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BEVEZETES

A koldokzsinor erek megfelelé funkcionalitisa meghatarozé szereppel bir a
fejlédé magzat megfelel6 oxigén és tapanyag ellatasanak szempontjabdl. A
koldokzsinor teljes mértékben magzati eredetl szerv, és a benne foglalt erek a magzati
errendszer meghosszabbitasanak tekinthetéek. Az oxigénben és tapanyagban dus
vért a koldokzsinor véna szallitia a méhlepénytdl a magzathoz, a két artéria pedig
oxigénben szegény vért szallit vissza, a placenta felé. Ennél fogva a kolddkzsinor erek
kozvetlenll és elsédlegesen kitettek minden olyan karos anyagnak, amelyeket a
placenta nem képes kiszirni, igy az allapotukban bekdvetkez6 valtozasok jelezhetik a
méhen bellli fejlédést érinté karosodasokat. A kdldokzsindr erek kozel teljes
egészében mentesek a beidegzésektdl, igy a tonusuk szabalyozasa lokalisan
érvényesuld hatasok és a kornyezettel vald aktiv kommunikacio eredménye (endokrin
faktorok, oxigén koncentracio, nyirderd, stb.). Az egyik legfontosabb paraméter a
bioaktiv nitrogén-monoxid (NO) mennyisége, amely meghatarozza az endotélialis
funkciot és szabalyozza az redox egyensulyt. A NO egy nagymértékben diffuzibilis, ér-
relaxans hatasu molekula, melynek termeléséért elsésorban a nitrogén-monoxid
szintaz csalad tagjai felel6sek. Az endotél sejtekben el6fordulé dominans izoforma az
endotélialis nitrogén-monoxid szintaz (NOS3), melynek aktivalasa egy szigoruan
0sszehangolt utvonalon torténik, amely szamos ponton sérulhet. Az aktivacid tobb
szinten szabalyozott példaul dimerizacio, poszttranszlaciés mddositasok és fehérje-
fehérje kolcsdnhatasok altal. igy a kéldokzsinér erek, ezen beliil az endotél sejtekkel
kapcsolatos komplikacidok elemzése hasznos eszkdze lehet az ujszulottek érrendszeri
betegségeihez vezetd patologias utvonalak megértésének. Mivel az endotél sejtek
komplex szerepet toltenek be a homeosztatikus viszonyok fenntartasaban, igy
morfolégiai és funkcionalis elvaltozasaik egyértelmlien hozzajarulnak a

kardiovaszkularis betegségek kialakulasahoz.

Annak ellenére, hogy keveset tudunk a toxikus anyagok magzati kitettségre
gyakorolt molekularis kovetkezményeirdl/hatterérél, egyre tdbb bizonyiték all
rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy ezen kornyezeti tényezdk hatranyosan
befolyasolhatjgak a méhen beluli fejl6édést, és akar hosszabb tavu egészségugyi
kovetkezményeket is vonhatnak maguk utan. A terhesség soran olyan atmeneti
szervek biztositjak a magzati fejlédést, mint a méhlepény és a kdldokzsinor. Ezért a

mehen beluli allapotok megvaltozasa kdzvetlenll vagy kdzvetett mdédon kapcsolddnak



