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1. Rövidítések jegyzéke 

[Ca2+]i   intracelluláris Ca2+ koncentráció  
4-HNE  4-hidroxi-nonenal 
AFM   atomerő mikroszkóp (Atomic force microscopy) 
Akt   protein kináz B 
ARG   argináz 
BH4   5,6,7,8-tetrahidropterin  
CAM   kalmodulin 
Chol   koleszterin 
D   terhesség alatt dohányzó édesanyától született újszülött   
   köldökzsinór artéria teljes vér 
DA   terhesség alatt dohányzó anyai vénás teljes vér 
DA-Eritrocita terhesség alatt dohányzó anyai vénás eritrocita frakció 
D-Eritrocita  terhesség alatt dohányzó édesanyától született újszülött   
   köldökzsinór artéria eritrocita frakció 
FACS   fluoreszcencia aktivált sejtválogatás és analízis    
   (Fluorescence activated cell sorter)   
FAD   flavin adenin dinukleotid 
FMN   flavin mononukleotid 
H2O2   hidrogén peroxid 
K   kontroll terhességből született újszülött köldökzsinór artéria  
   teljes vér 
KA   kontroll anyai vénás teljes vér  
KA-Eritrocita kontroll anyai vénás eritrocita frakció 
K-Eritrocita  kontroll terhességből született újszülött köldökzsinór artéria  
   eritrocita frakció 
MS   tömegspektrometriás analízis (Mass spectrometry) 
NO   nitrogén monoxid 
NOS3   endotéliális nitrogén monoxid szintáz (Endothelial nitric   
   oxide synthase) 
O2

●-   szuperoxid gyök 
OH●   hidroxil gyök 
ONOO-  peroxinitrit 
PB   foszfát puffer  
PBS   foszfáttal pufferelt sóoldat  
PC   foszfatidilkolin 
PE   foszfatidil-etanolamin 
PFA   paraformaldehid 
PI   foszfatidil-inozitol 
PL   foszfolipid 
p-NOS3  NOS3 foszforilált formája a Szerin1177-es oldalláncon 
PS   foszfatidil-szerin 
PUFA   többszörösen telítetlen zsírsavak (Polyunsaturated fatty acid) 
ROS   reaktív oxigén gyökök (Reactive oxygen species) 
SM   szfingomielin 
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2. Bevezetés 
 

A szív- és érrendszeri betegségek világszerte vezető haláloknak számítanak. A 

kardiovaszkuláris megbetegedések egyik fő rizikófaktora a dohányzás, melynek oka a 

dohányfüstben megtalálható több mint 4700 kémiai vegyület, közöttük 

immunomodulátor toxinok, és szabadgyökök. Az immunomodulátor toxinok közül a 

nikotin és a szénmonoxid, a szabadgyökök közül a szuperoxid anion (O2
●-), a nitrogén 

monoxid (NO), valamint a dohányban megtalálható fémek közül a kadmium, az arzén 

és a nikkel játszhat kiemelt szerepet a kórkép kialakulásában. Ezek közvetlen, vagy 

közvetett módon szabadgyök képződést indukálnak a szervezetben, melyek 

kardiovaszkuláris megbetegedések kialakulásában is szerepet játszanak, az ér endotél 

réteg károsítása révén (U.S. Department of Health and Human Services, 2010). Ha ez a 

fokozott szabadgyök képződés hosszú ideig fennáll, akkor az antioxidáns rendszer 

kimerülésével oxidatív stressz alakul ki, ami vaszkuláris diszfunkcióhoz vezethet. 

Habár a felnőttek esetében az erek idegi szabályozás alatt is állnak, a NO szerepe 

mégis elengedhetetlen a vazodilatációban. Ennek szintézisét elsősorban az endotéliális 

nitrogén monoxid szintáz (NOS3) végzi. Az enzim aktiválásához szükség van megfelelő 

mennyiségű L-arginin szubsztrátra, a NOS3 alegységeinek dimerizációjára, a 

kooperációs partnerek jelenlétére és a Ser1177 oldallánc foszforilációjára. Ekkor a NOS3 

enzim NO-ot termel. Ezen feltételek bármelyikének hiányában, a NO helyett a 

láncreakciót indító O2
●- képződik (Oliveira-Paula et al., 2016).  

Terhesség során a magzat egy kvázi hipoxiás környezetben fejlődik és a szövetek 

magasabb oxigén igénye miatt fokozottabb a szabadgyök képződés. A kapcsolatot a 

magzat és az édesanya között a köldökzsinór tartja fenn. Fontos megemlíteni, hogy a 

köldökzsinór erek nem rendelkeznek beidegzéssel, következésképpen a NO 

kulcsfontosságú szerepet játszik a vaszkuláris rendszer működésében, így a magzat 

megfelelő oxigén ellátottságában is. A placenta egyik fő szerepe, hogy meggátolja az 

anyai vérrel érkező káros anyagok átjutását a magzati keringésbe. Ez a szűrő funkció 

azonban nem teljes, a már említett káros összetevők egy része átjuthat a placentán.  

A magzat megfelelő ütemű fejlődését a köldökzsinór erek és az erekben keringő 

eritrocita populáció koordináltan befolyásolja. Kutatócsoportunk köldökzsinór ereken 

végzett vizsgálatai azt mutatják, hogy a terhesség alatti dohányzás a köldökzsinór erek 

endotél sejtjeinek morfológiai változást indukálja. Nagyméretű vakuólák megjelenése, 
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kondenzálódott sejtmag és az endotél sejtsor folytonossági hiánya volt megfigyelhető, 

melyek együttesen endotél diszfunkcióra engednek következtetni. 2018/2019-es 

közlemények felhívták a figyelmet az eritrociták és az endotél sejtek közötti szoros 

kölcsönhatásra, aktív kommunikációra (Zhou et al., 2018; Davidson et al., 2019). Ennek 

előzményeként megemlíthetjük, hogy míg hosszú időn keresztül az eritrociták fő 

funkcióinak elsősorban az oxigén szállítást, és az endotél sejtek által termelt NO 

tárolását tekintették, egy 2014-ben megjelent közlemény alapján, az eritrociták nem 

csupán tárolni képesek a NO-t, hanem rendelkeznek az endotéliális NOS3-hoz hasonló 

enzimmel, és képesek a NO szintézisre is (Cortese-Krott and Kelm, 2014).  

Egy 2018-ban publikált eredmény szerint az eritrociták argináz (ARG) enzimmel is 

rendelkeznek, amit eddig elsősorban a májban és más szövetekben írtak le (Diederich et 

al., 2018). Ez azért fontos a számunkra, mert az ARG kompetícióban van a L-argininért 

a NOS3-mal, így a fokozott mennyiségű ARG képes megakadályozni a NOS3 

dimerizációt (Ignarro et al., 2001). 

Ezen ismeretek alapján munkánk kezdetén a fő kérdésünk az volt, hogy egy 

endotéliális diszfunkcióval a háttérben az eritrociták képesek-e egyfajta mentési 

mechanizmusra a saját NOS3 aktiválásuk révén. Vizsgáltuk a szabadgyök akkumulációt 

eritrocita populációban, valamint ennek hatását a membrán lipid összetételére, és az 

eritrociták rehológiai paramétereire.  
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3. Irodalmi áttekintés 
 
3.1 A szabadgyökök és a dohányzás hatása a szervezetre 

 

A környezeti stresszhatásokra való gyors reagálás képessége általános 

tulajdonsága az élőlényeknek (Chrousos, 2009). A szabadgyökök, reaktív 

oxigén/nitrogén tartalmú molekulák, (ROS/RNS) sejtszintű felhalmozódása szoros 

összefüggésbe hozható a környezeti stresszhatásokkal (Chrousos and Gold, 2003). 

Külső elektronhéjukon, egy vagy több párosítatlan elektronnal rendelkeznek emiatt 

fokozott a reakciókészségük. Legfontosabb szabadgyökök között említjük a O2
●-t, a 

hidroxil gyököt (OH●), alkoxil gyököt és a triplet oxigént. ROS-ok közé soroljuk a nem 

gyökjellegű, de erős oxidáns hatású molekulákat is, mint pl. a peroxidok (hidrogén-

peroxid - H2O2, szerves peroxidok), a hipoklórsav, a szinglet oxigén, a peroxinitrit 

(ONOO-) vagy az ózon (Wood, 1988; Winterbourn, 2008).  

A ROS-ra/szabadgyökökre vonatkozó széleskörű kutatások alapján ma már 

elmondhatjuk, hogy fontos szerepet töltenek be alapvető élettani folyamatokban is; a 

sejtkommunikációban, a keringés szabályozásában és sok egyéb folyamat mellett 

nélkülözhetetlenek az immunrendszer számára is. Fokozott jelenlétüket endogén és 

exogén hatások indukálhatják. Exogén tényezők közé sorolhatóak a különböző 

sugárzások (UV, radioaktív), fertőzések, valamint egyes életmódbeli sajátosságok, mint 

a dohányzás vagy az alkohol fogyasztás. Endogén tényezőkként tartjuk számon a 

gyulladásos folyamatokat, vagy a mitokondriális légzési lánc működése során keletkező 

szabadgyök képződést (1.ábra) (Bisht and Dada, 2017).  
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1. ábra: A ROS képződés és az oxidatív stressz következményei  

Oxidatív stressz állapot kialakulhat abban az esetben, ha a szabadgyök képződés fokozódik, illetve, ha az 
antioxidáns védelmi rendszer kimerül. A hosszútávon fennálló oxidatív stressz állapot makromolekula 

károsodást (lipidperoxidáció, DNS törés, fehérje nitráció), sejtkárosodást, illetve apoptózist is indukálhat 
(Bisht and Dada, 2017). 

 

Az oxidatív stressz következményeinek kivédésére egy antioxidáns védelmi 

rendszer alakult ki az evolució során (Spector, 2000). Az antioxidánsok hivatottak a 

fiziológiásnál magasabb mennyiségben előforduló szabadgyököket semlegesíteni, 

és/vagy az általuk indukált káros folyamatokat megakadályozni. Az antioxidáns 

védelemnek három szintjét különböztetjük meg. Az első védelmi vonalba tartoznak az 

antioxidáns enzimek, mint például a szuperoxid dizmutáz (SOD) és a kataláz (KAT), 

melyek gyökkioltó folyamatokat katalizálnak (Mccord and Fridovich, 1969; Kono and 

Fridovich, 1982). Képesek a fokozott mennyiségben jelenlévő szabadgyökök 

semlegesítésére, illetve a láncreakciók iniciációjának megakadályozására, ezáltal a 

makromolekula károsodás kivédésére. A védelmi rendszer második vonalaként a kis 

molekulasúlyú antioxidánsok (A-, E-, és C-vitamin) lépnek fel a károsító gyökökkel 

szemben úgy, hogy képesek megszakítani a gyökös láncreakciókat (Buettner, 1993). A 

már károsodott makromolekulák helyreállítását vagy eltávolítását a védelmi rendszer 

harmadik vonalába tartozó hősokk fehérjék, lipázok, proteázok, DNS repair enzimek 

végzik (Gutteridge and Halliwell, 1990; Berlett and Stadtman, 1997; Cooke et al., 

2003). 

Az egyik fontos exogén tényező a dohányzás, mely fokozhatja a szabadgyökök 

mennyiségét a szervezetben. Magyarországon a férfiak 32%-a, míg a nők 24,8%-a 
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dohányzik. Egy 2016-ban készült statisztika alapján hazánkban férfiak esetében a 

halálozások 26,25%-a, nők esetében 13,98%-a hozható kapcsolatba a dohányzás okozta 

szövődményekkel (“Tobacco atlas,” 2016). Mivel maga a dohányzás csupán egy 

életmódbeli tényező, így a leginkább kivédhető halálokok között tartják számon. Az 

Egészségügyi Világszervezet (WHO) becslése szerint a dohányzás jelenleg évente közel 

hatmillió halálesetért felelős - ami hat másodpercenként egy halálozást jelent. Ha nem 

történik változás a dohányzási trendben, ez a szám 2030-ig évente nyolcmillió 

halálesetre emelkedhet (Mathers and Loncar, 2006).  

A dohányzás károsító hatásaiért főként a dohányfüstben található anyagok 

tehetők felelőssé. A dohányfüst több, mint 4700 kémiai vegyület komplex elegye, és 

szabadgyökök, nehézfémek és egyéb oxidáló szerek magas koncentrációját tartalmazza 

(Pryor, 1992). A dohányfüstöt alapvetően két fázisra oszthatjuk, megkülönböztetünk 

gáz és kátrány fázist (Pryor, 1992). Mindkét fázisban találhatók szabadgyökök, 

ugyanakkor a két fázis rendkívül különböző összetételt mutat. A gáz fázisban található 

szabadgyökök rövid életidejűek, míg a kátrány fázis magas koncentrációban tartalmaz 

stabil, hosszú élettartamú gyököket, mint pl. kinon gyököket.  
 

2 O2
●-+2 H+O2+H2O2 (1. egyenlet) 

 

A O2
●--ből a SOD enzim által katalizált reakció során O2 és H2O2 keletkezik (1. 

egyenlet) (Church and Pryor, 1985).  

A gáz fázis oxigén és szén központú szerves gyökeinek életideje kevesebb, mint 

1 másodperc (Pryor et al., 1983). Azonban az idő előrehaladtával koncentrációjuk 

magas marad, mivel egymással dinamikus egyensúlyi állapotot tartanak fenn, így 

folyamatosan keletkeznek és lebomlanak (Pryor, 1992). Mindez a gáz fázisban található 

NO kémiai tulajdonságaira vezethető vissza (Pryor and Stone, 1993). Nevezetesen, 

hogy a NO képes lassan nitrogén-dioxiddá (NO2) alakulni, mely aztán reakcióba lép a 

füst más olyan összetevőivel, mint például az izoprén vegyületek. Így alakulnak ki szén 

központú szerves gyökök (R•) (2. és 3. egyenlet). Ebből következően ezen gyökök más 

reakcióból származó metastabil termékekként foghatók fel (Church and Pryor, 1985). 

 

2NO +1/2 O2 ―› 2NO2  (2. egyenlet) 

NO2 + (izoprén vegyület) ―› R•  (3. egyenlet) 
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A szerves gyökök további sorsát a következő egyenletekkel lehet szemléltetni: 

R• + O2 ―› ROO•    (4. egyenlet) 

ROO• + NO ―› RO• + NO2  (5. egyenlet) 

 

Miután kialakultak, az R• gyökök gyorsan reakcióba lépnek a füst O2 

tartalmával, így peroxil gyökök (ROO•) keletkeznek (4. egyenlet). A ROO•-k a NO 

által katalizált reakció során deoxigenálódnak, így alkoxil gyökök (RO•) alakulnak ki 

(5. egyenlet). Az RO• mellett keletkező NO2 pedig egy újabb láncreakciót képes 

inicializálni (Church and Pryor, 1985). A láncreakció terminációja a 6-8. egyenlet 

alapján valósulhat meg, melyek során peroxi-nitrátok (ROONO2), alkil-nitrátok 

(RONO2) és alkil-nitritek (RONO) keletkeznek: 

 

ROO• + NO2 ‹―› ROONO2  (6. egyenlet) 

RO• + NO2 ―› RONO2  (7. egyenlet) 

RO• + NO ―› RONO  (8. egyenlet) 

 

A fokozott oxidatív terhelés következményeképpen számos létfontosságú 

molekula nitrációja, és oxidációja valósulhat meg. A fehérjék tirozin oldalláncainak 

nitrálódása 3-nitrotirozin (3-NT) képződéshez vezet, amely a NO-függő oxidatív 

károsodás markere. A NO és a ONOO--mediált 3-NT képződés a krónikus dohányosok 

vérplazmájában és vérlemezkéiben emelkedett szintet mutat (Petruzzelli et al., 1997; 

Takajo et al., 2001). Pignatelli és munkatársai kísérleteik során kimutatták, hogy a 

dohányzók vérében szignifikánsan magasabb a nitrált- és oxidált fibrinogén, mint a 

nemdohányzók esetében, melyek fontos szerepet játszanak a vas háztartásban és a 

sejtmembránok stabilitásában (Pignatelli et al., 2001). 

A megemelkedett ROS szint jelentős membránkárosodást eredményez a fokozott 

lipidperoxidáció következményeként (Ayala et al., 2014). A lipidperoxidáció általában 

olyan folyamatként írható le, amelynek során az oxidáló szerek, például a ROS-ok 

megtámadják a szén-szén kettős kötéseket tartalmazó lipideket, különösen a 

többszörösen telítetlen zsírsavakat (PUFA) (Yin et al., 2011). A glikolipidek, a 

foszfolipidek (PL) és a koleszterin (Chol) szintén közismert célpontjai a káros 

peroxidációs módosulásoknak. A membrán lipid peroxidációjára adott válaszként, 

valamint a sejtek metabolikus körülményeinek és hibajavító képességének megfelelően 
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a sejtek túlélése vagy halála indukálódik (Fruhwirth et al., 2007; Kinnunen et al., 2012; 

Volinsky and Kinnunen, 2013).  

A lipidperoxidáció teljes folyamata három lépésből áll: iniciációból, 

elongációból és terminációból (Kanner et al., 1987;Girotti, 1998; Yin et al., 2011). A 

lipidperoxidáció első lépésében a prooxidánsok, mint például a OH●, hidrogén 

elvonással allil-hidrogént, valamint szén-központú lipidcsoportot képeznek (L•). Az 

elongáció fázisban a L•, lipidperoxil gyökké (LOO•) reagál az oxigénnel, amely egy 

másik lipidmolekulától hidrogént von el, új L•-t (amely folytatja a láncreakciót) és lipid 

hidroperoxidot (LOOH) eredményezve. A terminációs reakcióban antioxidánsok 

közreműködésével, mint például az E-vitamin, stabil termékek jönnek létre (Yin et al., 

2011).   

A 4-hidroxi-nonenal (4-HNE) a legintenzívebben vizsgált lipidperoxidációs 

végtermék, nemcsak fiziológiás, hanem citotoxikus hatása miatt is. Gátolja a 

génexpressziót valamint elősegíti a különböző kóros állapotok kialakulását és 

progresszióját (Ayala et al., 2014). Az α, β-telítetlen elektrofil vegyületek, mint a 4-

HNE, a 4-hidroxi-alkenálok végtermékének fő típusai, amelyeket az arachidonsav és 

nagyobb PUFA-k bomlásával, enzimatikus vagy nem-enzimatikus folyamatok útján 

keletkeznek (Esterbauer et al., 1991). A 4-HNE egy rendkívül reaktív vegyület, amely 

tartalmaz (i) C = C kettős kötést, amely célpont lehet a tiol csoportok Michael-

addícióihoz, redukciójához vagy epoxidációjához, (ii) karbonil-csoportot, amely 

célpontja lehet a Schiff-bázis képződésének, oxidációjának vagy redukciójának illetve 

(iii) hidroxil-csoportot, amely ketonná oxidálható (Schaur, 2003).  

