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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Az oxigén az aerob é€let kialakuldsanak €s létezésének feltétele, azonban karos hatasa
is ismert az €16 szervezetre. Az életfolyamatok sordn az oxigénbdl fizioldgids koriilmények
kozott is keletkeznek szabad gyokok, de patologids koriilmények kozott képzddésiik
fokozottabb mértékii. A reaktiv oxigén intermedierek (Reactive Oxygen Species: ROS)
oxidativ stresszt okozva megbontjdk a sejtek pro- és antioxiddns egyensulyat, novelve azok
érzékenységét, sériilékenységét.

Mir a mult szdzad elején ismert volt, hogy a molekuldris oxigén pérositatlan
elektronnal rendelkezik, igy az érdekl6dés a szabad gyokok irdnt nem djkeletii dolog, és
nem is korlatozédik csupan az €16 szervezetben zajlé folyamatok vizsgélatdra. Minden €16
szervezet és élettelen anyag érintkezik oxigénnel, ezdltal ki van téve a szabad gyokok
tdmaddsanak, ez az aerob élet természetes velejardja.

Az emberi szervezetben egy komplex és nagyon effektiv rendszer alakult ki, amely
védelmet biztosit a gyokok kéaros hatdsai ellen. Ez a rendszer az antioxidans védelem. Az
antioxidansok, akarcsak a kiilonb6zé multivitamin készitmények a hétkéznapi ember
szamdra artalmatlannak tiinnek, sokat koziilik napi rendszerességgel fogyasztunk akar
tabletta form4jaban is. Mint minden hatéanyag, az antioxidansok is kiilonb6z6 dézisokban
mdashogy viselkedhetnek, és tiladagolds esetén akdr a kivanttal ellentétes hatds kovetkezik
be, igy terdpids alkalmazasuk gondos koriiltekintést, és alapos megel6z6 vizsgalatokat
igényel. Szdmos betegség patomechanizmusdban igazoltdk a szabad gyokok szerepét (pl.:
daganatos betegségek, diabetes, ischaemids szivbetegségek, gyulladdsos folyamatok stb.),
igy az ilyen rendellenességeknél az antioxiddns-terdpia hatékony kezelést jelenthet, bar
igazdn effektivnek a megel6zés tekinthetd.

A sziilés sordn a magzat egy hipoxids kornyezetbdl keriil 4t hirtelen normal oxigén
koncentréciora, ami jelentds stresszhelyzetet jelent. Megfelelden fejlett szervezet azonban
konnyedén alkalmazkodik a drasztikus véltozdshoz. Probléma akkor van, ha a méhen
beliili fejlodés valamilyen okbdl nem teljes, vagy rendellenes. Tipikus példik erre a
korasziilottek, illetve a hozzajuk igencsak hasonlatos intrauterin novekedési retardacioval
(IUGR) kiiszkodo djsziilottek. Az jsziilott szervezetének érettségén til a sziiletés maodja is
meghatdrozé lehet egészségiigyi szempontbol.

Munkank alapvetd célja az IUGR patomechanizmusianak részletesebb vizsgalata €s

megértése volt. A probléma forrdsa nagy valdsziniséggel a magzati-placentaris



keringésben keresendd, ezért vizsgalatainkat koldokzsinéron végeztiik. Paraméterek széles
skalajat figyelembe véve vizsgaltuk az IUGR ujsziilottek antioxiddns statuszat, illetve az
oxidativ stressz indukélta kdrosoddsokat, és Osszehasonlitottuk a normadlis és alacsony
sulyd magzatok értékeit. Az antioxiddns stitusz feltérképezésével, és a hidnyossdgok

feltarasaval lehet6ség nyilhat megfelel6 terapids javaslattételre.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Oxidativ stressz és antioxidans védelem

A szabad gyokok [1], illetve a reaktiv oxigén inetermedierek (ROS) az é16, aerob
szervezetben keletkezhetnek endogén uton, valamint kiils6 4gensek hatdsara exogén
moédon. A szabad gyokokre jellemzoO, hogy az atomok kiilsé elektronhéjan parositatlan
elektron taldlhato, vagyis egy elektron van egy orbitdlon. Az elektronpélyak akkor stabilak,
ha az elektronok parokban helyezkednek el, ebbdl kovetkezik, hogy a szabad gyokok igen
reaktivak és dltaldban rovid élettartamuak.

A ROS (1. dbra) meghatdrozasa 4ltaldnos, nemcsak a szabad gyokoket, mint pl.: a
szuperoxidaniont és a hidroxilgyokot foglalja magdba, hanem példdul a hidrogén-
peroxidot is, ami ugyan nem rendelkezik pérositatlan elektronnal, de reaktivitdsa a szabad
gy0kokhoz hasonld (2.4bra). Ilyen reaktiv vegyiilet még a hipoklérsav (HOCI), amelyet a
mieloperoxiddz hatdsdra a neutrofil sejtek termelnek gyulladdsos folyamatok sorén.
Szuperoxidanionbdl hidroxilgydk is létrejohet a neutrofil aktiviacié sordn. Fontos
megemliteni a szerves alkoxi- és peroxigyokoket is [2]. Ezek tipikus szerves oxigén szabad
gyokok, amelyek els6sorban a lipidperoxidicié sordn keletkeznek, amikor a
hidroperoxidokat az atmeneti fémek redukéljdk. A szén-tetrakloridbdl képz6dd gyok is

ebbe a csoportba tartozik.
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1. abra Reaktiv oxigén intermedierek elektronjainak eloszldsa az egyes orbitdlokon



Az élettani folyamatok sordn ROS termelddése elsdsorban a mitokondriumokban
zajlé oxidativ foszforildcidhoz, és a normadlis celluldris aerob metabolizmushoz kotott.
Szabad gyokoket termelnek a mitokondridlis elektrontranszportldnc enzimei: a Xantin-
oxiddz, a NADPH-oxiddz, a citokrém p450, tovdbbd a nitrogén-monoxid-szintdz,
ciklooxigenaz izoenzimek, a lipoxigenazok, és a monooxigenazok. A szabad gyokok a
szervezetben részt vesznek szdmos fizioldgids folyamatban, mint a kérokozok elleni nem
specifikus védelemben vagy a szigndl transzdukcidéban. Ebbdl egyértelmiien kovetkezik,
hogy a gyokok nem csak karosak lehetnek, so6t bizonyos folyamatokhoz
nélkiilozhetetlenek. A szervezet ezért nem a ROS teljes elimindldsara torekszik, hanem a
megfeleld pro- és antioxiddns egyensuly fenntartdsara. Ha az egyenstily a prooxidansok
felé billen, oxidativ stresszrol beszéliink. Ennek kivédésére a szervezet haromszintil
antioxidans védelemet alakitott ki. Az els6 szintet képviselik az antioxidans enzimek.
Antioxidativ enzimek azok az enzimek, amelyek katalizaljak a gyok-kioltd reakcidkat,
vagy maguk is képesek a ROS semlegesitésére. Igy funkci6juk a kontrolldlatlan gyokos

lancreakci6 inicidcidjdnak megel6zése.

jele Féléletidd 37°C,

masodperc
Szuperoxid 0y 1=10°
Hidroxil ‘OH 1x 107
Alkoxil RO 1x10°®
Peroxil ROO: 1x10
szinglet oxigen Yo, 1z10°
Molekularis oxigén P = 102

2. abra Reaktiv oxigén szarmazékok féléletideje

A masodik védelmi vonalat képviselik a kis molekulasilyd antioxiddnsok, amelyek
a gyokos lancreakciokat képesek megszakitani, termindlni. Antioxiddns minden olyan

komponens, amely az oxiddlhaté szubsztrdtndl kisebb koncentrdcidban van jelen, és



szignifikdnsan késlelteti, vagy gdtolja a szubsztrdt oxidacidjat. Ezek kozil a kis
molekulasulyd redukéldszerek koziil az aszkorbinsav és a glutation a legfontosabb.

A védekezd rendszer harmadik vonala akkor 1ép miikodésbe, ha a kdrosodds mar
megtortént, és feladata a mar sériilt részek eltdvolitasa, illetve a hibas részek javitasa (pl.:
chaperonok, h6sokk-fehérjék, DNS repair-enzimek stb.).

Ezutdn a rovid attekintés utdn szeretnék kicsit részletesebben is kitérni az egyes
reaktiv oxigén fajtdkra, az antioxiddns védelem tagjaira, illetve az oxidativ stressz egyéb

paramétereire.

2.1.1 A reaktiv oxigén szarmazékok

A szuperoxidanion (07)

Az egyik legtobbet emlegetett ROS a szuperoxidgyok. Szadmtalan folyamat
eredményeképpen létrejohet, melyek koziil a legfontosabbak:

- Az elektron-transzportlancbdl felszabadulé elektronok a molekuléris oxigénnel
1épnek kolcsonhatasba [3].

- A fagocitdk aktivdlédasakor is keletkezhetnek [4].

- Az erek endothel rétege termeli konstitutivan, de kis mennyiségben [5].

- A NADPH-oxiddz enzimcsaldd a molekuldris oxigén redukdldsdval jelentds
mértékben hozzdjarul az endogén szuperoxidgyok termeléshez [6]

Myoblastokat, granulocitdkat kdrosit, a lipidperoxidaciét inicidl, depolimerizdlja a
hialuronsavat, enzimeket inaktival, kdrositja a DNS-t. Sok esetben a kdrosit6 hatds fiigg a

szimultan jelen 1év6 hidrogén-peroxid mennyiségétdl.
Szinglet oxigén (*O5)

A szinglet oxigénnek ugyan nincs pdrositatlan elektronja, igy nem tartozik a
szlikebb értelemben vett szabad gyokok kozé, de reaktivitdsa miatt azokkal egyiitt érdemes
targyalni (akdrcsak a hidrogén-peroxidot). A szervezetben keletkezhet borben
fotoszenzitizacié sordn, szemlencsében, membrdn lipidek peroxidicidjakor [7]. Az

aszkorbinsav-tokoferol rendszer teszi artalmatlanna.



A hidrogén-peroxid (H,0,)

Ha a szuperoxidanion egy mdsodik elektront is felvesz, akkor az eredmény a
peroxidion. Nincs pdrositatlan elektronja, igy nem mindsiill gyoknek. A peroxidion
fiziol6égids pH-n azonnal protonalddik, és hidrogén-peroxidot képez. Vizes oldatban a

szuperoxidanion atesik egy un. dizmutdcién, hogy hidrogén-peroxidot és O,-t képezzen.

A folyamatot az alabbi reakci6 0sszegzi:

(1) 202_+2H+=H202+02

Fiziol6gids pH-n val6jaban igy zajlik le a reakci6:
(2) Oy + H"'=HOy
(3) HOy + O, + H' = H,O, + O,

A dizmuticids rata a pH-val forditottan ardnyos.

A H,0; kéarosithatja a DNS-t és lipidperoxiddciét idézhet eld, igy az dltala eldidézett
oxidativ stressz stulyos sejt- és szovetkdrosodast okozhat, ami kiilonbozo betegségek
kialakuldsdhoz vezet (jellemzden gyulladdsos folyamatok, illetve sziv- és érrendszeri

betegségek) [8].
A hidroxilgyok (OH)

Citotoxicitasa jelentdsebb, mint a szuperoxidanioné. A H,O, relative gyenge O-O
kotésének egyenld felhasaddsakor egy hidroxilgyok és egy hidroxilion keletkezik. Ez
megtorténhet meleg vagy ionizal6 sugarzas hatdsara, s6t, amint azt mar a Fenton-reakcio is
lefrja, a folyamat vassal kdlcsonhatasba 1épve is lejatszodik [9].

(4) Fe** + H,0, =Fe** + OH' + OH

A keletkez6 Fe(III) tovabb reagdl a hidrogén peroxiddal:

(5) Fe** +H,0, = Fe** + 0, + 2H"



Természetesen egyéb gyokpdrok is reagdlhatnak a ldncreakcid sorédn pl.: szuperoxid +
Fe(I1D).

Mig a hidroxilgyok a legreaktivabb oxigén szarmazék, addig a szuperoxidaniont és a
hidrogén-peroxidot optimélis koriilmények kozott is nagy sebességgel szintetizaljak a
sejtek.

Nagyon fontos kérdés, amit a hidroxilgyok kapcsdn érdemes attekinteni, hogy vajon
honnan van a vas a Fenton reakciéhoz?

Feln6tt emberben 4g vas van, ennek 2/3-a a hemoglobinban taldlhat6. Tovabbi 10%
van a mioglobinban, és egy kisebb % enzimekben valamint a transzferrinben taldlhaté. A
maradék az intracelluldris tér raktdroz6 proteinjeiben taldlhaté (pl.: ferritin) [10]. Ezek
féleg a mdjban, lépben és a csontveldben vannak jelen, de el6fordulhatnak mas
szovetekben is (pl.: ferritin a plazmédban). A nem hem vas Fe(Ill) formaban van jelen, az
abszorbcidjdhoz azonban redukdlnia kell a szervezetnek. A gyomorsavban oldatba keriil,
majd aszkorbinsav segitségével redukdlddik, lehetévé téve az abszorbciot a felsd
jejunumban. A bélbdl egy szdllitéfehérje, a transzferrin veszi fel. A transzferrin egy
glikoprotein, nagy affinitdssal a Fe(Ill)-ra. Mivel a transzferrin a vérdramban normélisan
csak 30%-ban telitett vassal, igy a szabad vas sok jelenléte a plazmaban elméletileg 0%. A
transzferrin receptorhoz kotve internalizalodik a sejtekbe, igy keriil a vas a felhasznaldsi
helyére.

A misik fontos raktirozé6 molekula a ferritin, 4500 molekuldnyi vasat képes
megkotni. Fiziologids koriilmények kozott tehat nem all rendelkezésre vas a gyokképzd
lancreakci6 beinditdsdhoz. A H,O, azonban felszabadithatja a nem proteinhez kotott vasat,

és a vas beinditja a Fenton-reakciot.

(6) Fe** +H,0, _-Fe;0H + OH

A Fenton-reakci6 réz jelenlétében is lejatszodhat. A vashoz hasonldan a réz esetében

is minimélis a nem protein kotott raktar mérete.
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2.1.2. Az oxidativ stressz okozta karosodas jellemz6 paraméterei

2.1.2.1. Lipidperoxidacié (LP)

A szervezetben képzO8d6 szabad gyokok a lipidperoxiddcionak nevezett folyamatot
képesek 1étrehozni. A lipidek peroxidécidja a szervezetben lassu folyamat, mert az oxigén
alapéllapotban gyenge oxidal6szer. Ha azonban a lipidet (RH) egy szabad gyok-képzodést
eldsegitd anyag, vagy sugdrzds segitségével, hidrogén elvondssal lipid szabad gyok (R’)
allapotba hozzuk, konnyebben képes reakcidba 1épni a molekuldris oxigénnel [11]. A LP 3
Iépése a kovetkezd: az inicidcidé (a lancreakcié inditdsa), propagicié (a lancreakcid

kiterjedése) és terminacié (a lancreakcid lezarasa).

Iniciacio:
(7) RH + OH > R + H,O
8) R + O, 2 ROO

A reakcié sordn peroxigyok (ROO) keletkezik. A peroxigyok aktiv, a

szomszédos zsirsav oldalldncrdl hidrogént von el:

Propagécié:

(99 ROO + RH > ROOH + R

A lipid-hidroperoxidok lebomldsa sordn szdmos citotoxikus intermedier képzddik.

(10) RO +RH > ROH + R’

Peroxiddcidra foleg a tobbszordsen telitetlen zsirsavak hajlamosak, mivel a kettds
kotések melletti szénatomjuk C—H kotése gyengébb, ezért a szabadgyok-reakciok kezdetét
jelent6 hidrogénelvonas konnyebben végbemegy. A lipidperoxidacid elnevezés félrevezetd
abban az értelemben, hogy a folyamat egyéltalan nem korlatozdodik a lipidekre, hanem
képes a keletkezd szabad gyokok kornyezetében 1évo Osszes alapvetdé biomolekulét
(fehérjék, nukleinsavak, szénhidritok) kdrositani. A LP-t a vas és a réz jelenléte

nagymértékben meggyorsitja (katalizis).

11



(11) ROOH + Fe**/ Cu**> RO +Fe** + OH

(12) ROOH +Fe** > ROO" + Fe** + H'

Mivel a fehérjék és a lipidek a membrdnok alkotérészei, érthetd, hogy a
lipidperoxidécidos karosodas egyik fo helyszinei a membrianok. A folyamat kérositja a
membranokat, amelyek elveszitik fluiditasukat, csokken a membranpotencidljuk, €s megnd
a permeabilitdsuk. A fehérjék karosodasa egyes enzimek aktivitdsanak csokkenését vagy
elvesztését eredményezheti. A genetikai informdaciét hordozo nukleinsavak karosodésa, a
mutagén, rdkkeltd vagy sejtpusztito hatds alapjat képezi.

A lancreakcid lezardsa az antioxidans védelmi rendszer segitségével torténik.

