertéztiik meg 10
gombasejt/1 ml vér végkoncentracioban (Csonka et al., 2017). A kezelés 20 oran at
tartott 37 °C-os, CO, inkubatorban (5%). Kontrollként hasonld koriilmények kozott
inkubalt fertézetlen mintat hasznaltunk. A gombandvekedés kontrolljaként a fertézendd
vérmennyis€g térfogataval megegyezd szérummal (fetal bovine serum, FBS)
kiegészitett RPMI 1640 (pH 7,2+0,2) tapoldatot fertdztiink ugyancsak 10’ gombaseijt/1
ml végkoncentracioban.

Az 0lési hatékonysag (mely azt fejezi ki, hogyan befolyasolja a vér a Candida

parapsilosis szaporodasi képességét) kiszamolasara a kovetkez6 formulat hasznaltuk;

CFURPMI-CFUminta
CFU RPMI

o0lési hatékonysag (%) = x100,

ahol CFUrpwmr a gazdag taptalajon novesztett gombak novekedési rataja, mig a CFUpinta
a teljes vérben mutatja a gomba novekedési képességét. A CFU meghatarozasa a
kovetkezdképpen zajlott: az inkubacios 1d0 leteltével az el6z6 napon fert6zott mintakbol
100x higitast készitiink, majd ezekbdl 10-10 pl-t gazdag taptalajra szélesztlink, 3-3
parhuzamosban. A csészéket 37°C-on inkubaltuk 20 6rdn at, majd meghatarozzuk a
telepszamot és 0lési hatékonysagot szamoltunk a kontroll csészén felndtt telepek szaméat

Osszevetve a fert6zott vérmintakbol szarmazo telepek szamaval (Csonka et al., 2017).
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5.11 Statisztikai analizis

A molekularis bioldgiai, valamint az immuncitokémiai vizsgalatok soran nyert
adatokat egyfaktoros varianciaanalizissel (ANOVA) ¢és Newman-Keuls teszttel
analizaltuk GraphPad Prism 6.0 (1999-2012 GraphPad Software Inc.) szoftver
hasznalataval. A kapott eredményeket diagramokon abrazoltuk, az értékeket atlag+SD
formaban tiintettiik fel. A szignifikancia szintjét minden esetben *p <0,05 valdszintiségi
értékben hataroztuk meg.

Az atomerd mikroszkopos mérések eredményeinek kiértékelését Kruskal-Wallis
rangsorolassal végeztiikk. Az eredmények kozti kiilonbséget szignifikansnak tekintettiik,
ha a p <0,05.

A MS analizist kovetden a lipid fajtakat a LipidXplorer szoftverrel azonositottuk
(Herzog et al., 2011). Az eredményeket a membran lipidek mo1%-aban fejezziik ki, és
az atlagok+SD érteket dbrazoltunk. A szignifikanciat a Student-féle t-eloszlas hatarozta
meg. Az OPLS-DA-t MetaboAnalysis alkalmazisaval (Xia and Wishart, 2016)

végeztiik el a mintak kiértékelését.
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6. Eredmények

6.1 Mintagyiijtés

A mintagyljtés a Szegedi Tudomdnyegyetem Szent-Gyorgyi Albert Klinikai
Ko6zpont Regiondlis Human Orvosbiologiai Kutatasetikai Bizottsag engedélyével
(149/2012 ¢és 16/2014), az ¢édesanyak irasos jovahagyasaval tortént 2014 januarja €s
szarmaz6 vérmintak egyidOben keriiltek levételre és feldolgozasra.

Az Anyagok és moddszerek elsd fejezetében targyaltaknak megfeleléen olyan
terhesség esetén gyljtottiink mintat, ahol nem mertlt fel a magzatot vagy az édesanyat
érint6 komplikacid a terhesség alatt, mint példdul intrauterin magzati distressz,
preeklampszia, gesztacios diabétesz mellitus, HELPP szindroma (eritrocitak szétesése,
emelkedett majenzimek és alacsony vérlemezke szdm jellemzd). Ezek a kritériumok
mind a kontroll, mind a dohanyos csoport esetén fennalltak. Munkank soran csak olyan
mintakat dolgoztunk fel, ahol a terhesség a 37. vagy azutani héten fejezddott be. A
dohanyos csoporton végzett kisérleteinkbe a fent emlitett kritériumokon kiviil csak
azokat az ¢édesanyaktol ¢és ujszilottjeiktdl szarmazé mintdkat vontuk be, akik
bevallottan legalabb 10 szal cigaretta/nap terhelésnek voltak kitéve az egész terhesség
soran.

Az etikai engedély értelmében a korlapokhoz hozzaférhettiink, igy informaciot
kaphattunk az édesanya ¢€s az Ujsziilott adatairdl (mint példaul az anya életkora, a
terhesség alatti sulygyarapodasa, a sziilés idOtartama, az jsziilott 1 és 5 perces APGAR
értéke, a gesztacids hét, az ujsziilott sziiletési sulya €s a hematokrit értékei). Az APGAR
értéket a kovetkezd szempont rendszer vizsgélataval hatdrozzak meg: szivfrekvencia,
légzés, izomtonus, reflexingerlékenység, borszin.

A 3. téblazat foglalja Ossze a fObb paraméterekbdl késziilt statisztikak

eredményeit.
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Kontroll i
csoport Dohanyos csoport
Mintaszam (db) 98 90
anyai életkor (év) 32,09+5,2 27,7+6,3
ujsziilott sziiletési suly (g) 3490,4+476,2 2912,7£614,68(****)
gesztacios hét 39,5+1,121 38.4+2.70
mellkas korfogat (cm) 33,1+ 1,84 30,9442, 79(***)
fej korfogat (cm) 34,49+1,44 32,50£2,19(F***)
APGAR (1 min) 9,37+0,73 8,89+1,11(*)
APGAR (5 min) 9,97+0,03 9,86+0,14
ujunajsziilott hematokrit
érték (%) 44,15+8,07 43,61+8,73
Clgarettfl fogyasztas 0 10-20
(szal/nap)

3. tablazat: A kontroll és a dohanyos mintacsoportok paramétereinek osszehasonlitasa
Az adatok az atlag értékeknek felelnek meg, illetve + SD értékeket is feltiintettiink. A szignifikancia
szintjét *p <0,05 és ****p <0,0001 valdsziniiségi értékben hataroztuk meg.

A sziilés mddja alapjan két csoport hatarozhaté meg; a csaszarmetszéssel, illetve
a hiivelyi sziiléssel sziiletett Ujsziilottek. A kontroll €s a dohanyos mintdkban kozel
azonos aranyban oszlik meg a két sziilési méd. Eldkisérleteink sordn nem talaltunk
szignifikéans kiilonbséget, ha a sziilés mddja alapjan csoportositottuk az eredményeinket,
igy a tovabbiakban ezt a paramétert nem vettiik figyelembe.

A gesztacios hetek megoszlasat figyelembe véve, illetve sziiletési sulyok
gyakorisagardl részletes statisztikai elemzést készitettiink. A gesztacids hetekrdl késziilt
statisztika a 9. dbran, mig a sziiletési stilyok gyakorisagara vonatkozé adatok a 10. dbran
lathatoak.

Az ujsziilottek tobb mint 70%-a mindkét csoport esetében a 39. gesztacios héten
vagy azt kovetden sziiletett. A tovabbi két gesztacios id6hoz tartozd gyakorisagi értékek

kozott sem jelentkezett szignifikans eltérés (9. abra).
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9. abra: Kontroll és dohanyos anyaktdl sziiletett tjsziilottek sziiletési hetének eloszlasa
A: kontroll édesanyak B: dohanyzo édesanyak 1jsziilottjeinek sziiletési hetének gyakorisagat mutatja

Elmondhat6, hogy a terhesség alatt nem dohanyzé édesanyaktol sziiletett
ujsziilottek (10. abra, zold szinnel abrazolva) tobb mint a fele (51%) 3500 g-nal
nagyobb sullyal jott a vilagra. Ezzel szemben, a terhesség alatt folyamatosan dohanyzo
¢desanyaktol sziiletett ujsziilottek (10. abra, piros oszlop) 10,74%-a tartozott a 3500 g
feletti sulycsoportba. Az is elmondhatdé, hogy a nem dohanyzé édesanyak
ujsziilottjeinek csupan csak a 1,4%-a sziiletett 2500 g alatti stllyal, mig a dohanyzo

édesanyak esetében ez a szam 19% volt az altalunk gyiijtott mintak esetében.
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10 abra: Sziiletési sulyok alakulasa nem dohanyzo (zold) és dohanyzo (piros) édesanyaktdl sziiletett
ujsziilottek esetében

6.2 Eritrocitak morfologiai valtozasainak vizsgdlata vérkeneten

Az eritrocitak morfologiajat vérkeneteken vizsgaltuk eozin-festést kovetoen. A
11. dbran egy reprezentativ fénymikroszkopos felvételt mutatunk be, melyen jeloltiik a

két leggyakoribb morfologiai format, a Burr sejt, illetve a konnycsepp fenotipust.

11. abra: Reprezentativ fénymikroszképos felvétel eozin festett vérkenetrol
Fekete nyilak a Burr sejteket, mig a piros nyilak a kdnnycsepp fenotipust jelolik.

A Burr sejt, illetve a konnycsepp fenotipus jol elkiilonithetd a bikonkav

formatol, igy lehetdség volt arra, hogy aktiv tanulds soran, az Advanced CellProfiler®
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program felismerje és szamszerlsitse ezen alakok gyakorisagat. Az eredményeket a 12.

abran mutatjuk be.
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12. abra: Eritrocitak morfologiai valtozatainak gyakorisaga nem dohanyzo és dohanyzo
édesanyaktol sziiletett ujsziilottek esetében
A sejtszamolast Advanced CellProfiler® programmal végeztiik teljes vérbol késziilt keneteken. Az abran
a Burr sejt és a konnycsepp fenotipus gyakorisagat mutatjuk be. K mintabdl n=7956 sejt/20 mintat, mig D
mintakbol n=15745 sejt/15 mintat vizsgaltunk meg. A szignifikancia szintjét ****p <0,0001
valoszintliségi értékben hataroztuk meg.

A Burr sejt gyakorisaganak vizsgalata soran a K ¢és D csoportok
Osszehasonlitasat kovetéen elmondhatd, hogy a Burr sejtek gyakorisaga a dohanyos
mintacsoportban (15%) szignifikdnsan, mintegy Otszordsére emelkedett a kontroll
eritrocita populaciohoz (3%) viszonyitva (12. abra). Ez a jelentdés ndvekedés azt
sugallja, hogy a terhesség alatti dohanyzas sordn bekeriilé karos anyagok hatéssal
vannak a fejlddé magzat eritrocitaiinak membranszerkezetére. A konnycsepp alaku
fenotipus gyakorisdganak Osszehasonlitasa sordn nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget (12. abra).