A dohányzás befolyással lehet az emberi szervezet finoman szabályozott fém 

homeosztázisára is, melynek felbomlása szintén az oxidatív stressz fokozódásához 

vezethet (Bernhard et al., 2005, Frei et al., 1991). Az alumínium, a kadmium, a króm, a 

réz, az ólom, a higany, a nikkel és a cink mind megtalálhatók különböző 

koncentrációban a dohánynövényben (Nicotiana tabacum), a cigarettapapírban, a 

szűrőkben és a cigarettafüstben egyaránt. Bernard és munkatársai eredményei alapján a 

cigarettafüstben lévő fémek a sejt-sejt kapcsolatok megszakadását, illetve citoszkeletális 

károsodásokat okoznak, ezáltal drámai morfológiai változásokat idéznek elő, melyek a 

vaszkuláris endotélium diszfunkciójának kialakulásához vezethetnek (Bernhard et al., 

2003). Ugyanakkor a fémek által közvetlen módon kiváltott fokozott szabadgyök 
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képződés szerepet játszhat a rákos folyamatok, rheumatoid arthritis, a kardiovaszkuláris 

anomáliák, vagy a diabetes mellitus kialakulásában is (Bisht and Dada, 2017). 

 

3.2 Terhesség alatti dohányzás hatásai 

 

A terhesség fokozott megterhelést jelent az anya szervezetére (Casanueva and 

Viteri, 2003). A terhességhez megnövekedett metabolikus igény társul, a szöveteknek 

több oxigénre van szükségük, így fokozódhat az oxidatív stressz kialakulásának a 

veszélye (Saikumar et al., 2013).  

Terhesség során a fizikai kapcsolatot az anya és a magzat között a placenta és a 

köldökzsinór biztosítja. Az anyai és a magzati vér nem keveredik egymással, mivel a 

placenta szöveti barrierként funkcionál. A placenta eredete kettős, a magzati 

membránok és a méhnyálkahártya fúziójával keletkezik (Maltepe and Fisher, 2015). A 

méhlepény egyik fő szerepe, hogy meggátolja az anyai vérrel érkező káros anyagok 

átjutását a magzati keringésbe. Ez a szűrő funkció azonban nem teljes. A kisebb 

molekulák, fémek, gázok egy része könnyedén átjuthat a placentán. Kulcsfontosságú 

funkciója a placentának, hogy oxigenizálja a magzat felől érkező „fáradt” vért (Wick et 

al., 2010).  

A placenta átjárható a szabadgyökök számára, sőt ezek a terhesség 

előrehaladtával a placentában is kialakulhatnak (Myatt and Cui, 2004). A szabadgyökök 

a magzati struktúrákban módosíthatják a sejtciklusban, jelátvitelben és homeosztázis-

kontrollban résztvevő gének aktiválódását, hozzájárulva az endogén őssejt-javító 

mechanizmusok defektusához (Tran et al., 2011), súlyos esetben betegségek 

kialakulásához is vezethetnek (Buonocore et al., 2002; Faux et al., 2009; Vargas et al., 

2013).  

A placentával ellentétben a köldökzsinór kizárólag magzati eredetű, a terhesség 

12. hetére éri el végleges formáját (Burton and Jauniaux, 2015). A köldökzsinór egy 

összekötő szerv a magzat és a méhlepény között, mely biztosítja az oxigén és a 

tápanyagok szállítását. Hossza emberek esetében körülbelül 50-70 cm, átmérője pedig 

kb. 2 cm (Ente and Penzer, 1991). A humán köldökzsinór három véreret tartalmaz, kettő 

artériát és egy vénát, melyek egy rugalmas kötőszövetbe (Wharton kocsonya) 

ágyazottan helyezkednek el (2.ábra) (Mauro et al., 2011). A köldökzsinór véna 

oxigénben és tápanyagban gazdag vért szállít az anyai oldal felől a magzat felé, míg a 
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két artéria feladata a magzat felől a salakanyagban gazdag, oxigénben szegény vér 

szállítása a méhlepény felé (2.ábra). A köldökzsinór erek nem állnak idegi szabályozás 

alatt (Fox and Khong, 1990).  

A magzat megfelelő ütemű fejlődését a köldökzsinór erek állapota mellett az 

erekben keringő eritrocita populáció állapota határozza meg. Az eritrocita populáció 

felelős a magzat megfelelő oxigén ellátottságáért (Hamasaki and Yamamoto, 2000).  

 
2. ábra: Magzati keringés vázlatos ábrázolása 

Forrás: https://image.slidesharecdn.com/fetalcirculation-170503130321/95/fetal-circulation-3-
638.jpg?cb=1493816617 

 

A terhesség alatti aktív dohányzás közvetlenül hat az édesanya szervezetére, 

valamint befolyásolja a magzat fejlődését is azáltal, hogy a már említett káros 

összetevők egy része, mely megtalálható a dohányfüstben, mint például nehézfémek, 

pro-oxidánsok, átjuthatnak a placentán (Department of Health and Human Services, 

2006; U.S. Department of Health and Human Services, 2010).  

Neuman és munkatársai számos olyan hatást megvizsgáltak, melyek 

befolyásolhatják a magzat fejlődését, beleértve a környezeti füst-expozíciót is. Azoknál 

a 4-6 éves korú gyermekeknél, akiknek az édesanyja a terhessége alatt dohányzott, az 

esetek 10,4%-ánál kimutatható volt a nehezített légzés, 6,6%-nál az asztmás 

megbetegedés (Neuman et al., 2012).  

A terhesség alatti dohányzást számos más kisgyermekkori problémával is 

összefüggésbe hozták, mint például az elhízás (Oken et al., 2008). A felnőttkori 

dohányzási szokások kialakulása is jelentősebb volt a dohányos édesanyáktól születettt 

utódoknál (De Genna et al., 2017).  



                                                                                                     Irodalmi áttekintés 
 

14 
 

2013-ban Feltes és munkatársai összefüggést kerestek a terhesség alatti 

dohányzás során az anya és a magzat szervezetébe kerülő anyagok és az esetlegesen 

indukálódó gének között. Munkájuk során embrionális és magzati korban, placentából 

származó szövetminták és köldökzsinór vérminták génexpressziós és fehérje-fehérje 

kölcsönhatásait tartalmazó adatbázisokat vizsgáltak. A terhesség során 

megkülönböztetünk embrionális és magzati kort. Az előbbi a terhesség 12. hetéig tart, 

majd ezt követi a magzati kor. Vizsgálataik során kimutatták kémiai-biológiai 

megközelítések segítségével, hogy a dohány komponensek számos biológiai folyamat 

megzavarásában játszhatnak szerepet, beleértve a jelátvitelt, a hormonszintézist, az 

anyagcserét, a DNS-hibajavítást és a gyulladást (Feltes et al., 2013). A 3. ábra 

szemlélteti a fehérje-fehérje és kemikália-fehérje kapcsolatok hálózatát, melyet Feltes és 

munkatársai közöltek. Ez a bonyolult hálózat azt hivatott bemutatni, hogy a dohányzás 

milyen sokrétűen képes befolyásolni a szervezet működését már az embrionális kortól 

kezdve.  

 

 
3. ábra: Kémiai anyag-fehérje és fehérje-fehérje interakciók sematikus ábrázolása 

CentiScape nevű program segítségével határozták meg a szabadságfokokat és a nódusz csomópontokat a 
kirajzolódott hálózat egyes elemei között. 143 elem található a hálózatban, melyből 30 a dohányban 
megtalálható komponens, 53 fehérje (kék kör) melyek embrionális és magzati korban is megjelennek, 17 
fehérje (zöld kör), melyek csak az embrionális és 7 (rózsaszín kör), melyek csak a magzati korban 
megjelenő fehérjéket jelölték. A hálózatban található még 36 olyan fehérje (fehér kör), melyek szintén 
érintettek ezen kemikáliák és fémek által, de expressziójukat a méhen belüli fejlődés során még nem 
igazolták. (Feltes et al., 2013). 
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A 4. ábrán látható a cigarettában található jelentősebb fémek és interakciós 

partnereik Cytoscape program által generált hálózata, melyet Feltes és munkatársai 

adatai alapján készítettem. Összesen 18 fehérjét rajzolt ki a program, melyből 13 

embrionális és magzati korban is indukálódik fémek hatására. Négy olyan fehérje van, 

mely csak embrionális korban és csupán csak egy olyan, ami csak magzati korban 

mutatott indukciót. A hálózatok alapján a kadmium az a fém, amely a legtöbb fehérje 

kifejeződését befolyásolta terhesség alatt. A középpontban olyan antioxidáns molekulák 

állnak, mint például a hemoxigenáz 1 (HMOX1), tioredoxin (TXR) vagy a magzati 

korban megjelenő glutation reduktáz (GSR) (Feltes et al., 2013). Fő feladatuk a 

szabadgyökös láncreakció iniciációjának megakadályozása a szabadgyökök 

semlegesítése révén. A fémek tartós jelenléte apoptózishoz vezethet, melyet mi sem 

bizonyít jobban, mint hogy a hálózat végpontjai között számos apoptózis marker van 

jelen, pl. a tumorszupresszor p53 (TP53). 

 
4. ábra: A dohányfüstben megtalálható fémek és interakciós partnereik ábrázolása 

Az árba a Cytoscape program segítségével Feltes és mtsai alapján leírt kölcsönhatások alapján készült. 
Rózsaszín jelöli a magzati szövetben található, zöld az embrionális szövetre, sötétkék pedig a mindkét 

szövettípusra jellemző markereket. 
 

Az eddigiek alapján elmondhatjuk, hogy a terhesség alatti dohányzás 

következtében a méhlepényen átjutva a magzatra is károsító hatással lehetnek azok a 

kemikáliák, fémek, pro-oxidánsok, melyek a dohányfüstből kerülnek az anya 
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szervezetébe. Ezek az ágensek közvetlenül károsíthatják a keringő eritrocitákat és a 

köldökzsinór erek közül főként a vénát (Zahorán és mtsai. közlésre benyújtva), ezen 

belül is az endotél sejteket, melyek a leginkább kitettek ezeknek a hatásoknak. Ha sérül 

az endotél réteg, akkor az erek funkciója is sérül, ami hatással lehet a keringő 

eritrocitákra is.  

 

3.3 Az eritrociták általános jellemzése 

 

Az eritrociták morfológiáját Jan Swammerdam, holland biológus 1668-ban írta le. 

A humán eritrocitákat bikonkáv alak jellemzi, mely alapján diszkocitáknak is nevezzük 

őket. A felnőtt vérben keringő eritrociták átmérője 7,5-8,7 μm, magasságuk 1,7-2,2 μm. 

Az eritrocitáknak egyfajta rugalmassággal kell rendelkezniük, hogy a méretüknél kisebb 

kapillárisokon is át tudjanak jutni, majd ezután a formai változás után képesnek kell 

lenniük visszanyerni eredeti alakjukat (Mohandas and Gallagher, 2009). A bikonkáv 

forma esetén a strukturális változáshoz kevesebb energia kell és a felület is nagyobb, 

mint egy gömb alakú testnek, így képes nagyfokú deformabilitásra (Yeow et al., 2017).  

Eritropoézis, azaz a vérsejtek képződési folyamata emlősök esetében először a 8. 

terhességi héttől kezdődően a magzati májban, majd a 9. héttől a lép részvételével indul 

(Palis et al., 1999). A magzati májban és a felnőtt csontvelőben a vérképző sejtek 

folyamatosan alakulnak ki pluripotens őssejtek kis populációjából, amelyek 

hematopoietikus vonalat alakítanak ki (Hattangadi et al., 2015). Az eritropoézis finom, 

rövid távú szabályozását a vese eredetű citokin, az eritropoetin szabályozza, amely 

hipoxiás körülmények között indukálódik (Rangarajan and Juul, 2014).  

Felnőttek eritrocitái 120 napos élettartamúak. Az újszülöttek eritrocitáinak 

élettartama 60-90 nap (Pearson, 1967). A születést követő első 4-6 héten az eritrociták 

deformabilitási paraméterei még nem érik el a „normál” szintet (Hutchinson, 2000).  

Az újszülöttkori eritrociták több glükózt fogyasztanak és magasabb ATP-szinttel 

rendelkeznek, mint a felnőtt eritrociták. A glutation-peroxidáz, a methemoglobin 

reduktáz és a szénsav anhidráz szintje viszont alacsonyabb az újszülöttek eritrocitáiban 

(Beutler et al., 2011). Az alacsonyabb enzim szintekből adódóan az újszülöttkori 

eritrociták hajlamosabbak az oxidatív károsodásra, ami methemoglobin és Heinz-testek 

(hemoglobin zárványok) (Greenberg, 1976) kialakulásához vezethet (Gross et al., 1967; 

Zipursky et al., 1983).  
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Normál körülmények között az eritrociták körülbelül 1%-a naponta újra 

képződik, ugyanakkor az eritrocita képződés jelentősen megnőhet akut vagy krónikus 

stressz idején, például akut trauma vagy hemolízis esetén.  

Az eritrociták bikonkáv sejtformája megváltozhat, ha a fiziológiástól eltérő 

környezetbe kerülnek. A morfológiai variánsok kialakulásának oka lehet a 

membránhálózatuk függőleges és/vagy a vízszintes interakciókban bekövetkező 

változása is, melyek deformálhatósági problémákat okozhatnak (Kim et al., 2012).  

Az eritrociták morfológiai variánsainak nagy számát ismerjük. Újszülöttek 

esetében az eritrociták nagyobbak és több fenotípus variációt mutatnak, mint a felnőttek 

eritrocitái (Forestier et al., 1991). Méretbeli különbségek alapján megkülönböztetünk 

mikrocitákat és makrocitákat. Sejtforma alapján tíz különböző variánst 

különböztethetünk meg; ún. target sejteket, szferocitákat, ovalocitákat, sztomatocitákat, 

akantocitákat, fragment sejteket, schisztocitákat, könnycsepp formájú sejteket, Burr 

sejteket, valamint sarló sejteket. Ezek közül a morfológiai változatok közül az 5. ábrán a 

leggyakrabban kialakuló variánsok, a szferociták, a sztomatociták és a Burr sejtek 

láthatóak. Az alakbeli változásokat a sejtkörnyezet pH-jának, ozmolaritásának, 

biokémiai és metabolikus állapotának változásai indukálják (Reinhart and Chien, 1986; 

Wong, 1999). Emellett a Burr sejtek képződésének hátterében membránlipid összetétel 

átrendeződés is állhat, leginkább a foszfatidil-szerin (PS) és a foszfatidil-etanolamin 

(PE) külső membránlemezbe történő transzlokációja (Henszen et al., 1997). 

 
5. ábra: Eritrociták morfológiai változatai (Payliss et al., 2015) 

 

A felsorolt morfológiai variánsoknak klinikai diagnózisok felállításában is 

szerepük lehet. A sztomatociták, melyek általában ovális alakúak, középtájon egy 
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világosabb festődésű résszel, megjelenése például obstruktív máj betegségeknél és Rh 

izoimmunizációnál gyakori. A Burr sejtek és az akantociták megjelenhetnek stressz 

hatására, veseműködési zavarokra, foszfát hiányra. A szferocita forma a vashiányos 

anémiára jellemző (Ford, 2013). Ezeken kívül a könnycsepp sejtforma is gyakran 

megfigyelhető vérkeneteken, melyeket arról lehet felismerni, hogy az eritrocita az egyik 

végén egy pontra kúposodik, hasonlítva egy cseppre. Több kóros állapotban is 

megfigyelték, azonban specifikusan egyikhez sem volt köthető (Ford, 2013). 

George Gulliver és William Hewson 1862-ben publikálta az emlősök vérében 

található eritrociták membránjainak elsődleges jellemzőit. Gorter 1925-ben leírta az 

eritrociták membrán szerkezetét. A lipid kettősrétegű plazmamembrán fontos szerepet 

játszik az egyedülálló bikonkáv alak fenntartásában, mely a funkciójuk szempontjából 

kritikus, reverzibilis deformálódás következtében lehetővé teszi mozgásukat a 2-3 μm 

átmérőjű hajszálerekben is (Tse and Lux, 1999). Az eritrocita membrán körülbelül 

39,5%-ban fehérjét, 35,1%-ban lipideket, 19,5%-ban vizet és 5,8%-ban szénhidrátokat 

tartalmaz (Yawata, 2003). Az emlős eritrocita membránokat poláros lipidek 

(foszfolipidek, szfingolipidek), szerin foszfatidok, és glikolipidek alkotják (Zachowski, 

1993). Szerkezetük a glicerin-monofoszfátból, ill. az ebből képezhető foszfatidsavból 

vezethető le. A foszfatidsav szerin aminosavval képezett észtere a PS. A PS 

dekarboxilezésével PE-t kapunk, amit a metionin aminosav több lépéses reakcióban 

metilezve foszfatidil-kolinná (PC) alakít. A foszfatidil-inozitol (PI) a foszfatidsav 

mioinozittal képezett észtere. Az emlősök sejtmembránjának mintegy 5%-át alkotja 

(Lagace and Ridgway, 2013). A szfingolipidek is a poláros lipidekhez tartoznak, 

azonban alkohol komponensük nem glicerin, hanem a 4-szfingenin (szfingozin). A 4-

szfingenin az emlősök sejtjeiben szabadon nem fordul elő. Nitrogénen acilezett 

származéka a ceramid és monofoszfátjának kolinnal képezett észtere a szfingomielin 

(SM) (Gault et al., 2010), mely szintén összetevője az eritrocita membránnak. Ezen 

összetett zsírzsavak mellett a Chol is megtalálható a membránban (Payliss et al., 2015). 

Fontos megjegyezni, hogy a lipidek aszimmetrikusan oszlanak el az eritrocita membrán 

két membránlemeze (leaflet) között, valamint a Chol, a SM és az egyes 

glicerofoszfolipidek mennyisége a membrán két oldalán eltérő (Zachowski, 1993). Az 

eritrociták esetében a PC 65-75% -a és a SM 85% -a található meg a membránlemez 

külső oldalán, míg a PE 80-85% -a, a PS több mint 96% -a, a PI több mint 80% -a 

membránlemez belső oldalán található meg (Zachowski, 1993); a Chol egyenletesen 
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oszlik meg a membrán két oldalán. A lipidek közül a Chol és a SM biofizikai vizsgálata 

bizonyította, hogy részt vesznek a lipidraftok kialakításában (Giocondi et al., 2004).  

Számos szerző beszámolt az eritrocita membránoknak a különböző betegségek 

során fellépő megváltozott lipidösszetételéről (Cooper et al., 1972; Owen et al., 1982). 