Terminacio:

(13) ROOH +2 GSH - ROH + GSSG + H,O

2.1.2.2. Fehérjék oxidativ modosulasai

A fehérjék szamos modon oxiddlodhatnak [12], a folyamatot altalaban a H,0,
inditja el és az alabbi valtozdsokat eredményezi:
- oxidacio, amely fragmental6dashoz vezet
- fehérje-fehérje keresztkotések kialakuldsa
- aminosav oldallancok oxidacidja

- reaktiv karbonil-szarmazékok kialakuladsa (3. abra)

i RL g P R g i
0=C = . 0= = 0o=C R1
C X G \ . ~
TN ft::{?‘b_ — L.t =0
gy & H o AN o HN R2

3. abra Reaktiv karbonil-szarmazékok kialakulédsa
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Az aminosavak koziil az arginin, lizin, prolin aszparagin és glutamin oxidativ
moédosuldsa eredményezi a karbonil-proteinek kialakuldsat, amit dinitrofenilhidrazinnal
(DNPH) lehet kimutatni. A karbonilaci6 elterjedten hasznalt markere az oxidativ fehérje-

karosodasnak.

2.1.2.3. Oxidativ DNS-karosodas

A deamindci6, a spontdn hidrolizis és a nem enzimatikus metilacié mellett a ROS-t
tekintjilk a DNS-karosoddsok f6 forrasanak. A szabad gyokok hatdsara szdmos oxidativ
termék keletkezhet (4. abra). A cukorfoszfat gytrli kédrosoddsa fragmentidlédashoz,

bazisvesztéshez és szaltoréshez vezethet [13].

(8] jng J{E
CH;
il .-OH o ,ﬂH e ¢
o -~ et A OH
o7 N 0 N o= TN
H H H
5-hidroxi 5-hidroxi-dC timin-glikol
-duU
MNH2 ﬁ
i H H
P _OH PN M
HN™ ~ HN
A I & "L'N>=D J%q /[ N>=D
P = - A
0" N" o N~ N HoNT N N
uracil-glikol 8-oxo-dA 8-ox0-dG
NH2 o
N I n
N7 T HN N,
. | o I E —0
N7 N HoNT N7 N2
Bﬂimamldo-mnmmm_ formamido-pirimidin-dG

4. abra Leggyakoribb, oxidativ stressz hatdsara 1étrjovo bazis modifikaciok.

Szamos oxidalt bazis bioldgiai hatasa ismert. A kijavitatlan timin-glikol blokkolja a

replikéciot, igy potencidlisan letdlis a sejtre nézve. A 8-0xoG-t kdnnyedén dtugorja a DNS-
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polimeraz €s er6sen mutagén, ha nincs repair a 8-0xoG adeninnel parosodik, ami G=>T

mutaciok szamat noveli.

2.1.3. Az antioxidans védelmi rendszer

Antioxiddns minden olyan komponens, amely az oxiddlhaté szubsztritnal kisebb
koncentraciéban van jelen, és szignifikdnsan késlelteti, vagy gatolja a szubsztrat
oxidacidjat. Az antioxiddns enzimek katalizéljdk ezeket a kioltd reakcidkat, vagy maguk is
képesek ROS semlegesitésére. fgy az antioxiddnsok és az antioxidans enzimek funkciGja

az, hogy megszakitsdk a kontrolldlatlan ldncreakciot.

2.1.3.1. Kis molekulasilyi antioxidansok

Ebbe a csoportba tartoznak azok a nem enzim tipust, kis molekuldji vegyiiletek,
amelyek védenek az oxigénbdl keletkezo reaktiv intermedierek toxikus hatdsaval szemben.
Az antioxiddsok kore tig, gyakorlatilag ide sorolhaté minden olyan anyag, amely az
oxiddland6 szubsztratnil alacsonyabb konentraciéban van jelen, mégis szignifikdnsan
csokkenti, vagy megel6zi a szubsztrit oxidédcidjat. Az antioxiddns vegyiiletek lehetnek
vizoldékonyak vagy lipidoldékonyak. Ilyenek példaul a C, E, A, K vitamin, a cisztein,
ciszteamin, glutation, urdt, stb. Az antioxidansok tobbféle hatdsmechanizmussal
mukddhetnek. Az E-vitamin az inicidcidt gatolja, az aszkorbinsav ldncmegszakito és segit
regenerdlni a tokoferolt [14]. A lancreakcié megakadélyozdsa sordn a tokoferol tokoferil-

gyokké alakul, melynek regenerdcidjat az aszkorbinsavval a 5. dbra szemlélteti.
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5.abra A tokoferol regeneracidja aszkorbinsavval

2.1.3.2. A glutation, és redox rendszerének elemei

Glutation

Az egyik legfontosabb antioxidans, a glutation [15] egy tripeptid molekula (Gly-Cys-
Glu). Redukalt formdja (GSH) konnyebben oxiddlédik, mint a sejtben miikodé SH-
csoportot tartalmazé enzimek, igy azokat megvédi az inaktivaldstdl. A GSH reakcidja
oxigénnel a glutation oxidélt formdjat adja (GSSG). A stresszhatisok elleni véddéreakciok
fontos komponense, valamint a glutation-S-transzferdz szubsztritja a xenobiotikumok
detoxifikacidja soran.

A GSH szervezetiink egyik legjelentdsebb antioxiddnsa, mely a patoldgids szabad
gyokokkel szembeni védelem részét képezi. A szabad gyokok, lipidperoxidok eltavolitasat
a glutation-peroxiddz végzi redukalt glutation felhasznildsaval. A reakcidéban a glutation
oxidalodik, redukélasat, €s igy mas folyamatokban torténd ujboli felhasznaldsanak
lehetoségét a glutation-reduktdz enzim biztositja. A glutation-reduktdz enzim ritka
genetikai hibdja alacsony redukdlt glutationszintet eredményez. Ez az allapot nemcsak
azért veszélyes, mert jelentdsen sériil a szervezet antioxiddns védeleme, hanem azért is
mert felhalmozddik a citotoxikus GSSG. A megfeleld GSH hatdshoz tehit az egész redox

rendszer épségére van sziikség (6. dbra).
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Azon tilmenden, hogy a GSH 6nmagdban is hatékony a szabad gyokok kivédésében,
szamos ma4s, az antioxidans védelmet tdimogatd hatdsa ismert. Részt vesz aszkorbinsav, és
rajta keresztiil az o-tokoferol regenerdldsaban. Befolydsolja az antioxiddns enzimek
expresszijat, és szerepe van a redoxpotencidl kialakitasaban. Oregedést késleltetd és rak
megel6z6 hatdsa van.

A GSH nem transzlacids folyamat sordn szintetizaldédik. Két, ATP-fiiggd 1épésben
képzddik aminosavakbdl, mely folyamatokat a y-glutamil-cisztein-szintetdz €s a glutation-
szintetdz katalizalja (6. dbra). A glutaminsav és a glicin a modern taplalkozasi szokasokkal
nagy mennyiségben keriil bevitelre, ezért a GSH eldallitisanak egyetlen korlitja a
megfeleld mennyiségli cisztein-bevitel. Marpedig a cisztein rész kulcsfontossagu a

molekuldban, hiszen SH csoportjdnak oxidacdjaval keletkezik a diszulfid-kotés.
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6.abra A GSH szintézise és redox ciklusa
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Glutation-peroxiddz (GP)

A GP [EC 1.11.1.9] felfedezése Mills nevéhez fizodik [16], aki a vOorosvértestek
oxidativ hemolizisének vizsgilata sordn irta le az enzimet. Jelenleg az enzimcsaldd 6t
tagja, a citoplazmatikus, az extracelluldris, a foszfolipid, a gastrointestinalis és a méajban
taldlhat6 citoszolikus izoforma ismert. Feltételezhetd azonban tovabbi izoenzimek létezése
is. Megkiilonboztetnek szelén-fiiggd GP-okat, és olyanokat amelyek miikodéséhez nincs
sziikség szelénre.

A szelén-dependens glutation-peroxiddzok kozos jellemzoje, hogy szelén atomot
tartalmaznak -szelenocisztein formdjaban- aktiv centrumukban és szubsztratként a
hidrogén-peroxid mellett a szerves hidroperoxidokat is elbontjdk, beleértve a zsirsavak
hidroperoxidjait is [17].

Az enizm 4ltal katalizalt reakci6 éltalanos képlete:

(14) ROOH + 2GSH =ROH + H,0 +GSSG

Fiziol6gias miikodése soran a GSH oxidacidja mellett a kataldzzal egyiitt megtisztitja
az eritrocitit a HyO,-t6l, mely vagy spontdn, vagy SOD 4dltal katalizalt dizmuticidval
képz6dik a szuperoxidanionbdl. Epp ezért a sejtekben azokon a teriileteken taldlhaté nagy
mennyiségben, ahol alacsony a kataldz enzim szintje. Igy jelen van a citoszolban és a
mitokondrium matrixaban, viszont gyakorlatilag nem mutathaté ki a mikroszémakban, a
sejtmagban és a peroxiszomdkban, amelyek a sejt csaknem teljes katalazkészletét

hordozzak.

Glutation-S-transzferdz (GST)

A GST [EC 2.5.1.18] hidroféb, elektrofil komponensek glutationnal valé
konjugicidjat kozvetiti, ezaltal fontos szerepe van a xenobiotikumok &talakitdsaban [18].
Glutation-fiiggéen képes redukdlni a hidrogén-peroxidot, vagyis GP aktivitdssal is
rendelkezik, szelén hidny esetén, ezért a szeléntdl fiiggetlen glutation-peroxiddzok kozé

sorolhatok.
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Glutation- reduktdz (GR)

A GR [EC 1.6.4.2] egy NADPH-fiiggd enzim, az oxidélt glutationt (GSSG-
glutation-diszulfid) redukdlja vissza (6.4bra), igy fontos szerepe van a GSH raktér
regeneralasaban [19, 20].

Az enzim genetikai hibdja alacsony redukdlt glutation szintet eredményez. A
kérkép autoszomdlis recessziv  Oroklésmenetet mutat. Az enzim aktivitdsdnak
csokkenéséhez vezet a riboflavinban szegény tdplalkozas is. A B,-vitamin a glutation-
reduktdz (és szamos mads, a szervezet oxidoredukcids folyamataiban részt vevd enzim)
kofaktora. A laboratériumi paraméterekre az anaemia (alacsony vOrosvérsejtszam,
haemoglobintartalom, haematokrit), és vérsejtoldéddsra utald paraméterek a jellemzdek. A
vorosvérsejtekben alacsony, vagy hidnyzo enzimaktivitds mérhetd, és a glutation

koncentracidja is alacsony.

Gliikoz-6-foszfdt-dehidrogendz (G6PD)

A G6PD [EC1.1.1.49] fontos eleme a pent6z-foszfat ciklusnak. A gliik6z-6-foszfat
felhaszndldsa a NADPH, rib6z-5-foszfat és ATP-igénytdl fiigg. A GSH regenericidja az
oxidalt formdjabol, NADPH jelenlétét igényli, amely a gliikk6z-6-foszfat-dehidrogenaz
enzim altal katalizalt reakcioban képzddik. X-kromoszémahoz kotott drokletes hidnyaval

sziiletett egyének akut hemolitikus anaemidban szenvednek [21].

2.1.3.3. Az antioxidans enzimek

A szuperoxid-dizmutdz (SOD)

A SOD [22] [EC 1.15.1.1] minden oxigént fogyaszt6 organizmusban, némely
aerotolerdns anaerob €s néhdny obligat anaerob él6lényben is megtaldlhat6. Mindegyik
izoforméja metalloprotein. Attdl fiiggben, hogy aktiv centrumukban milyen fém(ek)
talalhat6(k), harom osztalyt kiilonboztetiink meg: Cu,Zn-SOD; Mn-SOD; Fe-SOD.

Vorosvértestben csak a Cu,Zn-SOD fordul el6, ami nem rendelkezik a masik két
izoformaval homolég szekvencidval. Az enzim egy homodimer, egy cink és egy réz atomot
tartalmaz alegységenként. A réznek katalitikus, mig a cinknek a struktirat stabilizal6

Szerepe van.
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A 1éz segitségével az enzim kozombositi a reaktiv szuperoxidgyokoket:

(15) 20y + 2H" = H,0, + O,

A képzddd hidrogén-peroxidot tovabbi enzimek kozombositik (kataldz, glutation-
peroxiddz). A magas H,O, koncentrici6 és a nem enzimatikus glikozildcié az enzim

fokozatos inaktivacidjahoz vezet [23].

Katalaz (KAT)

Emlds eritrocitdkban jelentds kataldz [EC 1.11.1.6] mennyiség taldlhat6. A kataldz
egy olyan enzim, amely H,0,-t katabolizal. Fotoinhibiciéra és degradéaciora érzékeny. A
katalitikus aktivitdsa nagy, de a szubsztrét affinitdsa kicsi, mivel a reakcié egy id6ben két
hidrogén-peroxid molekula megkotddését igényli az aktiv centrumban. Mivel a kataldznak
nagyon alacsony az affinitdsa szubsztratjara, gy gondoljdk, hogy a H,O, nagy részét a
glutation-peroxiddz enzim bontja. A hipotézis szerint a kataldz arra szolgdl, hogy a
szomatikus sejteket megvédje az exogén (nem eritrocita eredetit) hidrogén-peroxidtdl (pl.:

gyulladds esetén). A kataldz szubsztratjat vizre és oxigénre bontja:

2 H202 =2 HQO + 02

A szuperoxid gyok [24], és a NO az enzimet gitolja [25]. A kataldz-védelem SOD,
illetve GSH hidnyaban is mitkodik, katalaz-gétlas esetén azonban a tobbi enzim mikodése

esetén is megszinik a védelem, de kataldz adasra visszadll.

Glutation-peroxiddaz (GP)
A szabad gyokok, lipidperoxidok eltdvolitasat a glutation-peroxidaz végzi redukalt
glutation felhaszndldsaval (6.4bra). Az enzim a GSH redox ciklusdnak fontos eleme, ezért

részletesebb ismertetésére a 2.1.3.1. fejezetben keriilt sor.
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2.2. A nitrogén-monoxid (NO) szerepe

A nitrogén-monoxidot [26] az €10 szervezet kiilonboz6 tipusu sejtjei szintetizdljik,
ami a képz6dés helyérdl gyorsan a szomszédos sejtekhez dramlik, és ezzel szamos élettani
funkcidt befolydsol. Kulcsszerepe van a sziv miikddésében, az érrendszerben a vérnyomads
regulédcidjaban, és az egyes létfontossagu szervek vérelldtottsdginak f6 szabdlyozéjaként.
Hatdsara az erek simaizomzata elernyed, az erekben a vérrogok képzodése csokken.
Fehérvérsejtekben termelddve kiizd a baktériumokkal, szervatiiltetéseknél pedig a
szervkilokddés veszélyét csokkenti. A nitrogén-monoxid egy pdrositatlan elektronnal
rendelkezik a kiils6 héjon, igy szabad gyokként funkciondl.

A nitrogén-monoxid stimuldlja a guanilat-ciklazt, ezéltal ciklikus 3’-, 5’-guanozin-
monofoszfat jon l1étre, €s a cGMP-dependens kindz a miozin konnyiilanc-defoszforizalasat
eredményezi. Igy a miozin-aktin kapcsolat blokkolddik, kialakul az erés simaizomsejt-
relaxdacié. A blokkolds elofeltétele a szarkoplazmatikus retikulumbodl a kalciumionok
kidramlasanak gétldsa (ezt a folyamatot szintén a cGMP katalizalja).

Az NO' szintézisében egy enzimcsalad vesz részt, amelyet kdzosen nitrogén-oxid-
szintdznak (NOS) neveznek. Az NO a NOS segitségével képzddik L-argininbdl, citrullin

keletkezésén keresztiil (7.4bra).

Az NO néhéany tulajdonsiga:

> Erelmeszesedésben az ér belsd sejtrétege kevesebb nitrogén-monoxidot termel.

» Gyodgyszerek (pl. nitroglicerin) juttathatnak NO-t az érbe.

» A silyos bakteridlis fert6zés szepszishez és dltalanos vérkeringési elégtelenséghez
(sokk) vezethet, mert a fehérvérsejtek és a baktériumtoxinok 4ltal termelt nagy
mennyiségli NO kéros értdgulatot okoz. Ebben az esetben az NO szintézisének
gatldsa a megoldas.

» Az intenziv osztdlyokon életmentd lehet az NO belégzése. Ez kiilonosen akkor
hasznos, amikor a tiidében uralkodé vérnyomas kérosan magas (pl. Gjsziilotteknél).

» Egyes fehérvérsejtek nemcsak megolik a fert6z6 agenseket, mint pl. baktériumokat,
gombdkat, parazitdkat, hanem védik is a szervezetet a tumorok ellen. Feltételezik,
hogy az NO megillitja a daganatok novekedését, apoptdzist indukal.

» Az NO az impotencia kezelésére alkalmas.
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» A gyulladdsos betegségek (asztma, bélgyulladasok, iziileti gyulladdsok) azon az

alapon is diagnosztizdlhatdk, hogy mennyi NO képzddik hatdsukra a szervezetben.