a placenta vagy a koldokzsinér olyan rendellenességeihez, mint az intrauterin hipoxia
€s az elégtelen magzati vérellatas. Emellett egy nemrégiben publikalt kemo-biologiai
interaktom analizis megerésitette, és bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy a dohanyfust
komponensei intenziven befolyasoljak a génexpressziot mind embrionalis, mind pedig
a magzati fejlédési id6szakban. Konvencionalis kardiovaszkularis rizikofaktorok, mint
példaul a cukorbetegség, dohanyzas, vagy diszlipidémia hatasa a felnéttek
kardiovaszkularis rendszerére mar behatdan ismeretes, és 6sszefiggésbe hozhatd az
endotélialis diszfunkcid (ED) kialakulasaval. Az ED egyik f6 kiindulépontja a NO
csOkkent termel6dése és/vagy biologiai hozzaférhetésége. Ennek kovetkeztében az
endotéliumban  fokozddik az oxidativ  stressz, amely tovabbi sulyos
kovetkezményekhez vezet. Amennyiben csdkken a NOS3-fuggé NO termelés /
hozzaférhetd6ség, alternativ kompenzacios mechanizmusok aktivalodhatnak. Az erek
endotélje emellett folyamatos kapcsolatban all a kering6 vorosvertestekkel (VVT), és
a kozelmultban szamos koérkép esetén szamoltak be kettejuk szoros kapcsolatarol.
Amennyiben feltételezzik, hogy a keringd VVT-k érzékelik az ED-t, akkor a NO
biohasznosulasat esetlegesen novelhetné az VVT-k NOS3 aktivacios utvonala. Az
anyai és a magzati VVT-ken veégzett korabbi vizsgalataink alapjan jelentds
valtozasokat tapasztaltunk a VVT-k morfologiai paramétereiben, rugalmassagi és
plasztikus tulajdonsagaikban és ezzel 6sszefliggésben a membrant alkotd lipidjeik
Osszetételében. Ezek egyilttesen hozzajarultak a karosodott VVT-NOSS3 aktivaciohoz,
mely egyértelml 6sszefuggésbe hozhatd az anyai dohanyzassal. Az eredmények igy
azt valdszindsitik, hogy ez az dutvonal nem érvényesulhet kompenzaciés
mechanizmusként. A menekités masik kézenfekvé megoldasa az indukalhato
nitrogén-oxid-szintaz (NOS2) expressziojanak novekedése az endotéliumban, mivel
katalitikus aktivitasa (100-1000-szerese a NOS3-nak). Emellett potencialis jeldlt a
xantin-oxidoreduktaz (XOR) aktivalasa is. Bar ez utdébbi meghdkkentének tinhet,
ismerve az XOR alapvetd tulajdonsagait, am az utébbi években megjelent
tanulmanyok egyértelmien bizonyitottdk, hogy a XOR utvonal aktivalasa jotékonyan

jarul hozza a NO termeléshez az inorganikus nitrat/nitrit redukcidjan keresztul.



CELKITUZESEK

Kiindulé hipotézisként feltételeztiik, hogy a helytelen anyai életmod, mint pl. a
dohanyzas, indukalhatja a kolddkzsinér erek morfologiai és funkcionalis jellemzdinek
valtozasat, mintegy lenyomatként jelezve a fejl6dé magzatot ért karos hatasokat.
Ennek megfeleléen kerestuk azokat a paramétereket, melyek korai nyomjelzdként
szolgalhatnak, nem csupan a koldokzsinor ereket ért kozvetlen karosodasra, hanem
az ujszulottek vaszkularis rendszerének altalanos allapotara is. Munkank soran a
dohanyos és nem-dohanyos édesanyak ujszuldttjeitdl szarmazo koldokzsinor artériak
és vénak dsszehasonlitd vizsgalatat tlztlk ki célul. A projekt céljait az alabbi pontok

szerint foglaltuk dssze:

1) Vizsgalni a NOS3 endotélidlis kifejez6dését, illetve az aktivitasat
meghatarozé 1177-es szerin (SER) foszforilaciot, valamint a L-arginin
szubsztrat kompeticioban jelentés szerepet betoltd, stressz hatasra

indukalédé ARG1 expressziot

2) A NOS2 és XOR szerepének vizsgalata a lehetséges kompenzacio

tikrében

3) Az eredményeink integralasa toxikus kitettség fuggvényében az artériak

és vénak allapotanak 0sszevetésével

4) Az erek redox allapotanak értékelése és makromolekula karosodasainak

elemzése

5) Az endotél sejtek ultrastrukturajanak vizsgalata szoveti és molekularis
szinten, illetve ezzel parhuzamosan a sejtek életképességének

vizsgalata

6) Akut stressz hatasokra bekovetkezd valaszreakcidk Osszehasonlitd
elemzése a kontroll és dohanyos mintacsoportok vénaiban

geénexpresszids szinten



ALKALMAZOTT MODSZEREK

1)
2)
3)
4)
5)

6)
7
8)
9)

Transzmisszios elektronmikroszkdpia

Immunhisztokémia fagyasztott kdldokzsinér metszeteken

O2¢ in situ detektalasa dihidroetidiummal

Konfokalis mikroszkopia

Konfokalis felvételek kiértékelése egy altalunk kidolgozott, objektiv,
szemikvantitativ megkozelitéssel