A többszörösen telítetlen zsírsavak (PUFA) fontos szerepet játszanak a membránok 

optimális fluiditásának és működésének fenntartásában, és számos biológiailag aktív 

molekula, az eikoszanoidok (prosztaglandinok, leukotriének és tromboxánok) 

prekurzorai. A PUFA összetételbeli változásai összefüggnek a sejtmembrán 

„folyékonyságának" változásával (Owen et al., 1982; Stubbs and Smith, 1984; Hagve, 

1988), valamint többek között a kation transzporttal (Owen and McIntyre, 1978; 

Corrocher et al., 1987). Kim és munkatársainak eredményei alapján a PUFA-k, 

különösen az omega-3 zsírsavak az eritrocitákban a kardiovaszkuláris megbetegedések 

kockázatának mutatói lehetnek (Kim et al., 2018). 

Az eritrociták membránszerkezete háromrétegű; egy külső szénhidrát-gazdag 

rétegből, transzmembrán fehérjékkel tűzdelt 4-5 nm vastagságú foszfolipid 

kettősrétegből, és egy hálószerű spektrin-aktin citoszkeleton hálózatból áll. Utóbbi 

kapcsolódik a lipid kettősréteghez (Kim et al., 2012) (6. ábra).  

A fehérjekötéseket magába foglaló kapcsolatokat két csoportba sorolhatjuk: az 

egyik a vertikális kölcsönhatások hálózata, míg a másik a kétdimenziós spektrikus 

hálózat kialakulásához kapcsolódó kötéseket biztosító horizontális interakciók (6. ábra 

C panel) (Kim et al., 2012).  

 
6. ábra: Az egészséges eritrociták membránjának, geometriájának (diszkocita forma) és spektrin 

hálózatának vázlatos ábrázolása 
Az a és b panel mutatja a spektrin hálózat kétdimenziós összeköttetését. A c panel az eritrocita membrán 

keresztmetszeti nézete vertikális és horizontális kölcsönhatásokkal (Kim et al., 2012).  
 

A spektrin hálózat szerepet játszik az eritrociták nyírási rugalmassági 

tulajdonságainak alakulásában. Integrált és perifériás fehérjék kapcsolják össze a 

foszfolipid réteget és a spektrin hálózatot (Narla and Mohandas, 2017). 
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Az eritrociták nagy hatékonysággal képesek deformálódni, ezzel minimálisra 

csökkentik az áramlással szembeni ellenálló képességüket. A nagyfokú 

deformabilitáshoz a sejt bikonkáv alakja mellett a membrán viszkoelaszticitása és a 

sejtplazma viszkozitása is hozzájárul. A rigidebb eritrociták kevésbé képesek a 

kapillárisokon átjutni, és emellett növelik a trombózisra való hajlamot (Aarts et al., 

1986). A megnövekedett rigiditást elsősorban a plazmamembrán összetevőinek 

csökkent fluiditása, a citoszkeleton és a citoplazmatikus viszkozitás határozza meg (Du 

et al., 2014). Az eritrocita membrán deformálódási képességét az elasztikus és a 

plasztikus képességeik teszik lehetővé. A Binnig és munkatársai által bevezetett 

atomerő mikroszkópos (AFM) technika (Binnig and Quate, 1986) segítségével az 

eritrociták reológiai paraméterei vizsgálhatók (Discher et al., 1994).  

Az AFM technika fejlődésével lehetővé vált a biológiai minták fiziológiáshoz 

közelítő körülmények között történő vizsgálata (Engel and Müller, 2000; Yang et al., 

2011). A deformabilitási paramétereket egy adott erőhatást követően erővonalak 

segítségével az egész sejt felszínén mérni tudjuk, így szolgáltat egy általános képet a 

sejt deformálódási tulajdonságairól (Girasole et al., 2012). Ezen mérhető paraméterek 

egyike az elaszticitás, mely az eritrociták kisebb érbe való bejutáshoz szükséges 

alakváltozását jellemzi. A plaszticitás pedig ezzel ellentétes, azt jellemzi, milyen 

hatékonysággal képes visszanyerni bikonkáv alakját. 

 

3.4 Az eritrociták szerepe a NO tárolásában és szintézisében 

 

Az eritrociták oxigénszállító funkciója mellett meg kell említenünk a szabályozó 

funkcióit is, melyek közül egyik a vérplazmában lévő szabad NO megkötése, azaz "NO 

süllyesztőként" működnek (Gladwin et al., 2004; Helms and Kim-Shapiro, 2013). 

Azonban Kleinbogard munkái alapján felmerült annak a lehetősége, hogy az eritrociták 

nem csak a NO tárolására, hanem annak szintézisére is képesek (Kleinbogard et. al. 

2006). Cortese-Krott és munkatársai bizonyították is, hogy a felnőtt eritrociták 

rendelkeznek saját nitrogén monoxid szintáz aktivitással, ezáltal képesek bioaktív NO 

szintézisére (Cortese-Krott et al., 2012; Cortese-Krott and Kelm, 2014). 

Kutatócsoportunk 2016-ban kimutatta, hogy a magzati eritrociták is rendelkeznek 

NOS3 enzimmel (Dugmonits et al., 2016).   
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3.4.1 Nitrogén monoxid szintáz család (NOS) 
 

A nitrogén monoxid szintáz család (NOS, EC 1.14.13.39) felelős a NO 

szintézisért. Három izoformája ismert, a neuronális (NOS1), az indukálható (NOS2) és 

az endotéliális nitrogén monoxid szintáz (NOS3), melyeknek némileg eltérő fiziológiás 

és expressziós profiljuk van (Bredt, 1999). Kutatásunk fókuszában a NOS3 áll, mely az 

endotél sejtek mellett az eritrocitákban is megtalálható (Cortese-Krott and Kelm, 2014).  

3.4.2 NOS3 szerkezete és szabályozása 
 

A NOS3 az endotéliális- és izomsejtekben expresszálódik és az erek tónusának 

szabályozásában játszik fontos szerepet a NO termelése réven (Förstermann and Sessa, 

2012). A NOS3 homodimer formában képes ellátni a funkcióját (Roman et al., 2002). 

Mindkét monomer tartalmaz egy N-terminális oxigenáz és egy C-terminális reduktáz 

domént, valamint egy, centrálisan elhelyezkedő kalmodulin (CaM)- kötő szekvenciát 

(Piazza et al., 2014; Volkmann et al., 2014) (7. ábra). A homodimer formát 

összekapcsolt, azaz coupled formának is nevezik. A másik, azaz az inaktív formája az 

ún. szétkapcsolt, azaz uncoupled forma.  

A NOS3 oxigenáz doménje tartalmaz egy L-arginin, egy hem és egy 5,6,7,8-

tetrahidropterin (BH4) kötő helyet. A reduktáz doménen a flavin adenin dinukleotid 

(FAD), a flavin mononukleotid (FMN) és a NADPH kötőhelyek találhatók (7. ábra A 

panel).  

 
7. ábra: A NOS3 domén és dimer szerkezete 

Az A panelen a NOS3 domén szerkezete, míg a B ábrán a dimer szerkezet látható. A C-terminálist egy 
kalmodulin-kötő szekvencia kapcsolja össze az N-terminálissal (Oliveira-Paula et al., 2016). 

 



                                                                                                     Irodalmi áttekintés 
 

22 
 

A homodimer struktúrát a NOS3 esetében a BH4 (Crane et al., 1998) és az 

oxigenáz domén cink-kötő része stabilizálja (Chen et al., 1994, 1995). A BH4 a fokozott 

oxidatív stressz következtében oxidálódik, így képtelen ellátni az összekapcsoló 

funkcióját (Albrecht et al., 2003).  

Humán NOS3 esetében a cink-kötődés a 94 és a 99-es pozicióban lévő 

ciszteinen történik meg mindkét monomeren, ami szerkezetileg, nem pedig 

funkcionálisan fontos. A BH4 a két felület között kötődik a hem-hez Van der Waals- és 

hidrofób kölcsönhatásokkal (Fischmann et al., 1999). A BH4 a hem prosztetikus csoport 

redoxpotenciáljának modulálásáért felelős.  

Az elektrontranszfer elindításához a NADPH-nak kötődnie kell a C-terminális 

reduktáz doménhez. Ezen reduktáz doménen belül egy elektron átadás történik a 

NADPH-ból más kötött kofaktorokra; elsőként a FAD-ra, majd FMN-ra. Az FMN-kötő 

domén konformáció változása feltételezi, hogy az FMN domén „hintázik” a reduktáz és 

az oxigenáz domén között, hogy az elektronok az alegységek között áthaladhassanak. 

Ezután az elektron az oxigenáz doménre adódik át a hem-en keresztül, így redukálva 

azt. A redukált hem ezután katalizálja a NO szintézisét az L-argininből és az O2 

szubsztrátból, és így L-citrullin képződik melléktermékként (Hellermann and 

Solomonson, 1997). 

A NOS3 aktiválásának szabályozása a szubsztrát és a kofaktorok 

hozzáférhetőségétől függően (pl. a fokozott oxidáció következtében fellépő BH4 

csökkenésével), poszttranszlációs módosítások útján, vagy a celluláris lokalizáció 

és/vagy protein-protein kölcsönhatások révén valósul meg (Albrecht et al., 2003). 

A NOS3 aktivációjának szabályozása endotél sejtekben rendkívül jól jellemzett. 

A NOS3 aktivitása nagymértékben függ az intracelluláris kálcium koncentrációjának 

([Ca2+]i) növekedésétől, amely az endoplazmatikus retikulumból (ER) szabadul fel a 

receptor függő ligandumok által, mint például acetil-kolin, bradikinin vagy a hisztamin. 

A NOS3 aktiválható úgy is, ha a [Ca2+]i szint hosszú ideig nem emelkedik olyan 

mértékben, hogy stimuláló hatással legyen (Fleming, 2010; Siragusa and Fleming, 

2016). 

A NOS3 N-terminális régióban három acilező hely található a 2, 15, 26-os 

aminosavakon. A 2-es glicin még a transzláció során mirisztoilálódik. Ez a membrán 

lokalizációhoz, illetve ezt megelőzően a kaveolin 1-gyel (Cav-1) való kapcsolat 

kialakításához szükséges. A 15. és a 26. cisztein aminosavak poszttranszlációsan 
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palmitoilálódnak. Mindezek a módosítások elengedhetetlen feltételei a NOS3 további 

aktivációjának (Prabhakar et al., 2000). 

A NOS3 aktivációját befolyásoló főbb tényezők a következők: a szubsztrát (L-

arginin) megfelelő mennyisége, a dimerizáció, mely a BH4 mennyiségétől függ, a 

membrán-kötött állapot, melyben fontos szerepet játszik a palmitoiláció, mely a Golgi 

komplextől vezikuláris transzport során fehérje-fehérje interakciók révén valósul meg, 

valamint foszforilációs lépések, ahol megkülönböztetünk aktiváló (Ser1177, Ser633) és 

deaktiváló (Thr495) foszforilációt (Bauer et al., 2003) (8. ábra). Mindezek 

elengedhetetlen feltételei annak, hogy a NO termelés megtörténjen. 

 

 
8. ábra: A NOS3 aktivációjának szabályozása  

A NOS3 által termelt NO biológiai hasznosíthatósága több szinten szabályozott, beleértve a NOS3 mRNS 
vagy fehérje expressziót; illetve az L-arginin mennyiségén, azaz a szubsztrátján keresztül; kofaktoraival 
(BH4), melyet a GTP ciklohidroláz katalizál; fehérje-fehérje kölcsönhatások révén, például Cav-1 (gátló, 
piros) vagy hsp90 (stimuláló, zöld); poszttranszlációs módosításokkal, mint például az Akt és más 
kinázok (stimuláló, zöld) foszforilációja Ser1177-ben; végül a NO-nak a szuperoxiddal való reakciója 
révén. Rövidítések: ADMA, aszimmetrikus dimetil-arginin; BH4, tetrahidrobiopterin; NOS3, endotél-
nitrogén-oxid-szintáz; GTP, guanozin-5'-trifoszfát; hsp90, 90 kDa-os hősokk-fehérje; NO, nitrogén-
monoxid; O2

-, szuperoxid; OONO-,  peroxinitrit-anion; PKG, protein kináz G; SOD, szuperoxid-dizmutáz 
(Huang, 2009). 

 
 

Az egyik legszélesebb körben tanulmányozott foszforiláció a Ser1177, amely a 

reduktáz doménen a karboxi-terminális részen helyezkedik el (Mount et al., 2007). A 

Ser1177 foszforiláció növeli a Ca2+/CaM-kötődés által közvetített NOS3 aktivációt (Chen 

et al., 1999; Michell et al., 2002). Az 5' AMP-activated protein kinase (Chen et al., 
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1999) és Akt kinázok (Dimmeler et al., 1999; Michell et al., 1999; Fulton et al.,1999), a 

protein kináz A (Boo et al., 2002; Michell et al., 2002), a CaM/Ca2+ függő protein kináz 

(CaMKII) (Fleming et al., 2001), a protein kináz G (PKG) (Butt et al., 2000) és a 

protein foszfatáz 2A (Michell et al., 2001) mindegyike részt vehet a Ser1177 oldallánc 

foszforilációjának szabályozásában. Az, hogy ennyi kináz képes a szabályozásban részt 

venni azt tükrözi, hogy a Ser1177 rendkívül fontos szerepet játszik a NO szintézis 

szabályozásában. 

Az L-arginin a NOS3 és az Argináz-1 (ARG1) közös szubsztrátja. Az ARG (EC 

3.5.3.1) egy hidrolitikus enzim, amely az L-arginint karbamiddá és L-ornitinné alakítja, 

amely a poliamin szintézis prekurzora. Az emlősökben két különböző ARG enzimet 

írtak le (1. és 2. típusú), amelyeket külön gének kódolnak, és specifikus szubcelluláris 

lokalizációval és szöveti eloszlással rendelkeznek. Az ARG1 citoszolikus enzim, amely 

elsősorban a májban van jelen, de az endotél és simaizom sejtek is expresszálják 

(Ignarro et al., 2001), míg az ARG2 elsősorban a mitokondriumban található, és jelentős 

mértékben expresszálódik a vesében (Jenkinson et al., 1996). A közelmúltban 

immunhisztokémiai módszerek alkalmazásával patkány aorta endotél sejtjeiről 

kimutatták, hogy konstitutív módon mindkét formát képesek expresszálni (Berkowitz et 

al., 2003). Ezen adatok alapján feltételezhető, hogy az érrendszeri argináz aktivitás 

modulálja az L-arginin intracelluláris szintjét, ami módosítja az NOS által termelt NO 

mennyiségét (Mori, 2007; Caldwell et al,. 2015). A NO koncentrációja a szervezetben 

az ARG1 és a NOS3 expressziójának és/vagy aktivitásának egyensúlyától függ. Az 

emelkedett ARG1 aktivitás csökkenti a NOS3 szubsztrát hozzáférését, ezáltal 

csökkentheti a NO termelődését (Harrison, 1997; Durante et al., 2000). 

Az endotél sejtek által termelt NO jelentős szerepet játszik az erek normál 

működésének fenntartásában. Endotél diszfunkció esetén sérühet az erekben NOS3 

expresszió, vagy az aktiváció nem megy végbe. Ebben az esetben az eritrociták 

kompenzáló szerepet tölthetnek be a saját NOS3 aktívációjuk révén (Cortese-Krott and 

Kelm, 2014). Az eritrocita-eredetű NO keletkezése befolyásolhatja a véráramlás 

sebességét is, hiszen a NO hatással van az eritrociták deformálódási képességére is 

(Simmonds et al., 2014). A NO számos más biológiailag hasznos funkciója is ismert, 

úgy, mint a vérlemezkék aggregációjának gátlása vagy a simaizom relaxáció serkentése. 

Mindezeket az oldható guanilát cikláz közvetíti, amely a GTP-t cGMP-be konvertálja, 

és ezáltal aktiválja a PKG (Martin et al., 2005; Tsai et al., 2011). Robert Furchgott, 
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Louis Ignarro és Ferid Murad 1998-ban a NO szív- és érrendszerbeli kulcsfontosságú 

szerepének vizsgálatáért fiziológiai/orvostudományi Nobel-díjat kaptak (Shu et al., 

2015). 

Az eritrocitákban található NOS3 szerkezete jelentős mértékben megegyezik az 

endotél sejtekben leírtakkal, ezáltal valószínűsíthető, hogy az eritrocitákban a fehérje 

aktiválási folyamata számos aspektusban hasonlíthat az endotél sejtekben végbemenő 

folyamathoz (Özüyaman et al., 2008). 
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4. Célkitűzések 

Napjainkban a fejlett országok halálozási statisztikájában a szív és érrendszeri 

betegségek vezető helyet töltenek be. Kialakulásuk háttere felnőtt korban jól ismert, a 

klasszikus rizikó faktorai közé tartozik a dohányzás, mely fokozott szabadgyök 

képződéssel, oxidatív károsodás indukálásával endotéliális diszfunkciót és a vér 

reológiai paramétereinek romlását eredményezi. Az anyai dohányzás 

következményeként a placentán átjutó toxikus anyagok befolyásolhatják a magzat 

méhen belüli fejlődését, esetenként hosszú távú egészségügyi károsodást is okozva. 

Munkánk során feltételeztük, hogy a magzati fejlődést befolyásoló tényezők, úgy, mint 

az eritrociták morfológiai, funkcionális és reológiai jellemzőinek változásai, mintegy 

lenyomatai az embriót ért káros hatásoknak. Ennek megfelelően kerestük azokat a 

paramétereket, melyek egy esetleges korai jelzőrendszerként szolgálhatnak, nem csupán 

az eritrocitákat ért károsodásra, hanem az újszülöttek vaszkuláris rendszerének 

állapotára is. 

Vizsgálataink során kerestük a kapcsolatot az eritrociták 

− fenotipikus változása és a stressz adaptáció  

− morfológiai változásuk és a NOS3 aktivációt befolyásoló tényezők  

− szabadgyökök/erős oxidánsok akkumulációja, 

− a membrán lipid összetétel és a deformálódási képesség között. 
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5. Anyagok és módszerek 
5.1 Mintagyűjtés és mintafeldolgozás 

A köldökzsinór artériából származó vér és anyai vénás vérminták a Szegedi 

Tudományegyetem Szülészeti és Nőgyógyászati Klinikájáról származnak. A mintavétel 

és a minták feldolgozása a Szegedi Tudományegyetem Szent-Györgyi Albert Klinikai 

Központ Regionális Humán Orvosbiológiai Kutatásetikai Bizottság engedélyével 

(engedélyszám: 149/2012 és 16/2014) az 1964-ben megjelent Helsinki Nyilatkozatban 

megfogalmazott elvekkel megegyezően, a tájékoztatott anyák hozzájárulásával történt. 