2.2.1. Az NO-szintazok

Az eml0s sejtekben az NO-szintdzok katalizdljadk az NO szintézisét az L-arginin

szubsztrat oxidacidjan keresztiil citrullin képzodése mellett (7. abra).
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7. abra A NO szintézis 1épései

Ezek az enzimek lehetnek kalcium- €és kalmodulin-fiiggéek, vagy azoktdl
fiiggetlenek [27]. Héarom izoformdjit azonositottdk: neurondlis (ncNOS), endothelidlis
(ecNOS) és makrofag tipus (iNOS). Az egyes izoformdkat azokrodl a szovetekrdl nevezték
el, ahonnan el6szor tisztitottdk, de azéta mar mas szovetekben is azonositottdk, igy példaul
a ecNOS expresszalodik vazizomsejtekben, szivizomban, epithelidlis sejtekben és
neuronokban. Patoldgids koriilmények kozott, a kalciumfiiggetlen, indukalhaté nitrogén-
monoxid-szintdz (iINOS) enzim aktivdlédasaval is 1étrjon az NO-szintézis. Az
interleukinek, bakteridlis toxinok, NO-szintézist és reaktiv szabad gyok képzodést
eredményezhetnek, amelyek szoveti kdrosodast okozhatnak.

A NOS-ok a P450 enzimcsalddba tartoznak. Az aktiv centrumban taldlhat6 hem

komplexhez az elektron NADPH-r6l FAD, FMN és BH, kofaktorok segitségével jut.
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2.2.2. Nitritek, nitratok és peroxinitrit

A klinikai gyakorlatban a nitratoknak elsOsorban a vaszkuldris simaizomsejtekre
kifejtett gorcsoldd hatasat haszndljak ki. A vasodilatacid 1étrejottéért foként a szervezetben
termel6dd, az endotheliumbdl szarmazé szubsztratum — EDRF, (endothelium-derived
relaxing factor, endothelb6l sziarmazé relaxdlofaktor) — tartottdk felelésnek. Ma mar
tudjuk, hogy az EDRF megfelel a nitrogén-monoxidnak (NO). Ischaemids szivbetegségben
az atherosclerosis jelentdsen kérositja az endotheliumot, csokken a nitrogén-monoxid
termelése. A nitrdtoknak eldszor metabolizdlodniuk kell, hogy hatdsukat kifejthessék. Az
organikus nitritok lebomldsdnak két dutja ismeretes. Az enzimatikus Gt sordn
metabolizal6do nitratbol a GST segitségével glicerol dinitrdton és mononitraton at nitrit- és
nitrdtionok jonnek létre. A nem enzimatikus lebomldsndl kulcsszerepet kapnak az
intracellularis tiolkészletek, amelyek cisztein vagy GSH formdjaban raktarozédnak Az igy
keletkezett NO indukélja a simaizomsejt-relaxdciét eredményezd folyamatot. A nitrdthatés
Iényege a coronariadilatacié és a vénds rendszer tagitisa. Noveli a sziv teljesitményét, és
csokkenti az artérids vérnyomadst. Tovabbi lényeges hatdsuk, hogy gatoljdk a thrombocytak
aggregaciojit €s adhézidjat, a neutrophil granulocytik kitapadasat az endotheliumhoz,

valamint a simaizomsejt-proliferaciot.
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A peroxinitrit a NO-bdl képzddd egyik toxikus ROS (8. dbra) [28]. Termelik az
aktivalt alveoldris makrofdgok, a neutrophil granulocytdk és az endothelium. Az NO és a
szuperoxidanion reakcidjabdl keletkezik. A kialakult peroxinitrit elég stabil ahhoz, hogy
legaldabb egy sejt-dtméronyi tdvolsdgra diffundéljon. A citotoxikus oxiddns peroxinitrit
fehérjék karositasan tul megtamadja a DNS-t, és képes aktivalni szamos reakcidutat,
koztik a peroxinitrit-poli(ADP-rib6z)-polimerdz (PARP) wutat is, amely tovébbi

szovetkarosodashoz vezet.

2.3. Szabad gyokok a neonatolégiaban

2.3.1 A méhen beliili fejlodés és az intaruterin novekedési retardacio

IUGR)

A magzat és az Ujsziilott vérkeringése 1ényegesen kiilonbozik egymadstol. A magzat
a placentan keresztiil az anya vérébol taplalkozik, és a 1égzési gdzok cseréje is a placentan
keresztiil bonyoldédik. A magzat vérének oxigénfelvételét, szén-dioxidjanak kiiiriilését,
taplalékfelvételét, a viz és a vizben oldott anyagcseretermékek kiiiriilését a placenta
kozvetitésével az anyai szervezet végzi. A fejlodo tiidoben nincsen gazcsere, funkcionalis
vérkeringése, a kisvérkor, tehat nem miikodik. A magzat anyagcseretermékekkel telt, szén-
dioxidban gazdag ,,vénds” vérét a koldokartéria, az arteria umbilicalis széllitja a
placentdba. Ott hajszdlér-hdlozatra oszlik. Az {v alakban gorbiilt hajszalerek — ahol a
gazcsere €s a taplalékfelvétel folyik — a chorionbolyhokban posztkapillaris véndkba
mennek 4at. A posztkapillaris véndk nagyobb gyijtovéndkba, majd a koldokvénaba
egyesiilnek, azok a felfrissiilt, oxigénben gazdag vért a koldokzsinéron 4t a magzatba
viszik. A placentaban felfrissiilt vér keveredik a magzat vénds vérével, tehit a magzatban
kevert vér kering.

A méhen belilli novekedés-visszamaradds vagyis az IUGR (intrauterine growth
retardation) a korasziilottség mellett az ujsziilott-haldlozasért felelés leggyakoribb
velesziiletett rendellenesség. Méhen beliil akkor beszéliink elégtelen fejlodésrdl, ha a
magzat becsiilt stlya 10 percentilis érték alatt van, azaz gyengébben fejlett, mint az azonos
kort magzatok 90%-a. Sziiletéskor IUGR-nek tekintendd a kissilyd -2500g alatti- magzat,
ha normalis iddre sziiletik.

A kissdlyd magzatok ardnya 5-6% koriil van, melyek koriilbeliill harmada IUGR,

kétharmada valddi korasziilott. Az elégtelen fejlodés leggyakoribb oka a dohdnyzds,
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alkoholizmus, tidlzott koffeinfogyasztds, elégtelen tdpldlkozds, ikerterhesség, elégtelen
mennyiségli magzatviz, bizonyos gyogyszerek szedése, terhesség alatti kdabitdszer-
fogyasztds terhességi toxémia, méhlepény-elégtelenség, idiilt id6 eldtti méhlepény-levalds,
trombofilia (Leiden-muticid), az anya nemi szervi rendellenességei, betegségei (myoma,
kett6zott méh, stb.). Bar az esetek jelentds részében az ok ismeretlen marad [29].

A normadlisndl kisebb sulyd ujsziilottek esetében a fejlédésbeli visszamaradds a
baba testardnyai szerint lehet aranyos (proporcionélt) és ardnytalan (diszproporciondlt). Ez
utébbi esetben a végtagok hosszisidga normalis, de a fej-, mellkas- és haskorfogat kérosan
kicsi, soviny benyomadst kelt. A gyermek arca "Gregesen" rancolt, zsirparndi erdsen
hidnyosak.

A retarddlt gyermekek korében nagyardnyd az anatOémiai és/vagy genetikai
rendellenességek (kiillondsen az egyes triszomidk) gyakorisdga, melyek a gyermekek sorsat
alapvetden befolydsoljdk. A bolcséhaldl eseteinek jelentds része is IUGR ujsziilotteknél
fordul eld. Az 6sszes sziiletés koriili megbetegedés és haldlozds 8-10-szer gyakoribb, mint
egészséges csecsemOknél [30]. Méhen beliil retardalt gyermekeknél nagyobb a kockizata a
neuroldgiai és viselkedési zavaroknak. Az IUGR el6forduldsa egészséges életvitellel
jelentésen csokkenthetd. Ha mégis elofordul, a megeldzés célja a gyermek testi és értelmi
fejlédésének biztositdsa.

Az IUGR diagndzisa normadlis esetben mar a terhesség soran felismerhetd, igy a
sziilést olyan intézetben célszerli levezetni, ahol a gyermek intenziv ellatdsdhoz adottak a
személyi és targyi feltételek. A magzati sorvadds kimutatdsiaval azonban a diagnosztikai
tevékenység csak elkezdddik. Azonositani kell ugyanis az IUGR okdt mind az anyanal,
mind a magzatndl. Ki kell zarni minden olyan anyai betegséget, karos szenvedélyt, tovabba
magzati genetikai rendellenességet, méhen beliili fertdzést, mely a fejlédés lassuldsat
kivélthatta. Ezek célzott kezelése ugyanis elofeltétele a magzat egészséges fejlodésének,
tovabbd, a kovetkezd terhességnél az IUGR megel6zésének.

A méhen beliil felismert [UGR esetén legfontosabb az anya teljes dgynyugalma,
megfeleld tdpldlkozds, intravénds gliik6z €s magnézium infdzid, esetenként oxigén
belélegeztetése orrszondan at. A gyermek allapotat kardiotokografidval és ultrahanggal
folyamatosan nyomon kell kovetni. Fenyegetd magzati fulladds esetén pedig be kell
inditani a sziilést; kelld érettség esetén hiivelyi sziiléssel, lehetdleg epidurdlis
érzéstelenitésben. A fajdalom ugyanis reflexesen csokkenti a méh vérkeringését, és rontja a
magzat oxigénellatdsit. A reflex a fijdalom megsziintetésével teljesen kikapcsolhatd és

epidurdlis érzéstelenités mellett az esetleg sziikségessé valo csdszarmetszés azonnal
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elvégezhetd. A megfeleld ellatisban részesiild, anyatejjel helyesen téaplalt gyermek
altalaban kétéves kordra éri utol kortdrsait a testi és értelmi fejlddésben. Minden egyéb
esetben a gyermek sorsét az alapbetegség (az IUGR oka), tovabba a gondozds helyessége
hatdrozza meg. Amennyiben a gyermek testi fejléddése elmarad a kivdnatostol, kiegészitd

taplédldsra van sziikség.
2.3.2. A sziiletés modja

Az utébbi években vildgszerte novekszik a csdszarmetszéssel (Caesarean section,
CS) torténd sziilések ardnya. A miitéti kockazat egyre kisebb, és ezért a fejlett vilagban
egyre tobb nd vdlasztja ezt a természetes sziilés helyett. Mivel ennek ellenére mégiscsak
mtéti beavatkozasrol van szd, az altatés, a fertdzésveszély és a vérrogképzodés eshetOsége
miatt Osszességében még mindig tobb, mint hdromszoros az anyai elhaldlozds veszélye a
vagindlis sziiléshez (VSZ) képest [31]. Magyarorszagon CS-t nem végeznek kérésre, csakis

orvosi javaslat alapjan. A leggyakoribb okok, melyek csdszarmetszést indukdlnak:

medencevégii fekvés
harantfekvés

térardnytalansig

1

2

3

4. elhuzo6do sziilés
5. elolfekvo lepény (placenta praevia)
6. magzati oxygén hidny (asphyxia)

7

anyai betegség

A csaszarmetszéshez is érzéstelenitésre van sziikség. Ez legtobbszor epidurilis vagy
spindlis gerinckozeli érzéstelenitést jelent. Ekkor elérzéstelenedik a test alsé része, de az
anya ébren marad. Ha a magzatot nagyon gyorsan kell vilagra segiteni, vagyis siirgdsségi
csdszarmetszés esetén dltaldnos érzézéstlenitést, altatdst alkalmaznak. A mutét sordn a
hason majd utina a méhen metszést ejtenek. Az érzéstelenitésnek koszonhetden ez
fajdalommal nem jar. Amikor a méh nyitva van, az orvos leengedi a magzatvizet, majd
a magzatot dvatosan vilagra segiti. A procedira koriilbeliil 10 percet vesz igénybe, tehat
Iényegesen kevesebbet, mint a tobb 6rdig elhiz6dé VSZ. A mitét utdn altalaban 1 héten
beliil engedik haza a picienst, a miitét utdni regenerdlédds tehat sokkal lassabb, mint VSZ

utan.
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Szamos betegségrol kideriilt, hogy patomechanizmusdban a szabad gyokok jelentds
szerepet jatszanak. Ilyenek példdul a diabetes [32], neurodegenerativ betegségek [33, 34], a
cornea elviltozdsai [35] vagy a kiilonbdzé rakos megbetegedések [36, 37]. Ujsziildttek
esetében az oxigénnek kiilondsen nagy a jelentOsége, hiszen a sziiletés sordn a magzat a
hypoxids kornyezetbél egy szdmara hyperoxids kozegbe keriil. Igy konnyti beldtni, hogy
barmilyen hidnyossdg az antioxiddns védelemben stilyos kovetkezményekkel jarhat. Ezek a
kovetkezmények a leglatvidnyosabbak a korasziilotteknél; kiilonosen a  tiido
rendellenességei szembetlindek [38, 39], de a disan vaszkularizalt agy is karosodhat [40].

Az oxidativ stressz ugyan minden ujsziilottet érint, de a mértéke egyaltalin nem
elhanyagolhatd a baba egészsége és fejlodése szempontjabol. Az oxidativ stressz mértékét
legdrasztikusabban a sziiletés koriilményei befolydsolhatjdk. Vajon kiméletesebb a CS
ebbdl a szempontbol? A szakirodalomban igencak nagy az ellentmondds. Egyes szerzok
szerint az elektiv CS kedvezdbb hatdssal van az oxidativ stressz paramétereire [41, 42].
Fogel és mtsai szerint viszont nem befolydsolja az oxidativ stressz mértékét a sziiletés
moédja [43]. A sziiletés mddjan kiviil érdemes figyelembe venni az djsziilott vérének pH
értékét is, ha Osszehasonlitd vizsgdlatokat kivanuk végezni. A pH 7,2 alatti érték mar
eroteljes acidoézisra, hypoxids dllapotra utal.

Az TUGR a korasziildttekhez nagyon hasonld kérkép. Kialakuldsdban a magzati-
placentéris vérkeringés rendellenessége valdsziniisithetd, ebben viszont szabad gyokos
mechanizmusok is szerepet jatszhatnak. A szabad gyokok karosithatjdk az érfalat, a vér
elemeit, csokkentve ezzel a magzat vérellatasat. A szabad gyokok szerepének tisztazasa

ezért kiillonosen indokolt az IUGR magzatok esetében.

26



3. ANYAGOK ES MOSZEREK

Anyagok

A vizsgdlatainkhoz haszndlt vegyszerek analitikailag a legtisztdbb mindségliek
voltak. A Folin-Ciocalteus reagenst és az adrenalint a Merck cégtdl, a DTNB-t (5,5-ditio-
bis-nitrobenzoesav) és a TPTZ-t (2,4,6 tripyridil-s triazin) a Flukatdl szereztilk be. A
Griess reagens, 2-Thiobarbitursav, NADPH, redukélt Glutathion (GSH), Guanindin-HCI,
HEPES, 1-klor-2,4-dinitrobenzol (CDNB) és EDTA Sigma gyartmédnyuak voltak. Az itt

nem emlitett vegyszerek, puffer alapanyagok pedig Reanal termékek voltak.

A vizsgalatba bevont csecsemok

A mintdk a SZTE AOK Sziilészeti és Nogyogydszati Klinikardl szdrmaztak. A
vizsgédlatokhoz 0sszesen 277 mintat vizsgaltunk. Kontrollnak (n=182) tekintettiik azokat a
mintdkat, ahol az djsziilott tomege 3350+£550g, sziiletés utani 5 perces Apgar értéke 8-10,
és 37-40. gesztaciés héten jott vildgra. Az IUGR csoportba (n=41) sorolt babak testtomege
1950 £+ 450g, és a 37-40. geszticiés héten sziilettek. A CS és VD, és az epidurdlis
érzéstelenités Osszehasonlitdsban a kontrollcsoport mintdi szerepeltek.

A maradék 54 minta korasziilott babaktdl szarmazott, ezek a mintdk az aciddzis

szerepének vizsgilatindl keriiltek felhasznalasra.

3.1. Koldokzsindrvérbol vizsgalt paraméterek

Sziiletés utdn néhany ml vért gyhjtottiink a koldokzsindrvérbdl EDTA-s Vacutainer
csovekbe. A plazmat és vorosvértestet centrifugdldssal szepardltuk. A kiilénb6z6
meghatdrozasokhoz Thermo Spectronic Biomate 5 UV-VIS fotométert és 2 csatornds

(Hansatech, King's Lynn, UK) fluorimétert hasznaltunk.

3.1.1. Fehérje kvantitativ meghatarozasa

A fehérjetartalom meghatdrozasira azért volt sziikség, mert az egyes vizsgalt

paramétereket a fehérjetartalomra vonatkoztattuk.
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A mintdbdl 10-szeres higitdsban hemolizdtumot készitettiink. Lowry és munkatdrsai
[44] modszerét alkalmaztuk, melynek elve a kovetkezd: a fehérjék Folin reagenssel
sotétkék szinreakciét adnak. A keletkezd szines terméknek 750 nm-en abszorpcids
maximuma van. Marha szérum albuminnal készitett kalibracids gorbe alapjan a fotométer

beépitett szoftvere segitségével meghataroztuk a fehérjetartalmat.