Az eozin festett vérkenetek mikroszkopos vizsgalata soran szdmos mas
fenotipust is azonositottunk. Azonban az aprobb méretbeli kiilonbségek ¢és kisebb
deformaciok nagyon nehezen szamszerlisithetok az 4ltalunk hasznalt programmal, mivel
az eltérések kicsik €s az eléforduldsi gyakorisdguk alacsony, igy a ,tanitdé példak”

szama - mely alapjan a program analizal - kevés.
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6.2.1 Kadmium kezelés

Terhesség alatti dohdnyzéas soran az anya szervezetébe keriil6 karos anyagok,
mint pl. a nehézfémek (pl. Cd*"), atjuthatnak a méhlepényen a magzat szervezetébe is.
fgy egy ex vivo kisérletben Cd*" kezelést kovetéen vizsgaltuk a morfolégiai valtozasok
gyakorisagat.

A kisérleteink sordn a K és D csoportokbdl szarmazé vérmintdkat nehézfém
terhelésnek vetettiik ala. A teljes vér-kezelésekhez kadmium-acetatot (Cd(CH3COO),)
alkalmaztunk. A Burr sejtek megjelenésének gyakorisagat a 13. dbran mutatjuk be. A K
csoportba tartozd sejtek mar a 0,5 ng/ul Cd*" koncentraciora is rendkiviil érzékenyen
reagaltak; a kezeletlen mintdhoz viszonyitva a Burr sejtek gyakorisaga kozel 6tszords
novekedést mutatott. A fenotipus megjelenése koncentracio-fiiggést mutatott; a 20
ng/ul-es kezelés hatasara tovabb emelkedett a Burr sejtek szama. A D mintacsoportban
eleve magas volt a Burr sejtek aranya és csak a magasabb Cd*" koncentracié hatasara
tortént szignifikans emelkedés, a novekedés mértéke csupan 25%-os volt (13. dbra).

Ezekbdl a kisérletekbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a dohényos
anyak ujsziilottjeinek eritrocitdiban - valoszinlileg a terhesség alatti folyamatos
expozicié miatt - egyfajta rezisztencia alakulhatott ki a nehézfémmel, konkrétan a Cd**

terheléssel szemben.
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13. abra: Kadmium kezelést kovetéen megjelené Burr sejt %yakoriség

Az 4bran a K és D mintak kezeletlen, valamint a 0,5 ng/ul és 20 ng/pl Cd”" kezelésiik eredményei
lathatdéak. A szignifikancia meghatarozasara egyutas ANOVA, Neuman-Keuls post-hoc tesztet
alkalmaztunk. A szignifikancia szintjét *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001 és ****p <0,0001
valdszinliségi értékben hataroztuk meg. A gyakorisag szamolasnal a kisérletbe bevont sejt és mintaszam a
kovetkezoképpen alakult: K n=8500 sejt/10 minta, K-0,5 ng/ul 4589 sejt/10 minta, K-20 ng/ul 4958
sejt/10 minta, D minta esetén n=8300 sejt/8 minta, D-0,5 ng/ul 3489 sejt/8 minta, D-20 ng/ul 5487 sejt/10
minta.
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A konnycsepp fenotipus gyakorisdgaban nem tapasztaltunk szignifikans

valtozast nehézfém terhelés hatdsara sem a K, sem a D csoport esetében.

6.2.2 Candida parapsilosis fertozés

A Candida parapsilosis egy human patogén gomba, mely leggyakrabban a
keézrdl és a gasztrointesztindlis traktusbdl izolalhaté (Neu et al., 2009), illetve konnyen
terjed horizontdlisan, ami noveli a nozokomidlis fertdzések kockéazatat (Pfaller and
Diekema, 2007). A véraramot érintd szisztémads megbetegedések kivaltdé korokozodi
kozott a Candida fajok eléfordulasa a negyedik leggyakoribb (Wisplinghoff et al.,
2004). Ha a Candida torzsek gyakorisagat hasonlitjuk 0Ossze, akkor a harmadik
leggyakoribb fertézést kivaltdo kérokozod a Candida parapsilosis (Pfaller et al., 2010).
Egy 2014-ben megjelent tanulmany szerint az intenziv &polasra szoruld Ujsziilottek
korében a szisztémas gombafertdzések egyharmadat C. parapsilosis okozta (Pammi et
al., 2014).

Az tjsziilottekrél rendelkezésre allo adatok alapjan feltételeztiik, hogy a C.
parapsilosis-sal, mint stresszorral nem ,taldlkoztak™ korabban a fejlddé magzatok. A
vérmintdk C. parapsilosis-sal valo fertézésével teszteltiik, hogy a dohanyos mintdkban
tapasztalt Cd*"-mal szembeni tolerancia mas szabadgyok indukalé agensekre, mint
plegy gombafertdzés, is jellemzd-e. Kisérleteink soran teljes veért fertéztink C.
parapsilosis torzzsel, és elsé korben a gombak vérben vald szaporodésat vizsgaltuk. A
K mintdk 61ési hatékonysaga atlagosan 68% koriili, mig a D mintaké 45% koriili (14.

abra).
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14. abra: Teljes vér Candida parapsilosis-ra gyakorolt hatasa K és D csoportok esetén
A grafikonok GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls teszttel késziiltek. A szignifikancia szintjét *p <0,05,
valoszintliségi értékben hataroztuk meg. Kisérletbe bevont mintak szama K n=32, D n=25 volt.
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A morfolégiai valtozasok kovetése a Cd*" terheléshez hasonléan, eozin festett
keneteken tortént, fertézetlen és fert6zott mintdkon. A mikroszkopos vizsgalatok soran
nagyfoku novekedést figyeltiink meg fert6zés hatasara a Burr sejtek gyakorisagaban. Ez
az allitas egyarant igaz a dohanyz6 és nem dohdnyzo6 édesanyaktol szarmazo ujsziilott
csoportokra is. Ezen feliil, azon eritrocitak, melyek kdrnyezetében gomba talalhato, egy
kisebb, denzebb fenotipust mutatnak, melyre egy reprezentativ mikroszkopos felvételt

mutatunk be a 15. dbran.

15. abra: C. parapsilosis fertozés hatasa az eritrocitak morfologiajara
Az abran egy eozin festett vérkenet lathatd, melyen a gomba eritrocitakra gyakorolt hatasat mutatjuk.
Fekete nyilak jelolik a C. parapsilosis gombat.

Az eozin festett képeken elvégeztiik a fenotipus variansok szamolasat az
Advanced CellProfiler® program alkalmazasaval. A kdnnycsepp alaku sejtek szama C.
parapsilosis  fertézés hatasara nem emelkedett szignifikdnsan, a Burr sejtek

gyakorisdganak valtozasat a 16. abra szemlélteti.
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16. abra: Burr sejt fenotipus gyakorisaga C. parapsilosis fert6zés hatasara
A grafikonok GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls teszttel késziiltek. A szignifikancia szintjét *p <0,05,
*E*%p <0,0001 valoszinliségi értékben hataroztuk meg. Kisérletbe bevont sejtszam K- fertézetlen n=5962
sejt/10 minta, K-fertézott n=7212 sejt/10 minta, D-fertézetlen n=6832 sejt/8 minta, D-fert6zott n=9099
sejt/8 minta volt.

Elmondhatjuk, hogy mind a K, mind a D csoport esetén a gombafertdzés
hataséra jelentds ndvekedést tapasztalunk a Burr sejt fenotipusban. A K populacidoban a
novekedés csaknem 10-szeres, mig D mintdk esetén ez a ndvekedés 2,5-szeres a

kezeletlen mintakhoz viszonyitva (16. abra).

6.3  Eritrocitak reologiai tulajdonsdgainak vizsgalata

Az elaszticitas fontos jellemzdje olyan sejteknek, melyek folyamatosan
mechanikai stimulusnak vannak kitéve, mint példaul az eritrocitak, melyek képesek
atjutni a legkisebb atmérdjii kapillarisokon is a deformalddasi képességiiknek
koszonhetden. Az elaszticitas, vagy rugalmassag, melyet a Young-modulus jellemez, a
sejtmembranra egy adott erdvel alkalmazott behatds altal kivaltott deformacid
meértekébdl adodik (Végh et al, 2011). A plaszticitds az erre az erdre adott
valaszreakciot fejezi ki, azaz, hogy mennyire képes az erOhatds utan visszanyerni
eredeti alakjat a sejt.

Ebben a fejezetben az atomerd mikroszkopos kisérleteink eredményét foglalom
0ssze. A vizsgalatokat izolalt eritrocitakon végeztiik, jelolésiik K- és D-Eritrocita.

Mind a két csoportban 100-100 sejten végeztiik el a méréseket. Az eredményt a

17. abra szemlélteti.
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17. abra Deformabilitas vizsgalat atomer6 mikroszkoppal K-Eritrocita és D-Eritrocita vérmintakon
Az A-D abrakon egy-egy reprezentativ atomerd mikroszkopos felvétel lathato. A felsd sor az elasztikus
munkat szemlélteti a K-Eritrocita (A) és D-Eritrocita (B) csoportok esetén. A masodik sorban a plasztikus
munka alakulésa lathat6 a K-Eritrocita (C) és D-Eritrocita (D) populacioban. A reprezentativ abrakon a
szinskala munka értékeket hataroz meg Attojoule-ban (alJ). Az E abran az elasztikus indexet mutatjuk az
Osszes altalunk vizsgalt mintan (100-100 sejt), ami a plasztikus és az elasztikus munka hanyadosaként
irhato le. Az F abran az Osszes sejt adata lathato plasztikus és elasztikus munkat tekintve. A K-Eritrocita
csoportot zdld, a D-Eritrocita csoportot pedig piros szinnel abrazoltuk. A szignifikancia szintjét *p <0,05
valoszintiségi értékben hataroztuk meg.

A 17. abra alapjan, Gigy a reprezentativ, mint az 0sszesitett adatokat értékelve,
egyértelmiien arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a két csoport elasztikus
munkavégzése kozel azonos. A 17. abra E panelje alapjan elmondhatd, hogy az
elasztikus index a D-Eritrocita populaciéban szignifikdnsan alacsonyabb, mely abbdl
adodik, hogy a plasztikus munka szignifikansan kisebb, mint K-Eritrocita csoport
esetében. Eredményeink azt sugalljak, hogy a csdkkent plasztikus munka miatt késobb
nyerik vissza a D-Eritrocitdk a bikonkav alakjukat, ami a leghatékonyabb
funkcionalitast hordozza, igy a magzat oxigén ellatottsaga valoszintileg nem megfelelo.