2014 januárja és 2018 júniusa között 98 nemdohányzó (kontroll), és 90 dohányos 

édesanya vénás- illetve újszülöttjeik köldökzsinór vérmintáit gyűjtöttük össze. Minden 

esetben olyan mintákat gyűjtöttünk, ahol a terhesség a 37-41. gesztációs hét között 

fejeződött be. Mind a kontroll, mind a dohányzó csoportba csak olyan mintákat 

gyűjtöttünk, melyek komplikációmentes terhességből származtak. A mintagyűjtés során 

kizáró ok volt, ha a terhesség során az édesanyánál felmerült egészségügyi probléma, 

például gesztációs diabétesz vagy kardiovaszkuláris megbetegedés. Dohányos minták 

esetében a fentebb említett kritériumokon kívül feltétel volt, hogy az édesanya saját 

bevallása szerint naponta elszívjon legalább 10 szál cigarettát. A minták feldolgozása 

során készítettünk vérkeneteket, valamint a molekuláris biológiai és biokémiai 

vizsgálatokhoz az etilén-diamin-tetraecetsavval (EDTA) alvadásgátolt vért 5 perc 200 

g-vel történő centrifugálással (Thermo Scientific Heraeus Fresco 17 Refrigerated Micro 

Centrifuge, 24-Pl Rotor; 230 VAC) plazma és eritrocita frakcióra különítettük el. Az 

eritrocita frakciónak kizárólag az alsó 2/3-át használtuk fel. A mintákat a kísérlet 

típusától függően vagy rögtön felhasználtuk, vagy folyékony nitrogénben történő 

fagyasztás után -80 °C-on tároltuk. 

 A továbbiakban a kontroll terhességből született újszülöttek köldökzsinór 

artériájából származó teljes vér esetében a K, míg a dohányos édesanyától született 

újszülöttek esetében a D rövidítést használom. Az anyai vérmintáknál hasonlóképpen; a 

kontrollként tekintett anyai teljes vért KA, míg a dohányos anyai teljes vért DA néven 

rövidítem. Az izolált eritrocita populáción végzett kísérleteknél a rövidítések a 

következőképpen alakulnak: K-Eritrocita, D-Eritrocita, KA-Eritrocita illetve DA-

Eritrocita.  
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5.2 RNS preparálás fagyasztott mintákból az argináz-1 transzkript mennyiségének 

meghatározására 

A fagyasztott vérmintákból körülbelül 100 mg-ot 1,2 ml RNazolB oldatban (Tel-

test, Inc.) homogenizáltunk (2 perc, 1500 fordulatszám/perc), és a gyártótól származó 

instrukciókat követve össz-RNS-t preparáltunk. Röviden összefoglalva; a 

homogenizátumokat 2-szer extraháltuk kloroformmal és centrifugáltuk (20 perc, 17000 

g, 4 °C), majd a felső, vizes fázisból 0,75 térfogatnyi izopropanollal kicsaptuk az RNS-

t. A csapadékot egy éjszakán át 75%-os etil-alkoholban mostuk, majd dietil-

pirokarbonáttal kezelt vízben oldottuk fel.  

Az RNS koncentrációjának és tisztaságának meghatározását NanoDrop 

(ThermoScientific) készülékkel végeztük az OD 1A260= 40 μg/ml RNS összefüggést 

alkalmazva. Amennyiben az A260/A280 arány nagyobb volt 1,8-nál, akkor a minta 

tisztaságát megfelelőnek tekintettük. Az RNS minták intaktságát 1,2%-os agaróz 

gélelektroforézissel ellenőriztük. Néhány minta esetében az elektroforézis mellett 

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) készüléket használtunk, mely az úgynevezett 

„Lab-on-chip” technikát használja az RNS intaktságának meghatározására. Ezzel a 

technikával megfelelőnek tekintjük az RNS minőségét, ha a RNA Integrity Number 

(RIN) indexe legalább 7 volt.  

 

5.2 Reverz transzkripció (RT) 

A cDNS szintézis 5 µg totál RNS-ből kiindulva 20 µl végtérfogatban történt. A 

templát RNS-t 500 pmol random hexamer primer (Promega) jelenlétében 95 °C-on 

denaturáltuk, majd 200 U M-MuLV reverz transzkriptáz (Thermo Scientific), 20 pmol 

dNTP keverék (Thermo Scientific) és 1x RT reakció puffer (Thermo Scientific) 

jelenlétében 10 percig 37 °C-on, majd 45 percig 42 °C-on inkubáltuk. A reakciót 5 

perces 65 °C-on történő inkubálással állítottuk le, majd a mintákat -20 °C-on tároltuk. 

 
5.3 Kvantitatív polimeráz láncreakció (qPCR) 

 Az amplifikálásokhoz templátként 100 ng cDNS-t használtunk fel reakciónként 

20 l végtérfogatban Luminaris Color HiGreen Low ROX qPCR Master Mix-ben 

(Thermo Scientific). Az Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System készüléket 

alkalmazva a reakció során a következő lépések mentek végbe: elődenaturálás 10 perc 
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95 °C-on, majd 40 ciklus során a következő beállításokat alkalmaztuk: denaturálás 15 

másodperc 95 °C-on, anneling 60 másodperc 63-65 °C-on, szintézis 60 másodperc 72 

°C-on. Minden amplifikálás során vizsgáltuk a primerek működésének hatékonyságát is, 

amit egy úgynevezett disszociációs görbe felvételével tudtunk megtenni. A vizsgált 

mRNS mennyiségét a 18S RNS mennyiségére normalizáltuk, és a számításokat ΔΔCt 

módszer (Livak and Schmittgen, 2001) alapján végeztük, mintánként 3-3 párhuzamost 

alkalmaztunk két független sorozatban.  

 

5.4 Primerek 

A primerek tervezése során az NCBI Blast programot alkalmaztuk. Humán 

génszekvenciákra specifikus primereket terveztünk, törekedve arra, hogy a forward és 

reverz primerek különböző exonon helyezkedjenek el.  

 

Primer  

18S RNS 
Forward: GAAACGGCTACCACATCCAAGG 

Reverz: CCGCTCCCAAGATCCAACTACG 

Argináz-1 
Forward: TGGCAAGGTGGCAGAAGTCA  

Reverz: TCCTTGGCAGATATACAGGG 

1. táblázat: Az általunk tervezett primerek szekvenciái 

 

5.5 Morfológiai vizsgálatok és adatelemzés eozin festett vérkeneteken 

 
A vérmintákból készült keneteket hővel fixáltuk 150 °C-on 15 percig (Pinheiro 

and Lockner, 1963). Az eozinos festésekhez a keneteket 1 percre 96%-os etanolba 

mártottuk, majd 5 percre eozin alkoholos oldatába (Sigma-Aldrich) merítettük. A 

víztelenítés felszálló alkoholsorban (70%, 90%, 95% és abszolút etanol) történt. A 

keneteket száradás után Mounting Medium (Sigma-Aldrich) felhasználásával lefedtük, 

és mikroszkóppal (Nikon Eclipse 80i, 40 x-es objektív és 100 x-os immerziós objektív) 

vizsgáltuk. A képeket QImaging RETIGA 4000R kamerán keresztül és Capture Pro 6.0 

szoftverrel készítettük, és Image J 1.49v szoftverrel analizáltuk 

(http://imagej.nih.gov/ij/). 

Az adatelemzés az MTA-SZBK Mikroszkópos Képfeldolgozó és Gépi Tanulási 

Csoport protokollja alapján történt. A képfeldolgozás MatLab 
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(https://www.mathworks.com/products/matlab.html) szoftverrel készült. Minden képet 

az előfeldolgozó lépés során minőségi ellenőrzésnek vetettünk alá az elemzés kezdeti 

szakaszában, mely a mikroszkópos képek megvilágítási korrekcióiból állt, amit a 

CIDRE (correct illumination distributions with regularized energy minimization) 

módszer (Smith et al., 2015) használatával végeztünk el. Ezek alapján a nem megfelelő 

minőségű képek kizárásra kerültek az elemzésből. A sejtek azonosítását és 

szegmentálását CellProfiler (Carpenter et al., 2006) automatikus bioimage elemző 

szoftverrel végeztük el (elérhető a http://cellprofiler.org címen), amely a sejtek 

morfológiai jellemzőinek kinyerésére szolgáló módszer. Egy intelligens elemző 

szoftverrel, az Advanced Cell Classifier-rel (Horvath et al., 2011), (ACC, 

http://cellclassifier.org) azonosítani és kvantifikálni tudtuk a képeken jelen lévő 

sejtformákat. Finomítva a köztük lévő döntési síkokon, gépi tanulási módszerekkel, 

mint például az aktív tanulás, minimális felhasználói beavatkozás mellett pontos 

adatokat kaphattunk a program segítségével a különböző sejtformák arányairól. 

 

5.6 Eritrociták reológiai tulajdonságainak vizsgálata 

Az eritrociták rugalmassági méréseit az MTA-SZBK Biofizikai Intézetében 

atomerő mikroszkópos vizsgálatokkal, Asylum Research MFP-3D atomerő 

mikroszkóppal végeztük el (Asylum Research, IgorPro 6.32A szoftver). A mintákat 

arannyal bevont konzolra helyeztük (Olympos), pozícionálásukhoz Zeiss Axiovert 200 

optikai mikroszkópot használtunk. A kísérletek során 30 pN/nm névleges rugóállandót 

és 37 kHz rezonanciafrekvenciával ellátott V alakú hegyet alkalmaztunk. 

A mérések előtt az egyes konzolok rugóállandóját kalibrálni kellett minden 

alkalommal (Hutter and Bechhoefer, 1993; Sader et al., 2012). A mérésekhez 20 μl 

eritrocita populációt 500-szorosára hígítottunk fiziológiás sóoldatban (0,9% NaCl). A 

hígított oldatot Petri-csésze fedőfelületére cseppentettük. A mérés során minden esetben 

15x15 μm2 területet választottunk ki. Mindegyik pontnál erőhatás-görbét vettünk fel, 

melyeket 8 μm/s sebességgel rögzítettünk, 0,5 nN maximális terhelés mellett és 2 kHz 

mintavételi frekvenciával. 

Az elasztikus és plasztikus munkát az egyes erőhatás-görbék különbsége alapján 

számoltuk ki. Az elasztikus munka azt mutatja meg, hogy a sejt 0,5 nN erőhatásra 

történő benyomódásához mennyi energia szükséges, míg a plasztikus munka olyan 

energiát jelöl, amely a sejt eredeti állapotába való visszatéréséhez szükséges. Ezek 
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arányát az elasztikus index jelenti, amely értéke 1, ha tökéletesen rugalmas anyagról 

van szó, illetve 0, ha tökéletesen plasztikus anyagot vizsgálunk. A kiértékelést MatLab 

program (MathWorks) alkalmazásával végeztük (Starzyk et al., 1997; Boey et al., 

1998). 

 

5.7 Lipidomikai vizsgálatok eritrocitákon 

 A lipidomikai vizsgálatokat az MTA-SZBK Molekuláris Stresszbiológiai 

csoportjával együttműködve készítettük. Az eritrocita frakciót foszfát pufferes 

sóoldatban (1x PBS, pH 7,4) hemolizáltuk, majd 17.000 g-vel 10 percig 4 °C-on hideg 

0,05 M-os foszfát pufferben (PB, pH 7,4) annyiszor mostuk, amíg a felülúszó teljesen 

áttetsző nem lett (Steck and Kant, 1974). Végeredményül eritrocita membránt kaptunk, 

melyen egyfázisú metanolos extrakciót végeztünk (Péter et al., 2017). A 

tömegspektrometriás (mass spectrometry, MS) lipid analíziseket egy Orbitrap Fusion 

Lumos eszközzel (Thermo Fisher Scientific) végeztük el, amely TriVersa NanoMate-tel 

(Advion BioSciences) volt felszerelve (Peksel et al., 2017). Az ionforrást a Chipsoft 

8.3.1 szoftver vezérelte. Az ionizációs feszültség pozitív és negatív módban +1,3 kV és 

-1,9 kV volt, és az ellennyomást mindkét üzemmódban 1 psi-re állítottuk. Az ionátviteli 

kapilláris hőmérséklete 330 °C volt. Az akvizíciókat Rm/z 200= 240000 tömeg 

felbontással hajtottuk végre. 

Lipid standardként Avanti Polar Lipideket (Alabaster) alkalmaztunk. Az 

extraháláshoz és az MS analízishez használt oldószerek a Merck és a Thermo Scientific, 

valamint a Sigma-Aldrich cégtől származtak. 

 
5.8 Fluoreszcencia aktivált sejtválogatás és analízis (FACS) eritrocitákon 

 Az eritrocita populációt 1 órán át 4 °C-on 4%-os paraformaldehid oldattal 

fixáltuk, melyet centrifugálási lépés követett (200 g, 4 °C, 5 perc) (Cortese-Krott et al., 

2012). A mosási lépések után a sejteket permeabilizáltuk 0,05 M-os PB-ben hígított 

0,1%-os végkoncentrációjú Triton-X-100 oldattal 30 percen át szobahőmérsékleten. 

Megakadályozandó a nem-specifikus kölcsönhatásokat a sejteket egy órán keresztül 

szobahőmérsékleten blokkoló oldatban inkubáltuk (A blokkoló oldat összetétele 4% 

BSA (Bovine Serum Albumin), 5% NGS (Normal Goat Serum) 0,05 M-os PB-ben 

feloldva). Az elsődleges ellenanyag hozzáadásával a mintákat egy éjszakán át 4 °C-on 

inkubáltuk. Az elsődleges ellenyagokat a megfelelő koncentrációra hígítottuk 1% BSA 
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és 5% NGS 0,05 M-os PB-ben. A megfelelő másodlagos ellenanyag hozzáadása után 2 

órás inkubáció következett szobahőmérsékleten. Az ellenanyagok eltávolítása utána 

csapadékot 200 μl 0,05 M-os PB-ben vettük fel FACS analízishez. 

A FACS analízisek során minden esetben alkalmaztunk ún. vak mintát, mely az 

autofluoreszcencia szintjét hivatott reprezentálni. Az autofluoreszcencia kizárása után 

azokat a sejteket vettük figyelmbe, melyek intenzitása nagyobb volt, mint 101. A 

Szegedi Biológiai Kutatóközpontban végeztük a FACS analízist BD FACS CaliburTM 

(BD Biosciences) eszközzel. Az eredmények kiértékelését a FlowJo x 10.07r2 szoftver 

segítségével végeztük.  

A FACS analízissel párhuzamosan fluoreszcens mikroszkópos felvételeket is 

készítettünk az SZTE-ÁOK I. számú Belgyógyászati Klinikán található Zeiss LSM880 

típusú konfokális mikroszkóppal. 

Az immuncitokémiai festésekhez a következő ellenanyagokat használtuk fel (2. 

táblázat). 

 

 

Elsődleges ellenanyagok 
Név Típus Gyártó Hígítás 

anti-NOS3 egér poliklonális Santa Cruz  1: 200 
anti-NOS3 nyúl poliklonális Santa Cruz  1: 100 

anti-pSER1177 NOS3 nyúl poliklonális Sigma  1: 100 
anti-HNE egér monoklonális abcam  1: 100 

anti-Argináz 1 nyúl monoklonális Biocare  1: 100 
Másodlagos ellenanyagok 

Név Típus Gyártó Hígítás 
Alexa 647 egér poliklonális abcam  1: 400 
Alexa 488 nyúl poliklonális abcam  1: 400 
2. táblázat: Felhasznált elsődleges és másodlagos ellenanyagok listája 
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5.9 Spektrofotometriás mérések 

A mérésekhez az eritrocita frakcióból desztillált vízzel 10x-es hemolizátumot 

készítettünk.  

5.9.1 Fehérje koncentráció meghatározása 
 

A fehérje koncentráció meghatározását Folin-Ciocalteu reagenssel, 750 nm-en 

végeztük (Lowry et al., 1951). 150 μl hemolizált mintához 750 μl „C” oldatot adtunk. A 

„C” oldat az „A” és „B” oldat 50:1 arányú elegye. Az „A” oldat 20 g/l Na2CO3, 0,2 g/l 

K-Na-tartarát és 0,1 M NaOH összetételű, míg a „B” oldat 5 g/l koncentrációjú 

CuSO4x5H2O oldat volt. 10 perc szobahőmérsékleten történő inkubációt követően a 

reakcióelegyhez 75 μl kétszeresére hígított Folin-Ciocalteu-reagenst adtunk. 30 perc 

elteltével spektrofotometráltunk. A koncentráció meghatározásához kalibrációs egyenes 

felvétele szükséges, melyet szarvasmarha-szérum albuminból készült hígítási sor 

alapján vettünk fel. A méréseket 750 nm-en GENESYS 10S UV-Vis (Thermo 

Scientific) spektrofotométerrel végeztük. 

 

5.9.2 Peroxinitrit (ONOO-) mérés 
 
A méréseket 302 nm-en végeztük. A módszer alapja az, hogy a ONOO- magas 

pH-n stabil, de semleges pH-n gyorsan bomlik. A hemolizátumokat elsőként 1 M 

NaOH-ban mértük le (2 μl hemolizátum és 500 µl 1 M NaOH). Az abszorbancia 

növekedését addig mértük, amíg a stabil egyensúlyt el nem érték. A hemolizátumokat 

ezután 100 mM PB-hez (pH 7,4) adtuk a fent említett arányban és mértük az 

abszorbanciát (Huie and Padmaja, 1993).  

Az ONOO- koncentrációját a Lambert-Beer törvény (ƐONOO
-=1670 M-1cm-1) 

alkalmazásával, a két különböző pH-értéken mért abszorbancia különbsége alapján 

számítottuk ki. A végső eredményeket a fehérje koncentrációhoz viszonyítva adtuk 

meg.  
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5.10 Ex vivo kezelések 

5.10.1 Nehézfém kezelés 

A kezelés során az eritrocita mintákat nehézfém terhelésnek vetettük alá. A 

kezelést kadmium-acetát oldat formájában végeztük. Az oldatok koncentrációját a Cd2+-

ra vonatkoztatva adjuk meg. Az általunk használt két koncentráció a 0,5 ng/µl és 20 

ng/µl volt. Az inkubálást 30 percig 37°C-on végeztük. A kezelés végeztével a 

morfológiai vizsgálatokhoz vérkeneteket készítettünk. A Cd2+ koncentráció 

kiválasztásához végzett előkísérletekhez Witeska és munkatársai publikációját vettük 

alapul (Witeska et al., 2011).  