3.1.2. Glutationnal kapcsolatos vizsgalatok

A GSH szint meghatdrozdsa

A mintdbdl 10-szeres higitdsban hemolizdtumot készitettiink, majd Sedlak és
Lindsay [45] moédszerét alkalmaztuk, melynek sordn Ellman-reagenssel nem fehérjéhez
kotott SH-csoport meghatdrozast végeztink TCA-val fehérjementesitett mintdbol. A
DTNB (5,5-ditio-bis-nitrobenzoesav) egy diszulfid vegyiilet, melyet a GSH redukdl. A

redukalt DTNB élénk sarga szinli és 412 nm-nél abszorbciés maximummal rendelkezik.

Sziikséges oldatok:
5% TCA
10 mM DTNB (metanolban oldva)
0,4 M TRIS puffer pH 8,9

A hemolizdtumot négyszeres mennyiségli TCA-val kicsaptuk. 10 perc 10.000
fordulat/perccel torténd centrifugélds utan a feliiliszobdl kivettiink 1 ml-t, majd ehhez 2 ml

TRIS puffert adunk. A szinreakciét 0,1 ml DTNB hozzdaddsédval inditjuk el. 412 nm-en

fotometrdlunk, és a koncentraciot az aldbbi képlet alapjan hatdroztuk meg:

[GSH] = E X VisesesX107/ € X IXV minta

E: extinkcid, e molaris extinkcids koefficiens (131000 M'lcm'l), Visszes: méroelegy

térfogata ml-ben, Vyin,,: minta térfogata ml-ben, 1: fénytut hossza cm-ben
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A GSSG szint meghatdrozdsa

A mintdbdl 10-szeres higitdsban hemolizatumot készitettiink, majd Tietze
moédszerét alkalmaztuk [46], melynek lényege, hogy a reakcidelegybe feleslegben
adagoltunk glutation-reduktdz enzimet, illetve NADPH-t, igy a minta GSSG tartalma
visszaredukdlédik GSH-nd. Kontrollként a Sedlak mddszerrel kapott eredményeket
(szamitast 1d. GSH szint meghatarozasndl) vessziik, és a 2 eredmény kiilénbségébol

kovetkeztetiink a GSSG mennyiségére.

Minta elokészitése:

A vordsvértestbol 1:9 ardnyd hemolizdtumot készitiink. 0.5 ml hemolizatumot
inkubdlunk 0,48 ml 0,05 M TRIS pufferben (pH 8,9), 10 ul (250 egység) glutation
reduktdz enzimmel és 10 pl 100 pM-os NADPH-val, 30 percen at. Ezutin GSH

meghatdrozast végeztiink Sedlak szerint:

[GSSG] = 0ssz [GSH] (Tietze)-[GSH](Sedlak) /2

A GSH szintézis vizsgdlata

A viszgélathoz a Raftos és mtsai médszerét alkalmaztuk némi médositassal [47]. A
modszer elve, hogy mintdinkon szandékosan GSH deplécidt idéziink eld, azaltal, hogy
lekotottik a szabad GSH jelents részét, majd kiilonb6z6 id6pontokban torténd
mintavétellel kovettik a GSH szint emelkedését, €s ebbldl kovetkeztettiink a szintézis
intenzitasara.

Sziikséges oldatok:

A oldat: 80 mM KCl, 70 mM NaCl, 0,15 mM MgCl,, 10 mM HEPES-Na, 0,1 mM
EDTA

B oldat: 80 mM KCl, 70 mM NaCl, 0,15 mM MgCl,, 10 mM HEPES-Na, 10 mM

glukéz, 2 mM ditiotreitol, 5 mM N-acetil-cisztein, 1| mM glicin, 1 mM glutamin
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A vOrosvértesteket haromszor mostuk A oldatban, 4°C-on. Ez utan
felszuszpendéltuk a B oldatban dgy, hogy 10%-0s hematokrit értékii szuszpenziét kapjunk,
majd 20 ml-hez 20 pl 2-vinilpiridint adunk. 1 6rdn at inkubdljuk 37°C-on. A mintdkat
tovabbra is 37°C-on tartva 6éranként mintat vettiink és Tietze mddszere szerint 6ssz GSH

meghatdrozast végeztiink.

3.1.3. A karbonil-protein-szint meghatarozasa

Minta elokészitése:
A vordsvértestbdl 1:99 ardnyd hemolizatumot készitettiink. A mintdban 1évé DNS
nyomok eltavolitasara 10%-os streptomycin-szulfat oldatot hasznédltunk, mert a DNS is

tartalmaz karbonil-csoportokat [48].

Sziikséges oldatok:
20% TCA
2 M HCl
10 mM 2,4-dinitrofenilhidrazin 2 M HCl-ban
2 M HCI
metanol:etil-acetat (1:1)

6 M guanidin-HCI, 20mM kalium-foszfat pufferben oldva

9 egység mintdhoz 1 egység TCA-t adunk, majd centrifugaltuk 5 percen at 10.000
fordulat/percen. A keletkezett csapadékhoz 500ul 2,4-dinitrofenilhidrazint adtunk, a
vakhoz 500ul HCI-t. Az elegyet 60 percig allni hagytuk szobahOmérsékleten 5-10
percenként vortexeltiik. 500l TCA-t adtunk az elegyhez, majd 5 percig 10000
fordulat/perccel centrifugaltuk A csapadékot haromszor mostuk 1ml metanol:etilacetat
eleggyel. A csapadékot 600 ul guanidin-HCl oldatba visszaoldottuk; 37°C-on 10-15

percen beliil feloldédtak a fehérjék. 670 nm-en mértiik az abszorbanciat.

A karbonil protein koncentracié szamitasa:

[karbonil-protein] = ExVésszx10'4/ ex1XV minta
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E: extinkcié, & molaris extinkcids koefficiens (22000 M’lcm'l), Vissszes: mérdelegy

térfogata ml-ben, Vyin,,: minta térfogata ml-ben, 1: fénytut hossza cm-ben

3.1.4. A lipidperoxidacié mérése

A mintdbdl 10-szeres higitasban hemolizatumot készitettiink majd Placer és
munkatarsai modszerét alkalmaztuk némi modositassal [49,50]. A tobbszorosen telitetlen
zsirsavak oxidativ lebomldsakor keletkezd malondialdehid (MDA) savas kozegben,
héindukalt reakcidban tiobarbitursavval (TBA) szines trimetint képez, mely 532 nm-en

abszorbcios maximummal rendelkezik.

Minta eldkészitése:

A vorosvértestbdl 1:9 ardnyd hemolizdtumot készitettiink.
Reagens osszetétele:

15% TCA

0,375% tiobarbitursav

0,25 N HClI

A hemolizatumhoz tizszeres mennyiségli reagenst adtunk. Az elegyet forr
vizfiirdon tartottuk 15 percen keresztiil. Jégben lehiitottiikk, majd 10 percen at 10.000
fordulat/perccel centrifugaltuk.

A feliilisz6t 532 nm-en fotometradltuk. Vak oldatként desztilldlt vizet hasznaltunk a

reagensben hemolizatum helyett. A kalibraciét malondialdehid-dietilacetattal készitettiik.

Az MDA koncentracio szamitasa:

[MDA] = E X VissszesX1072 / € X 1XVninta

E: extinkcid, e molaris extinkcids koefficiens (152000 M'lcm'l), Vissszes: méroelegy

térfogata ml-ben, Vyin,,: minta térfogata ml-ben, 1: fényut hossza cm-ben
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3.1.5. Enzimaktivitasok mérése

A SOD aktivitdas

Misra és Fridovich [51] altal leirt médszert Matkovics és munkatarsai modositasa
szerint alkalmaztuk [52]. A vizsgilat alapja, hogy a szuperoxid-dizmutiz enzim
koncentraci6jatdl fiiggden, ldgos kozben az adrenalin-adenokrém spontdn atalakuldst
gdtolja. Az enzim nagyon stabil, igy aktivitdsdban kloroform-etanolos kezelés hatdsira sem

torténik valtozas.

Minta eldkészitése:

A vorosvértestb6l 1:9 ardnyd hemolizatumot készitettink. A hemoglobint
kloroform: etanol (1:2) eleggyel kicsaptuk, mert a vérben 1év6 hemoglobin zavarta volna a
mérést, majd 10 perc szobahOmérsékleten torténd inkubdlds utin 10 percig 10.000
fordulat/perccel centrifugaltuk a mintdkat. Az {igy kapott feliilisz6t hasznaltuk az

enzimaktivitds meghatarozasara.
Sziikséges oldatok:
0,05 M Na-karbonét puffer pH 10,2

0,009 M adrenalin pH 2

Meérési hullamhossz: 480 nm

Mérési hdmérséklet: 37°C

A mérdelegy osszetétele:

Vak Kontroll Minta

ml ml ml
puffer 3 2,9 2,75
adrenalin - 0,1 0,1
Feliildsz6 - - 0,025

(hemolizatumbol)
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A kontrollmérés arra szolgdl, hogy megfigyeljiik az adrenalin spontan dtalakuldsat,
és meghatdrozzuk az 1 percre esd extinkcidvaltozast (AE/perc). A minta enzimet tartalmaz
(vorosvértest esetében csak a Cu,Zn-SOD izoformét), és ezdltal gitolja a spontdn
autooxidaciot.

A gitlas %-ot a kovetkezd képlet alapjan szdmitottuk ki:

AEkontroll - AEminta
gatlas %= x100

AEkontroll

Egységnyinek tekinthetd az az enzimmennyiség, amely 50%-os gatlast eredményez.

A KAT aktivitds

A kataldz enzim aktivitisdnak meghatdrozdsihoz Beers és Sizer [53] mddszerét
alkalmaztuk, amelynek elve a kovetkezd: a méréelegyben 1évé H,O,-t a vizsgélni kivant
enzim bontja. A kataldz hatdsidra végbemend bomlast spektrofotometridsan 240 nm-en

kovetjiik.

Minta elokészitése:

A vorosvértestbdl 1:99 aranyd hemolizatumot készitettiink.
Sziikséges oldatok:

0,05 M foszfat puffer pH 7

30 mM H,0,

A reakcidelegy Osszetétele:

Kontroll Minta
ml ml
puffer 3 1,995
hemolizatum - 0,005
H,0, - 1
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Az extinkci6 valtozdsat 3 percen keresztiil regisztraltuk. Egységnyinek tekintettiik,

ha az enzim 1 perc alatt 1pmol H,O,-t bont 25°C-on:
EU/ml = E X Vigsgzes/ € X 1XViina

EU: enzimegység, E: extinkcid, €: moldris extinkcids koefficiens (43600 M’lcm’l), Vssszes:
mérdelegy térfogata ml-ben, Vpin,: minta térfogata ml-ben, 1: fénytt hossza cm-ben

Bergmeyer (BU) egységre szamitva:
BU/ml = EU/ml x 38/10°,
ahol 38 a H,O, molstilya, és 10"6, mivel a BU 1g H,O,-ra vonatkoztatja az enzimaktivitdst.
A GP aktivitds

Ismert mennyiségli cumene-hidroperoxid (izopropilbenzén—hidroperoxid)  és

redukalt glutation szubsztrat segitségével végeztiik a meghatarozast [54].

Minta elokészitése:
A vorosvértestbdl 1:9 aranyu hemolizatumot készitiink.
Oldatok:
0,05 M TRIS-HCI puffer pH 7,5
2 mM GSH
3,3 mM cumene-hidroperoxid
15% TCA
0,4 M TRIS puffer pH 8,9
1 mM DTNB (5,5-ditiobis-nitrobenzoesav, metil-alkoholban oldva)

Minden egyes mintdhoz sajat vak oldatot készitiink:
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0,1 ml GSH

Vak Minta
0,7 ml puffer (pH 7,5)
0,7 ml puffer (pH 7.5) 0,1 ml hemolizatum
0,1 ml hemolizatum 0,1 ml GSH

0,1 ml cumene-hidroperoxid

10 perc inkubalas, 37°C-on

1 ml TCA

0,1 ml cumene-hidroperoxid

1 ml TCA

Centrifuga 10 perc, 10.000 fordulat

2 ml puffer (pH 8,9)
1 ml feliildszo

0,1 ml DTNB

2 ml puffer (pH 8,9)
1 ml feliildszo

0,1 ml DTNB

Az extinkcidkat 412 nm-en olvastuk le. Egységnyi enzim 1 perc alatt egy pmol

szubsztratot bont le:

EU/ml = E X Visges X107/ & X IXV pinaXt

EU: enzimegység, E: extinkcid, &: molaris extinkcids koefficiens (131000 M'lcm'l), Vssszes:

mérdelegy térfogata ml-ben, Vyin: minta térfogata ml-ben, 1: fényudt hossza cm-ben, t: a

reakci6 ideje (perc)

A GR aktivitds

Minta elokészitése:

A mintabdl 10-szeres higitdsban hemolizatumot készitettiink.

A reakcicelegy Osszetétele:
0,5 ml 0,25 M KH,POy,, pH 7,4
0,1 ml 25 mM EDTA
0,1 ml 7,5 mM NADPH
0,25 ml 0,25mM GSSG

0,05 ml minta
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A mérési hullimhossz: 373 nm
1 GR egységnek tekintettiik, amikor 1pmol GSSG redukélddott 1 perc alatt (37°C,
pH 7.4) [55].
EU/ml = E X Vigsesx 10”7 £ X IXV ninga

EU: enzimegység, E: extinkcid, €: moldris extinkcids koefficiens (62200 M'lcm'l), Vssszes:

mérdelegy térfogata ml-ben, Vi, minta térfogata ml-ben, 1: féynit hossza cm-ben

A G6PD aktivitds

A mintabdl 10-szeres higitdsban hemolizatumot készitettiink Az enzim a gliik6z-6-

foszfat oxiddci6jat katalizalja NADP™ jelenlétében:

G-6-P+ NADP">6-foszfogliikonat + NADPH+H"

A reakci6 sordn keletkez6 NADPH mennyisége ardnyos a GO6PD aktivitdssal [56].

Sziikséges anyagok:

0,1 M Trietanolamin puffer pH 7,4 2,59 ml
0,1 M MgCl, 0,2ml
35 nM G-6-P 0,1ml
11 nM NADP* 0,1ml

Fél perc késleltetés utdn 3 percen at mértiik a fényelnyelés valtozasat 37°C-on. Egy
egységnek azt az enzimmennyiséget definidltuk, amely egy perc alatt lumol piridin
nukleotidot képes redukalni.

A keletkez6 NADPH-t 340 nm-en mérjiik.

EU/ml = E X Vigpesx10™/ £ X 1X Vi
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EU: enzimegység, E: extinkcid, €: moldris extinkcids koefficiens (62200 Mem™), Vizes:
mérdelegy térfogata ml-ben, Vpine,: minta térfogata ml-ben, 1: fénytt hossza cm-ben

A GST aktivitds

Minta elokészitése:
A vorosvértestbdl 1:9 ardnyd hemolizdtumot készitettiink.

Sziikséges oldatok:

0,2 M foszfat puffer, 2,5 ml
1 mM EDTA 0,1 ml
20 mM GSH 0,15 ml

20 mM CDNB (1-klé6r-2,4-dinitrobenzol) 0,15ml
3 percen 4t mérjiik az abszorbcié véltozast 37°C-on, 340 nm-en [57]:
EU/ml = B X Viesx107/e X 1 X Vininta

EU: enzimegység, E: extinkcid, €: molaris extinkcids koefficiens (96000 M'lcm'l), Vssszes:

mérdelegy térfogata ml-ben, Vpin,: minta térfogata ml-ben, 1: fénytt hossza cm-ben

3.1.6. Az 6ssz-antioxidans kapacitas meghatarozasa

Benzie és Strain médszerét [58] alkalmaztuk. (FRAP= Ferric Reducing Ability of
Plasma). A Fe’* ionok —antioxidans tulajdonsagu vegyiiletek hatdsara— Fe** ionnd
redukdlddnak, alacsony pH értéken szines ferro-tripyridil-tiazin terméket ad triazinnal
(TPTZ=2,4,6 tripyridil-s triazin). A FRAP értéket dgy kaptuk, ha ismert Fe(Il)
koncentraci6ji oldat segitségével kalibraciot készitettiink 593 nm-en. A méréshez a

szeparalt plazmét hasznaltuk.

Oldatok:
20 mM FeCl,
10 mM TPTZ
300 mM Na-acetat puffer pH 3,6
Reagens: 10 ml acetat puffer + 1 ml TPTZ + 1 ml FeCl;
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Meéréelegy: 1,5 ml reagens + 50 pl plazma

593 nm-en fotometréltuk az elegyet 5 percen keresztiil.

3.1.7. Nitrit és peroxinitrit meghatarozas

A NO; meghatarozast Griess reagenssel végeztiik [59]. A reagens és a plazma 1:1
ardnyd elegyét 15 percen at inkubdltuk szobahémérsékleten, majd 540 nm-en
fotometraltuk. A vak oldatba desztilldlt vizet mértiink plazma helyett. A kalibraciot
NaNO,-al végeztiik.

A peroxinitrit jellemzd tulajdonsidga, hogy magas pH értéken stabil, neutrélis pH
értéken pedig gyorsan bomlik [60]. 5 pl vorosvértestet mértiink 3 ml 1 M NaOH-ba, és 302
nm-en kovettiik az extinkci6é ndvekedést 3 percen ét.