Vizsgalatainkat parhuzamosan az édesanyaktél szarmazé vérmintdkon is

elvégeztiik. Az eredmény a Fliggelék 1. abrajan tekintheté meg. Elmondhatd, hogy a
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dohanyzas kozvetlen hatasa a felndtt eritrocitak elaszticitasara €s plaszticitasara hasonld
valtozast eredményezett, mint amit a kozvetett hatas kovetkezményeként mértiink a
koldokzsindr vérmintdk esetében.

6.4 NOS3 funkciojat befolydsolo tényezok vizsgalata eritrocita membranokon

6.4.1 NOS3 poszttranszlacios modositasa

A NOS3 fehérje mennyiségét és foszforilacidjat a Ser''”

pozicidban,
immuncitokémiai eljarast kovetden FACS analizissel vizsgaltuk. Anti-NOS3 ¢és anti-p-
NOS3 elsddleges ellenanyagokat hasznalva kettds festést végeztink. A FACS
kiértékelések soran onkényesen a 107 intenzitds értékben hataroztuk meg az alacsony és
a magas NOS3 expresszio hatarat. Eredményeinket a 18. dbra foglalja 6ssze.

A NOS3 fehérje mennyiségében, ezen beliil is az alacsony és magas NOS3
expresszid mértékében, nem tapasztalhatd szignifikans kiilonbség a kontroll €s a
dohanyos csoporton beliil (18. abra A-B panel). Ugyancsak hasonlé volt az alacsony és
magas NOS3-at expresszalo sejtek megoszlasa is a két mintacsoportban (18. abra D-E
panel).

A NOS3 expresszioval szemben, a fehérje foszforilacidjanak mértéke a Ser''”’
pozicioban jelentdsen elmaradt a dohanyzas kdvetkezményeként (18. abra C panel). Az
alapszintli NOS3-at expresszalo sejtek esetében ez koriilbeliil egy 80%-os (18. dbra F

panel), mig a magas NOS3-at expresszalo sejteknél 60%-o0s csokkenést jelent (18. abra

G panel).
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18. abra: K- és D-Eritrocita immuncitokémai jelolésének elemzése flow citometrias (FACS)
modszerrel
A piros szin jeloli a D-Eritrocita, a zold a K-Eritrocita mintakat az A-C panelen. A: egy reprezentativ dot
plot, mely az immuncitokémiai festések eredményét mutatja, anti-NOS3 ¢és anti-p-NOS3 ellenanyagokra.
B: reprezentativ hisztogram a NOS3 expresszio alakulasarél. C: reprezentativ hisztogram a p-NOS3
szintjének alakulasarol. A D panelen az alap, mig az E panelen a magas NOS3 expressziot mutatd
eritrocita populaciok gyakorisagat mutatjuk be. Az alap NOS3 expresszalo sejteken beliil a foszforilacio
mértékét a F panel, mig a magas NOS3 expresszalo sejteken beliili foszforilacio mértékét a G panel
mutatja. Az abrak GraphPad szoftverrel, a statisztikak egyutas ANOVA Neuman-Keuls post-hoc teszttel
késziltek. A szignifikancia szintjét **p <0,01, illetve ****p <0,0001 valosziniiségi értékben hataroztuk

meg. A FACS analizissel vizsgalt mintak szama D-Eritrocitak esetén n= 60, K-Eritrocitdk esetében n= 50
volt.

Vizsgalatainkat az ¢édesanydktdl szdrmazd vérmintdkon is elvégeztik. Az
eredmény a Fiiggelék 2. abrajan tekinthet6é meg. Azt tapasztaltuk, hogy a felnott
eritrocitakban a NOS3 fehérje mennyisége ¢s az eritrocitak eloszlasa az alap €s magas
NOS3 alcsoportok kozott hasonld eredményt mutat, mint amit a koldokzsindr vér
esetében bemutattunk. Hasonloan, a foszforildci6 mértéke is jelentdsen elmarad

dohanyz6 édesanydk esetében a nemdohanyzokétol.
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6.4.2 Arginaz-1 mRNS és fehérje vizsgalata

A NOS3 aktivacio egyik szabalyozd fehérjéje az ARGI1, mivel kozds a
szubsztratjuk, igy kompeticioban allnak egymassal (Yang et al., 2013).
Els6 megkozelitésben az argl mRNS mennyiségét vizsgaltuk a két eritrocita

csoportban. A qPCR eredmények 0sszesitése a 19. abran lathato.
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19. abra: argl gén kifejezédése a D-Eritrocita csoportban
A vizsgalatot kvantitativ PCR modszerrel végeztiik. A vizsgalat soran bels6 kontrollként a 18S RNS-t
hasznaltunk, melyre normalizaltuk a kapott értékeket. A grafikonon a K-Eritrocita csoport arg/ mRNS
szintjét a 1-nél 1évo pontozott vonallal jeleztiik. A szignifikancia szintjét ***p <0,001 valosziniiségi
értékben hataroztuk meg. A vizsgalatba bevont mintaszam K-Eritrocitak esetében n=20, mig D-
Eritrocitak esetében n=15 volt.

A 19. é4bra alapjan elmondhatjuk, hogy az anyai dohanyzas indukalta az argl
expressziot, ~20%-kal magasabb mRNS szintet detektdltunk a D-Eritrocita
populacidban.

Az ARGI fehérje mennyiséget immuncitokémiai eljaras utan FACS analizissel
hataroztuk meg. A D-Eritrocitdkban jelentdsen magasabb az ARG1 fehérje mennyisége
a K-Eritrocita csoporthoz viszonyitva (20. dbra A-B, D panel). A K-Eritrocitdk esetében
a sejtek kozel 100%-a alapszintli ARG1 szintet, mig a D-Eritrocita sejtek Y4-e alap, ¥a-e
pedig magas ARGI szintet mutat (az alap ¢s a magas ARG1-et expresszalé populacid

kozott a hatart onkényesen 107 értékben hataroztuk meg) (20. abra B, E panel).
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20. abra: ARG/ Kkifejezodésének vizsgalata K- és D- Eritrocita mintakban

Az abrakon zolddel a K-Eritrocita, a pirossal pedig a D-Eritrocita mintakat jeldltiik. A: reprezentativ dot
plot, melyen a NOS3/ARG1 immuncitokémiai jelolés lathatdé FACS analizis soran. B: az ARG1 pozitiv
sejtek hisztogramjat szemlélteti a K- és D-Eritrocita csoportban. C: a NOS3 kifejez6dését mutatja a
magas ARGI-et expresszald eritrocita populacion beliil a D-Eritrocita csoportban. A D-F paneleken az
altalunk vizsgalatba bevont mintak dsszefoglalo abrajat mutatjuk be. A D panelen az ARG1-re vonatkozo
intenzitas, az E panelen az ARG1 gyakorisaga lathatd az alap ¢és a magas intenzitas tartomanyon beliil,
mig az F panelen a magas ARGIl-et expresszald eritrocita populacido NOS3 eloszlasa lathato. A
szignifikancia mértékét ****p <0,0001-ben hataroztuk meg. Az abrak GraphPad szoftverrel, a statisztikak
egyutas ANOVA Neuman-Keuls post-hoc teszttel késziiltek. A kisérletbe bevont mintaszam K-Eritrocita
n=10, D-Eritrocita n=15 volt.

A 20. abra C ¢és F paneljén azon sejtek NOS3 szintjét mutatjuk be, melyek
magas ARGI1 expressziot mutatnak a D-Eritrocita csoportban; a magas ARGI-et
expresszald sejtek ~90%-a alap szintli, mig ~10%-a magas szinti NOS3 expressziot
mutat.

A korabbiakhoz hasonléan ARG1 esetében is elvégeztiik vizsgéalatainkat KA-¢s
DA-Eritrocita csoportokon is. Az eredményeket a Filiggelék 3. dbrajan mutatjuk be. Az
anyai dohdnyos mintdk esetében lényegesen alacsonyabb novekedés mutathatd ki az
ARG]1 fehérje mennyiségi novekedésében a D-Eritrocita mintakban tapasztaltakhoz
képest (Fiiggelék 3. dbra D panel). Az alap és magas ARGI1-et kifejezd sejtpopulaciok
eloszlasaban, ¢s a magas ARGl-et kifejezd sejtpopulacion beliili NOS3 eloszlasaban

hasonl6 eredményt kaptunk, mint a magzati eritrocitak esetén.
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6.4.3 NOS3 expresszio vizsgalata a morfologiai variansokban

Az eritrocitdk alakja ¢és a megfeleld deformalddasi képességilik kulcsfontossagu
szereppel birnak a biologiai funkcidjuk ellatdsaban. Ezért szamos mintabol a FACS
analizissel parhuzamosan konfokalis mikroszképos vizsgalatokat is végeztiink, hogy a
NOS3 expressziot, illetve a foszforilacios szintet sejtformahoz kothessiik. Ehhez Zeiss
LSM880 konfokalis mikroszkopot hasznaltunk (21. &bra A-I panel). Az
0sszehasonlitdsok alapjan, a morfologiai kiilonbségeket figyelembe véve, a D-Eritrocita
csoporton beliil a Burr sejtek ~55%-kal alacsonyabb NOS3 expressziot mutattak, mint a

K- és D-Eritrocita csoport bikonkav sejtjei (21. abra A, D, G panel, 22. dbra A panel).