5.10.2 Candida parapsilosis fertőzés 
 
A teljes vért Candida parapsilosis (ATCC 22019) törzzsel fertőztük meg 107 

gombasejt/1 ml vér végkoncentrációban (Csonka et al., 2017). A kezelés 20 órán át 

tartott 37 °C-os, CO2 inkubátorban (5%). Kontrollként hasonló körülmények között 

inkubált fertőzetlen mintát használtunk. A gombanövekedés kontrolljaként a fertőzendő 

vérmennyiség térfogatával megegyező szérummal (fetal bovine serum, FBS) 

kiegészített RPMI 1640 (pH 7,2±0,2) tápoldatot fertőztünk ugyancsak 107 gombasejt/1 

ml végkoncentrációban. 

Az ölési hatékonyság (mely azt fejezi ki, hogyan befolyásolja a vér a Candida 

parapsilosis szaporodási képességét) kiszámolására a következő formulát használtuk;  

 
ölési	hatékonyság	(%) = େ୊୙ୖ୔୑୍-େ୊୙୫୧୬୲ୟ

େ୊୙	ୖ୔୑୍
x100, 

 
ahol CFURPMI a gazdag táptalajon növesztett gombák növekedési rátája, míg a CFUminta 

a teljes vérben mutatja a gomba növekedési képességét. A CFU meghatározása a 

következőképpen zajlott: az inkubációs idő leteltével az előző napon fertőzött mintákból 

100x hígítást készítünk, majd ezekből 10-10 µl-t gazdag táptalajra szélesztünk, 3-3 

párhuzamosban. A csészéket 37°C-on inkubáltuk 20 órán át, majd meghatározzuk a 

telepszámot és ölési hatékonyságot számoltunk a kontroll csészén felnőtt telepek számát 

összevetve a fertőzött vérmintákból származó telepek számával (Csonka et al., 2017). 
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5.11 Statisztikai analízis 

A molekuláris biológiai, valamint az immuncitokémiai vizsgálatok során nyert 

adatokat egyfaktoros varianciaanalízissel (ANOVA) és Newman-Keuls teszttel 

analizáltuk GraphPad Prism 6.0 (1999-2012 GraphPad Software Inc.) szoftver 

használatával. A kapott eredményeket diagramokon ábrázoltuk, az értékeket átlag±SD 

formában tüntettük fel. A szignifikancia szintjét minden esetben *p <0,05 valószínűségi 

értékben határoztuk meg.  

Az atomerő mikroszkópos mérések eredményeinek kiértékelését Kruskal-Wallis 

rangsorolással végeztük. Az eredmények közti különbséget szignifikánsnak tekintettük, 

ha a p <0,05.  

A MS analízist követően a lipid fajtákat a LipidXplorer szoftverrel azonosítottuk 

(Herzog et al., 2011). Az eredményeket a membrán lipidek mól%-ában fejezzük ki, és 

az átlagok±SD értéket ábrázoltunk. A szignifikanciát a Student-féle t-eloszlás határozta 

meg. Az OPLS-DA-t MetaboAnalysis alkalmazásával (Xia and Wishart, 2016) 

végeztük el a minták kiértékelését. 
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6. Eredmények 
 
6.1 Mintagyűjtés 

 

A mintagyűjtés a Szegedi Tudományegyetem Szent-Györgyi Albert Klinikai 

Központ Regionális Humán Orvosbiológiai Kutatásetikai Bizottság engedélyével 

(149/2012 és 16/2014), az édesanyák írásos jóváhagyásával történt 2014 januárja és 

2018 júniusa között. Az anyák vénás, és az újszülöttjeik köldökzsinór artériájából 

származó vérminták egyidőben kerültek levételre és feldolgozásra. 

 Az Anyagok és módszerek első fejezetében tárgyaltaknak megfelelően olyan 

terhesség esetén gyűjtöttünk mintát, ahol nem merült fel a magzatot vagy az édesanyát 

érintő komplikáció a terhesség alatt, mint például intrauterin magzati distressz, 

preeklampszia, gesztációs diabétesz mellitus, HELPP szindróma (eritrociták szétesése, 

emelkedett májenzimek és alacsony vérlemezke szám jellemző). Ezek a kritériumok 

mind a kontroll, mind a dohányos csoport esetén fennálltak. Munkánk során csak olyan 

mintákat dolgoztunk fel, ahol a terhesség a 37. vagy azutáni héten fejeződött be. A 

dohányos csoporton végzett kísérleteinkbe a fent említett kritériumokon kívül csak 

azokat az édesanyáktól és újszülöttjeiktől származó mintákat vontuk be, akik 

bevallottan legalább 10 szál cigaretta/nap terhelésnek voltak kitéve az egész terhesség 

során.  

 Az etikai engedély értelmében a kórlapokhoz hozzáférhettünk, így információt 

kaphattunk az édesanya és az újszülött adatairól (mint például az anya életkora, a 

terhesség alatti súlygyarapodása, a szülés időtartama, az újszülött 1 és 5 perces APGAR 

értéke, a gesztációs hét, az újszülött születési súlya és a hematokrit értékei). Az APGAR 

értéket a következő szempont rendszer vizsgálatával határozzák meg: szívfrekvencia, 

légzés, izomtónus, reflexingerlékenység, bőrszín.  

 A 3. táblázat foglalja össze a főbb paraméterekből készült statisztikák 

eredményeit. 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                               Eredmények 
 

37 
 

  Kontroll 
csoport Dohányos csoport 

Mintaszám (db) 98 90 

anyai életkor (év) 32,09±5,2 27,7±6,3 

újszülött születési súly (g) 3490,4±476,2 2912,7±614,68(****) 

gesztációs hét 39,5±1,121 38,4±2,70 

mellkas körfogat (cm) 33,1± 1,84 30,94±2,79(****) 
fej körfogat (cm) 34,49±1,44 32,50±2,19(****) 
APGAR (1 min) 9,37±0,73 8,89±1,11(*) 
APGAR (5 min) 9,97±0,03 9,86±0,14 

újúújszülött hematokrit 
érték (%) 44,15±8,07 43,61±8,73 

Cigaretta fogyasztás 
(szál/nap) 0 10-20 

3. táblázat: A kontroll és a dohányos mintacsoportok paramétereinek összehasonlítása  
Az adatok az átlag értékeknek felelnek meg, illetve ± SD értékeket is feltüntettünk. A szignifikancia 

szintjét *p <0,05 és ****p <0,0001 valószínűségi értékben határoztuk meg. 

 

A szülés módja alapján két csoport határozható meg; a császármetszéssel, illetve 

a hüvelyi szüléssel született újszülöttek. A kontroll és a dohányos mintákban közel 

azonos arányban oszlik meg a két szülési mód. Előkísérleteink során nem találtunk 

szignifikáns különbséget, ha a szülés módja alapján csoportosítottuk az eredményeinket, 

így a továbbiakban ezt a paramétert nem vettük figyelembe. 

A gesztációs hetek megoszlását figyelembe véve, illetve születési súlyok 

gyakoriságáról részletes statisztikai elemzést készítettünk. A gesztációs hetekről készült 

statisztika a 9. ábrán, míg a születési súlyok gyakoriságára vonatkozó adatok a 10. ábrán 

láthatóak. 

Az újszülöttek több mint 70%-a mindkét csoport esetében a 39. gesztációs héten 

vagy azt követően született. A további két gesztációs időhöz tartozó gyakorisági értékek 

között sem jelentkezett szignifikáns eltérés (9. ábra). 
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9. ábra: Kontroll és dohányos anyáktól született újszülöttek születési hetének eloszlása 
A: kontroll édesanyák B: dohányzó édesanyák újszülöttjeinek születési hetének gyakoriságát mutatja 

 

Elmondható, hogy a terhesség alatt nem dohányzó édesanyáktól született 

újszülöttek (10. ábra, zöld színnel ábrázolva) több mint a fele (51%) 3500 g-nál 

nagyobb súllyal jött a világra. Ezzel szemben, a terhesség alatt folyamatosan dohányzó 

édesanyáktól született újszülöttek (10. ábra, piros oszlop) 10,74%-a tartozott a 3500 g 

feletti súlycsoportba. Az is elmondható, hogy a nem dohányzó édesanyák 

újszülöttjeinek csupán csak a 1,4%-a született 2500 g alatti súllyal, míg a dohányzó 

édesanyák esetében ez a szám 19% volt az általunk gyűjtött minták esetében.  
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10 ábra: Születési súlyok alakulása nem dohányzó (zöld) és dohányzó (piros) édesanyáktól született 

újszülöttek esetében 
 

6.2 Eritrociták morfológiai változásainak vizsgálata vérkeneten 

 
Az eritrociták morfológiáját vérkeneteken vizsgáltuk eozin-festést követően. A 

11. ábrán egy reprezentatív fénymikroszkópos felvételt mutatunk be, melyen jelöltük a 

két leggyakoribb morfológiai formát, a Burr sejt, illetve a könnycsepp fenotípust.  
 

 
 11. ábra: Reprezentatív fénymikroszkópos felvétel eozin festett vérkenetről 

Fekete nyilak a Burr sejteket, míg a piros nyilak a könnycsepp fenotípust jelölik. 
  

 A Burr sejt, illetve a könnycsepp fenotípus jól elkülöníthető a bikonkáv 

formától, így lehetőség volt arra, hogy aktív tanulás során, az Advanced CellProfiler® 
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program felismerje és számszerűsítse ezen alakok gyakoriságát. Az eredményeket a 12. 

ábrán mutatjuk be.  

 

 
12. ábra: Eritrociták morfológiai változatainak gyakorisága nem dohányzó és dohányzó 

édesanyáktól született újszülöttek esetében 
A sejtszámolást Advanced CellProfiler® programmal végeztük teljes vérből készült keneteken. Az ábrán 
a Burr sejt és a könnycsepp fenotípus gyakoriságát mutatjuk be. K mintából n=7956 sejt/20 mintát, míg D 

mintákból n=15745 sejt/15 mintát vizsgáltunk meg. A szignifikancia szintjét ****p <0,0001 
valószínűségi értékben határoztuk meg. 

 

 A Burr sejt gyakoriságának vizsgálata során a K és D csoportok 

összehasonlítását követően elmondható, hogy a Burr sejtek gyakorisága a dohányos 

mintacsoportban (15%) szignifikánsan, mintegy ötszörösére emelkedett a kontroll 

eritrocita populációhoz (3%) viszonyítva (12. ábra). Ez a jelentős növekedés azt 

sugallja, hogy a terhesség alatti dohányzás során bekerülő káros anyagok hatással 

vannak a fejlődő magzat eritrocitáinak membránszerkezetére. A könnycsepp alakú 

fenotípus gyakoriságának összehasonlítása során nem tapasztaltunk szignifikáns 

különbséget (12. ábra).  

Az eozin festett vérkenetek mikroszkópos vizsgálata során számos más 

fenotípust is azonosítottunk. Azonban az apróbb méretbeli különbségek és kisebb 

deformációk nagyon nehezen számszerűsíthetők az általunk használt programmal, mivel 

az eltérések kicsik és az előfordulási gyakoriságuk alacsony, így a „tanító példák” 

száma - mely alapján a program analizál - kevés.  
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6.2.1 Kadmium kezelés 
 

Terhesség alatti dohányzás során az anya szervezetébe kerülő káros anyagok, 

mint pl. a nehézfémek (pl. Cd2+), átjuthatnak a méhlepényen a magzat szervezetébe is. 

Így egy ex vivo kísérletben Cd2+ kezelést követően vizsgáltuk a morfológiai változások 

gyakoriságát. 

 A kísérleteink során a K és D csoportokból származó vérmintákat nehézfém 

terhelésnek vetettük alá. A teljes vér-kezelésekhez kadmium-acetátot (Cd(CH3COO)2) 

alkalmaztunk. A Burr sejtek megjelenésének gyakoriságát a 13. ábrán mutatjuk be. A K 

csoportba tartozó sejtek már a 0,5 ng/µl Cd2+ koncentrációra is rendkívül érzékenyen 

reagáltak; a kezeletlen mintához viszonyítva a Burr sejtek gyakorisága közel ötszörös 

növekedést mutatott. A fenotípus megjelenése koncentráció-függést mutatott; a 20 

ng/µl-es kezelés hatására tovább emelkedett a Burr sejtek száma. A D mintacsoportban 

eleve magas volt a Burr sejtek aránya és csak a magasabb Cd2+ koncentráció hatására 

történt szignifikáns emelkedés, a növekedés mértéke csupán 25%-os volt (13. ábra).  

Ezekből a kísérletekből azt a következtetést vonhatjuk le, hogy a dohányos 

anyák újszülöttjeinek eritrocitáiban - valószínűleg a terhesség alatti folyamatos 

expozíció miatt - egyfajta rezisztencia alakulhatott ki a nehézfémmel, konkrétan a Cd2+ 

terheléssel szemben. 
 

 
 13. ábra: Kadmium kezelést követően megjelenő Burr sejt gyakoriság 

Az ábrán a K és D minták kezeletlen, valamint a 0,5 ng/µl és 20 ng/µl Cd2+ kezelésük eredményei 
láthatóak. A szignifikancia meghatározására egyutas ANOVA, Neuman-Keuls post-hoc tesztet 
alkalmaztunk. A szignifikancia szintjét *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001 és ****p <0,0001 
valószínűségi értékben határoztuk meg. A gyakoriság számolásnál a kísérletbe bevont sejt és mintaszám a 
következőképpen alakult: K n=8500 sejt/10 minta, K-0,5 ng/µl 4589 sejt/10 minta, K-20 ng/µl 4958 
sejt/10 minta, D minta esetén n=8300 sejt/8 minta, D-0,5 ng/µl 3489 sejt/8 minta, D-20 ng/µl 5487 sejt/10 
minta. 
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 A könnycsepp fenotípus gyakoriságában nem tapasztaltunk szignifikáns 

változást nehézfém terhelés hatására sem a K, sem a D csoport esetében. 

 

6.2.2 Candida parapsilosis fertőzés 
 

A Candida parapsilosis egy humán patogén gomba, mely leggyakrabban a 

kézről és a gasztrointesztinális traktusból izolálható (Neu et al., 2009), illetve könnyen 

terjed horizontálisan, ami növeli a nozokomiális fertőzések kockázatát (Pfaller and 

Diekema, 2007). A véráramot érintő szisztémás megbetegedések kiváltó kórokozói 

között a Candida fajok előfordulása a negyedik leggyakoribb (Wisplinghoff et al., 

2004). Ha a Candida törzsek gyakoriságát hasonlítjuk össze, akkor a harmadik 

leggyakoribb fertőzést kiváltó kórokozó a Candida parapsilosis (Pfaller et al., 2010). 

Egy 2014-ben megjelent tanulmány szerint az intenzív ápolásra szoruló újszülöttek 

körében a szisztémás gombafertőzések egyharmadát C. parapsilosis okozta (Pammi et 

al., 2014). 

Az újszülöttekről rendelkezésre álló adatok alapján feltételeztük, hogy a C. 

parapsilosis-sal, mint stresszorral nem „találkoztak” korábban a fejlődő magzatok. A 

vérminták C. parapsilosis-sal való fertőzésével teszteltük, hogy a dohányos mintákban 

tapasztalt Cd2+-mal szembeni tolerancia más szabadgyök indukáló ágensekre, mint 

pl.egy gombafertőzés, is jellemző-e. Kísérleteink során teljes vért fertőztünk C. 

parapsilosis törzzsel, és első körben a gombák vérben való szaporodását vizsgáltuk. A 

K minták ölési hatékonysága átlagosan 68% körüli, míg a D mintáké 45% körüli (14. 

ábra).  

 

 
14. ábra: Teljes vér Candida parapsilosis-ra gyakorolt hatása K és D csoportok esetén 

A grafikonok GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls teszttel készültek. A szignifikancia szintjét *p <0,05, 
valószínűségi értékben határoztuk meg. Kísérletbe bevont minták száma K n=32, D n=25 volt. 
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A morfológiai változások követése a Cd2+ terheléshez hasonlóan, eozin festett 

keneteken történt, fertőzetlen és fertőzött mintákon. A mikroszkópos vizsgálatok során 

nagyfokú növekedést figyeltünk meg fertőzés hatására a Burr sejtek gyakoriságában. Ez 

az állítás egyaránt igaz a dohányzó és nem dohányzó édesanyáktól származó újszülött 

csoportokra is. Ezen felül, azon eritrociták, melyek környezetében gomba található, egy 

kisebb, denzebb fenotípust mutatnak, melyre egy reprezentatív mikroszkópos felvételt 

mutatunk be a 15. ábrán.  

 

 

 
15. ábra: C. parapsilosis fertőzés hatása az eritrociták morfológiájára 

Az ábrán egy eozin festett vérkenet látható, melyen a gomba eritrocitákra gyakorolt hatását mutatjuk. 
Fekete nyilak jelölik a C. parapsilosis gombát. 

 

Az eozin festett képeken elvégeztük a fenotípus variánsok számolását az 

Advanced CellProfiler® program alkalmazásával. A könnycsepp alakú sejtek száma C. 

parapsilosis fertőzés hatására nem emelkedett szignifikánsan, a Burr sejtek 

gyakoriságának változását a 16. ábra szemlélteti.  
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16. ábra: Burr sejt fenotípus gyakorisága C. parapsilosis fertőzés hatására 

A grafikonok GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls teszttel készültek. A szignifikancia szintjét *p <0,05, 
****p <0,0001 valószínűségi értékben határoztuk meg. Kísérletbe bevont sejtszám K- fertőzetlen n=5962 

sejt/10 minta, K-fertőzött n=7212 sejt/10 minta, D-fertőzetlen n=6832 sejt/8 minta, D-fertőzött n=9099 
sejt/8 minta volt. 

 

Elmondhatjuk, hogy mind a K, mind a D csoport esetén a gombafertőzés 

hatására jelentős növekedést tapasztalunk a Burr sejt fenotípusban. A K populációban a 

növekedés csaknem 10-szeres, míg D minták esetén ez a növekedés 2,5-szeres a 

kezeletlen mintákhoz viszonyítva (16. ábra).  

 

6.3 Eritrociták reológiai tulajdonságainak vizsgálata 

 

Az elaszticitás fontos jellemzője olyan sejteknek, melyek folyamatosan 

mechanikai stimulusnak vannak kitéve, mint például az eritrociták, melyek képesek 

átjutni a legkisebb átmérőjű kapillárisokon is a deformálódási képességüknek 

köszönhetően. Az elaszticitás, vagy rugalmasság, melyet a Young-modulus jellemez, a 

sejtmembránra egy adott erővel alkalmazott behatás által kiváltott deformáció 

mértékéből adódik (Végh et al., 2011). A plaszticitás az erre az erőre adott 

válaszreakciót fejezi ki, azaz, hogy mennyire képes az erőhatás után visszanyerni 

eredeti alakját a sejt. 

Ebben a fejezetben az atomerő mikroszkópos kísérleteink eredményét foglalom 

össze. A vizsgálatokat izolált eritrocitákon végeztük, jelölésük K- és D-Eritrocita. 