Kontrollként 5 pl vorosvértestet mértiink 100 mM kalium-foszfat pufferbe (pH 7.4),
és 3 percen at kovettiik az extinkci6 csokkenését.

A szamitds menete:

[peroxinitrit] = B X Ve 1077 € X 1 X Vinina

E: extinkcid, €: a termék molaris extinkcids koefficiense (1670 M'lcm'l), Vissszes: méroelegy

térfogata ml-ben, Vyin,,: minta térfogata ml-ben, 1: fénytut hossza cm-ben

3.1.8. Filtracios mérések

Minta eldkészitése:
A vorosvértestbdl 5% hematokrit értékii szuszpenzidt készitettiink PBS pufferben.

(122 mM Na(Cl, 0,3 mM KH,;PO, /Na,HPO,, 2 g/l human szérum albumin pH 7.,4).

A méréseket M-100 —as filtrométerrel végeztilk. A késziillékben 1évo kapillaris
sikjara merdlegesen 5 mikron pérusdtmérdjii membrant helyeztiink fel (Nucleopor Corp.,
USA). A folyadék dramldsa hidrosztatikai nyomdskiilonbség hatdsira indul meg a
kapillarisban, a membrdnon keresztiill. A folyadék mozgdsat szdloptikds detektorok
érzékelik. A szenzorok 3 egymdst kovetd 20 pl-es térfogati folyadékrész dramldsi idejét
mérik, ezek a tranzitidok. Szoftveres kiértékelés utan a kovetkez0 deformabilitas

jellemzésére hasznélatos paraméterek dllnak rendelkezésre:
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1. Kezdeti relativ filtracios sebesség (F;) (1/s)
2. Atlagos sejt tranzitid8 (T.) (ul/s)
3. Dugulasi rata (CR) (porusdugulas/pl)

3.1.9. A DNS-karosodas és repair vizsgalata

Genomidlis DNS prepardlds

100 pl PBS pufferben atmosott vért 1 ml pufferben (100 mM TRIS-HCI, pH 8,5, 5
mM EDTA, 0,2% SDS, 200 mM NacCl, 100 pg proteindz K) inkubdltunk 55°C-on egy
éjszakan at. Az emésztés befejezése utan 150 pL NaCl-t (6M) adtunk a mintdkhoz, és
erdteljes szuszpendalast kovezden centrifugéltuk (15 perc 3000 ford./perc), a feliiliszébdl
0,75 térfogatnyi izopropanollal precipitdltuk a DNS-t [61]. A csapadékot 75%-os etanollal
mostuk (egy éjszaka dllni hagytuk -20°C) és centrifugdltuk. Az alkohol eltdvolitdsa utdn a
csapadékot desztillalt vizben oldottuk fel, s -80°C-on taroltuk.

DNS szdltorés meghatdrozdsa fluorimetrids modszerrel

A DNS mintdkat harom részre osztottuk (F, Fmin és Fmax minta). F méréséhez a
DNS-t jéghideg pH 12,4-es pufferban tartottuk, ami a részleges kicsavarodashoz megfeleld
pH érték. Fpi, méréséhez a DNS-t jéghideg pH 12,4 es pufferben 1 percig ultrahanggal
szonikaltuk, igy teljes kicsavarodast értiink el. Az Fp,x méréséhez a DNS-t jéghideg pH
10,8-as pufferben tartottuk, ilyenkor nem csavarodott ki a DNS. Az inkubalds minden
esetben 30 perc volt 0°C-on, majd 15 perc 15°C-on. Ezutan 1 pl ethidium-bromidot adtunk
a mintdkhoz, és megmértiikk a fluoreszcencidjukat 520 nm-es exciticids, €s 590 nm-es
emisszids hullimhosszokat hasznalva [62].

A kiilonb6z6 mdédon kezelt mintdk segitségével meghataroztuk a kettds szdld DNS

szdzalékos ardnyat, a kovetkezd képlet szerint:

ds DNS%= (F-Fin)/ (Fmax-Fmin)x100
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DNS repair vizsgdlat

A repair mechanizmusok vizsgélatdhoz a fluorimetrids szaltorések mérése elott a
mintdkat 3 részre osztottuk. Az elso részen nem végeztiink kezelést. A masodik részt ImM
H,0;-al kezeltiik, és azonnal DNS-t preparaltunk bel6le. A harmadik részt a H,O, kezelés
utdn 2 oraval dolgoztuk fel, id6t hagyva a reparacidra. A kezelések utdn meghatdroztuk a

szaltorések aranyat a fluorimetrids médszerrel.

3.2. Az arteria umbilicalisbol torténo vizsgalat

Az endothelialis NO szintaz (eNOS) enzim expressziéjanak vizsgalata

A minta eldkészitése:

Az SZTE AOK Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikarél kapott koldokzsinGr
darabokbdl =100 mg tomegl érszakaszt metszettiink ki. A szdvetdarabot 1 ml TRI
reagensben homogenizaltuk. A reagens kivdldan alkalmas szovetek feltdrdsdra, €s az RNS

tisztitas elokészitésére, DNaz hasznalata nélkiil is.

Az RNS tisztitds lépései

A homogenizitumhoz 200 pl kloroformot adtunk, 10 percig 4allni hagytuk,
razogattuk, majd 20 percig centrifugéltuk 13.500 ford./perccel 4°C-on. A kicsapast kétszer
ismételtiik. A fels6 fazishoz 0,75 térfogatnyi izopropanolt adtunk, majd centrifugéltuk 5
percig 13.500 fordulat/perc 4°C-on. A csapadékot 75%-os etanollal mostuk, minimum 1
oran at allt -20°C-on. Az alkohol eltdvolitisa utan a mintat dietil-pirokarbonattal kezelt,

steril desztillalt vizben oldottuk fel, és a PCR célu felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

Ellendrzés:

Koncentricié és fehérjetartalom mérést nanodroppal végeztikk, majd 1,2%-o0s
agar6z gél elektroforézis segitségével meggy6zddtiink az RNS minta dllapotardl. Az
elektroforézist 0,1 pg/ml ethidium-bromid jelenlétében, TRIS-acetdt puffert hasznalva (40
mM TRIS-acetit, 10 mM EDTA, pH 7,5) kiviteleztiikk. A mintat akkor tekintettiik
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megfelelonek, ha az Ajqp/Asgo ardny nagyobb volt 1,8-nél, és a gélképen nem tapasztaltuk

az RNS sdvok elmos6dasat, tehat a minta degraddcigjat.

Reverz- transzkriptdz PCR

A reakcioban random hexamerek segitségével az izolalt 6ssz RNS-t irtuk at ismét
DNS-re, reverz-transzkriptdz enzimet haszndlva. A cDNS szintézis Sug RNS-bol
kiindulva tortént 20 pl végtérfogatban. A templat RNS-t 500 pmol random hexamer primer
(Promega) jelenlétében 95°C-on denaturaltuk, majd 200 egység reverz transzkriptiz, 20
pmol dNTP keverék és a gyarté (Fermentas) ltal biztositott reakcié puffer jelenlétében 10
percig 37°C-on tartottuk, majd ezt kovette egy 42 °C-os 45 perces inkubdlds a PCR

berendezésben.

A PCR reakcio
Az ecNOS fehérjét kddold génre tervezett primer szekvencidk a kovetkezok voltak:
Forward: 5’ gacattgagagcaaagggctg 3’
Reverse: 5’tgcggcttgtcaccteetgg 3’

A belso kontrollként hasznélt B-aktin specifikus primerek szekvencidi:

Forward: 5’gcaagagaggtatcctgacc 3’

Reverse: 5’ccctcgtagatgggcacagt 3’

A PCR reakcidelegy dsszetétele:

1 ul DNS templat (a RT reakcid termékébol)
5 egység (1 pl) Taq polimeraz enzim

5 ul Taq puffer

4 ul MgCl, 25 mM

1 pl dNTP, 0,2 mM

1 pl forward primer, 0,5 nM

1 pl reverse primer, 0,5 nM

32,5 pl steril desztillalt viz

1 perces 95°C-os el6-denaturdciot kovetden 32-szer ismételtiik az alabbi PCR ciklust:
Denaturalas: 95°C, 30 masodperc

Hibridizacio: 60°C, 40 masodperc
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Elongacié: 72°C, 30 masodperc

A PCR amplifikdciét PTC 150-16 Minicycler-ben (MJ Research) és PTC-200
Peltier Thermal Cyclerben (MJ Research) végeztiik. A reakciok sordn keletkezd
fragmentek detektalasat 1,8%-os agardz gélen végeztiik elektroforézissel.

Az ethidium-bromidos festéssel detektalt géleket GDS 7500 gél-dokumentacios
rendszerrel digitalizaltuk. Az analizist GelBase/GelBlot™ Pro Gel Analysis Software

(UVP) segitségével végeztiik.

3.3. Statisztikai értékelés

A statisztikai értékeléséhez MedCalc 7.0.1. szoftvert hasznaltunk. Az adatok
eloszlasdinak meghatdrozdsa utdn t-prébat, illetve ANOVA tesztet haszndltunk, a
paraméterek kozotti korreldciot Pearson-teszttel vizsgéltuk. Adatainkat, mint atlagot és

standard hibdt tiintettiik fel. Szignifikdnsnak a p<0,05 értéket fogadtuk el.
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4. EREDMENYEK

4.1. A sziiletés modja és az oxidativ stressz

A csaszarmetszés (CS), sokak szerint a siirgdsségi esetektdl eltekintve kiméletesebb
eljaras az oxidativ stressz szempontjabdl, mint a spontdn vagindlis sziilés (VSZ). Masfeldl
viszont a CS egy mitéti eljards, amely egyben kockazatokat is rejt magaban. A
vizsgdlathoz érett, 37-40 geszticiés héten sziiletett ujsziilottek koldokzsinér vérét

hasznaltuk. Mérési eredményeinket a 8. dbrén illetve az 1. tdbldzatban mutatjuk be.
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8. abra Oxidativ karosodas a sziiletés modjanak fiiggvényében.
Oxidativ lipid-, fehérje- és DNS- kdrosodds értékek siirgdsségi (n=16) és elektiv (CS)
csaszarmetszés (n=28), illetve spontdn vaginalis sziilés (n=46) esetén

(*p<0,5; ***p<0,01)
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Akut C S n=16 Elektiv C § n=2% VSZ n=406

GSH (nmolmg) 5,22 + 0,57 277 0,71 » 4,18+ 043
SOD (EU /mg) 1,80 + 0,36 1,12 +0,25 140+ 0728
KAT (BU/mg )<10* 9,01 + 2,23 7.2+2,19 « 8,13+ 0,05
GP (EU/mg) 10 2,75 £ 0,73 1,730,472 * 101033
FRAP (nmoll) 3387 + 32,1 3064+ 254 « 3235+ 18,3

1. tablazat Csaszarmetszés és normal vaginalis sziilés soran fellépé oxidativ
stressz a Kis molsilyu antioxidansok és az enzimek aktivitasanak tiikkrében
(GSH-redukdlt glutation, SOD-szuperoxid dizmutdz, KAT-Kataldz, GP- glutation
peroxiddz, FRAP- 6ssz-antioxidans kapacitds) Szignifikéns kiilonbség csak az akut

CS csoportban mutatkozott mutatkozott (p<0,05)

Az eredményekbdl azt lattuk, hogy a szignifikdns eltérés csak a siirgdsségi CS
esetekben adodik, igy ezeket az eseteket kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl.

Fontos megjegyezni, hogy az IUGR-s babdk tobbsége CS-el sziiletik, a VSZ-el
sziilletoknél pedig epidurdlis érzéstelenités ajanlott. Vizsgalataink megerdsitik, hogy a
fajdalom kiiktatasa nemcsak a fotalis keringést serkenti, hanem nagymértékben csokkenti

az oxidativ stressz mértékét is (9. dbra).
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9.abra Az epiduralis érzéstelenités (EDA) hatasa az ujsziilott antioxidans statuszara
A redukalt glutation (GSH) szintje, a lipidperoxidacié (LP) mértéke és a szuperoxid-
dizmutaz (SOD), kataldz (KAT), glutation-peroxiddz (GP) aktivitdsok epiduralis
érzéstelenités hatasira (ngpa=37; Nkontron=50)

(*p<0,5)

4.2. Acidozis

Megsziiletés utdn mérik az jsziilott vérének pH-értékét. Ennek normalis értéke
7,31 és 7,40 kozé esik, azonban el6fordulhat (korasziilottekben és ITUGR esetén pedig
jelentds szdzalékban eldfordul), hogy ez az érték ennél lényegesen alacsonyabb. Ezt a
koros allapotot nevezik acidézisnak.

Az acidozis a szervezet sav-bazis egyensilydnak zavara: az alkali rezerv csokken, a
sav felhalmozddik, a szérum pH értéke 7,35 alad csokken. A metabolikus acidozis oka lehet

fokozott savképzddéssel jard anyagcserezavar, a szervezetben képzoddé vagy oda bejutd
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savak csokkent lebontdsa, fokozott bélnedv-vesztés, vagy rendlis ok. Respiratorikus
acidozis akkor jon létre, ha a tiidé gdzcsere elégtelensége kovetkeztében a CO, kivalasztas
kisebb, mint a CO, termelés, ami hypoxiit eredményez. Kisérleteink sordn vizsgiltuk az
antioxiddns paraméterek valtozasat a pH-érték fiiggvényében.

Vizsgalatainkhoz az eddigiektdl eltérden korasziilott babak koldokvérét hasznaltuk.
Ennek a vélasztdsnak praktikus okai voltak. Az acidézis nagyobb aranyban fordul eld
IUGR és korasziilott magzatoknal, mint normadlis sdlyud tarsaikndl. A korasziilések ardnya
pedig lényegesen nagyobb, mint az [TUGR-€. Hozz4jarult még az is, hogy a méhen beliili
sorvadassal kiiszkodé magzatok az esetek jelentds szazalékaban id6 el6tt jonnek vilagra, és
ezzel is csOkken a viszgdlatainkhoz felhasznalhatd mintdk szdma. Az elégséges
mennyiségli mintdhoz tehdt egyszertibben és gyorsabban tudtunk hozzijutni dgy, hogy

korasziilottek vérét hasznaltuk.
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10/A. abra Antioxidans paraméterek valtozasa a koldokzsinérvér pH-értékének
fiiggvényében.

( LP: lipidperoxidacio, GSH: glutation, FRAP: 6ssz-antioxidans kapacitas)
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10/B. abra Antioxidans enzimek aktivitasanak valtozasa a pH-érték fiiggvényében

(SOD: szuperoxid-dizmutdz, KAT: katalaz, GP: glutation-peroxidaz)

Amint az a 10. abran jol latszik a kiilonb6z6 pH-tartomédnyba tartozé csoportok
kozott jelentds kiillonbségek mutatkoznak acidotikus dllapot esetén, vagyis alacsony pH-
ndl. Itt az oxidativ stresszel kapcsolatos paraméterek is alacsonyabbak, ami valdsziniileg az
er6sen hypoxids kornyezetnek tudhaté be. Habar els6é ranézésre kedvezonek hat a
csoportban tapasztalhaté alacsony LP érték, de nem szabad megfeledkezni a reperfiizids
hatasrol. Figyelembe véve az igencsak alacsony GSH szintet, é€s a mérsékelt enzimaktivitas
értékeket, a hypoxids dallapot megsziinése utdn valdszinlileg az LP érték drasztikus
novekedésével kell szdmolni.

A pH 7,2-7,3 tartomidny ugyan nem jelez komoly rendellenességet élettani
szempontb6l, ennek ellenére igen jelentds eltérések mutatkoznak oxidativ stressz
paraméterek szempontjabdl a kontrollnak is tekinthetd pH 7,31-7,4 csoporthoz képest.
Figyelembe véve ezeket a kiilonbségeket, tovabbi vizsgilataink sordn igyekeztiink
mintdinkat ugy szelektdlni, hogy az ne lehessen szignifikdns befolyassal a vizsgilatok

eredményeire.
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4.3. IUGR ujsziilottek antioxidans statusza

4.3.1.Antioxidans enzimek és ossz-antioxidans kapacitas

A szervezet szabad gyokokkel szembeni védekezésében az antioxidans enzimek
képezik az els6 védelmi vonalat. Feladatuk a megel6zés. A SOD kozombositi a
szuperoxidaniont, a KAT és a GP pedig a H,O,-t bontja. Méréseink azt mutatjak, hogy
szignifikans hidny mutatkozik IUGR ujsziilottek antioxidans védelmében (11/A. dbra) A
SOD és KAT enzimek esetében a kiilonbség szignifikans, mig a glutation-peroxidaz

esetében az enzimaktivitdsbeli hidny IUGR babdkban nem tekinthetd statisztikailag

szignifikansnak.
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11/A. abra Antioxidans enzimek IUGR ujsziilottek koldokvérében
Az IUGR (n=37) és kontroll (n=168) kdldokvérek szuperoxid-dizmutdz (SOD), katalaz
(KAT) és glutation-peroxidaz aktivitisa
(*p<0,5; **p<0,05)
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S0D KAT GP

GP R=0,510,p<0,01 R=-0,635,p<0,05
KAT  R=0,395 p<0,05 - R=-0,635,p<0,01
S0D - R=0,395, p=0,05 R=0,510,p<0,05

11/B. abra Korrelacio az antioxidans enzimek aktivitasanak valtozasa kozott

(SOD: szuperoxid-dizmutaz, KAT: katalaz,GP: glutation-peroxidaz)

Kozepesen erds negativ irdnyu korrelacio tapasztalhaté az ITUGR mintdk KAT és
GP aktivitasa kozott (11/B. dbra). Mivel mindkét enzim képes hidrogén-peroxidot bontani,
a korrelacié oka valdsziniileg az, hogy a csokkent kataldz aktivitast a GP enzim igyekszik
kompenzalni.