21. abra: Konfokalis mikroszkopos felvétel morfolégiai variansokrol
K-Eritrocita (A-C) és D-Eritrocita (D-F) normal, bikonkav alaku sejtjeinek NOS3 (A, D) és p-NOS3 (B,
E) jelolése. C, F, I panelek az egymasra vetitett képet mutatjak, G-I: D-Eritrocita Burr sejtforma. A
felvételt Zeiss LSM 880 konfokalis mikroszkoppal készitettiik, 40x-es objektivvel. A felvételek soran a
vizsgalni kivant sejtekre a kdvetkez6 zoom beallitasokat alkalmaztuk: A-C= 4,486, D-F=6,865, G-
[=10,019. A méretarany minden képen Sum-t jeldl.
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A D-Eritrocita populacio ,.egészségesnek tiind” bikonkav sejtjei nem mutatnak
jelentés valtozast a NOS3 expressziot tekintve, a foszforilacidés szintjiikk azonban
csaknem ~50%-kal csokkent az anyai dohanyzas kovetkezményeként (21. abra B, E
panel, 22. abra B panel). A Burr sejtek estében csokkent NOS3 expressziot €s ezzel
parhuzamosan kozel azonos mértékben csokkent foszforilacios szintet tapasztaltunk (22.
abra C panel). Ezen eredmény alapjan valosziniisithetd, hogy a Burr sejtek esetében
nem a foszforilaciés utvonal sériil, hanem a NOS3 expresszioja/RNS vagy fehérje
stabilitadsa az, ami érintett. A Burr sejtek NOS3 foszforilacios szintje kdzel azonos a K-

Eritroctidk bikonkav sejtjeinél tapasztaltakkal (22. abra C panel).
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22. abra: Eritrocita morfologiai variansok NOS3 expresszidjanak, illetve a NOS3 foszforilacidojanak
kvantitativ kiértékelése

A: NOS3 intenzitas, B: p-NOS3 intenzitas, C: NOS3/p-NOS3 intenzitasanak aranya a kiilonbozo

sejtformakban. Az abrak GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls teszttel késziiltek. A szignifikancia szintjét

rrrrrr

bevont mintaszam a kovetkezd volt: K-Eritrocita bikonkav n=50 sejt/5 fiiggetlen minta, D-Eritrocita
bikonkav n=50 sejt/5 fliggetlen minta, D-Eritrocita Burr sejt n=20 sejt/5 fliggetlen minta

A magzati eritrocitdk mellett az édesanyak eritrocitain is elvégeztik a
mikroszkopos vizsgdlatokat és ebben a kisérlet sorozatban tapasztaltuk a legnagyobb
kiilonbséget a felndtt €s a kdldokzsinor vér kozott. Felndtt eritrocitakra jellemzd, hogy a
NOS3 expresszidjaban nem tapasztalhat6 kiilonbség a normal bikonkav €s a Burr sejtek
kozott, ellentétben a fentebb targyaltakkal (23. abra A panel). A DA-Eritrocita bikonkav
sejtjeiben alacsonyabb szintli foszforilaciot tapasztaltunk a KA-Eritrocita csoporthoz
viszonyitva; a DA-Eritrocita Burr sejtekben ez a foszforilaciés szint még

alacsonyabbnak mutatkozott (23. dbra B panel).

51



Eredmények

A 500- B 8 ke . C L Fekedk
- » 250 ll Jek 1L * : > 6 ' |_t_
£ s00] = - s - " ' £ -
£ g 200 s [ S
= I 4
S 300 £ 150 § T
© j=2} I
z200{ _L I S | < I
- % 100 2,
9 100- 2 | a
o 8 50 — — 8
z | 4 z
g 4 a 0 0 T T T
> @ & v N T 7
y NG & R & @ o(.}\o & o‘}\o o‘.’\@ (’0\‘
& & R\ & < & & & &
<& vg}\ @@ Q}‘\ g}é ’;bo* & & 000
L 9 & & N & & N
& &° &
Q}\ S @(‘
N xF X

23. abra: Normal és morfologiailag eltéré sejtek NOS3 és p-NOS3 mintazatanak kvantifikalasa KA-
és DA-Eritrocita csoportban

A: NOS3 intenzitas, B: p-NOS3 intenzitas, C: NOS3/p-NOS3 intenzitasanak aranya a kiilonbozo

sejtformakban. Az abrak GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls teszttel késziiltek. A szignifikancia szintjét
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kisérletbe bevont mintaszam a kdvetkezd volt: KA-Eritrocita bikonkav n=50 sejt/5 fliggetlen minta, DA-
Eritrocita bikonkav n=50 sejt/5 fliggetlen minta, DA-Eritrocita Burr sejt n=20 sejt/5 fliggetlen minta.

A NOS3/p-NOS3 aranyokat vizsgalva elmondhatjuk, hogy a szignifikdnsan nem
kiilonb6zé NOS3 expressziohoz Burr sejtek esetén rendkiviil alacsony foszforilacios

szint tartozik DA-Eritrocita csoportban (23. abra C panel).
6.5 Az anyai dohanyzds hatdsa a peroxinitrit szintjére

[rodalombol ismert, hogy a lipidperoxidacio egyik kivaltd oka a megndvekedett
ONOO’ szint. A ONOO™ a 0,* és NO spontan reakcidja révén alakul ki. A O,*
mennyisége jelentdsen megndvekedhet dohanyzas hatdsira, mind az anyai, mind a
koldokzsinor vérben (Pretorius et al, 2013). Tovabb emelkedhet a O,° szintje,
amennyiben a megnovekedett ARGI1 expresszido kovetkeztében gatlodik a NOS3
dimerizacio. Ebben az esetben a bioldgiailag hasznosithatd NO helyett O,° termelédik
a NOS3 altal.

Eritrocita mintakon végzett kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a ONOO"

szintje a D-Eritrocita mintdkban 1,5-szer magasabb, mint a K-Eritrocita csoportban (24.

abra).
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24. abra: A peroxinitrit mennyiség alakulasa K- és D-Eritrocita mintakban
K-és D-Eritrocita sejtek ONOQO™ szintjét mutatja az abra. A doboz abra GraphPad szoftverrel, Neuman-
Keuls teszttel késziilt. A szignifikancia szintjét ***p <0,001, valosziniiségi értékben hataroztuk meg.
Kisérletbe bevont mintak K-Eritrocita n=10, D-Eritrocita n=15

A KA- és DA-Eritrocitdkon végzett mérések alapjan az anyai mintdkban egy
kisebb mértékii emelkedés tapasztalhaté a ONOO™ szintben, melynek eredménye a

Fliggelék 4. abrdjan lathato.

6.6 Lipidperoxiddcio vizsgalata a 4-hidroxi-nonenal-fehérje adduktumok mérésével

FACS analizissel

A bemutatott ONOO™ szint emelkedésének egyik kovetkezménye lehet a
membranlipidek oxidacidja. A membrankarosodas sordn képzddd 4-hidroxi-nonenal (4-
HNE) adduktokat képez a fehérjékkel és ezaltal immumfestéssel nyomon kovethetové
valik (Schaur et al., 2015). A lipidperoxidéacio vizsgalatdhoz membrant preparaltunk és
immuncitokémiai jelolést végeztiink anti-4-HNE specifikus ellenanyaggal, majd FACS

analizist végeztiink. A D- ¢s K-Eritrocita vizsgalatok eredményei a 25. dbran lathatoak.
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25. abra: K- és D-Eritrocitak 4-HNE szintje (Ha arra A

A hisztogramon z6ld jeloli a K-Eritrocitakat, piros pedig a D-Eritrocitakat. A: reprezentativ hisztogram,
mely a 4-HNE szintjét mutatja az egész populacion beliil B-D: az altalunk vizsgalt mintak eredményeinek
Osszefoglalasabol késziilt statisztikai analizis eredményét mutatja. B: a NOS3 pozitiv populacion beliili 4-
HNE intenzitast mutatja, C: alapszintli NOS3-at expresszald populacion beliil és D: a magas NOS3-at
expresszald populacion beliili intenzitast abrazolja. A doboz abrak GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls
teszttel késziiltek. A szignifikancia szintjét ***p <0,001 valdszinliségi értékben hataroztuk meg.
Kisérletbe bevont mintak K-Eritrocita n= 50, D-Eritrocita n=42.

Szignifikdns novekedés mutathaté ki a D-Eritrocitdk 4-HNE szintjében K-
Eritrocitakhoz viszonyitva. A teljes NOS3 pozitiv populdciot tekintve ez a mennyiségi
kiilonbség kozel 6-szoros, az alapszintli NOS3-at expresszald populacion beliil 3-szoros,
mig a magas NOS3-at expresszalni képes eritrocita populacion beliil koriilbeliil 4,5-
szeres 4-HNE mennyiségbeli valtozas tapasztalhato.

KA- ¢és DA-Eritrocita populaciot is bevontuk a vizsgéalatokba, melynek
eredménye a Fiiggelék 5. abrajan lathatd. A teljes NOS3 pozitiv populaciot tekintve
Az alapszinti NOS3-at

expresszald populacion beliil a DA-Eritrocitak esetében 5-szords, mig a magas NOS3-at

DA-Eritrocitdk esetében a novekedés kozel 5-sz0ros.

expresszalni képes eritrocita populdcion beliil koriilbeliil 1,5-szeres 4-HNE mennyiség

figyelhetd meg. Utobbi mértéke elmarad a D-Eritrocitakban tapasztaltaktol.
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6.7 Lipidosszetétel vizsgalat

A D-Eritrocita mintakon tapasztalt emelkedett ONOQO’, a 4-HNE képzddés és a
reologiai eredmények utdn vizsgéltuk, hogy tortént-e lényegi valtozas az eritrocita

membranok lipid osszetételében. Az eredmények a 26. és 27. abran lathatok.
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26. abra: K- és D-Eritrocita Ortogonalis sziirével ellatott PLS diszkriminancia analizis; PLS
Legkisebb négyzetek elvén miikodo projekcios modszer (orthogonal partial least squares
discriminant analysis, OPLS-DA) eredménye
Z6ld a K-Eritrocita, mig a piros a D-Eritrocita csoportot reprezentalja.

A 26. abra egy tobbvaltozos statisztikai analizis, az OPLS-DA eredményét
mutatja. A lipidomikai elemzés sordn a két minta csoport egyértelmiien elkiilonithetd
volt lipid Osszetételiik alapjan. A permutacids tesztek (n=1000) soran a josolhatosag,
azaz a Q2 (Q2 = 0,63, p <0,001), valamint a jo illeszkedés, azaz az R2 (R2=0,95, p
<0,001) megfelelt a kritériumnak, igy ezek alapjan az OPLS-DA elemzés eredményes
volt.

A 27. é&bran lathatdé Chol/PL ardny kovetése lehetdvé teszi a membran
rigiditasok Osszehasonlitasdt (Owen et al., 1982). D-Eritrocitak esetében a Chol/PL
arany szignifikdnsan magasabb, mint a K-Eritrocitdkban (27. abra A panel). Vizsgaltuk
tovabba a kiils6-, illetve bels6 membranlemez lipidosszetételének aranyat, mely a 27.
abra B paneljén lathat6. Megallapithatd, hogy D-Eritrocita mintdkban ez az arany
szignifikdnsan magasabb, ami azt mutatja, hogy a belsé membranlemezben kevesebb

lipid talalhatd, mint K-Eritrocitak esetében.
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27. abra: A fontosabb membranlipidek mennyiségének osszehasonlitasa a kontroll és a dohanyos
csoportokban
Zdlddel a K-, mig pirossal a D-Eritrocitakat jeldltiik. A: koleszterin/foszfolipidek aranya, B: a foszfolipid
bilayer kiilsé és belsé oldalan talalhato lipidek aranya, C: DBI: double bound index. D: PS: foszfatidil-
szerin alakulasat mutatja E: Tobbszorosen telitetlen zsirsavakat tartalmazo foszfolipidek mol%-a. A
szignifikanciat a Student-féle t-eloszlas hatarozta meg. A szignifikancia szintjét *p <0,05, **p <0,01,
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mintaszam K-Eritrocitak estében n=25, mig D-Eritrocitak esetében 20 volt.