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

17. ábra szemlélteti. 
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17. ábra Deformabilitás vizsgálat atomerő mikroszkóppal K-Eritrocita és D-Eritrocita vérmintákon 
Az A-D ábrákon egy-egy reprezentatív atomerő mikroszkópos felvétel látható. A felső sor az elasztikus 
munkát szemlélteti a K-Eritrocita (A) és D-Eritrocita (B) csoportok esetén. A második sorban a plasztikus 
munka alakulása látható a K-Eritrocita (C) és D-Eritrocita (D) populációban. A reprezentatív ábrákon a 
színskála munka értékeket határoz meg Attojoule-ban (aJ). Az E ábrán az elasztikus indexet mutatjuk az 
összes általunk vizsgált mintán (100-100 sejt), ami a plasztikus és az elasztikus munka hányadosaként 
írható le. Az F ábrán az összes sejt adata látható plasztikus és elasztikus munkát tekintve. A K-Eritrocita 
csoportot zöld, a D-Eritrocita csoportot pedig piros színnel ábrázoltuk. A szignifikancia szintjét *p <0,05 
valószínűségi értékben határoztuk meg. 
 

 

A 17. ábra alapján, úgy a reprezentatív, mint az összesített adatokat értékelve, 

egyértelműen arra a következtetésre juthatunk, hogy a két csoport elasztikus 

munkavégzése közel azonos. A 17. ábra E panelje alapján elmondható, hogy az 

elasztikus index a D-Eritrocita populációban szignifikánsan alacsonyabb, mely abból 

adódik, hogy a plasztikus munka szignifikánsan kisebb, mint K-Eritrocita csoport 

esetében. Eredményeink azt sugallják, hogy a csökkent plasztikus munka miatt később 

nyerik vissza a D-Eritrociták a bikonkáv alakjukat, ami a leghatékonyabb 

funkcionalitást hordozza, így a magzat oxigén ellátottsága valószínűleg nem megfelelő.  

Vizsgálatainkat párhuzamosan az édesanyáktól származó vérmintákon is 

elvégeztük. Az eredmény a Függelék 1. ábráján tekinthető meg. Elmondható, hogy a 
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dohányzás közvetlen hatása a felnőtt eritrociták elaszticitására és plaszticitására hasonló 

változást eredményezett, mint amit a közvetett hatás következményeként mértünk a 

köldökzsinór vérminták esetében.  

 

6.4 NOS3 funkcióját befolyásoló tényezők vizsgálata eritrocita membránokon 

6.4.1 NOS3 poszttranszlációs módosítása 
 

A NOS3 fehérje mennyiségét és foszforilációját a Ser1177 pozícióban, 

immuncitokémiai eljárást követően FACS analízissel vizsgáltuk. Anti-NOS3 és anti-p-

NOS3 elsődleges ellenanyagokat használva kettős festést végeztünk. A FACS 

kiértékelések során önkényesen a 102 intenzitás értékben határoztuk meg az alacsony és 

a magas NOS3 expresszió határát. Eredményeinket a 18. ábra foglalja össze.  

A NOS3 fehérje mennyiségében, ezen belül is az alacsony és magas NOS3 

expresszió mértékében, nem tapasztalható szignifikáns különbség a kontroll és a 

dohányos csoporton belül (18. ábra A-B panel). Ugyancsak hasonló volt az alacsony és 

magas NOS3-at expresszáló sejtek megoszlása is a két mintacsoportban (18. ábra D-E 

panel). 

A NOS3 expresszióval szemben, a fehérje foszforilációjának mértéke a Ser1177 

pozicióban jelentősen elmaradt a dohányzás következményeként (18. ábra C panel). Az 

alapszintű NOS3-at expresszáló sejtek esetében ez körülbelül egy 80%-os (18. ábra F 

panel), míg a magas NOS3-at expresszáló sejteknél 60%-os csökkenést jelent (18. ábra 

G panel).  
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18. ábra: K- és D-Eritrocita immuncitokémai jelölésének elemzése flow citometriás (FACS) 

módszerrel 
A piros szín jelöli a D-Eritrocita, a zöld a K-Eritrocita mintákat az A-C panelen. A: egy reprezentatív dot 
plot, mely az immuncitokémiai festések eredményét mutatja, anti-NOS3 és anti-p-NOS3 ellenanyagokra. 
B: reprezentatív hisztogram a NOS3 expresszió alakulásáról. C: reprezentatív hisztogram a p-NOS3 
szintjének alakulásáról. A D panelen az alap, míg az E panelen a magas NOS3 expressziót mutató 
eritrocita populációk gyakoriságát mutatjuk be. Az alap NOS3 expresszáló sejteken belül a foszforiláció 
mértékét a F panel, míg a magas NOS3 expresszáló sejteken belüli foszforiláció mértékét a G panel 
mutatja. Az ábrák GraphPad szoftverrel, a statisztikák egyutas ANOVA Neuman-Keuls post-hoc teszttel 
készültek. A szignifikancia szintjét **p <0,01, illetve ****p <0,0001 valószínűségi értékben határoztuk 
meg. A FACS analízissel vizsgált minták száma D-Eritrociták esetén n= 60, K-Eritrociták esetében n= 50 
volt. 

 
 

Vizsgálatainkat az édesanyáktól származó vérmintákon is elvégeztük. Az 

eredmény a Függelék 2. ábráján tekinthető meg. Azt tapasztaltuk, hogy a felnőtt 

eritrocitákban a NOS3 fehérje mennyisége és az eritrociták eloszlása az alap és magas 

NOS3 alcsoportok között hasonló eredményt mutat, mint amit a köldökzsinór vér 

esetében bemutattunk. Hasonlóan, a foszforiláció mértéke is jelentősen elmarad 

dohányzó édesanyák esetében a nemdohányzókétól.  
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6.4.2 Argináz-1 mRNS és fehérje vizsgálata 
 

A NOS3 aktiváció egyik szabályozó fehérjéje az ARG1, mivel közös a 

szubsztrátjuk, így kompetícióban állnak egymással (Yang et al., 2013). 

 Első megközelítésben az arg1 mRNS mennyiségét vizsgáltuk a két eritrocita 

csoportban. A qPCR eredmények összesítése a 19. ábrán látható.  

 

 
19. ábra: arg1 gén kifejeződése a D-Eritrocita csoportban 

A vizsgálatot kvantitatív PCR módszerrel végeztük. A vizsgálat során belső kontrollként a 18S RNS-t 
használtunk, melyre normalizáltuk a kapott értékeket. A grafikonon a K-Eritrocita csoport arg1 mRNS 

szintjét a 1-nél lévő pontozott vonallal jeleztük. A szignifikancia szintjét ***p <0,001 valószínűségi 
értékben határoztuk meg. A vizsgálatba bevont mintaszám K-Eritrociták esetében n=20, míg D-

Eritrociták esetében n=15 volt. 
 

A 19. ábra alapján elmondhatjuk, hogy az anyai dohányzás indukálta az arg1 

expressziót, ~20%-kal magasabb mRNS szintet detektáltunk a D-Eritrocita 

populációban. 

Az ARG1 fehérje mennyiséget immuncitokémiai eljárás után FACS analízissel 

határoztuk meg. A D-Eritrocitákban jelentősen magasabb az ARG1 fehérje mennyisége 

a K-Eritrocita csoporthoz viszonyítva (20. ábra A-B, D panel). A K-Eritrociták esetében 

a sejtek közel 100%-a alapszintű ARG1 szintet, míg a D-Eritrocita sejtek ¼-e alap, ¾-e 

pedig magas ARG1 szintet mutat (az alap és a magas ARG1-et expresszáló populáció 

között a határt önkényesen 102 értékben határoztuk meg) (20. ábra B, E panel).  
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20. ábra: ARG1 kifejeződésének vizsgálata K- és D- Eritrocita mintákban 

Az ábrákon zölddel a K-Eritrocita, a pirossal pedig a D-Eritrocita mintákat jelöltük. A: reprezentatív dot 
plot, melyen a NOS3/ARG1 immuncitokémiai jelölés látható FACS analízis során. B: az ARG1 pozitív 
sejtek hisztogramját szemlélteti a K- és D-Eritrocita csoportban. C: a NOS3 kifejeződését mutatja a 
magas ARG1-et expresszáló eritrocita populáción belül a D-Eritrocita csoportban. A D-F paneleken az 
általunk vizsgálatba bevont minták összefoglaló ábráját mutatjuk be. A D panelen az ARG1-re vonatkozó 
intenzitás, az E panelen az ARG1 gyakorisága látható az alap és a magas intenzitás tartományon belül, 
míg az F panelen a magas ARG1-et expresszáló eritrocita populáció NOS3 eloszlása látható. A 
szignifikancia mértékét ****p <0,0001-ben határoztuk meg. Az ábrák GraphPad szoftverrel, a statisztikák 
egyutas ANOVA Neuman-Keuls post-hoc teszttel készültek. A kísérletbe bevont mintaszám K-Eritrocita 
n=10, D-Eritrocita n=15 volt. 
 

A 20. ábra C és F paneljén azon sejtek NOS3 szintjét mutatjuk be, melyek 

magas ARG1 expressziót mutatnak a D-Eritrocita csoportban; a magas ARG1-et 

expresszáló sejtek ~90%-a alap szintű, míg ~10%-a magas szintű NOS3 expressziót 

mutat.  

A korábbiakhoz hasonlóan ARG1 esetében is elvégeztük vizsgálatainkat KA-és 

DA-Eritrocita csoportokon is. Az eredményeket a Függelék 3. ábráján mutatjuk be. Az 

anyai dohányos minták esetében lényegesen alacsonyabb növekedés mutatható ki az 

ARG1 fehérje mennyiségi növekedésében a D-Eritrocita mintákban tapasztaltakhoz 

képest (Függelék 3. ábra D panel). Az alap és magas ARG1-et kifejező sejtpopulációk 

eloszlásában, és a magas ARG1-et kifejező sejtpopuláción belüli NOS3 eloszlásában 

hasonló eredményt kaptunk, mint a magzati eritrociták esetén. 
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6.4.3 NOS3 expresszió vizsgálata a morfológiai variánsokban 
 
Az eritrociták alakja és a megfelelő deformálódási képességük kulcsfontosságú 

szereppel bírnak a biológiai funkciójuk ellátásában. Ezért számos mintából a FACS 

analízissel párhuzamosan konfokális mikroszkópos vizsgálatokat is végeztünk, hogy a 

NOS3 expressziót, illetve a foszforilációs szintet sejtformához köthessük. Ehhez Zeiss 

LSM880 konfokális mikroszkópot használtunk (21. ábra A-I panel). Az 

összehasonlítások alapján, a morfológiai különbségeket figyelembe véve, a D-Eritrocita 

csoporton belül a Burr sejtek ~55%-kal alacsonyabb NOS3 expressziót mutattak, mint a 

K- és D-Eritrocita csoport bikonkáv sejtjei (21. ábra A, D, G panel, 22. ábra A panel).  

 

 
21. ábra: Konfokális mikroszkópos felvétel morfológiai variánsokról 

K-Eritrocita (A-C) és D-Eritrocita (D-F) normál, bikonkáv alakú sejtjeinek NOS3 (A, D) és p-NOS3 (B, 
E) jelölése. C, F, I panelek az egymásra vetített képet mutatják, G-I: D-Eritrocita Burr sejtforma. A 

felvételt Zeiss LSM 880 konfokális mikroszkóppal készítettük, 40x-es objektívvel. A felvételek során a 
vizsgálni kívánt sejtekre a következő zoom beállításokat alkalmaztuk: A-C= 4,486, D-F=6,865, G-

I=10,019. A méretarány minden képen 5µm-t jelöl. 
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A D-Eritrocita populáció „egészségesnek tűnő” bikonkáv sejtjei nem mutatnak 

jelentős változást a NOS3 expressziót tekintve, a foszforilációs szintjük azonban 

csaknem ~50%-kal csökkent az anyai dohányzás következményeként (21. ábra B, E 

panel, 22. ábra B panel). A Burr sejtek estében csökkent NOS3 expressziót és ezzel 

párhuzamosan közel azonos mértékben csökkent foszforilációs szintet tapasztaltunk (22. 

ábra C panel). Ezen eredmény alapján valószínűsíthető, hogy a Burr sejtek esetében 

nem a foszforilációs útvonal sérül, hanem a NOS3 expressziója/RNS vagy fehérje 

stabilitása az, ami érintett. A Burr sejtek NOS3 foszforilációs szintje közel azonos a K-

Eritroctiák bikonkáv sejtjeinél tapasztaltakkal (22. ábra C panel). 
 

 
22. ábra: Eritrocita morfológiai variánsok NOS3 expressziójának, illetve a NOS3 foszforilációjának 

kvantitatív kiértékelése 
A: NOS3 intenzitás, B: p-NOS3 intenzitás, C: NOS3/p-NOS3 intenzitásának aránya a különböző 
sejtformákban. Az ábrák GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls teszttel készültek. A szignifikancia szintjét 
*p <0,05, ***p <0,001, illetve ****p <0,0001 valószínűségi értékben határoztuk meg. A kísérletbe 
bevont mintaszám a következő volt: K-Eritrocita bikonkáv n=50 sejt/5 független minta, D-Eritrocita 
bikonkáv n=50 sejt/5 független minta, D-Eritrocita Burr sejt n=20 sejt/5 független minta 

 
 

A magzati eritrociták mellett az édesanyák eritrocitáin is elvégeztük a 

mikroszkópos vizsgálatokat és ebben a kísérlet sorozatban tapasztaltuk a legnagyobb 

különbséget a felnőtt és a köldökzsinór vér között. Felnőtt eritrocitákra jellemző, hogy a 

NOS3 expressziójában nem tapasztalható különbség a normál bikonkáv és a Burr sejtek 

között, ellentétben a fentebb tárgyaltakkal (23. ábra A panel). A DA-Eritrocita bikonkáv 

sejtjeiben alacsonyabb szintű foszforilációt tapasztaltunk a KA-Eritrocita csoporthoz 

viszonyítva; a DA-Eritrocita Burr sejtekben ez a foszforilációs szint még 

alacsonyabbnak mutatkozott (23. ábra B panel).  
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23. ábra: Normál és morfológiailag eltérő sejtek NOS3 és p-NOS3 mintázatának kvantifikálása KA- 

és DA-Eritrocita csoportban 
A: NOS3 intenzitás, B: p-NOS3 intenzitás, C: NOS3/p-NOS3 intenzitásának aránya a különböző 
sejtformákban. Az ábrák GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls teszttel készültek. A szignifikancia szintjét 
*p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, illetve ****p <0,0001 valószínűségi értékben határoztuk meg. A 
kísérletbe bevont mintaszám a következő volt: KA-Eritrocita bikonkáv n=50 sejt/5 független minta, DA-
Eritrocita bikonkáv n=50 sejt/5 független minta, DA-Eritrocita Burr sejt n=20 sejt/5 független minta. 

 
 

 A NOS3/p-NOS3 arányokat vizsgálva elmondhatjuk, hogy a szignifikánsan nem 

különböző NOS3 expresszióhoz Burr sejtek esetén rendkívül alacsony foszforilációs 

szint tartozik DA-Eritrocita csoportban (23. ábra C panel). 

 

6.5 Az anyai dohányzás hatása a peroxinitrit szintjére 

 

Irodalomból ismert, hogy a lipidperoxidáció egyik kiváltó oka a megnövekedett 

ONOO- szint. A ONOO- a O2
●- és NO spontán reakciója révén alakul ki. A O2

●- 

mennyisége jelentősen megnövekedhet dohányzás hatására, mind az anyai, mind a 

köldökzsinór vérben (Pretorius et al., 2013). Tovább emelkedhet a O2
●- szintje, 

amennyiben a megnövekedett ARG1 expresszió következtében gátlódik a NOS3 

dimerizáció. Ebben az esetben a biológiailag hasznosítható NO helyett O2
●- termelődik 

a NOS3 által. 

 Eritrocita mintákon végzett kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy a ONOO-

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

ábra). 
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24. ábra: A peroxinitrit mennyiség alakulása K- és D-Eritrocita mintákban 

K-és D-Eritrocita sejtek ONOO- szintjét mutatja az ábra. A doboz ábra GraphPad szoftverrel, Neuman-
Keuls teszttel készült. A szignifikancia szintjét ***p <0,001, valószínűségi értékben határoztuk meg. 

Kísérletbe bevont minták K-Eritrocita n=10, D-Eritrocita n=15 
 

 A KA- és DA-Eritrocitákon végzett mérések alapján az anyai mintákban egy 

kisebb mértékű emelkedés tapasztalható a ONOO- szintben, melynek eredménye a 

Függelék 4. ábráján látható.  

 

6.6 Lipidperoxidáció vizsgálata a 4-hidroxi-nonenal-fehérje adduktumok mérésével 

FACS analízissel 

 

A bemutatott ONOO- szint emelkedésének egyik következménye lehet a 

membránlipidek oxidációja. A membránkárosodás során képződő 4-hidroxi-nonenal (4-

HNE) adduktokat képez a fehérjékkel és ezáltal immumfestéssel nyomon követhetővé 

válik (Schaur et al., 2015). A lipidperoxidáció vizsgálatához membránt preparáltunk és 

immuncitokémiai jelölést végeztünk anti-4-HNE specifikus ellenanyaggal, majd FACS 

analízist végeztünk. A D- és K-Eritrocita vizsgálatok eredményei a 25. ábrán láthatóak.  
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25. ábra: K- és D-Eritrociták 4-HNE szintje (Ha arra A 

A hisztogramon zöld jelöli a K-Eritrocitákat, piros pedig a D-Eritrocitákat. A: reprezentatív hisztogram, 
mely a 4-HNE szintjét mutatja az egész populáción belül B-D: az általunk vizsgált minták eredményeinek 
összefoglalásából készült statisztikai analízis eredményét mutatja. B: a NOS3 pozitív populáción belüli 4-
HNE intenzitást mutatja, C: alapszintű NOS3-at expresszáló populáción belül és D: a magas NOS3-at 
expresszáló populáción belüli intenzitást ábrázolja. A doboz ábrák GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls 
teszttel készültek. A szignifikancia szintjét ***p <0,001 valószínűségi értékben határoztuk meg. 
Kísérletbe bevont minták K-Eritrocita n= 50, D-Eritrocita n=42. 

 

Szignifikáns növekedés mutatható ki a D-Eritrociták 4-HNE szintjében K-

Eritrocitákhoz viszonyítva. A teljes NOS3 pozitív populációt tekintve ez a mennyiségi 

különbség közel 6-szoros, az alapszintű NOS3-at expresszáló populáción belül 3-szoros, 

míg a magas NOS3-at expresszálni képes eritrocita populáción belül körülbelül 4,5-

szeres 4-HNE mennyiségbeli változás tapasztalható. 