A védelem masodik vonalat képezik a kis molsilyt antioxidansok. Jelentdségiik a
ROS elimindldsan til a gyokos lancreakciok terminalasa, igy példdul a membrankarosodas
kiterjedésének megakadalyozdsa. Az Ossz-antioxiddns kapacitds meghatdrozasa is hasonl6
eredménnyel szolgalt, mint az enzimek esetében: az IUGR babdk FRAP értéke is
alacsonyabb a kontrollcsoporthot viszonyitva (12. dbra).

Erdemes azonban megjegyezni, hogy a FRAP értéke nmagdban nem elég egzakt
paraméter, ugyanis nem tiikrozi pontosan az djsziilott allapotat. A magas bilirubin, gliik6z
és higysav szint is jarhat magas FRAP értékkel, hiszen ezek a molekuldk is rendelkeznek
gyOkfogd tulajdonsdggal. Pontosabb képet kapunk tehdt, ha kiragadjuk a taldn

legfontosabb antioxiddns molekulat, a GSH-t, és kicsit részletesebben megvizsgaljuk.
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12. abra Az 6ssz-antioxidans kapacitas
Az IUGR (n=27) és kontroll (n=137) plazmamintak 0ssz-antioxiddns kapacitisa

(*p<0,5)

4.3.2. A glutation redox ciklus

A glutation, az egyik legjelentdsebb kis molsilyt antioxidéns, a sejtekben nagy
koncentracioban van ra sziikség a fehérjék —SH csoportjainak védelme érdekében.

IUGR qjsziilotteknél szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontrollcsoporthoz
képest. (13. abra). Az 6sszes vizsgalt paraméter koziil a GSH szintje mutatta a legnagyobb

eltérést az IUGR mintakban.
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13. abra A redukalt és oxidalt glutation aranya
A glutation redukalt (GSH) és oxidalt formdjanak (GSSG) szintje, illetve ezek ardnya
IUGR (n=35) ujsziil6tteknél kontrollokhoz (n=173) viszonyitva
(**p<0,05; ***p<0,01)

Az oxidalt forma az alacsony GSH szint ellenére is viszonylag nagy mennyiségben
van jelen az [TUGR-s vérben. A GSH/GSSG arany is kedvezétlen, jellemzo a citotoxikus
oxidalt forma erételjes jelenléte. Ha az Ossz-glutation tartalmakat hasonlitjuk Ossze a két
csoportban (GSH+GSSG), akkor azt latjuk, hogy ez az érték is alacsonyabb az ITUGR

mintdkban. Ez az észrevétel sziikségessé tette a GSH szintézisének vizsgalatat is (16.4bra).
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14. abra A redukalt glutationt felhasznal6 enzimek aktivitasa
A glutation-peroxidaz (GP) és a glutation-S-transzferaz (GST) enzimek kontroll- (n=112)
és IUGR (n=31) ujsziilottek vérében

| <ontroll oluGR

Ellimg<10-3
n

GR I GEFD
A glutation-reduktaz (GR) és a gliik6z-6-foszfat-dehidrogendz (G6PD) enzimek kontroll-
és IUGR ujsziilottek koldokzsindrvérében

(*p<0,5)
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Az eredményeket Osszegezve azt latjuk, hogy mig a glutation felhaszndldsban nem
mutatkozik kiilonbség a 2 csoport kozott (14.dbra), az IUGR ujsziilottek glutation-

szintézise és regenerdldsa is szignifikdns mértékben csokkent a kontrollcsoporthoz képest

(15. és 16. dbra).
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16.abra A glutation-szintézis
A glutation koncentracié novekedése 2-vinilpiridin kezelést kovetden kontroll- (n=17) és

IUGR (n=11) gjsziilttek vérében

4.3.3. A vorosvértestmembranok vizsgalata

A vorosvértest dtlagosan 7 um atmérdji, mégis képes dthaladni a 4-5 pm-es
kapillarisokon is. A rdjuk nehezedd hajtéerd és az erek faldnak ellenélldsa révén kiilonb6z6
alakokat kénytelenek felvenni, de 4tjutva a nagyobb atmérdjii kapilldrisokba, azonnal
képesek visszanyerni eredeti diszkoid formdjukat. A lehetséges alakok koziill ez a

kitiintetett, mert fenntartdsdhoz a legkisebb energiit igényli. Intakt membran nélkiil az
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eritrocita nem képes megfelelden deformdlddni, a magas LP értékek pedig kiterjedt

membrankarosodast sejtetnek (17. abra).
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17. abra A lipidperoxidacié
A lipidperoxidécié alakuldsa IUGR (n=28) és kontroll- (n=165) djsziilottek koldokvérében.
Kiilon vizsgaltuk a lipidkarosodast egész sejteken, illetve a tisztitott vorosvértestmembran
frakcion (LP ghost).
(**p<0,05; ***p<0,01)

Az eritrocitamembranokon torténé méréseket, vagyis az LP ghost értékeket

fontosnak tartottuk kiilon is vizsgdlni, mivel a megfeleld eritrocita deformabilitdst csak

intakt membranok teszik lehetdvé.
A filtracids tesztek azt a folyamatot probaljak modellezni, amikor a 7 mikronos sejt

egy atmérdjénél kisebb kapilldrisba kényszeriil. Intakt sejteknek nem okoz problémait az
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atjutas, karosodott membrinok esetében azonban az atjutds nehézkes, a filtraciés id6

ndvekszik. [UGR esetben pontosan ezt tapasztaltuk (18. dbra).
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18. abra Hemorheologiai paraméterek
IUGR (n= 19) és kontroll (n=57) vorosvértestek rheologiai jellemz6i.

(*p<0,5)

A filtraciés sebesség alacsonyabb az IUGR csoportban, ami azt jelenti, hogy a
membranok kevésbé intaktak, igy deforméacios készségiik is kisebb. A sejt tranzitidd és a
dugulési rata a filtracios idonek megfelelden alakult, tehat szintén a kontrollcsoportban
mutat kedvezObb értékeket.

A lipidperoxidacié és a filtraciés paraméterek kozott szoros negativ korrelacid
mutatkozik (2. tdblazat). A korrelacié eclemzéséhez azokat a mintdkat hasznaltuk fel,

amelyeken LP és filtraciods tesztet egyardnt végeztiink.
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Relativ filtracios sebesség és
Iipidperoxidacio

K ontroll IUGE
Korrelacios 0,752 0,924
lwoefficiens (E)
Szignifikancia p=0,01 p=0,05

2. tablazat Korrelacié (R) a lipidperoxidacié mértéke és az eritrocita deformalédasi

képessége kozott

Magas LP esetén a membrdnok veszitenek deformécids készségiikbdl, ezért
filtralhatdsaguk csokken. A kétfajta moddszerrel mért eredmények tehat megerdsitik

egymast.

4.3.4. Oxidativ fehérje- és DNS-karosodas

A lipidek szerkezetiikbdl addddan kiilondsen hajlamosak oxidativ tdmaddst
elszenvedni, azonban ez nem jelenti, hogy mds biomolekuldk nem karosodhatnak. A
protein-karbonilacié mértékének meghatirozasa elterjedten hasznélt markere az oxidativ
stressz altal okozott fehérjekdarosodds jellemzésének. A DNS-kdrosodds jellemzésére a
szaltorések aranyat vizsgaltuk, amelyet fluorimetrids moédszerrel hatdroztunk meg (19.

dbra).
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19. abra Oxidativ fehérje- és DNS-karosodas
A karbonil-protein-szint és DNS-szaltorés kontroll- (ngarbonii=122; npns=46) €s ITUGR

(Nkarbonit=21; npns=11) tjsziiléttek kdldokvérében.

IUGR ujsziilotteknél kissé emelkedett DNS-szaltorés és karbonil-protein-szintet
tapasztaltunk, a kiilonbség azonban egyik esetben sem szignifikans.

DNS-kédrosodds esetén az eredmény egyrészt statisztikailag nem szignifikans,
masrészt a kontrollmintdkon tapasztalt jelentds szords miatt sem allithatjuk, hogy 1ényeges
eltérést tapasztaltunk IUGR esetben.

Mindezek ellenére kivancsiak voltunk, vajon a DNS-repairt vizsgalva adddik-e
lényeges kiilonbség a két csoport kozott. Osszedllitottunk egy in vitro rendszert, melyben
azt vizsgaltuk, hogy H,O,-kezelést kovetéen milyen gyorsan csokken a DNS-en a
szaltorések ardnya az egyes csoportokban, és az értékek véltozasabdl kovetkeztettiink a
repair mechanizmusok aktivitdsara.

A kisérlet eredményét a 20. dbra szemlélteti.
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20. abra A DNS-repair vizsgalata
In vitro DNS repair vizsgalat 10-10 kontroll, illetve IUGR mintdban

A 2 csoport kozott ImM-os H,O, kezelés hatdsara mintegy 20%-al emelkedett a
szaltorések szdma, viszont ha elég id6t hagytunk a mintdknak a repair mechanizmusokhoz,
ez az érték normalizdlddott, és nem tapasztaltunk kiilonbséget a 2 csoport eredménye
kozott. A DNS-repair tehdt mindkét csoportban megfeleléen miikodik, igy az ITUGR
mintdkban tapasztalt kissé emelkedett DNS-karosodas a fokozott oxidativ stressz, és nem

pedig a hidnyos repair kovetkezménye.
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4.3.5. A nitrogén-monoxid szerepe

Az ecNOS expresszidjanak vizsgdlata

Az expresszids vizsgdlatokhoz koldokzsindr darabokat gyijtottiink. Az IUGR-s
koldokzsinér szemmel is jol lathatéan fejletlenebb, kisebb atmérdjii, mint a normal sulyd
Ujsziilotteké. A NO-nak jelentds szerepe van a vérnyomds, a megfeleld vérarmlas
szabdlyozdsaban, ezért feltételeztiik, hogy expresszidja IUGR esetekben eltérést mutathat.

Ko6ldokzsinér artériabdl koriilbeliil 100 mg-os darabokat hasznédltunk az RNS
izolaldshoz. Az izolatumok tisztasdgat és épségét agardz gélelktroforézissel vizsgiltuk. A
gélkép alapjan a tovéabbi vizsgalatokbdl ki kellett zarni azokat a mintdkat, amelyek nem
kozvetleniil a sziiletés utdn keriiltek feldolgozasra. Ezeknél a mintdkndl ugyanis a gondos
-80°C-os tarolds ellenére is erdteljes RNS degradacidt tapasztaltunk, kiillonosen a 18S
RNS savban. fgy a kisérletben csak olyan mintdkat hasznaltunk fel, melyeknél az RNS
izolalasat kozvetleniil a sziiletés utan, koztes tarolds nélkiil végeztiik.

Az ép mintdkon RT-PCR-t végeztiink, hogy kideritsiik valtozik-e az ecNOS enzim
expresszidja IUGR esetben. A PCR reakciét B-aktinra specifikus primer parok segitségével
is elvégeztiik, és az éltaluk kijelolt amplikont hasznaltuk belsé kontrollként az ecNOS
eredmények kvantitdldsdhoz. Az eredményeket a 21. dbra szemlélteti.

A reprezentativ mintdk mellett bemutattunk egy kiragadott esetet is. Egy vizsgilt
kétpetéjii ikerparndl az egyik testvér IUGR-al sziiletett, mig a masik normdl tomeggel jott
vilagra. Igy az IUGR-s babit nem a kontrollcsoporthoz érdemes hasonlitani, hanem sajit
ikertestvéréhez (21/A.4bra).

Az eredményeket elemezve, és az RNS relativ (B-aktinhoz viszonyitott)
mennyiségét meghatirozva lényeges eltérést tapasztaltunk az ITUGR mintdk ecNOS
expresszidjdban a kontrollcsoporthoz képest. A kiilonbség tobb, mint kétszeres

(21/B.4bra).
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21. abra
(A) RT-PCR-t kovetéen ecNOS-ra IUGR esetben (2. sdv) Iényegesen erdsebb jelet
kaptunk, mint kontroll- (1. sav) esetben. A 3. és a 4. sdvban egy ikerpar eredményeit
lathatjuk, az erésebb jel az IUGR, mig a gyengébb a normalis sulyud babahoz tartozik.
(B) Az egyes ethidium-bromiddal festett gélek digitalizalasaval és denzitrometrids
Osszehasonlitdsdval szamitott értékek. Belsd kontrollként B-aktint hasznaltunk, és az
értékeket ecNOS/ B-aktin ardnyban fejeztiik ki
(*p<0.5)
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Nitrit- és peroxinitrit- koncentrdcio

Az ecNOS expresszids vizsgélatokhoz tartozé koldokzsindr mintdk plazméjdban

kiegészitésképpen meghataroztuk a nitrit- €s peroxinitrit-szintet is (22. dbra).
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22.abra Nitrit és peroxinitrit szint
A peroxinitrit- és nitrit-koncentracié [IUGR (n=11) és kontroll- (n=13) koldokzsin6r
plazméban.

(*p<0,5; **p<0,05)

A ecNOS eredményeket, mintegy aldtdmasztva a peroxinitrit- és a nitrit-
koncentrécié is szignifikdnasan magasabb értékeket mutat [UGR mintdkban. Tekintve,
hogy a peroxinitrit citotoxicitdsa jelentds, ez az eredmény tovabbi magyarazattal szolgalhat

a magas lipid-, protein-, illetve DNS-kdrosodasi paraméterekre és a GSH-deplécidra.
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5. EREDMENYEK ERTEKELESE

A méhen beliili retarddcié a sziiletendd gyermekek 5-6%-t fenyegetd betegség.
IUGR-nak tekintenek minden olyan ujsziilottet, vagy magzatot, akinek a silya nem éri el
az adott geszticiés id6hoz tartozé normdlisnak deklardlt sily 90%-at. Terminus babdk
esetében ez 2500 g-ot jelent, vagyis az ennél kisebb tomegli djsziilotteket. A betegség
legfébb hatasai nem feltétleniil a sziiletés utdn nyilvanulnak meg, habér a sziiletés koriili
megbetegedések és haldlozasok ardnya kifejezetten magas ebben a csoportban [Id. 29, 30].
Sok esetben az IUGR ujsziilottek hamar utolérik tarsaikat, ennek ellenére naluk sokkal
nagyobb bizonyos betegségek (pl.: diabetes, sziv és érrendszeri betegségek, idegrendszeri
karosodasok, asthma) mar fiatal korban torténo kialakulasa.

A fejlodés lassuldsdnak, illetve esetenként teljes ledlldsdnak oka még nem tisztazott,
habdar sok egyéb rendellenességgel kapcsolatba hozhaté. Munkénk alapvetd célja az [UGR
patomechanizmusdnak vizsgilata és részletesebb megértése volt, és ezt a kérdést az
oxidativ stresszel kapcsolatos paraméterek felderitésével kivantuk megkozeliteni. A SZTE
AOK Srziilészeti és Négyégydszati KlinikatSl kapott nagyszami minta azonban lehetdvé
tette szamunkra, hogy egyéb szempontokat is figyelembe vegyiink vizsgdlatainkndl.

Az egyik ilyen kitérét a csdszarmetszés (CS) hatdsanak vizsgilata jelentette. A
kozvélemény szerint, az elektiv CS biztonsdgosabb mddszer, mint a spontdn vagindlis
sziillés (VSZ). A sziilészek, nOgydgydszok altaldban nem osztjdk ezt a véleményt.
Kivancsiak voltunk, hogy a biokémiai paraméterekben fellelhet6-e kiilonbség a kétféle
sziiletési mod kozott.

Szamos egymasnak igencsak ellentmondé kozlemény latott napvildgot, melyek azt
vizsgéljak, melyik sziiletési mod a legkiméletesebb az oxidativ stressz szempontjabdl az
anya és a magzat szdmdra egyarant. Mig egyes szerzok allitjak, az elektiv csdszarmetszést
mérsékeltebb oxidativ stressz kiséri [41, 42], mdsok nem taldltak Osszefiiggést a sziiletés
modja és az oxidativ stressz mértéke kozott [43]. Sajat méréseink értékelésébdl az tlinik ki,
hogy habdr van némi eltérés a kiilonbozo sziiletési modok kozott, ezek az eltérések nem
kovetkezetesek és nem szignifikansak. Erdekes volt azonban, hogy az epidurilis
érzéstelenitéssel sziiletett djsziilottek esetében mindig kedvezd értékeket tapasztaltunk,
vagyis fdjdalom kiiktatisa nemcsak a magzat vérkeringését serkentette, hanem

nagymértékben csokkentette az oxidativ stressz mértékét is.
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A CS hatdsa az oxidativ stressz paramétereire az [IUGR kutatds szempontjabdl is
jelentdséggel bir, ezek az ujsziilottek ugyanis altaldban CS-el jonnek vildgra. Habér
Iényegi kiilonbséget nem tapasztaltunk a kétféle modszer antioxiddns stituszra gyakorolt
hatdsa kozott, tigyeltiink arra, hogy az IUGR és a kontrollcsoportban a VSZ és a CS ardnya
megegyez0 legyen.