A foszfolipidekben észterezett zsirsavak telitettségének meghatdrozasara az Un.
double bond index-et (DBI) hasznaljak, mely érték alapvetden meghatarozza a
membranok globalis fluiditasat. A DBI értéket a kovetkezOképpen kapjuk:

DBI =X (db x [Li]),
ahol db a kettds kotések szama egy adott lipid fajtaban, a [Li]) jelzi a lipid fajtak mo1%
-at a meghatarozott lipidosztalyban. D-Eritrocita mintak esetében a DBI szignifikdnsan
alacsonyabb (27. abra C panel), mint a kontroll csoportban, ami utalhat egy rigidebb

membranra.
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Manno ¢s munkatarsai kimutattdk, hogy a membranlemez két oldalan
asszimetrikusan eléforduld PS fontos a sejtmembranok mechanikai tulajdonsagainak
fenntartasaban (Manno et al., 2002), mivel mind az a-, mind a B-spektrinnek vannak PS
kotéhelyei, melyek révén biztositott a kotddés mas citoszkeletalis fehérjével (Zhang et
al., 2013). D-Eritrocitdk membranjanak mindkét oldaldn a PS szignifikdnsan
alacsonyabb mértékben van jelen, ami a 27. abra D paneljén lathatdo. Az E panelen
néhany tobbszorosen telitetlen zsirsavat tartalmazd foszfolipid aranya lathato K- és D-
Eritrocita csoportokban. Mivel ezek a telitetlen zsirsavak vannak leginkabb kitéve a
szabadgyokok altali kdrosodasnak, nem meglepd mdédon a D-Eritrocitdkban - mintegy a
karosodas mértékét jelezvén - alacsonyabb koncentracioban vannak jelen, mint a K-

Eritrocitakban.

57



Eredménvek megbeszélése

7. Eredmények megbeszélése

Kutatocsoportunk koldokzsinor metszeteken végzett vizsgalatai alapjan azt
tapasztaltuk, hogy terhesség alatt dohdnyzo édesanydktol sziiletett 1jsziilottek
koldokzsindrjaban az erek endotél sejtjei morfologidjukban €s funkcidjukban sériiltek
(Zahoran ¢és mtsai. kozlésre benyujtva). Az endotél sejtek citoplazmajdban megjelentek
nagyméretli vakudlumok, melyek szinte az egész citoplazmat kitoltik. Emellett a
koldokzsindr vénak esetében a sejtmagok kondenzaldodasa figyelhetd meg, mely a
sejthaldl mechanizmusok indukcidjara utalhat. Fontosnak tartom ismét hangstulyozni,
hogy a koldokzsinor erek nem allnak idegi szabalyozas alatt, ezért az endotél sejtekben
talalhatd NOS3 4ltal termelt NO fontos szerepet jatszik a véraramlds helyi
szabalyozasaban (Fox and Khong, 1990). A ko6ldokzsindér endotélium funkcionalis
integritasa alapvetd fontossagti a fejlodé magzat megfeleld oxigén- és tapanyag-
ellatasahoz. Zhou €s munkatarsai 2018-ban publikalt cikkiikben bizonyitottdk, hogy az
érendotél sejtek és az eritrocitdk kommunikalnak egymassal (Zhou et al., 2018). gy
felmeriil a kérdés, hogy endotélialis diszfunkcid esetén a magzati eritrocitdk képesek-e
egyfajta ,,menekitd” utvonal bekapcsoldsara.

A 2014-ben megjelent Cortese-Krott ¢és munkatarsai altal publikalt
kozleménybdl ismert, hogy a felndtt izolalt eritrocitdk rendelkeznek NOS3-mal és
képesek NO-ot termelni (Cortese-Krott and Kelm, 2014).
megértés¢hez nélkiilozhetetlen a magzati eritrocitdk morfoldgiai €s funkcionalis
vizsgalata. Terhesség sordn az édesanya szervezetének megnd az oxigén igénye, igy nd
a szabadgyokok mennyisége is (Casanueva and Viteri, 2003). A sejtekben 1évo
szabadgyokok fizioldgias szintje szabdlyozza a ndi ivarrendszer kiilonféle jelatviteli
utvonalait. A kiilonb6zé endogén ¢és exogén stimulusok hatdsdra a szervezetben
felszaporodd szabadgyokok felborithatjak a pro-oxiddnsok €s az antioxidansok k&zotti
egyensulyt, ami oxidativ stressz kialakulasat eredményezi (Al-Gubory et al., 2010).
Kutatocsoportunk 2016-ban elséként publikalta, hogy az ujsziilottek eritrocitai is
rendelkeznek aktiv NOS3 enzimmel, és az ikerterhesség, mint ,,stressz faktor”, az egyes
terhességhez viszonyitva fokozott NOS3 kifejez0dést eredményez (Dugmonits et al.,
2016). A dolgozatban Osszefoglalt munkank soran egy, természetében mas jellegii
stressz faktor, a terhesség alatti dohdnyzas hatdsat vizsgaltuk mind az anya, mind a

fejlédd magzat eritrocitdinak morfoldgiai €s molekularis paramétereire. Dohanyzas
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soran a szervezetbe keriild szabadgyokok, illetve szabadgydk képzddést indukalod
vegyiileteknek kdszonhetden a mar fennalld oxidativ stressz mértéke tovabb ndvekedhet
(Rua et al., 2014). Ezen ismeretek birtokdban vizsgéltuk, hogy az anyai dohdnyzas
kovetkezményeként a placentdn atsziirddé toxikus anyagok milyen moddon
befolydsoljak a magzat oxigén ellatdsat. Vizsgaltuk az eritrocitak morfologiai,
funkcionalis és reoldgiai paramétereit. Osszefliggést kerestiink a koldokzsindr erek
funkcionalis valtozasai €s az eritrocitakban végbemend molekularis valtozasok kozott,
valamint kerestiik a valaszt arra a kérdésiinkre, hogy az eritrocitdk dohanyos hattérrel,
képesek-e egyfajta kompenzaciora/menekitd utvonal biztositasaira a NOS3 fehérje
aktivaciojan keresztiil, endotélialis diszfunkcid esetén. Feltételezésiink szerint a
valtozasok az embridt/magzatot ért karos hatasok lenyomataiként tekinthetok.

Az eritrocitdk fenotipikus valtozédsait els0 megkdzelitésben eozinfestett
vérkeneteken vizsgaltuk. A Burr sejtek el6fordulasi gyakorisdga a dohanyzas hat4sara
5-szorosére emelkedett a kontroll mintakhoz képest. Bar egyértelmiien nem kovetkezik,
de a morfologiai sériilésekbdl kovetkeztethetiink a nem megfeleld oxigén szallitd
kapacitasra, mivel erre a bikonkav sejtforma a legidealisabb. Terhesség alatti dohdnyzas
soran nehézfémek keriilhetnek az édesanya, valamint a placentan atjutva a magzat
szervezetébe egyarant. A fémek kozvetleniil, vagy kozvetve szabadgyokos reakcidkat
indithatnak el (Gundacker and Hengstschldger, 2012). A szabadgyokok hatasat felnott
eritrocitdk morfologiai valtozdsara Sinha és munkatarsai irtdk le. Munkdjuk soran
kiilonb6zd oxidansokkal kezelték az eritrocitdkat és vizsgaltdk a membran deforméacioit
(Sinha et al., 2015). Azt tapasztaltak, hogy oxidald agensek hatdsara a normal, bikonkav
formaju eritrocitdk mellett nagy szdmban jelentek meg morfologia variansok (Sinha et
al., 2015). Az eritrocitdk morfologiai valtozasain kiviil a reologiai paramétereket is
befolyasolhatjak oxidativ agensek. Kisérleti bizonyitékok vannak arra, hogy az
eritrocitdk 6zonnal vagy H»O; torténd kezelése hatassal van a membran fluiditasara és
deformalhat6sagara (Sentiirk et al., 2005).

Annak alatdmasztasaként, hogy a terhesség alatti dohdnyzas kovetkeztében a
magzat keringésébe bekeriild nehézfémek és pro-oxiddns molekuldk hatasanak
kovetkezményeként jelentek meg a Burr sejtek, ex vivo kisérleteket végeztiink, mely
soran kadmiummal kezeltiik az eritrocitdkat. Eredményeink azt mutattdk, hogy a D
populacidban egyfajta rezisztencia alakulhatott ki a fém vagy fém altal kivaltott
szabadgyok képzodéssel szemben. A kadmium kezelés mellett, egy ugyancsak

szabadgyok termelést indukdlo stresszfaktor, a gombafert6zés hatasat is vizsgaltuk. A
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Candida parapsilosis fertdzés gyakran eléfordul ujsziilottek esetében (Chow et al.,
2012). A morfologiai varidnsok kisebb mennyiségben voltak megfigyelhetéek a D-
Eritrocita populacidoban annak ellenére, hogy a gomba szaporodasa kevésbé volt gatolt.
Ebbdl valoszinlisithetd, hogy nem magaval a fémmel szemben, hanem a fokozottabb
szabadgyok mennyiséggel szemben alakul ki tolerancia ezekben a sejtekben.

Az anyai dohanyzds hatdsat az eritrocitdk funkcionalitdsira a NOS3
expresszidjanak és aktivalasdnak vizsgalataval kovettiik. Ahhoz, hogy a NOS3 NO-ot
termeljen, poszttranszlaciés modositasokra van sziikség. Az egyik ilyen 1épés a Ser''”’
oldallanc foszforilacioja (Fulton et al, 2001). D-Eritrocita csoport esetében azt

tapasztaltuk, hogy a Ser''”’

szignifikdnsan alacsonyabb szinten foszforilalt mar az
egészséges kinézetli, bikonkav alaku sejtekben is. Fontos kiemelni, hogy ez a
molekularis marker mar joval a morfoldgiai valtozéasok eldtt jelzi a sejtek sériilését.