KA- és DA-Eritrocita populációt is bevontuk a vizsgálatokba, melynek 

eredménye a Függelék 5. ábráján látható. A teljes NOS3 pozitív populációt tekintve 

DA-Eritrociták esetében a növekedés közel 5-szörös. Az alapszintű NOS3-at 

expresszáló populáción belül a DA-Eritrociták esetében 5-szörös, míg a magas NOS3-at 

expresszálni képes eritrocita populáción belül körülbelül 1,5-szeres 4-HNE mennyiség 

figyelhető meg. Utóbbi mértéke elmarad a D-Eritrocitákban tapasztaltaktól.  

 

 



                                                                                                               Eredmények 
 

55 
 

6.7 Lipidösszetétel vizsgálat 

 

A D-Eritrocita mintákon tapasztalt emelkedett ONOO-, a 4-HNE képződés és a 

reológiai eredmények után vizsgáltuk, hogy történt-e lényegi változás az eritrocita 

membránok lipid összetételében. Az eredmények a 26. és 27. ábrán láthatók.  

 

 
26. ábra: K- és D-Eritrocita Ortogonális szűrővel ellátott PLS diszkriminancia analízis; PLS 

Legkisebb négyzetek elvén működő projekciós módszer (orthogonal partial least squares 
discriminant analysis, OPLS-DA) eredménye 

Zöld a K-Eritrocita, míg a piros a D-Eritrocita csoportot reprezentálja. 
 

A 26. ábra egy többváltozós statisztikai analízis, az OPLS-DA eredményét 

mutatja. A lipidomikai elemzés során a két minta csoport egyértelműen elkülönithető 

volt lipid összetételük alapján. A permutációs tesztek (n=1000) során a jósolhatóság, 

azaz a Q2 (Q2 = 0,63, p <0,001), valamint a jó illeszkedés, azaz az R2 (R2=0,95, p 

<0,001) megfelelt a kritériumnak, így ezek alapján az OPLS-DA elemzés eredményes 

volt.  

A 27. ábrán látható Chol/PL arány követése lehetővé teszi a membrán 

rigiditások összehasonlítását (Owen et al., 1982). D-Eritrociták esetében a Chol/PL 

arány szignifikánsan magasabb, mint a K-Eritrocitákban (27. ábra A panel). Vizsgáltuk 

továbbá a külső-, illetve belső membránlemez lipidösszetételének arányát, mely a 27. 

ábra B paneljén látható. Megállapítható, hogy D-Eritrocita mintákban ez az arány 

szignifikánsan magasabb, ami azt mutatja, hogy a belső membránlemezben kevesebb 

lipid található, mint K-Eritrociták esetében. 
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27. ábra: A fontosabb membránlipidek mennyiségének összehasonlítása a kontroll és a dohányos 

csoportokban 
Zölddel a K-, míg pirossal a D-Eritrocitákat jelöltük. A: koleszterin/foszfolipidek aránya, B: a foszfolipid 
bilayer külső és belső oldalán található lipidek aránya, C: DBI: double bound index. D: PS: foszfatidil-
szerin alakulását mutatja E: Többszörösen telítetlen zsírsavakat tartalmazó foszfolipidek mól%-a. A 
szignifikanciát a Student-féle t-eloszlás határozta meg. A szignifikancia szintjét *p <0,05, **p <0,01, 
***p <0,001, illetve ****p <0,0001 valószínűségi értékben határoztuk meg. A vizsgálatba bevont 
mintaszám K-Eritrociták estében n=25, míg D-Eritrociták esetében 20 volt. 
 

A foszfolipidekben észterezett zsírsavak telítettségének meghatározására az ún. 

double bond index-et (DBI) használják, mely érték alapvetően meghatározza a 

membránok globális fluiditását. A DBI értéket a következőképpen kapjuk:  

DBI = Σ (db x [Li]), 

ahol db a kettős kötések száma egy adott lipid fajtában, a [Li]) jelzi a lipid fajták mól% 

-át a meghatározott lipidosztályban. D-Eritrocita minták esetében a DBI szignifikánsan 

alacsonyabb (27. ábra C panel), mint a kontroll csoportban, ami utalhat egy rigidebb 

membránra.  
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Manno és munkatársai kimutatták, hogy a membránlemez két oldalán 

asszimetrikusan előforduló PS fontos a sejtmembránok mechanikai tulajdonságainak 

fenntartásában (Manno et al., 2002), mivel mind az α-, mind a β-spektrinnek vannak PS 

kötőhelyei, melyek révén biztosított a kötődés más citoszkeletális fehérjével (Zhang et 

al., 2013). D-Eritrociták membránjának mindkét oldalán a PS szignifikánsan 

alacsonyabb mértékben van jelen, ami a 27. ábra D paneljén látható. Az E panelen 

néhány többszörösen telítetlen zsírsavat tartalmazó foszfolipid aránya látható K- és D-

Eritrocita csoportokban. Mivel ezek a telítetlen zsírsavak vannak leginkább kitéve a 

szabadgyökök általi károsodásnak, nem meglepő módon a D-Eritrocitákban - mintegy a 

károsodás mértékét jelezvén - alacsonyabb koncentrációban vannak jelen, mint a K-

Eritrocitákban.  
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7. Eredmények megbeszélése 
 
 Kutatócsoportunk köldökzsinór metszeteken végzett vizsgálatai alapján azt 

tapasztaltuk, hogy terhesség alatt dohányzó édesanyáktól született újszülöttek 

köldökzsinórjában az erek endotél sejtjei morfológiájukban és funkciójukban sérültek 

(Zahorán és mtsai. közlésre benyújtva). Az endotél sejtek citoplazmájában megjelentek 

nagyméretű vakuólumok, melyek szinte az egész citoplazmát kitöltik. Emellett a 

köldökzsinór vénák esetében a sejtmagok kondenzálódása figyelhető meg, mely a 

sejthalál mechanizmusok indukciójára utalhat. Fontosnak tartom ismét hangsúlyozni, 

hogy a köldökzsinór erek nem állnak idegi szabályozás alatt, ezért az endotél sejtekben 

található NOS3 által termelt NO fontos szerepet játszik a véráramlás helyi 

szabályozásában (Fox and Khong, 1990). A köldökzsinór endotélium funkcionális 

integritása alapvető fontosságú a fejlődő magzat megfelelő oxigén- és tápanyag-

ellátásához. Zhou és munkatársai 2018-ban publikált cikkükben bizonyították, hogy az 

érendotél sejtek és az eritrociták kommunikálnak egymással (Zhou et al., 2018). Így 

felmerül a kérdés, hogy endotéliális diszfunkció esetén a magzati eritrociták képesek-e 

egyfajta „menekítő” útvonal bekapcsolására. 

A 2014-ben megjelent Cortese-Krott és munkatársai által publikált 

közleményből ismert, hogy a felnőtt izolált eritrociták rendelkeznek NOS3-mal és 

képesek NO-ot termelni (Cortese-Krott and Kelm, 2014).  

Úgy gondoljuk, hogy az újszülöttkori megbetegedések patofiziológiájának 

megértéséhez nélkülözhetetlen a magzati eritrociták morfológiai és funkcionális 

vizsgálata. Terhesség során az édesanya szervezetének megnő az oxigén igénye, így nő 

a szabadgyökök mennyisége is (Casanueva and Viteri, 2003). A sejtekben lévő 

szabadgyökök fiziológiás szintje szabályozza a női ivarrendszer különféle jelátviteli 

útvonalait. A különböző endogén és exogén stimulusok hatására a szervezetben 

felszaporodó szabadgyökök felboríthatják a pro-oxidánsok és az antioxidánsok közötti 

egyensúlyt, ami oxidatív stressz kialakulását eredményezi (Al-Gubory et al., 2010). 

Kutatócsoportunk 2016-ban elsőként publikálta, hogy az újszülöttek eritrocitái is 

rendelkeznek aktív NOS3 enzimmel, és az ikerterhesség, mint „stressz faktor”, az egyes 

terhességhez viszonyítva fokozott NOS3 kifejeződést eredményez (Dugmonits et al., 

2016). A dolgozatban összefoglalt munkánk során egy, természetében más jellegű 

stressz faktor, a terhesség alatti dohányzás hatását vizsgáltuk mind az anya, mind a 

fejlődő magzat eritrocitáinak morfológiai és molekuláris paramétereire. Dohányzás 
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során a szervezetbe kerülő szabadgyökök, illetve szabadgyök képződést indukáló 

vegyületeknek köszönhetően a már fennálló oxidatív stressz mértéke tovább növekedhet 

(Rua et al., 2014). Ezen ismeretek birtokában vizsgáltuk, hogy az anyai dohányzás 

következményeként a placentán átszűrődő toxikus anyagok milyen módon 

befolyásolják a magzat oxigén ellátását. Vizsgáltuk az eritrociták morfológiai, 

funkcionális és reológiai paramétereit. Összefüggést kerestünk a köldökzsinór erek 

funkcionális változásai és az eritrocitákban végbemenő molekuláris változások között, 

valamint kerestük a választ arra a kérdésünkre, hogy az eritrociták dohányos háttérrel, 

képesek-e egyfajta kompenzációra/menekítő útvonal biztosítására a NOS3 fehérje 

aktívációján keresztül, endotéliális diszfunkció esetén. Feltételezésünk szerint a 

változások az embriót/magzatot ért káros hatások lenyomataiként tekinthetők.  

 Az eritrociták fenotipikus változásait első megközelítésben eozinfestett 

vérkeneteken vizsgáltuk. A Burr sejtek előfordulási gyakorisága a dohányzás hatására 

5-szörösére emelkedett a kontroll mintákhoz képest. Bár egyértelműen nem következik, 

de a morfológiai sérülésekből következtethetünk a nem megfelelő oxigén szállító 

kapacitásra, mivel erre a bikonkáv sejtforma a legideálisabb. Terhesség alatti dohányzás 

során nehézfémek kerülhetnek az édesanya, valamint a placentán átjutva a magzat 

szervezetébe egyaránt. A fémek közvetlenül, vagy közvetve szabadgyökös reakciókat 

indíthatnak el (Gundacker and Hengstschläger, 2012). A szabadgyökök hatását felnőtt 

eritrociták morfológiai változására Sinha és munkatársai írták le. Munkájuk során 

különböző oxidánsokkal kezelték az eritrocitákat és vizsgálták a membrán deformációit 

(Sinha et al., 2015). Azt tapasztalták, hogy oxidáló ágensek hatására a normál, bikonkáv 

formájú eritrociták mellett nagy számban jelentek meg morfológia variánsok (Sinha et 

al., 2015). Az eritrociták morfológiai változásain kívül a reológiai paramétereket is 

befolyásolhatják oxidatív ágensek. Kísérleti bizonyítékok vannak arra, hogy az 

eritrociták ózonnal vagy H2O2 történő kezelése hatással van a membrán fluiditására és 

deformálhatóságára (Şentürk et al., 2005). 

Annak alátámasztásaként, hogy a terhesség alatti dohányzás következtében a 

magzat keringésébe bekerülő nehézfémek és pro-oxidáns molekulák hatásának 

következményeként jelentek meg a Burr sejtek, ex vivo kísérleteket végeztünk, mely 

során kadmiummal kezeltük az eritrocitákat. Eredményeink azt mutatták, hogy a D 

populációban egyfajta rezisztencia alakulhatott ki a fém vagy fém által kiváltott 

szabadgyök képződéssel szemben. A kadmium kezelés mellett, egy ugyancsak 

szabadgyök termelést indukáló stresszfaktor, a gombafertőzés hatását is vizsgáltuk. A 
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Candida parapsilosis fertőzés gyakran előfordul újszülöttek esetében (Chow et al., 

2012). A morfológiai variánsok kisebb mennyiségben voltak megfigyelhetőek a D-

Eritrocita populációban annak ellenére, hogy a gomba szaporodása kevésbé volt gátolt. 

Ebből valószínűsíthető, hogy nem magával a fémmel szemben, hanem a fokozottabb 

szabadgyök mennyiséggel szemben alakul ki tolerancia ezekben a sejtekben. 

Az anyai dohányzás hatását az eritrociták funkcionalitására a NOS3 

expressziójának és aktiválásának vizsgálatával követtük. Ahhoz, hogy a NOS3 NO-ot 

termeljen, poszttranszlációs módosításokra van szükség. Az egyik ilyen lépés a Ser1177 

oldallánc foszforilációja (Fulton et al., 2001). D-Eritrocita csoport esetében azt 

tapasztaltuk, hogy a Ser1177 szignifikánsan alacsonyabb szinten foszforilált már az 

egészséges kinézetű, bikonkáv alakú sejtekben is. Fontos kiemelni, hogy ez a 

molekuláris marker már jóval a morfológiai változások előtt jelzi a sejtek sérülését.  

 A NOS3 aktivációjának szabályozásában a foszforilációs módosításon kívül 

fontos szerepe van az ARG1-nek is. Az ARG1 szerepe az eritrocitákban még nem 

tisztázott (Spector et al., 1985), ugyanakkor Yang és munkatársai kimutatták, hogy a 

humán felnőtt eritrociták funkcionális ARG1-et expresszálnak, valamint ha gátolták 

expressziójukat, akkor fokozottabb NO termelődést tapasztaltak, melyet a NOS3 

aktivitásának megnövekedése biztosított (Yang et al., 2013). A fokozott ARG1 szint 

számos betegségben szerepet játszik, beleértve a kardiovaszkuláris diszfunkciót is 

(Berkowitz et al., 2003; Hein et al., 2003), részben azért, mert az ornitin túlzott termelése 

az érfalban szerkezeti változást indukálhat (Durante, 2013). Másrészről, a NOS3 és az 

ARG1 közötti verseny hatással lehet a NOS3 dimer kialakulására és NO termelés 

helyett O2
●− képződéshez vezethet (Moali et al., 1998). Patológiás állapotban a 

diszfunkcionális endotél és a keringő eritrociták között szoros kölcsönhatást mutattak ki 

a közelmúltban; a 2-es típusú cukorbetegségben szenvedő betegek eritrocitái képesek 

voltak vaszkuláris endotél rendellenességet indukálni egészséges patkányból származó 

aortában, a fokozott ARG1 szintézis/aktivitás következményeként (Zhou et al., 2018). 

Kísérleteink során mind a DA-, mind a D-Eritrocita csoportokban szignifikánsan 

magasabb ARG1 expressziót tapasztaltunk a KA- és K-Eritrocitákhoz viszonyítva. 

Emellett a magas ARG1-et expresszáló sejtpopuláción belül szinte kizárólag csak 

alapszintű NOS3 expressziót mértünk. Valószínűsíthető, hogy az anyai dohányzás 

következtében a köldökzsinór erekben tapasztalt endotéliális diszfunkció (Zahorán és 

mtsai. közlésre benyújtva) nem kompenzálható a magzati eritrociták NOS3 aktivitása 
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által, sőt, az ARG1 expresszióval fokozhatják az endotél sejtek károsodását (Pernow 

and Jung, 2013; Zhou et al., 2018). 

Az ARG1-gyel kapcsolatos eredményeinkből arra következtethetünk, hogy a 

dohányzás következményeként a NOS3 aktíválódás csökkenése nem a Ser1177 

foszforilációs útvonal sérülésének, hanem a dimerizáció hiányának lehet a 

következménye, ami a foszforiláció előfeltétele is. 

 Irodalomból ismert, hogy a NO szerepet játszik az eritrociták 

deformálhatóságának fenntartásában (Cortese-Krott and Kelm, 2014; Mehta et al., 

2017). Az eritrociták deformálhatósága kritikus paramétere annak, hogy folyamatosan 

alkalmazkodjanak az érrendszeri változásokhoz. Az eritrociták nanomechanikai 

tulajdonságai számos patológiás állapotban jelentős változást mutatnak (Ciasca et al., 

2015). Az atomerő mikroszkópos eredményeink alapján az a következtetés vonható le, 

hogy a dohányzás hatásaként az elasztikus munka nem, míg a plasztikus munka 

jelentősen csökken. Ennek következtében a bikonkáv forma visszanyerése hosszabb 

időt vesz igénybe, ami egyértelműen arra utal, hogy csökken az oxigénszállító 

kapacitás. Az irodalomban ilyen jellegű összehasonlítások jelenleg nincsenek, inkább a 

deformálhatóság és az elasztikus munka közötti összefüggéseket vizsgálják, illetve a 

Young modulus számolásával adnak információt a sejtek reológiai állapotáról. Az, hogy 

a munkánk során ilyen típusú kettősséget tapasztaltunk, további vizsgálatokat igényel, 

amik részben már folyamatban vannak. 

 Az eritrociták deformációs és relaxációs tulajdonságait a membrán összetétele és 

a membrán-citoszkeleton komplex tulajdonságai határozzák meg (Li et al., 2007). A 

lipidomikai vizsgálatok eredményét többváltozós statisztikai analízisnek vetettük alá és 

megállapítottuk, hogy az anyai dohányzás hatásaként a lipid összetétel jelentősen 

változik. Három fő különbséget azonosítottunk ezen eredmények alapján. Elsőként, a 

dohányos eredetű minták eritrocitáinak membránjában a zsírsavak telítetlenségének 

csökkenését tapasztaltuk, mely arra utal, hogy a D-Eritrocita populáció merevebb 

membránnal rendelkezik, ami fokozza a hemodinamikai áramlással szembeni 

ellenállást. Felnőttkori eritrocitákra vonatkozóan azt dokumentálták, hogy a Chol/PL 

arány növekedése párhuzamos volt a fluiditás csökkenésével (Kuhn et al., 2017). 

Feltételezhetően ez igaz lehet a magzati eritrocitákra is. Másodszor, a membránlipid 

aszimmetria különbözik a K- és D-Eritrocita csoport között, ami elsősorban a PS szint 

csökkenéséből származik. Valószinűsíthető, hogy a membránlipid aszimmetria 

változása önmagában károsan befolyásolja a membránfehérjék asszociációját (Chico et 
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al., 2000). Másrészt, a PS csökkenése utalhat a citoszkeletális hálózat és a kettős 

foszfolipid réteg közötti kölcsönhatás gyengülésére is, ezáltal kevésbé rugalmas 

membránstruktúrát okozva (Manno et al., 2002). Végül, a D-Eritrocitákban a 

többszörösen telítettlen zsírsavak szintjének szignifikáns csökkenését figyeltük meg. 

Figyelembe véve azt a tényt, hogy ezek a zsírsavak a lipidperoxidáció leggyakoribb 

célpontjai, összekapcsolható azzal az általunk kapott eredménnyel, miszerint fokozott 

ONOO- szintet mutattunk ki a D-Eritrocita populációban, mely megnövekedett 4-HNE 

szinttel társult. 