Az eredmények, és a statisztikai értékelés azt mutatja, hogy az [IUGR-ban szenvedd
Ujsziilottek antioxidans védelme a korasziilottekéhez hasonldan fejletlen [41]. Az Ossz
antioxidans kapacitds, és a redukalt glutation antioxiddns molekula szintje is szignifikdns
mértékben elmarad az érett ujsziilottekhez képest. Az utébbi nemcsak alacsonyabb
koncentraciéban van jelen, hanem szintje gyakorlatilag minimélisnak tekinthetd. A teljes
GSH-redox-ciklus vizsgalatara sziikségiink volt, hogy magyardzatot taldljunk a jelenségre.
A GSH készlet regeneracidjaért felelés enzimek aktivitasa, kiillonosen a gliik6z-6-foszfat
dehidrogendz enzim esetében szignifikdnsan alacsonyabb volt az IUGR csoportban a
kontrollcsoporthoz képest. A GSH szintézis mértéke is szignifikdnsan elmaradt a
kontrollcsoporthoz képest. A GSH-t kofaktorként felhaszndlé enzimek szempontjabol
azonban nem taldltunk eltérést a IUGR csoportban. Tovabbi vizsgalatainkbdl az is kideriilt,
hogy nemcsak a oxidativ, hanem a nitrozativ stressz is jelentds az IUGR ujsziilottek
koldokvérében. Igy arra kovetkeztetiink, hogy ezen paraméterek additiven jarulnak hozzd a
GSH deplécidhoz. Irodalmi adat egyelére nem dall rendelkezésre a teljes GSH redox
ciklusrdl IUGR ujsziilotteknél, de leirtak GSH deplécidt alultaplalt anyak esetében [63],
illetve csokkent GP aktivitast placentidban preeklampszidval komplikalt terhességnél [64].

Az enzimaktivitdsok Osszehasonlitdsa is alatimasztotta elképzeléseinket, az [UGR-
es mintdkban a SOD és a KAT aktivitds szignifikdnsan alacsonyabb a kontrollndl. A
glutation-peroxiddz enzim esetében nem tapasztalhatd szignifikans eltérés a kontrollhoz
képest. Valdsziniileg az alacsony kataldz kompenzalasara tett kisérlet eredménye, hogy a
glutation-peroxidaz aktivitisa megfelel6 mértéki, hiszen régdta ismert, hogy ez az enzim
is rendelkezik H,O, bont6 aktivitdssal, igy képes elimindlni a SOD miikodése soran
képz6dd, mérgezd hidrogén-peroxid molekuldkat. A kiilonbség a két enzim kozott az, hogy
a kataldz enzim affinitdsa magasabb H,0O, koncentracié esetén nagyobb [65]. Antioxiddns
enzimaktivitdsok, és LP tekintetében a mi eredményeinkhez hasonl6 Osszefiiggést irtak le
Biri és mtsai [66]. A KAT és LP értékeket szignifikdnsan magasabbnak taldltdk mind
anyai, mind Ujsziilott vérben, illetve a placentdban, és a GP aktivitisban nem tapasztaltak

szignifikdns eltérést. Az A4ltaluk vizsgdlt mintdkban azonban a SOD aktivitdsok
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magasabbak voltak az IUGR mintdkban, amit a KAT csokkent aktivitdsdnak
kompenzaladsara kialakulé mechanizmussal magyardzhato6.

A magzati vérkeringés kis és nagy vérkore lényegesen kiilonbozik a sziiletés
utdnitél. A magzatburkok kialakuldsdval a magzatnak az anyai szervezet biztositja a
taplalékot, és mivel a fotusz tiidejében nincs gizcsere, az oxigént is. Az anyagcsere az anya
és a magzat kozott a placentdn keresztiil bonyolddik. Az anya vére az oxigént és a
sziikséges tdpanyagokat a placentdn at juttatja el a magzat vérébe és ugyancsak ezen
keresztiil viszi fel az anya vére a magzat vérébol a szén-dioxidot, valamint a
salakanyagokat. A szallitast a magzati vérkeringés biztositja ugy, hogy a koldokzsinérban
futé két koldokartéria a magzatbdl az elhasznalt vért a méhlepény felé szallitja, a magzat
irdnyaba halad6 koldokvéna pedig a tdpanyag és oxigéndis vért viszi a fejloédd magzathoz.

A keringés integritdsit alapvetéen meghatdrozza a periférids artérids rezisztencia.
Az erek endothel sejtjeinek egyik f6 funkcidja az értdnus autoreguldcids szabdlyozdsa
vasoconstrictor és vasodilatator anyagok elvélasztdsaval, melyek az érfali simaizomzatra
fejtik ki hatdsukat. Az endothel sejt a NO-t L-argininbdl szintetizdlja NOS segitségével.
Normadl endothel funkcidé esetén, humordlis és mechanikai ingerek hatdsa szabdlyozza a
NO termelést. Ilyen ingerek az acetilkolin, ADP, bradykinin, hisztamin, thrombin, P-anyag
és a fokozott dramlds miatt keletkezd nyiréfesziiltség. Valdszinlileg a nyirdfesziiltség
valtozasa az NO szintézis f6 fiziologiai ingere. A NO erdteljes vazodilatator tulajdonsiggal
rendelkezd anyag, mely hatdsiat a cGMP szignalizacids ttvonalon fejti ki, igy termelddése
esetén jelentosen csokkenti a periférids vaszkuldris rezisztenciat [67].

A magas ecNOS expresszid valoszinileg egy adapticids védlasz a magzati
keringésben uralkodé magas periférids rezisztenciara. A magas NO szint tehit egy
kompenzaciés mechanizmus eredménye. Az NO, mint vasodilatitor hatékonyan jarulhat
hozza a renyhe magzati vérkeringés serkentéséhez. Eredményeinket aldtdmasztja, hogy
megnovekedett nitrit €s nitrat szintet irtak le ITUGR koldokvénabol szarmazo plazmaban
[68]. Masok pedig IUGR placentaban taldltak a miénkhez hasonléan emelkedett ecNOS
mRNS szintet [69].

Masrészrol viszont figyelembe kell venni azt is, hogy az IUGR babdk SOD
aktivitdsa szignifikdnsan alacsonyabb a kontrollcsoporthoz képest. A SOD enzim felel a
szuperoxidgyok kozombositéséért. Hidnyos enzimaktivitds esetén a szuperoxid-szint
novekszik. A szuperoxidgyok kénnyedén reagdl az NO-val, és a reakcidjukbdl keletkezik a
stabil és toxikus peroxinitrit. A peroxinitrit citotoxicitdsa tobb szinten is érvényesiil.

Egyrészt LP-t inicidl [70], mdasrészt megtimadja a —SH csoportokat [71] protein-
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degradéaciot és GSH-depléciét okozva. Harmadrészt a DNS-t kérositja. A DNS
karosoddsdnak a sejtben messzire mutaté kovetkezményeivel is szamolni kell. A
peroxinitrit a szaltorések generdldsan és a bazismodosulatok kialakitdsdn tdl a poli(ADP-
rib6z)-szintetdzt is aktivdlhatja, ami a szdmos nukledris fehérjéhez kovalensen kapcsolja a
poli(ADP rib6z)-t, ezéltal a katalitkus aktivitast csokkentik, és példaul a HI hiszton
esetében kromatin relaxaciét eredményez. A peroxinitrit kis koncentradcidban apoptdzist
indukélhat, nagy koncentriciéban azonban nekrdzishoz vezet [72]. A reaktiv NO
szarmazék neve, DNS karosit6 hatdsa révén jogosan meriil fel a karcinogenezis kapcsan is
[73].

A LP-nak vorosvértestek esetében kiillonosen nagy jelentosége van. Ezek a sejtek
jelentés mértékii alakvaltoztatisra képesek, hogy a legkisebb atmérdji kapilldrisba is
bejussanak. A membranintegritas alapvet6 feltétele a megfeleld deformacids képességnek.
Amint azt az LP mérések és a filtracids kisérletek is mutatjdk, ITUGR mintdkban a
vorosvértestek nem kelloképpen intaktak. A magas LP értékek és az alacsony filtracids
sebesség arra utal, hogy a rugalmassdg csokkenésével a vorosvértestek nem tudjak teljes
mértékben ellatni széllitéfunkcidjukat.

A GSH hiany szintén sulyos kdvetkezménye a peroxinitrit toxicitdsnak. A GSH kis
molekula, gyorsan szintetizdlédik, millimolos koncentrdciéban van jelen intracelluldrisan.
Az egyik leghatékonyabb antioxiddns. Fontos szerepet tolt be a fehérjék
—SH csoportjainak védelmében. Ezek a csoportok fontos szerepet jatszanak a fehérjék
szerkezeti felépitésében, illetve gyakran az enzimek aktiv centrumdban helyezkednek el.
Igy kdrosodasuk a fehérjék strukturalis stabilitdsat és aktivitdsat is befolydsolja, védelmiik
tehat kiilonos jelentoséggel bir.

A GSH alacsony szintjének a hatdsa azonban ennél joval 6sszetettebb. A tripeptid a
gyOkfogd funkcion tdl fontos szerepet tolt be a biotranszformacidban. A glutation-
transzferdzok ugy érik el a detoxifikdlé hatdsukat, hogy a xenobiotikumokat é&s
endobiotikumokat GSH-al konjugaljak [74].

A harmadik aspektusa a peroxinitrit hatdsnak a DNS karosoddsa. Az oxidativ DNS
karosodasok az indirekt DNS karosoddsok kozé sorolhatok, a y-sugdrzassal ellentétben,
ami nem scavangelhetd (direkt) hatidst eredményez [75]. Szdmos oxidativ termék
keletkezhet, amelyek a DNS-molekula fragmentdlédasahoz, bazisvesztéshez, szaltoréshez
vezethetnek. A DNS-ben kialakul6 mutdcidknak szamos kovetkezménye lehet, akér a sejt
pusztuldsa is. IUGR koldokvérben a DNS kédrosodds kis mértékben ugyan, de erdteljesebb,

mint a kontrollcsoportban. Oxidalé dgens hatasara azonban mindkét csoport hasonléan

65



reagdlt, ami a repair mechanizmusok intaktsagdra utal. fgy az TUGR csoportban tapasztalt
nagyobb mértékii kdrosodds a megnovekedett oxidativ és nitrézativ  stressz
kovetkezménye, és az ép repair rendszernek koszonhetd, hogy a kéirosodds nem
szignifikdns.

Régota ismert tény, hogy a legelterjedtebb betegségek patomechanizmusaban
részben az oxigéngyOkok is szerepet jatszhatnak. A sziiletés a magzat szdmadra
gyakorlatilag mar 6nmagédban oxidativ stresszként foghat6 fel. A hipoxids intrauterin élet
utdn hirtelen hiperoxids koriilmények kozé keriil. Fontos tehat az antioxiddns enzimek
érésének nyomon kovetése, illetve az érés befolydsoldsa a kiilonbozé patolégids
tiilnetcsoportok kialakuldsanak megel6zésére. IUGR esetben tapasztalt igen csak jelentds
oxidativ stressz valdszinlileg a hidnyos antioxiddns védelem és a nagy mértékii NO
produkcié kovetkezménye. Ha tehat felmeriil a gyandja, hogy a magzat méhen beliili
fejlddése nem megfeleld kiilonosen indokolt odafigyelni az antioxiddns stitusz
tdmogatasdra. Természetesen egy lehetséges terdpia elott dllapotfelmérés sziikséges és
ennek birtokdban kell a terdpids tervet elkésziteni. Nem szabad ugyanis elfelejteni, hogy a
nemkivéanatos szabadgyok-reakciok ellen egy Osszetett, természetes antioxiddns rendszer
alakult ki, mely hatékony védelmet jelent, illetve, hogy bizonyos antioxidans tulajdonsagu
vegyiiletek nagy koncentridciéban prooxiddnsként viselkednek, akdr a természetes
antioxidansok koziil is. A természetes antioxidansok k6zé tartoznak példaul az A-, C-, E-,
K-vitamin, tioltartalmu vegyiiletek (cisztein, ciszteamin, glutation, metionin), nyomelemek
(szelén), ubikinon, galluszsav valamint az extracellularis térben a coruloplazmin, a
transzferrin, a piruvat, a higysav és a gliilkéz. Az antioxidans vegyiiletek szdma igen nagy
és hatdsmechanizmusukban szdmos nyitott kérdés van még. Jonéhany gyokfogd miikodése
egyaltalan nem ismert. Szdmos, mar régdta hasznalt gydgyszerrdl is kideriilt, hogy
hatdsmechanizmusaban fontos szerepet jatszik a gyokfogas. A megfeleld allapotfelmérés a
tiladagolds és a nemkivanatos gydgyszer-kolcsonhatdsok megel6zése  miatt
elengedhetetlen. A szakirodalombdl szeretnék megemliteni egy lengyel munkacsoportot,
akik jelent6s mennyiségli publikdcidban szdmolnak be az IUGR és az oxidativ stressz
Osszefiiggésérol [76-81] Az 6 megkozelitésiik sokkal inkdbb klinikai, és habar 1ényegesen
kevesebb oxidativ stressz paramétert vizsgiltak, eredményeik tobb ponton, megerdsitik
illetve kiegészitik a mi eredményeinket. Kiilondsen biztaténak tartjuk, hogy az emlitett
csoport kisérleti antioxiddns terdpidt alkalmazva (kokarboxildz, aszkorbinsav és
szolkoszeril) kedvezd hatdst tapasztalt az éltaluk vizsgilt oxidativ stressz paraméterekre

(MDA-szint, konjugélt-diének, Schiff-bazisok) [1d.76].
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A végsd konklizionk, hogy IUGR magzatokndl a tdlzott ecNOS expresszio egy
kompenziciés mechanizmus a magzati-anyai vaszkulatirdban uralkodé magas
rezisztencidra, igy ez dltal a vérkeringést hivatott serkenteni. A magas NO szint azonban
alacsony antioxiddns védelemmel pérosul, igy ezeknél a magzatokndl a vérkeringést
serkentd mechanizmus egy extra oxidativ stresszt eredményez. Mivel a vazodilaticidra, a
keringés serkentésére, vagyis a magas NO koncentriciéra ezeknek a magzatoknak
feltétleniil sziiksége van, a terdpids lehetOséget az antioxiddns védelem megerdsitésében
latjuk. Amit varhatunk egy ilyen terdpiitdl, hogy egyrészt mérsékelhetné az oxidativ
stressz okozta szoveti kdrosodds mért€két, masrészt a gyokok scavangelésével lehetové
tenné a NO-nak, hogy kifejtse kedvezd értagité hatdsat, ahelyett, hogy peroxinitritté

alakulva stresszorként viselkedjen.
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6. LEGFONTOSABB EREDMENYEK

A csdszarmetsz€s nem elényOsebb sziilési mod az oxidativ stressz szempontjabdl,
viszont az epidurdlis érzéstelenitésnek kedvezd a hatdsa az oxidativ kdrosoddsok
kivédése szempontjabol.

Az oxidativ stressz markereinek széles skaldjat vizsgalva megdllapitottuk, hogy az

IUGR (jsziilottek antioxiddns stitusza jelentds fejletlenséget mutat.

Elsoként vizsgiltuk a teljes GSH redox ciklust IUGR ujsziilotteknél: a GSH
deplécié az alacsony szintetizdciOs rata, nagy mennyiségii szabadgyok és a GSH

regeneralé enzimek csokkent aktivitdsanak kovetkezménye.

Kiilénbozd, egymast megerdsitd tesztek segitségével megallapitottuk, hogy az
eritrocita membranok karosodasa jelentds TUGR ugjsziilotteknél, ami csokkent

deformabilitast, vagyis szallit6 funkcidbeli zavart okoz.

JelentOs az eltérés az ecNOS expresszioban, IUGR tjsziilotteknél egy adapticids

mechanizmus alakult ki a magas periférias rezisztencia kompenzalasara.

Az oxidativ és nitrozativ stressz egymadst kolcsonosen gerjesztve jarul hozza a

magzati vérkeringés rendellenességéhez IUGR ujsziildttekben.