A NOS3 aktivaciojanak szabalyozasaban a foszforilaciés moddositason kiviil
fontos szerepe van az ARGI-nek is. Az ARGI szerepe az eritrocitdkban még nem
tisztazott (Spector et al., 1985), ugyanakkor Yang ¢s munkatarsai kimutattdk, hogy a
humdn felnétt eritrocitdk funkcionalis ARGIl-et expresszalnak, valamint ha gatoltak
expresszidjukat, akkor fokozottabb NO termelddést tapasztaltak, melyet a NOS3
aktivitasdnak megndvekedése biztositott (Yang et al., 2013). A fokozott ARGI szint
szamos betegségben szerepet jatszik, beleértve a kardiovaszkularis diszfunkciot is
(Berkowitz et al., 2003; Hein et al., 2003), részben azért, mert az ornitin tilzott termelése
az érfalban szerkezeti valtozast indukalhat (Durante, 2013). Méasrészrél, a NOS3 ¢és az
ARG1 kozotti verseny hatassal lehet a NOS3 dimer kialakulasara és NO termelés
helyett O,°" képzédéshez vezethet (Moali et al., 1998). Patologids allapotban a
diszfunkciondlis endotél és a keringd eritrocitak kozott szoros kdlesonhatast mutattak ki
a kozelmultban; a 2-es tipusu cukorbetegségben szenvedd betegek eritrocitai képesek
voltak vaszkuldris endotél rendellenességet indukalni egészséges patkdnybdl szarmazo
aortaban, a fokozott ARG1 szintézis/aktivitds kdvetkezményeként (Zhou et al., 2018).
Kisérleteink soran mind a DA-, mind a D-Eritrocita csoportokban szignifikansan
magasabb ARGI1 expressziot tapasztaltunk a KA- és K-Eritrocitdkhoz viszonyitva.
Emellett a magas ARGI-et expresszaldo sejtpopulacion beliil szinte kizarolag csak
alapszinti NOS3 expressziot mértiink. Valdszintsithetd, hogy az anyai dohdnyzas
kovetkeztében a koldokzsinor erekben tapasztalt endotélidlis diszfunkcid (Zahoran és

mtsai. kozlésre benyujtva) nem kompenzalhatd a magzati eritrocitdk NOS3 aktivitasa
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altal, s6t, az ARGI1 expresszioval fokozhatjak az endotél sejtek karosodasat (Pernow
and Jung, 2013; Zhou et al., 2018).

Az ARGI1-gyel kapcsolatos eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
dohanyzas kovetkezményeként a NOS3 aktivalodas csokkenése nem a Ser''’’
foszforilacios utvonal sériilésének, hanem a dimerizaci® hianyanak Ilehet a
kovetkezménye, ami a foszforilacio eléfeltétele is.

Irodalombol ismert, hogy a NO szerepet jatszik az eritrocitak
deformalhatdsaganak fenntartasaban (Cortese-Krott and Kelm, 2014; Mehta et al.,
2017). Az eritrocitak deformélhatosaga kritikus paramétere annak, hogy folyamatosan
alkalmazkodjanak az érrendszeri valtozasokhoz. Az eritrocitdk nanomechanikai
tulajdonsagai szdmos patologias allapotban jelentds valtozast mutatnak (Ciasca et al.,
2015). Az atomerd mikroszkopos eredményeink alapjan az a kovetkeztetés vonhato le,
hogy a dohanyzas hatasaként az elasztikus munka nem, mig a plasztikus munka
jelentdsen csokken. Ennek kovetkeztében a bikonkav forma visszanyerése hosszabb
1dét vesz igénybe, ami egyértelmiien arra utal, hogy csokken az oxigénszallitd
kapacitas. Az irodalomban ilyen jellegli 6sszehasonlitasok jelenleg nincsenek, inkabb a
deformalhatdsag és az elasztikus munka kozotti Osszefliggéseket vizsgaljak, illetve a
Young modulus szdmolasaval adnak informaciot a sejtek reoldgiai allapotarol. Az, hogy
a munkank sordn ilyen tipusu kettOsséget tapasztaltunk, tovabbi vizsgalatokat igényel,
amik részben mar folyamatban vannak.

Az eritrocitdk deformacios €s relaxacios tulajdonsagait a membran osszetétele és
a membran-citoszkeleton komplex tulajdonsagai hatdrozzak meg (Li et al., 2007). A
lipidomikai vizsgalatok eredményét tobbvaltozos statisztikai analizisnek vetettiik ala és
megallapitottuk, hogy az anyai dohanyzas hatidsaként a lipid Osszetétel jelentésen
valtozik. Harom f6 kiilonbséget azonositottunk ezen eredmények alapjan. ElsOként, a
dohanyos eredetli mintdk eritrocitdinak membréanjdban a zsirsavak telitetlenségének
csOkkenését tapasztaltuk, mely arra utal, hogy a D-Eritrocita populaci6 merevebb
membrannal rendelkezik, ami fokozza a hemodinamikai aramlassal szembeni
ellenallast. Felndttkori eritrocitakra vonatkozdan azt dokumentaltdk, hogy a Chol/PL
arany novekedése parhuzamos volt a fluiditds csokkenésével (Kuhn et al., 2017).
Feltételezhetden ez igaz lehet a magzati eritrocitdkra is. Masodszor, a membranlipid
aszimmetria kiilonbozik a K- és D-Eritrocita csoport kdzott, ami els6sorban a PS szint

csOkkenésébdl szarmazik. Valoszinlisithetd, hogy a membranlipid aszimmetria
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al., 2000). Masrészt, a PS csokkenése utalhat a citoszkeletdlis halozat és a kettds
foszfolipid réteg kozotti kolcsonhatds gyengiilésére is, ezaltal kevésbé rugalmas
membranstruktirat okozva (Manno et al., 2002). Végiil, a D-Eritrocitdkban a
tobbszordsen telitettlen zsirsavak szintjének szignifikdns csokkenését figyeltilk meg.
Figyelembe véve azt a tényt, hogy ezek a zsirsavak a lipidperoxidacid leggyakoribb
célpontjai, osszekapcsolhatd azzal az altalunk kapott eredménnyel, miszerint fokozott
ONOO' szintet mutattunk ki a D-Eritrocita populacidban, mely megndvekedett 4-HNE
szinttel tarsult.

Eredményeinkbdl végsd kovetkeztetésként levonhatd, hogy a terhesség alatti
dohinyzids mind a felndtt, mind a magzati eritrocitdk morfologidjara, reologiai
paramétereire, ¢s NOS3 funkcidjara nézve karosité hatassal van. Kutatdcsoportunk
elsOként bizonyitotta, hogy a magzati eritrocitdk funkcionalis NOS3-at hordoznak, és a
karos stimulusoknak valdé hosszu tava kitettség sordan a NOS3 expressziojuk és az
aktivalasi atvonaluk morfologiajuktdl fiiggden sériil. Ebbol kovetkezden ezen eritrocita
populacidkban a NOS3-NO kompenzacids/menekitd utvonal nem elérhetd a magzat
véraramlasanak javitasa érdekében, rdadasul a megvaltozott fehérje expresszids profil
meég az érrendszeri diszfunkciot is fokozhatja. Mindebbdl az is kovetkezik, hogy az
eritrocitadk morfologiai vizsgalata 6nmagdban nem elégséges az esetlegesen fennalld
vaszkularis diszfunkcid megallapitasdra. Azonban, a morfologiai és molekularis
paraméterek egylittes vizsgalata alapjan, a NOS3 ¢és az ARG szint valtozéasai az anyai
¢és koldokzsinor vérben, indikatorként szolgédlhatnak az endotélidlis sejtek allapotanak

korai valtozasarol.
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10. Osszefoglalas

Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a kornyezeti tényezOk jelentds hatast
gyakorolhatnak az in-utero fejlddésre, tartds egészségiigyi kovetkezményt okozva a
sziiletést kovetd idoszakban. A cigarettafiistben 1év vegyiiletek koziil sok olyan toxikus
anyag van, melyek a fehérjék, lipidek és nukleinsavak oxidativ karosodasahoz
vezethetnek, ezaltal dontd szerepet jatszhatnak bizonyos betegségek patogenezisében.
Az ilyen mértékli karosodasok a cigarettafiistben 1évd oxidald szerek kozvetlen
hatdsaira vagy a reaktiv oxigén fajtdk endogén forrasainak aktivalasira vezethetOk
vissza.

Terhesség alatt a ndk 20-30% -a tovabbra is folytatja a dohdnyzast. A fiist- és
katrany-fazisban 1évo karos szennyezd anyagok diffundalédhatnak a placentaba, és a
koldokzsindron keresztiil atjuthatnak a magzat keringési rendszerébe. A magzatok
sokkal érzékenyebbek szamos anyag toxicitasdra, pusztan azért, mert alacsonyabb
méregtelenitési €s antioxidans kapacitdssal rendelkeznek. Emellett sejtjeiknek
alacsonyabb immunologiai kompetenciajuk €s magasabb proliferacids képességiik van.
Ezen ismeretek mellett azonban a dohanyfiist fiziologiai és mogottes molekularis
hatdsai, kiilonosen az  embriondlis/magzati  fejlodésre, napjainkban  még
feltérképezetlenek.

A magzatot az édesanyaval 0Osszekotd szervnek, a koldokzsinornak nincs
beidegzése, ezaltal a vaszkularis tonus és a véraramlas f6 szabalyozdja a NOS3 altal
termelt NO. A NOS3 NO termelése a szubcellularis lokalizaciotol €s az aktiv dimer
konformacios allapottol fligg. A NOS3-at dinamikusan szabalyozzak olyan kofaktorok,
mint a BH4, mely moduldlja az elektronok kapcsolasat a dimer formahoz; az L-arginin
szubsztrat elérhetdsége; a kiilonboz6 kolesonhatasban 1évé fehérjék; és a Ser''”’
oldallanc foszforilacidja, mely a PI3-kindz/Akt kinaz ttvonalon keresztiil valosulhat
meg. A kronikus dohdnyzas veszélyeztetheti a megfeleld endotélidlis miikodést azaltal,
hogy csokkenti a NO képzddését ¢és noveli a szabadgyokok vagy erds oxidaldoszerek,
példaul a ONOO™ képzddését.

Az eritrocitdk rendkiviil szoros kolcsonhatasban dllnak a vaszkuléris
endotéliummal, és tovabb fokozhatjdk az érrendszeri kéarosodds folyamatat. Az
eritrocitak fontos szerepet jatszanak a szdvetek oxigenizacidjdban €s a vérnyomas

szabalyozasaban azaltal, hogy képesek nagy mennyiségi NO-ot metabolizalni. Az

crcr
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kozelmultban kozzétett kisérleti eredmények alapjan. Feltételezhetd, hogy a felnott
eritrocitdk nemcsak az endotél eredetli NO-szint passziv szabalyozo6i, hanem aktivan
szabalyozzék a szisztémas NO biologiai hozzaférhetdségét azaltal, hogy szintetizaljak,
szallitjak ¢€s felszabaditjak azt. Ez az 4 eritrokrin funkci6 segit fenntartani az érrendszer
¢s a véraramlas normal mikodéséttugy, hogy bioldgiailag hozzaférhetd NO-ot szabadit
fel, amelyet a poszttranszlacidsan méodositott NOS3 szintetizal.