 Eredményeinkből végső következtetésként levonható, hogy a terhesség alatti 

dohányzás mind a felnőtt, mind a magzati eritrociták morfológiájára, reológiai 

paramétereire, és NOS3 funkciójára nézve károsító hatással van. Kutatócsoportunk 

elsőként bizonyította, hogy a magzati eritrociták funkcionális NOS3-at hordoznak, és a 

káros stimulusoknak való hosszú távú kitettség során a NOS3 expressziójuk és az 

aktiválási útvonaluk morfológiájuktól függően sérül. Ebből következően ezen eritrocita 

populációkban a NOS3-NO kompenzációs/menekítő útvonal nem elérhető a magzat 

véráramlásának javítása érdekében, ráadásul a megváltozott fehérje expressziós profil 

még az érrendszeri diszfunkciót is fokozhatja. Mindebből az is következik, hogy az 

eritrociták morfológiai vizsgálata önmagában nem elégséges az esetlegesen fennálló 

vaszkuláris diszfunkció megállapítására. Azonban, a morfológiai és molekuláris 

paraméterek együttes vizsgálata alapján, a NOS3 és az ARG1 szint változásai az anyai 

és köldökzsinór vérben, indikátorként szolgálhatnak az endotéliális sejtek állapotának 

korai változásáról. 
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10. Összefoglalás 
 
 Egyre több bizonyíték van arra, hogy a környezeti tényezők jelentős hatást 

gyakorolhatnak az in-utero fejlődésre, tartós egészségügyi következményt okozva a 

születést követő időszakban. A cigarettafüstben lévő vegyületek közül sok olyan toxikus 

anyag van, melyek a fehérjék, lipidek és nukleinsavak oxidatív károsodásához 

vezethetnek, ezáltal döntő szerepet játszhatnak bizonyos betegségek patogenezisében. 

Az ilyen mértékű károsodások a cigarettafüstben lévő oxidáló szerek közvetlen 

hatásaira vagy a reaktív oxigén fajták endogén forrásainak aktiválására vezethetők 

vissza.  

 Terhesség alatt a nők 20-30% -a továbbra is folytatja a dohányzást. A füst- és 

kátrány-fázisban lévő káros szennyező anyagok diffundálódhatnak a placentába, és a 

köldökzsinóron keresztül átjuthatnak a magzat keringési rendszerébe. A magzatok 

sokkal érzékenyebbek számos anyag toxicitására, pusztán azért, mert alacsonyabb 

méregtelenítési és antioxidáns kapacitással rendelkeznek. Emellett sejtjeiknek 

alacsonyabb immunológiai kompetenciájuk és magasabb proliferációs képességük van. 

Ezen ismeretek mellett azonban a dohányfüst fiziológiai és mögöttes molekuláris 

hatásai, különösen az embrionális/magzati fejlődésre, napjainkban még 

feltérképezetlenek. 

 A magzatot az édesanyával összekötő szervnek, a köldökzsinórnak nincs 

beidegzése, ezáltal a vaszkuláris tónus és a véráramlás fő szabályozója a NOS3 által 

termelt NO. A NOS3 NO termelése a szubcelluláris lokalizációtól és az aktív dimer 

konformációs állapottól függ. A NOS3-at dinamikusan szabályozzák olyan kofaktorok, 

mint a BH4, mely modulálja az elektronok kapcsolását a dimer formához; az L-arginin 

szubsztrát elérhetősége; a különböző kölcsönhatásban lévő fehérjék; és a Ser1177 

oldallánc foszforilációja, mely a PI3-kináz/Akt kináz útvonalon keresztül valósulhat 

meg. A krónikus dohányzás veszélyeztetheti a megfelelő endotéliális működést azáltal, 

hogy csökkenti a NO képződését és növeli a szabadgyökök vagy erős oxidálószerek, 

például a ONOO- képződését. 

 Az eritrociták rendkívül szoros kölcsönhatásban állnak a vaszkuláris 

endotéliummal, és tovább fokozhatják az érrendszeri károsodás folyamatát. Az 

eritrociták fontos szerepet játszanak a szövetek oxigenizációjában és a vérnyomás 

szabályozásában azáltal, hogy képesek nagy mennyiségű NO-ot metabolizálni. Az 

eritrociták biológiai funkciójáról való ismereteink új, úttörő adatokkal bővültek a 
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közelmúltban közzétett kísérleti eredmények alapján. Feltételezhető, hogy a felnőtt 

eritrociták nemcsak az endotél eredetű NO-szint passzív szabályozói, hanem aktívan 

szabályozzák a szisztémás NO biológiai hozzáférhetőségét azáltal, hogy szintetizálják, 

szállítják és felszabadítják azt. Ez az új eritrokrin funkció segít fenntartani az érrendszer 

és a véráramlás normál működéséttúgy, hogy biológiailag hozzáférhető NO-ot szabadít 

fel, amelyet a poszttranszlációsan módosított NOS3 szintetizál. 

 A humán eritrociták egyediségét nagyrészt a plazmamembránban található 

összetevők jelentik, amelyek elősegítik az összes különböző antigén, transzport fehérje 

kötődését és biztosítják az ertitrociták megfelelő mechanikai jellemzőit. Az egyedülálló 

eritrocita membrán a koleszterint és a foszfolipidek összetett szerkezetét foglalja 

magában, mely a transzmembrán fehérjék révén rugalmas hálózatot alkot. Normál 

fiziológiás körülmények között a koleszterin egyenletesen oszlik el a foszfolipid 

kettősréteg két oldalán, ugyanakkor a 4 fő foszfolipid - a külső membránlemezben 

található foszfatidil-kolin és a szfingomielin; és a belső membránlemezben előforduló 

foszfatidil-etanolamin és foszfatidil-szerin, valamint a kisebb foszfoinozitid-összetevők 

aszimmetrikusan helyezkednek el. Az eritrociták lipid kettősrétegű membránja 

szabályozza továbbá az eritrociták membrán-fluiditását/deformálhatósági indexét, 

amelyet belső nanomechanikai tulajdonsága tesz lehetővé. Az eritrociták rendkívül nagy 

nanomechanikai plaszticitásuknak vagy deformálhatóságuknak köszönhetően képesek 

arra, hogy dinamikusan alkalmazkodjanak a folyamatosan változó áramlási 

viszonyokhoz az érrendszerben. Az eritrociták nanomechanikai tulajdonságait 

nagymértékben veszélyezteti a redox-homeosztázis egyensúlyának felborulása. 

 Munkánk során a nem megfelelő anyai életmód következményeit vizsgáltuk a 

születéskor gyűjtött köldökzsinór artériákból származó eritrocita mintákban. Előzetes 

kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy a terhesség alatt dohányzó édesanyák 

újszülöttjeitől származó köldökzsinór minták esetében nagymértékű endotéliális 

károsodás figyelhető meg, ezért az újonnan leírt eritrokrin funkciót alapul véve 

kerestük, hogy a magzati és felnőtt eritrociták képesek-e potenciális menekítési vagy 

kompenzációs szerepet betölteni ebben a rendszerben. Feltételeztük, hogy az artériás 

vérből származó magzati eritrociták a méhben történt változások lenyomataiként 

szolgálnak. Ezért arra törekedtünk, hogy a születés után közvetlenül vizsgáljuk és 

térképezzük fel a dohányzás okozta expozíció folyamatos hatását az izolált 

köldökzsinór artériából és felnőtt vénából származó eritrociták biokémiai és biofizikai 

jellemzőire. 
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 Eredményeink azt mutatták, hogy a terhesség alatt a D-Eritrociták morfológiai és 

molekuláris változásokat/aberrációt szenvedtek. Bemutattuk, hogy a magzati eritrociták 

funkcionális NOS3-at képesek expresszálni, és hosszútávú in vivo káros anyagokkal 

történő expozíció után a NOS3 szintjét és aktiválási útvonalát morfológia-függő módon 

módosítják. A NOS3 csökkent aktivitása egyértelműen párhuzamba hozható az 

emelkedett ARG1 szinttel. Továbbá az ARG1 fehérje szintje mellett a génexpresszióban 

is emelkedést tapasztaltunk D-Eritrocita csoportban K-Eritrocitákhoz viszonyítva. 

Emellett a FACS analízis során kapott eredményeink azt mutatták, hogy a magas 

ARG1-et expresszáló sejtpopuláció alapszintű NOS3 expressziót mutat. Kimutattuk 

továbbá, hogy a D-Eritrocita csoport eritrocitái O2
●- forrássá válnak, ezáltal indukálja az 

ARG1 expresszióját, mely során tovább gátlódhat a NOS3 expressziós útvonal. Ennek 

az eredménynek a fontosságát hangsúlyozza az a közelmúltbeli megállapítás, hogy az 

eritrociták intenzíven hozzájárulnak az érrendszer működéséhez és integritásához. Az 

eritrocitákban szintetizálódó NOS3 által termelt NO export egy fennálló vaszkuláris 

diszfunkció esetén menekítési mechanizmus lehet, de az ARG1 szigorúan szabályozza 

ezt az útvonalat. A már korábban említett ARG1 megemelkedett szintje gátolja a NO-

szintézist, ezáltal csökkenti a NO-biológiai hozzáférhetőséget, vagy növeli az oxidatív 

stresszállapotot a megnövekedett szabadgyök termelés által, ami súlyos endotéliális 

diszfunkciót okoz. Ezt az indukált diszfunkciót meg lehet akadályozni az ARG1-

aktivitás gátlásával. 

 Mindezek mellett azt is tapasztaltuk, hogy az anyai dohányzás 

következményeképpen a magzati eritrociták fiziko-kémiai tulajdonságai jelentős 

változásokon mentek keresztül, ami a plasztikus munka növekedésében és a 

plazmamembrán megváltozott lipidösszetételében nyilvánult meg. Ezenkívül jellemezni 

tudtuk az eritrociták viszkoelasztikus válaszát a mechanikai ingerre, ahol 

figyelemreméltó csökkenést tapasztaltunk az eritrociták bikonkáv alakjának 

visszanyerési képességében azok adott erővel történő összenyomása után D- és DA-

Eritrocita csoportok esetében.  

 D-Eritrociták esetében jelentős ONOO- szint emelkedés is kimutatható volt, 

amely szabadgyökök által közvetített folyamatokat indít el, melyek makromolekuláris 

károsodásokhoz vezethetnek. A megnövekedett ROS termeléssel összhangban a 

lipidperoxidáció jelentős növekedését is tapasztaltuk a 4-HNE mennyiségének 

vizsgálatával. A lipidperoxidáció megnövekedett mértéke közvetetten a membrán 
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integritásának és funkciójának károsodását, valamint a már korábban említett reológiai 

paraméterek romlását jelenti. 

 Mindezek alapján összefoglalásként elmondható, hogy a terhesség alatti 

dohányzás hatására - mind a DA-, mind a D-Eritrocita csoportok esetében - a redox 

homeosztázis egyensúlya felborul, mely növeli a makromolekuláris károsodások 

mértékét. Valószínűsíthető. hogy hatással van az eritrociták membránjának 

merevségére, mely a belső citoszkeletális fehérjék funkcióbeli és rugalmasságbeli 

csökkenésének következménye lehet. Ennek következtében endotéliális diszfunkció 

esetén az eritrociták NOS3 fehérjéje által termelt NO kompenzációs mechanizmusként 

nem elérhető. Ezen túlmenően, a terhesség alatt a megemelkedett ARG1 szint még 

tovább fokozhatja és szinergizálhatja az érrendszeri diszfunkciót, ezáltal pedig 

társbetegségek kialakulásához vezethet. Végül pedig úgy véljük, hogy a NOS3 

aktivációs útvonal és az ARG1 expressziójának változásai valós idejű szenzorként 

szolgálhatnának, és korai prognosztikai markerként használhatók nemcsak az 

eritrocitákhoz kapcsolódó anomáliák, hanem az endotéliális diszfunkció és számos 

vaszkuláris társbetegség számára is. Munkánk során elért főbb eredményeinket a 28. 

ábrán grafikusan is összefoglaltuk. 
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28. ábra: Főbb eredményeink összefoglalása 

Az A panelen a nem dohányzó életmódot folytató édesanyáktól született újszülöttek eritrocitáinak 
állapotát tüntettük fel. Ezek az eritrociták normál fenotípust mutatnak, a NOS3 foszforilált állapotban 
van, és NO-ot termel. A B panelen a D-Eritrociták láthatók. Többségük normál, bikonkáv fenotípust 
mutat, ám ezek csak egészségesnek tűnnek, hiszen a molekuláris vizsgálataink során a NOS3 
foszforilációjának elmaradását, szabadgyök felhalmozódást, és ARG1 szint emelkedést tapasztaltunk. A 
C panelen az eritrociták reológiai vizsgálatainak eredményeit foglaltuk össze. A felső részen a nem 
dohányzókra jellemző paramétereket mutatjuk be, a piros felkiáltójel jelzi azt az időt, mikor újra képes 
visszanyerni a normál, bikonkáv alakját a sejt (t1). Ezzel szemben a dohányzás következtében a t1 
időpontban még nem, csak későbbi (t2) időpontban képes visszatérni a kiindulási sejtalakhoz, mely a 
plasztikus munka csökkenésével magyarázható. 
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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, 

diverse interacting proteins, and the phosphorylation at Ser1177 residue via PI3-

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 (ONOO-). 

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-



                                                                                                                    Summary 

83 
 

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 vascular 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 ARG1 protein and arg1 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 ARG1. Elevated level of 

ARG1 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 ARG1 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. 

 

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 
ARG1 level increased. Panel C summarizes the result on rheological parameters. Red marks indicate the 
time frame (t1) and (t2) necessary for phenotypical recovery. The difference can be explained by a 
reduction in plastic work. 
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12. Függelék 
 

 
Függelék 1.ábra: Deformabilitás vizsgálat atomerő mikroszkóppal 

Az A-D ábrákon egy-egy reprezentatív atomerő mikroszkópos felvétel látható. A felső sor az elasztikus 
munkát szemlélteti a KA-Eritrocita (A) és DA-Eritrocita (B) csoportok esetén. A második sorban a 
plasztikus munka alakulása látható a KA-Eritrocita (C) és DA-Eritrocita (D) populációban. A 
reprezentatív ábrákon a színskála munka értékeket határoz meg, melyet aJ-ban adtunk meg. Az E ábrán 
az elasztikus indexet mutatjuk az összes általunk vizsgált mintán (100-100 sejt). Az F ábrán az összes sejt 
adatai láthatóak plasztikus és elasztikus munkát tekintve. A KA-Eritrocita zöld, a DA-Eritrocita piros 
színnel látható. A szignifikancia szintjét *p <0,05 valószínűségi értékben határoztuk meg. 
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Függelék 2. ábra: KA- és DA-Eritrocita immuncitokémiai jelölés elemzése flow citometriás (FACS) 

módszerrel 
A piros szín jelöli a DA-Eritrocita, a zöld a KA-Eritrocita mintákat az A-C panelen. A: egy reprezentatív 
dot plot, melyen az immuncitokémiai vizsgálat eredményét mutatjuk be, melynek során anti-NOS3 és a 
foszforilált formájának (anti-p-NOS3) intenzitását követtük nyomon. B: reprezentatív hisztogram az anti-
NOS3 intenzitását szemlélteti. C: reprezentatív hisztogram a NOS3 foszforilált formájára specifikus anti-
p-NOS3 ellenanyag intenzitását mutatja. Az alap (D) és magas (E) NOS3 expressziót mutató eritrocita 
populációk gyakoriságát mutatjuk be. Az alap NOS3 expresszáló sejteken belül a foszforiláció mértékét a 
F panel, míg a magas NOS3 expresszáló sejteken belüli foszforiláció mértékét a G panel mutatja. Az 
ábrák GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls teszttel készültek. A szignifikancia szintjét **p <0,01, illetve 
****p <0,0001 valószínűségi értékben határoztuk meg. A KA-Eritrociták esetében n=42, DA-Eritrocita 
csoport esetén n= 50 mintát vontunk be a kísérletbe. 
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Függelék 3. ábra: ARG1 kifejeződése KA- és DA-Eritrocita csoportokban 

Az ábrákon zölddel a KA-Eritrocita, a pirossal pedig a DA-Eritrocita mintákat jelöltük. A: reprezentatív 
dot plot, melyen a NOS3/ ARG1 immuncitokémiai jelölés látható FACS analízis során. B: az ARG1 
pozitív sejtek hisztogramját szemlélteti a KA- és DA-Eritrocita csoportban. C: a NOS3 kifejeződését 
mutatja a magas ARG1-et expresszáló eritrocita populáción belül a DA-Eritrocita csoportban, A D 
panelen az ARG1-re vonatkozó intenzitás, az E panelen az ARG1 gyakorisága látható az alap és a magas 
intenzitás tartományon belül, míg az F panelen a magas ARG1-et expresszáló eritrocita populáció NOS3 
elolszlása látható. A szignifikancia mértékét **p <0,01, ****p <0,0001-ben határoztuk meg. Az ábrák 
GraphPad szoftverrel, a statisztikák egy-utas ANOVA Neuman-Keuls post-hoc teszttel készültek. A 
kísérletbe bevont mintaszám KA-Eritrocita n=15, DA-Eritrocita n=10 volt.  
 
 

 
Függelék 4. ábra: Szabadgyök mennyiség alakulása KA- és DA-Eritrocita mintákon 

KA-és DA-Eritrocita sejtek ONOO- szintjét mutatja az ábra. A doboz ábra GraphPad szoftverrel, 
Neuman-Keuls teszttel készült. A szignifikancia szintjét *p <0,05 valószínűségi értékben határoztuk meg. 
Kísérletbe bevont mintaszám KA-Eritrocita esetén n=10, DA-Eritrocita erestén n=15 volt. 
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Függelék 5. ábra: KA- és DA-Eritrociták 4-HNE mennyiségének mértéke NOS3 populációkra vonatkoztatva 
A: A hisztogrammon zöld jelöli a KA-Eritrocitákat, piros pedig a DA-Eritrocitákat. A számok a sejtpopuláció 
eloszlását mutatják az alacsony és a magas 4- HNE intenzitás között. B-D: az általunk vizsgált minták eredményeinek 
összefoglalásából készült statisztikai analízis eredményét mutatja. B: a NOS3 pozitív populáción belüli 4-HNE 
intenzitást, C: alapszintű NOS3-at expresszáló populáción belül és D: a magas NOS3-at expresszáló populáción 
belül. Az ábrák GraphPad szoftverrel, Neuman-Keuls teszttel készültek. A szignifikancia szintjét *p <0,05, **p <0,01 
valószínűségi értékben határoztuk meg. Kísérletbe bevont minták száma KA-Eritrocita n= 50, DA-Eritrocita n=42 
volt. 

 

 