Vizsgalataink ravilagitottak az antioxidéns terdpia jelentdségére a korai stddiumban

felismert méhen beliili retardacio esetében.
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7. OSSZEFOGLALO

Az €16 szervezetek folyamatos kolcsOnhatdsban vannak az oxigénnel, aminek
eredményeképpen reaktiv molekuldk, un. szabad gyokok képzddnek. Az oxigén gyokok
forrdsa a molekuldris oxigén pérositatlan elektronja, ami destabilizdlja a molekulat, és
elektromos toltéssel latja el. A szabad gyokok tobbsége oxigén kozpontd, ezért elterjedt
még a reaktiv oxigén intermedierek kifejezés is, ami a sziikebb értelemben vett gyokokon
tdl a nem gyok természetli reaktiv molekuldkat is magaba foglalja (pl. hidrogén-peroxid).
Az antioxiddns védelem feladata, hogy védje a szervezetet a szabad gyokoktdl. Akkor
beszEliink oxidativ stresszrdl, ha az egyensuly a pro- és antioxiddnsok kozétt felborul, a
reaktiv molekuldk javara. Normal koriilmények kozott ez a védelem megtisztitja a sejtet a
reaktiv oxigén szarmazékokt6l. Antioxiddnsok hidnydban a gyokok megtidmadjik, és
karositjdk a lipideket, fehérjéket és a nukleinsavat. A lipidperoxidok és a karbonil-
proteinek tipikus termékei az oxidativ kornyezetnek, de a DNS is gyakran karosodik. A
DNS oxidativ kdrosodasaért a hidroxil gyok a felelés, amely megtdmadja a nukleinsavat és
szaltorést generalhat. Ahogyan a szdltorések elleni védelem nélkiilozhetetlen a mutacidk
megel6zésében, csekély mennyiségli stressz fiziologidsan is sziikséges a szigndl-
transzdukcidhoz, és az antioxiddnsok exprsszidjdnak stimuldldsahoz.

Az oxidativ stressz egy természetes velejar6ja a sziiletésnek, hiszen a magzat a
méhen beliili hipoxids élet utdn hirtelen magas oxigén koncentricidval szembesiil. Ennek
ellenére szamos ujsziilottkori rendellenesség Osszefiiggésbe hozhatd az oxidativ stresszel.
Maga a sziiletés mddja is hatdssal lehet az tjsziilott egészségi allapotara.

Az utébbi években vildgszerte novekvd tendencidt mutat a csdszdrmetszések
(Caesarean section, CS) ardnya a spontdn hiivelyi sziiléshez (VSZ) képest, habér a kérdés,
hogy melyik médszer a megfelelobb, igencsak vitatott. A CS egy sebészeti beavatkozds,
amely potencialisan veszélyeztetheti az anyat €s a magzatot is. A sziilészek, négyogyaszok
véleménye a témaban egymdsnak ellentmondd, akdrcsak a szakirodalmi eredmények. Mi a
problémat az oxidativ stressz szempontjabdl kozelitettiik meg. Antioxidans paraméterek
sz€les skaldjat tanulmanyoztuk az Gjsziilottek koldokvérében, hogy minél atfogdbb képet
kaphassunk a sziilés modja és az oxidativ stressz kapcsolatarél. Munkank sordn vizsgaltuk
a VSZ és a CS hatdsat az antioxidans statuszra (redukalt glutation, 0ssz antioxidans

kapacitds), az antioxidativ enzimek aktivitdsara (szuperoxid-dizmutdz, kataldz, glutation-
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peroxiddz) és a biomolekuldk karosodédsdra (lipid peroxidécid, karbonil-proteinek, DNS
karosodas).

A mérési eredmények értékelése sordn nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget az
elektiv CS és a VSZ csoportok kozott, viszont a siirgdsségi CS csoportban erdteljes
oxidativ stressz kimutathatd, ahogyan ez varhatd is volt. Azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy a sziiletés mddja nincs komoly hatdssal a szabad gyokokkel osszefiiggésbe hozhatd
kérosodésok terén, kivéve persze akut vészhelyzetben. Igy az elektiv CS nem kedvezébb
az oxidativ stressz szempontjabol a VSZ-nél.

Az intaruterin ndvekedési retardacié (IUGR) egy magzati fel6dési rendellenesség.
Egy IUGR-s magzat vagy ujsziilott silya minimum 10%-al kevesebb, mint az adott
geszticiés 1id6ében normdlisnak tekinthetd lenne. FEléforduldasa 5-6%-os (!). A
rendellenességben szenveddknél nagyobb a morbiditdsi és mortalitisi ardny. Nagyon
jellemzd paraméter az IUGR magzatok koldokzsindrjdnak deformdléddsa. Az TUGR
kialakuldsdnak mechanizmusa mdig nem tisztdzott, habar nagy valdszinliséggel a foto-
placentdris keringés zavardval all szoros Osszefiiggésben. Az oxidativ stressz szerepének
megértése fontos lehet akdr mds, kordn diagnosztizdlhaté magzati betegségekben az
esetleges terdpias megel6zés szempontjabol. Ennek megfeleléen vizsgalatokat folytattunk
koldokzsinér véren és artéridn, hogy megallapithassuk, van-e szignifikdns oxidativ stresssz
az IUGR babék placentéris keringésében.

Az oxidativ karosodds minden vizsgalt paramétere (lipid peroxidicid, eritrocita
deformabilitds, karbonil-protein szint, DNS kédrosodds és repair) szignifikdnsan
kedvezdtlenebb értéket mutatott az IUGR mintdkban. Mindemellett az antioxiddns
enzimek aktivitasa (szuperoxid-dizmutdz, kataldz), az Ossz antioxiddns kapacitds, és a
redukalt glutation szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt az IUGR csoportban. A glutation
esetében a deplécidé annyira jelentds volt, hogy tovdbbi méréseket végeztiink. A teljes
redox ciklus vizsgalatabdl kideriilt, hogy mar a glutation szintézis mértéke is elmarad a
kontroll csoporttdl, és a glutation regenerdl6 enzimek aktivitdsa is alacsony. Osszességében
az eredmények azt sugalljdk, hogy az IUGR gjsziilottek antioxiddns védelme a
korasziilottekhez hasonléan fejletlen.

A nitrogén-monoxidnak (NO) és a NO-szintdzoknak (NOS) fontos szerep jut
fiziologids koriilmények kozott a foto-placentdris keringés szabdlyozdsiban, 4m
expresszidjuk patoldgids koriilmények esetén még tisztizatlan. A NO-nak szdmos
funkcidja ismert in vivo. Egy alapvetd szigndlmolekula a guanildt cikldz altali cGMP

produkcié révén, fontos reguldtora a keringésnek, trombdzisnak, idegi aktivitisnak, de
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szerepe van a nem specifikus immunvdlaszban, a sziv (coronaria) keringésének és
oxigénellatasdnak szabdlyozdsiban. Mindemellett szabad gyoknek tekintjiikk, és
citotoxicitdsdnak legfobb medidtora a peroxinitrit nevii szdrmazéka, ami a NO és a
szuperoxid anion reakcidjabol keletkezik. A peroxinitrit direkt oxidativ reakcidk, vagy
indirekt gyok-medidlt tton karositja a lipideket, -SH csoportokat és a DNS-t. In vivo a
magas koncentriciéban jelen 1évd szuperoxid-dizmutdz gyorsan elimindlja a szuperoxid
aniont, igy a peroxinitrit szintje fizioldgids koriilmények kozott erds kontroll alatt all, és az
oxidativ kdrosodds minimadlis az endogén antioxiddns védelemnek készonhetden.

A peroxinitrit toxicitdsdnak egyik fontos mechanizmusa tehat, hogy lipid
peroxidéciot inicidl a membranban, €s ezzel megvaltoztatja a permeabilitast és a fluiditast,
ami sulyos kovetkezményekkel jarhat, eritrocitik esetében romlik a deformécids képesség,
vagyis a szdllité funkci6. A masik fontos aspektus pedig az —SH csoportok oxidacidja,
aminek legfébb kovetkezménye a GSH szint erdteljes csokkenése.

Egy olyan rendellenesség esetében, ami legnagyobb valdsziniiséggel a foto-
placentéris keringés zavara miatt alakul ki, az NO szerepének felderitése er6sen indokolt.
Célunk az volt, hogy tisztdzzuk az NO és a nitrézativ stressz szerepét az IUGR
patomechanizmusédban, ezért meghatdroztuk a koldokvér nitrit és peroxinitrit tartalmat,
valamint a koldok artéridban az endothelidlis NO szintdz (ecNOS) expresszidjiat. Mivel a
peroxinitrit citotoxicitdsdnak legfobb aspektusai a lipid peroxidacié é€s a GSH deplécio, igy
ezeket a paramétereket is meghataroztuk. Megmértiik tovdbbd a szuperoxid-dizmutaz
enzim aktivitasat is ezekben a mintdkban, hogy kovetkeztetni tudjunk a szuperoxid anion
szintjére.

Az ecNOS expresszi6 tobb, mint kétszerese volt az IUGR mintaknak a kontrollhoz
képest, mig a nitrit és peroxinitrit szint szignifikinsan magasabb és a szuperoxid anion
aktivitds szignifikansan alacsonyabb volt a koldokvérben. Vagyis a magas ecNOS
expresszid az IUGR ujsziilottekben szignifikans oxidativ stresszel tarsul, ahogy ez korabbi
eredményeink alapjan varhato volt.

Az eredményeink erdsitik azt a hipotézist, mely szerint magas NO produkci6 egy
kompenzici6s valasz az umbilikalis keringés serkentésére. gy a magas ecNOS expresszi6
a foto-placentdris vaszkulatirdban egy adapticiés mechanizmus eredménye, amely a
patoldgids terhességeknél eléforduld jelentds periférids ellendllds kompenzaldséara hivatott
létrejonni. IUGR esetén ez a mechanizmus oxidativ stressz kovetkeztében magas
szuperoxid anion szinttel tarsul, és komoly nitrézativ stresszt eredményez. Az NO hatdsa

tehat kettos.
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8. SUMMARY

The living organism constantly reacts with oxygen. As a consequence of this
activity, highly reactive molecules, the free radicals are produced. The source of oxygen
radicals is the unpaired electron of molecular oxygen, which makes it unstable and
electrically charged. Free radicals are usually oxygen centered, hence the term reactive
oxygen species is also commonly used, which contains non-radical, but very reactive
oxygen species (e.g. hydrogen-peroxide). The antioxidant system defends against free
radicals. Oxidative stress arises when the balance between oxidants and antioxidants is
disturbed. Under normal conditions, reactive oxygen species are cleared from the cell by
the action of antioxidant molecules and enzymes. In the lack of antioxidant molecules and
enzymes, free radicals target lipids, proteins and DNA. Lipid peroxides and carbonyl
proteins are typical products of an oxidative milieu, but DNA is also the target of free
radical attack. Oxidative damage to DNA is a result of interaction of the nucleic acid with
hydroxyl radical that generates strand breaks on the DNA. Protection of the DNA against
high levels of oxidants is fundamental to avoid strand breaks and mutations, but
physiological oxidative stress is indispensable in stimulating the expressions of the various
antioxidant enzymes.

Although oxidative stress is a physiological event in the foetal-to-neonatal
transition many neonatal diseases are correlated with oxidative stress. The mode of
delivery may have a considerable effect on the state and health of the newborn.

In recent years, the proportion of deliveries carried out using Caesarean section
(CS) has risen substantially around the world and this steadily increasing global rate of CS
has become one of the most debated topics in maternity care. CS is a surgical intervention
with potential hazards for both mother and child. The opinions of obstetrician-
gynaecologists regarding normal spontaneous vaginal delivery (VD) and CS are highly
contradictory. The results of previous studies display great differences. We have
approached this question from a consideration of oxidative stress and set out to determine a
wide range of parameters relating to the oxidative status of neonates born via VD or
undergoing CS. In our study we investigated the effects of VD and of elective CS on
antioxidant status (the level of glutathione and ferric reducing ability of the plasma), the

activities of antioxidative enzymes (superoxide dismutase, catalase, glutathione
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peroxidase) and the amount of lipid peroxidation, protein and DNA damage in the
umbilical cord blood.

We found no significant differences between VD and elective CS group, but the
emergency CS group demonstrated significant oxidative stress, as expected. We concluded
that the mode of delivery does not have a serious effect on the level of free radical damage
if there is no emergency situation. The elective CS does not have an advantage over VD
with respect to oxidative stress

Intrauterine growth retardation (IUGR) is a complication of pregnancy. A newborn
with [TUGR weighs less than do 90% of all other newborns of the same gestational age. The
reported incidence of IUGR ranges between 7 and 10 per cent. This abnormality is
associated with increased level of morbidity and mortality. A typical feature of IUGR
foetusses is the deformation of the umbilical cord. The mechanism of development of
IUGR has still not been appropriately described, although it is most probably a
consequence of an abnormal foeto-maternal blood circulation. Understanding the role of
oxidative stress at the pathophysiology of such neonatal diseases is important for designing
appropriate prevention strategies and new therapeutic approaches. Accordingly we have
carried out examinations on umbilical cord blood and endothelium in order to establish
how the antioxidant status of full-term IUGR infants changes and whether the results
indicate significant oxidative stress. We compared the antioxidant status of healthy mature

and IUGR neonates.

All the parameters of oxidative damage (lipid peroxidation, erythrocyte filtration
rate, carbonyl-protein, DNA damage and repair) were significantly elevated, while the
antioxidant enzyme activities (superoxide dismutase, catalase), the total antioxidant
capacity and the level of glutathione were significantly lower in the cord blood of IUGR
neonates. Further examination of the total redox cycle of the glutathione revealed a
significantly lower rate of glutathione synthesis, and depletion in the activities of the
enzymes responsible for the regeneration of reduced glutathione.

On the whole, the results of this analysis suggest that the antioxidant defence of
neonates with [UGR is similarly immature as it is in premature infants.

Nitric oxide (NO) and NO synthases seem to play an important role in the
physiology of the foeto-maternal blood circulation, although their expression in
pathological conditions is unclear. NO has diverse functions in vivo. It is a fundamental

signalling device via the production of cGMP by guanylate cyclase. The production of NO
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is also important for non-specific immune response. NO modulates the blood flow,
thrombosis, and neural activity and serves many important physiological roles in the
regulation of cardiac function including coronary vasodilatation, inhibiting platelet and
neutrophil adhesion and activation, modulation of cardiac contractile function, and
inhibiting cardiac oxygen consumption. NO is also a free radical and most of its
cytotoxicity is due to peroxynitrite. It is produced in a diffusion-controlled reaction
between NO and the free radical, the superoxide anion. Peroxynitrite interacts with lipids,
DNA, and proteins via direct oxidative reactions or indirect, radical-mediated mechanisms.
In vivo superoxide is rapidly removed by high concentrations of superoxide dismutases, so
the level of peroxynitrite under physiological condition is controlled and oxidative damage
minimized by endogenous antioxidant defences. The strict control is needed since
peroxynitrite is a strong oxidant which can react directly with electron-rich groups, such as
sulthydryls, causing depletion in the glutathione (GSH) pool.

One important mechanism of peroxynitrite-dependent cytotoxicity relies on its
ability to trigger lipid peroxidation (LP) in membranes, causing membrane permeability
and fluidity changes with significant biological consequences (e.g.: erythrocyte
deformability decreases). The other major aspects of peroxynitrite-dependent toxicity are
the rapid oxidation of the effective endogenous free radical scavenger GSH.

In an abnormality like intrauterine growth retardation (IUGR) which is most
probably a consequence of a disorder of the foeto-maternal blood circulation clarifying the
role of NO is reasonable. Our aim was to clear up the role of NO and nitrosative stress in
the pathophysiology of IUGR. We determined the nitrite and peroxynitrite level of
umbilical cord blood and the expression of endothelial NO synthase (ecNOS) from the
umbilical artery. Because one of the major consequences of peroxynitrite toxicity is lipid
peroxidation and glutathione depletion, these parameters were also measured. In addition
the activity of SOD was assayed to evaluate the level of superoxide anions.

We detected that ecNOS expression in [IUGR neonates was at least 2-fold higher
than in the control samples. The level of peroxynitrite and nitrite was significantly higher,
and the activity of superoxide dismutase was significantly lower in the IUGR cord blood.
Consequently the elevated expression of ecNOS is coupled with significant oxidative
stress, as expected on the grounds of the previous results.

Our results support the hypothesis that increased NO production may be a
compensatory mechanism to improve blood flow in the umbilical cord. Increased ecNOS

expression in the foetal-placental vasculature may be an adaptive response to the increased
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resistance in pathological pregnancies. In [IUGR pregnancies it is coupled to the high level

of superoxide anion, resulting in severe nitrosative stress. Hence the NO has double-effect.
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10. ROVIDITESEK

BU: Bergmeyer-egység

CDNB: 1 -kl6r-2,4-dinitrobenzol

CS: csaszarmetszés (Caesarean section, C-section)
DTNB: 5,5-ditio-bis-nitrobenzoesav

EDA: epidurilis érzéstelenités

FRAP: ferric reducing ability of plasma

GSH: redukalt glutation

GSSG: oxidélt glutation

GP: glutation-peroxidaz

GR: glutation-reduktéz

GST:  glutation-S-transzferdz

G6PD:  glukdz-6-foszfat dehidrogendz

ecNOS: endothelidlis nitrogén-monoxid szintdz

EU: enzimegység

IUGR: méhen beliili retarddci6é (intrauterine growth retardation)
KAT:  katalaz

LP: lipidperoxidacio

MDA: malondialdehid

NO: nitrogén-monoxid

ROS:  reaktiv oxigén szarmazékok (reactive oxygene species)
SOD:  szuperoxid-dizmutaz

TCA:  triklérecetsav

TBA: tiobarbitursav

VSZz: spontan vagindlis sziilés
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