A human eritrocitdk egyediségét nagyrészt a plazmamembranban taldlhatod
OsszetevOk jelentik, amelyek eldsegitik az dsszes kiilonbozd antigén, transzport fehérje
kotddesét és biztositjak az ertitrocitdk megfelelé mechanikai jellemzdit. Az egyediilallo
eritrocita membran a koleszterint és a foszfolipidek Osszetett szerkezetét foglalja
magaban, mely a transzmembran fehérjék révén rugalmas halozatot alkot. Normal
fiziologias koriilmények kozott a koleszterin egyenletesen oszlik el a foszfolipid
kettOsréteg két oldalan, ugyanakkor a 4 f6 foszfolipid - a kiils6 membranlemezben
talalhato foszfatidil-kolin és a szfingomielin; és a bels6 membranlemezben eldfordulod
foszfatidil-etanolamin és foszfatidil-szerin, valamint a kisebb foszfoinozitid-6sszetevok
aszimmetrikusan helyezkednek el. Az eritrocitak lipid kettdsrétegli membrénja
szabalyozza tovabba az eritrocitdk membran-fluiditasat/deformalhatosagi indexét,
amelyet belsé nanomechanikai tulajdonsaga tesz lehetdvé. Az eritrocitdk rendkiviil nagy
nanomechanikai plaszticitdsuknak vagy deformalhatosaguknak koszonhetden képesek
arra, hogy dinamikusan alkalmazkodjanak a folyamatosan valtozé &ramlési
viszonyokhoz az ¢érrendszerben. Az eritrocitdk nanomechanikai tulajdonségait
nagymértékben veszélyezteti a redox-homeosztazis egyenstlyanak felborulasa.

Munkank sordn a nem megfelelé anyai életmod kovetkezményeit vizsgaltuk a
sziletéskor gyiijtott koldokzsindr artéridkbol szarmazo eritrocita mintdkban. El6zetes
kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a terhesség alatt dohdnyz6 édesanyak
uysziilottjeitdl szarmazd koldokzsindr mintdk esetében nagymértékii endotélialis
karosodas figyelhetd meg, ezért az ujonnan leirt eritrokrin funkciot alapul véve
kerestiik, hogy a magzati ¢€s felndtt eritrocitdk képesek-e potencidlis menekitési vagy
kompenzacios szerepet betdlteni ebben a rendszerben. Feltételeztiik, hogy az artérias
veérbol szarmazod magzati eritrocitdk a méhben tortént valtozasok lenyomataiként
szolgalnak. Ezért arra torekedtiink, hogy a sziiletés utan kozvetleniil vizsgaljuk és
térképezzilk fel a dohanyzds okozta expozicid6 folyamatos hatdsat az izolalt
koldokzsindr artériabol és felndtt vénabol szarmazo eritrocitdk biokémiai €s biofizikai

jellemzoire.
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Eredményeink azt mutattdk, hogy a terhesség alatt a D-Eritrocitadk morfoldgiai és
molekularis valtozasokat/aberraciot szenvedtek. Bemutattuk, hogy a magzati eritrocitak
funkcionalis NOS3-at képesek expresszalni, €s hosszatava in vivo karos anyagokkal
torténd expozicid utan a NOS3 szintjét és aktivalasi tvonalat morfologia-fliggd modon
moddositjak. A NOS3 csokkent aktivitdsa egyértelmilen parhuzamba hozhatdé az
emelkedett ARG1 szinttel. Tovabba az ARG fehérje szintje mellett a génexpresszidban
is emelkedést tapasztaltunk D-Eritrocita csoportban K-Eritrocitdkhoz viszonyitva.
Emellett a FACS analizis sordn kapott eredményeink azt mutattdk, hogy a magas
ARG1-et expresszald sejtpopulacid alapszintli NOS3 expressziot mutat. Kimutattuk
tovabba, hogy a D-Eritrocita csoport eritrocitai O,° forrassa valnak, ezaltal indukélja az
ARGI expressziojat, mely soran tovabb gatlodhat a NOS3 expresszids utvonal. Ennek
az eredménynek a fontossagat hangsulyozza az a kozelmultbeli megéllapitas, hogy az
eritrocitdk intenziven hozzajarulnak az érrendszer miikodéséhez és integritdsdhoz. Az
eritrocitakban szintetizalodd NOS3 altal termelt NO export egy fennallo vaszkularis
diszfunkcid esetén menekitési mechanizmus lehet, de az ARG1 szigoruan szabalyozza
ezt az Utvonalat. A mar kordbban emlitett ARG1 megemelkedett szintje gatolja a NO-
szintézist, ezaltal csokkenti a NO-biologiai hozzaférhetdséget, vagy noveli az oxidativ
stresszallapotot a megnovekedett szabadgyok termelés altal, ami sulyos endotélidlis
diszfunkciot okoz. Ezt az indukalt diszfunkciét meg lehet akaddlyozni az ARGI-
aktivitas gatlasaval.

Mindezek mellett azt is tapasztaltuk, hogy az anyai dohdnyzas
kovetkezményeképpen a magzati eritrocitdk fiziko-kémiai tulajdonsagai jelentds
valtozdsokon mentek keresztiil, ami a plasztikus munka novekedésében ¢és a
plazmamembran megvaltozott lipidosszetételében nyilvanult meg. Ezenkiviil jellemezni
tudtuk az eritrocitdk viszkoelasztikus valaszat a mechanikai ingerre, ahol
figyelemreméltd csokkenést tapasztaltunk az eritrocitdk bikonkav alakjanak
visszanyerési képességében azok adott erdvel torténd 6sszenyomasa utan D- és DA-
Eritrocita csoportok esetében.

D-Eritrocitak esetében jelentds ONOO™ szint emelkedés is kimutathato volt,
amely szabadgyokok altal kozvetitett folyamatokat indit el, melyek makromolekularis
karosodasokhoz vezethetnek. A megndvekedett ROS termeléssel Osszhangban a
lipidperoxidéacid jelentés novekedését is tapasztaltuk a 4-HNE mennyiségének

vizsgalataval. A lipidperoxidacid megndvekedett mértéke kozvetetten a membran
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integritasanak €s funkcidjanak karosodasat, valamint a mar korabban emlitett reologiai
paraméterek romlasat jelenti.

Mindezek alapjan Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a terhesség alatti
dohanyzas hatdsdra - mind a DA-, mind a D-Eritrocita csoportok esetében - a redox
homeosztazis egyensulya felborul, mely ndveli a makromolekularis karosodasok
mértékét. Valdszinlisithetd. hogy hatassal van az eritrocitdk membranjanak
merevségére, mely a belsd citoszkeletalis fehérjék funkcidbeli és rugalmassagbeli
csokkenésének kovetkezménye lehet. Ennek kdvetkeztében endotélidlis diszfunkcid
esetén az eritrocitak NOS3 fehérjéje altal termelt NO kompenzacidos mechanizmusként
nem elérhetd. Ezen tilmenden, a terhesség alatt a megemelkedett ARG1 szint még
tovabb fokozhatja ¢és szinergizalhatja az érrendszeri diszfunkciodt, ezaltal pedig
tarsbetegségek kialakulasdhoz vezethet. Végiil pedig gy wvéljik, hogy a NOS3
aktivacios utvonal és az ARGI expresszidjanak valtozasai valos idejii szenzorként
szolgalhatnanak, és korai prognosztikai markerként haszndlhatok nemcsak az
eritrocitdkhoz kapcsolodd anomalidk, hanem az endotélidlis diszfunkcid és szamos
vaszkularis tarsbetegség szdmara is. Munkank soran elért fobb eredményeinket a 28.

abran grafikusan is 6sszefoglaltuk.
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28. abra: Fobb eredményeink dsszefoglalasa

Az A paneclen a nem dohanyzé életmodot folytatd édesanyaktdl sziiletett ujsziilottek eritrocitainak
allapotat tiintettiik fel. Ezek az eritrocitak normal fenotipust mutatnak, a NOS3 foszforilalt allapotban
van, és NO-ot termel. A B panelen a D-Eritrocitak lathatok. Tobbségiik normal, bikonkav fenotipust
mutat, am ezek csak egészségesnek tiinnek, hiszen a molekularis vizsgalataink soran a NOS3
foszforilacidjanak elmaradasat, szabadgyok felhalmozodast, €s ARG1 szint emelkedést tapasztaltunk. A
C panelen az eritrocitak reologiai vizsgalatainak eredményeit foglaltuk 6ssze. A felsé részen a nem
dohanyzokra jellemz6 paramétereket mutatjuk be, a piros felkialtojel jelzi azt az id6t, mikor Gjra képes
visszanyerni a normal, bikonkav alakjat a sejt (t;). Ezzel szemben a dohanyzas kovetkeztében a t
id6épontban még nem, csak késébbi (t,) idépontban képes visszatérni a kiinduldsi sejtalakhoz, mely a
plasztikus munka csokkenésével magyarazhato.
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11. Summary

There is an increasing evidence that environmental agents can exert marked impact
on the outcome of in-utero development and even mediate long-lasting health
consequences. Many of the compounds present in cigarette smoke are regarded as
harmful toxicants playing crucial roles in the pathogenesis of certain severe illnesses. It
has been hypothesized that many of the adverse effects may result from oxidative
damage to proteins, lipids and nucleic acids. Such damages could be traced back to
direct attack of oxidants present in cigarette smoke and subsequent activation of the
endogenous sources of reactive oxygen species (ROS). Around 20-30% of women
continue to smoke during full-term pregnancy. The harmful pollutants in vapor and tar
phases diffuse into the placenta and pass down to the fetal circulatory system through
the umbilical cord. Fetuses are more sensitive to the toxicity of many substances, simply
because of their lower detoxification and antioxidant capacities, low immunologic
competence and high proliferation rate. However, the physiological and the underlying
molecular effects of tobacco smoke in particular on embryonic/fetal development still
remains poorly understood.

With the exception of its most proximal segment, the human umbilical cord lacks
innervation and thereby the main regulator of their vascular tone and blood flow is the
nitric oxide (NO), a signaling molecule produced by the endothelial nitric oxide
synthase (NOS3) from L-arginine. The crucial function of NOS3 is the bioactive NO
production, which depends on its subcellular localization and on the active dimeric
conformational state. NOS3 is dynamically regulated by cofactors like BH4, modulating
the coupling of electron to the dimeric form, the availability of the substrate L-arginine,

T residue via PI3-

diverse interacting proteins, and the phosphorylation at Ser
kinase/Akt kinase pathway. Chronic smoking jeopardizes proper endothelial functioning
by decreasing the formation and increasing the degradation of NO, via generation of
ROS or other strong oxidants like peroxynitrite anion (ONOQO).

RBCs demonstrated an intimate crosstalk with the vascular endothelium and further
synergizes the process of vascular impairment. Red blood cells (RBCs) play an
important role in tissue oxygenation and regulating blood pressure by metabolizing
large quantities of NO. Our understanding on RBCs’ biological function has expanded

by the new ground-breaking data. Recently published experimental evidences make it

highly supposable that adult RBCs are not only passive regulators of the endothelium-
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derived NO level, but actively control systemic NO bioavailability by synthesizing,
transporting and releasing it. This new “erythrocrine function” helps to maintain the
vascular tone and blood flow by releasing bioavailable NO synthetized by the
posttranslationally modified RBC-NOS3.

Human RBCs’ uniqueness is majorly characterized by its plasma membrane that
promotes all of its diverse antigenic, transport and mechanical characteristics. The
unique RBC membrane envelops a composite structure of cholesterol and phospholipids
clustered together with an elastic network of skeletal proteins via transmembrane
proteins. Under normal physiological condition, the cholesterol is equally distributed
between the two leaflets, whereas the 4 major phospholipids - outer monolayer
phosphatidylcholine and sphingomyelin and inner monolayer -
phosphatidylethanolamine and phosphatidylserine together with the minor
phosphoinositide constituents are asymmetrically disposed. The RBC lipid bilayer
membrane eventually regulates membrane fluidity/deformability index of RBCs,
intrinsic nanomechanical property which allows it to traverse across various shear stress
and continuous flow changing conditions along the vasculature. The RBCs’ high
nanomechanical plasticity or deformability allows them to be dynamically adapted to
the continuous flow changing conditions along the wvascular system. The
nanomechanical properties of RBCs are highly compromised due to redox homeostasis
imbalance and thus continuous formation of the oxidants are important indicators of
various pathological processes.

We studied the consequences of an inappropriate maternal lifestyle, viz. smoking
during pregnancy, on RBCs collected from the peripheral vein of the mother and
umbilical cord arteries of the fetus at the time of birth. In our preliminary experiment,
we observed endothelial damage in umbilical cords of smoker origin, hence, we looked
for a potential rescue mechanism/compensatory role of fetal and adult RBCs, based on
the newly described “erythrocrine function”. We assumed that the parameters of fetal
RBCs derived from arterial cord blood are blueprints of conditions experienced in-
utero. Thus, we aimed to directly investigate and map the continuous effect of tobacco
exposure on the underlying biochemical and biophysical characteristics of the isolated
and screened adult and fetal RBCs.

Our results indicated that RBCs of the developing fetus born to smoking mother
(RBC-S) undergo morphological and molecular alterations/aberration. We demonstrated

that the fetal RBCs carry functional NOS3 and during long term in vivo exposure to
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harmful stimuli, the NOS3 level and its activation pathways are altered in a
morphology-dependent manner. The impaired activity of NOS3 is well paralleled with
an increased ARG1 level. Moreover, both ARGI protein and argl expression level is
elevated in the fetal RBCs from the smoking origin and high ARG1 expressing cells
show basal NOS3 level. We also exhibited that cells in RBC-S population become a
source for oxidizing agents, with the possibility to further inactivate the NOS3 pathway
by the ARG1 induction. The importance of this result was underlined by recent findings
of RBCs that can intensively contribute to vascular functioning and integrity. NOS3-
derived NO export from RBCs mediate a rescue mechanism in case of a vascular
dysfunction, but the pathway gets stringently regulated by ARGI1. Elevated level of
ARGT1 inhibits NO export thus reducing NO bioavailability or increasing oxidative
stress conditions by the ROS generation, causing serious endothelial dysfunction. This
induced dysfunctionality can be prevented by inhibition of ARG1 activity.

In addition, we experienced that due to maternal smoking, the physico-chemical
properties of fetal RBCs underwent significant alterations, with an elevated plasticity
and altered lipid composition of the plasma membrane. Additionally, we were able to
characterize the viscoelastic response of RBCs to the mechanical stimulus and found a
remarkable decrease in the recovering ability of the cells after indentation.

We demonstrated a significant high level of ONOO™ in RBCs with smoking origin,
which initiates free radical mediated processes that mark an array of macromolecular
damages. In agreement with the elevated ROS production, we could also detect a
significant increase in the lipid oxidation based on the formation of 4-HNE, a known
product of lipid peroxidation. The increased frequency of lipid peroxidation indirectly
signifies a loss of membrane integrity and function and impaired rheological parameters
in the RBC-S population.

Based on all these, it can be summed up, that under the influence of cigarette
smoke, an increase in the redox homeostasis imbalance in RBCs enhances the rate of
macromolecular damage with membrane stiffness and loss in their intrinsic functional
and elastic activities. As a consequence, in case of endothelial dysfunction with low
bioavailable level of NO, the RBC NOS3-NO production is unavailable as a
compensatory mechanism. Moreover, because of the wide increase in the RBC mass
during pregnancy, the elevated ARGI level might even augment and synergizes the
development of vascular dysfunction/comorbidities. And lastly, we believe that the

alterations in NOS3 activation pathway and ARG1 expression could serve as a real-time
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sensor and could be used as an early prognostic marker for not only RBC-linked

anomalies but also for endothelial dysfunction and several vascular comorbidities.

| healthy, biconcave shaped RBCs

" ®

CareD> P

pS1177

pS1177
3 st

}

Vessels lumen

=. ==
RO

\ Membrane damage
FpS1177 phosphorylated NOS3 dimer

whealthy looking”
biconcave shaped RBCs

®

sCAC

Recovery phase

Figure 29: Summary of our main results

Panel A shows the status of fetal erythrocytes with "non-smoking background". These erythrocytes show
a normal phenotype, their NOS3 are phosphorylated and probably functionally active. Panel B indicates
the fetal erythrocytes with "smoking background". Most of them feature normal biconcave phenotype,
with impaired functionality. NOS3 phosphorylation is reduced, the free radical accumulation and the
ARGT level increased. Panel C summarizes the result on rheological parameters. Red marks indicate the
time frame (t;) and (t;) necessary for phenotypical recovery. The difference can be explained by a

reduction in plastic work.

85



Fiiggelék

12. Fiiggelék
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Fiiggelék 1.abra: Deformabilitas vizsgalat atomeré mikroszképpal

Az A-D abrakon egy-egy reprezentativ atomerd mikroszkopos felvétel lathatd. A felsd sor az elasztikus
munkat szemlélteti a KA-Eritrocita (A) és DA-Eritrocita (B) csoportok esetén. A masodik sorban a
plasztikus munka alakuldsa lathato a KA-Eritrocita (C) és DA-Eritrocita (D) populacioban. A
reprezentativ abrakon a szinskala munka értékeket hataroz meg, melyet aJ-ban adtunk meg. Az E abran
az elasztikus indexet mutatjuk az osszes altalunk vizsgalt mintan (100-100 sejt). Az F abran az 6sszes sejt
adatai lathatoak plasztikus és elasztikus munkat tekintve. A KA-Eritrocita zold, a DA-Eritrocita piros
szinnel lathatd. A szignifikancia szintjét *p <0,05 valosziniiségi értékben hataroztuk meg.
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Fiiggelék 2. abra: KA- és DA-Eritrocita immuncitokémiai jelolés elemzése flow citometrias (FACS)
modszerrel
A piros szin jeloli a DA-Eritrocita, a zold a KA-Eritrocita mintakat az A-C panelen. A: egy reprezentativ
dot plot, melyen az immuncitokémiai vizsgalat eredményét mutatjuk be, melynek soran anti-NOS3 és a
foszforilalt formajanak (anti-p-NOS3) intenzitasat kdvettiik nyomon. B: reprezentativ hisztogram az anti-
NOS3 intenzitasat szemlélteti. C: reprezentativ hisztogram a NOS3 foszforilalt formajara specifikus anti-
p-NOS3 ecllenanyag intenzitasat mutatja. Az alap (D) és magas (E) NOS3 expressziot mutato eritrocita
populéciok gyakorisagat mutatjuk be. Az alap NOS3 expresszalo sejteken beliil a foszforilaciéo mértékét a
F panel, mig a magas NOS3 expresszalo sejteken beliili foszforilacio mértékét a G panel mutatja. Az
abrak GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls teszttel késziiltek. A szignifikancia szintjét **p <0,01, illetve
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csoport esetén n= 50 mintat vontunk be a kisérletbe.
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Fiiggelék 3. abra: ARG1 kifejezodése KA- és DA-Eritrocita csoportokban
Az abrakon zolddel a KA-Eritrocita, a pirossal pedig a DA-Eritrocita mintakat jeloltiik. A: reprezentativ
dot plot, melyen a NOS3/ ARGI immuncitokémiai jel6lés lathatdé FACS analizis soran. B: az ARGI
pozitiv sejtek hisztogramjat szemlélteti a KA- és DA-Eritrocita csoportban. C: a NOS3 kifejezddését
mutatja a magas ARGIl-et expresszalo eritrocita populacion beliil a DA-Eritrocita csoportban, A D
panelen az ARG1-re vonatkozé intenzitas, az E panelen az ARG1 gyakorisaga lathat6 az alap és a magas
intenzitas tartomanyon beliil, mig az F panelen a magas ARG1-et expresszalo eritrocita populaciéo NOS3
elolszlasa lathato. A szignifikancia mértékét **p <0,01, ****p <0,0001-ben hataroztuk meg. Az abrak
GraphPad szoftverrel, a statisztikak egy-utas ANOVA Neuman-Keuls post-hoc teszttel késziiltek. A
kisérletbe bevont mintaszam KA-Eritrocita n=15, DA-Eritrocita n=10 volt.
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Fiiggelék 4. abra: Szabadgyok mennyiség alakuliasa KA- és DA-Eritrocita mintakon

KA-és DA-Eritrocita sejtek ONOO™ szintjét mutatja az abra. A doboz abra GraphPad szoftverrel,
Neuman-Keuls teszttel késziilt. A szignifikancia szintjét *p <0,05 valdsziniiségi értékben hataroztuk meg.
Kisérletbe bevont mintaszam KA-Eritrocita esetén n=10, DA-Eritrocita erestén n=15 volt.
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Fiiggelék 5. abra: KA- és DA-Eritrocitaik 4-HNE mennyiségének mértéke NOS3 populaciokra vonatkoztatva

A: A hisztogrammon z0ld jeloli a KA-Eritrocitakat, piros pedig a DA-Eritrocitakat. A szamok a sejtpopulacio
eloszlasat mutatjak az alacsony és a magas 4- HNE intenzitas kozott. B-D: az altalunk vizsgalt mintak eredményeinek
Osszefoglalasabol késziilt statisztikai analizis eredményét mutatja. B: a NOS3 pozitiv populacion beliili 4-HNE
intenzitast, C: alapszintli NOS3-at expresszalé populacion beliil és D: a magas NOS3-at expresszald populacion
beliil. Az abrak GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls teszttel késziiltek. A szignifikancia szintjét *p <0,05, **p <0,01
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