Human koldokzsinor véna endotél sejtek (HUVEC) izolalasa

Immuncitokémia frissen izolalt HUVEC sejteken

Viabilitas tesztek Annexin V és propidium-jodid felhasznalasaval

Flow citometria és analizis

10)Ex vivo akut stresszvalasz indukcios modell kidolgozasa és alkalmazasa

11)Koldokzsindr erek izolalasa, poritasa és homogenizalasa

12)A teljes nitrogén-oxid szarmazékok (tNOx) koncentraciéjanak meghatarozasa

Griess-reakcioval

13)RNS kivonas, reverz transzkripcid
14)Kvantitativ real-time PCR



ELERT EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Munkank jelentéségét abban latjuk, hogy a szakirodalomban fellelhet6 féként

meéhlepényen, véren vagy in vitro sejtkultirakon végzett kutatasokat kiegészithetjuk

egy olyan megkozelitéssel, ami teljes egészében az erek in vivo allapotat tikrozi,

részletezve a molekularis mechanizmusokat is. Eredményeinkkel hozzajarulhatunk a

meéhen bellli toxikus expozicio soran bekovetkezd molekularis valtozasok jobb

megértéseéhez. Az ebben érintett utvonalak mélyrehatd ismerete pedig ujabb terapias

célpontokat hatarozhat meg a klinikum és az alkalmazott kutatasok szamara a

jovében.

Eredményeink alapjan a kovetkez kijelentéseket tehetjuk:

1)

2)

A NO termel6dés leginkabb a toxikus terhelés altal kozvetlenll érintett
vénakban sérult, amely a NOS3 SER1177-es pozicié foszforilaciéjanak
elmaradasara vezethet6 vissza. Az artériakban eltekintve a NOS3 szint
csOkkenésétdl, a NO ellatottsagot tobbé-kevésbé kielégitének gondoljuk.
Ennek bizonyitékat a megtartott foszforilaciés allapotra vezethetjuk
vissza, amelynek tekintetében a meglévé NOS3 populacié aktivnak
tekinthet6. A kompetitiv ARG1 enzim jelentésen magasabb expressziot
mutatott a dohanyos artériakban, mint a vénakban. Ezen eredmény
részletes hatasat a NOS3-NO utvonalra nem ismerjuk, hiszen az artériak
esetében a NOS3 dimer formaja a foszforilacidos allapot alapjan
megtartottnak tinik. Ezzel parhuzamosan a vénak esetében
feltételezhetd, hogy a NOS3 elvesziti a dimer strukturajat, ami az aktivalo

foszforilacio visszaesésében nyilvanul meg.

A NOS2 és XOR expresszio jelentés indukciot mutatott a vénakban. A
NOS2 esetében feltételezett szélséséges kettésség alapjan a NOS2-NO
legfeljebb limitalt mértékben segitheti a vazodilataciét. Ezzel
parhuzamosan inkabb a passziv, nem kozvetlenul hasznosithaté tNOx
,P0ool” gyarapitasahoz jarul hozza. A tNOx szint emelkedése hipoxias
koérnyezetben elésegitheti a tINOx-XOR-NO utvonal aktiv szerepének

elétérbe kertlését. A NOS2 mellett a XOR expresszid is drasztikusan



emelkedett a vénakban. Ezzel szemben az artériadkban menekitd

utvonalak aktivalddasa elmarad.

3) Az els6dleges kitettségli vénakban megfigyelt makromolekula
karosodasokhoz nagyban hozzajarulhat a megndvekedett NOS2 altal
rovid id6 alatt, nagy mennyiségben szintetizalt NO. Ez az utvonal egy
erdsen oxidativ kdrnyezetben a nitrozativ stressz iranyaba tolja el a NO
szerepét, nem pedig a biolégiailag aktiv és hasznos iranyba. Ezt
megalapozza a vénak esetében medfigyelt magas O2" koncentracio, ami
mellett nagy valoszinliséggel ONOO" képzddik egy spontan reakcidban.
A potenciadlisan ONOO™-hez koétheté makromolekula nitracié és/vagy
oxidacio nyomai a vénakban jelentés mértékben detektalhatéak voltak.
A membrankarosodas markereként szolgalé 4-HNE adduktok jelenléte
és a fehérjék 3-NT tipusu moddositasa is jelentdés emelkedést mutatott.
artériakban makromolekula karosodasra utald jelek elhanyagolhatoak,
feltételezhetéen a masodlagos, kozvetett expozicidjuk miatt. Ebben az
esetben a 4-HNE novekedés a vénakhoz képest igen kismértékid a
dohanyos mintainkban. Ezzel parhuzamosan a 3-NT szint a kontroll
artériak értékét sem éri el. Ez utdbbi marker mindkét értipusban
Osszefuggésbe hozhaté a NOS2 expresszidval. A DNS kettds torés és a
hibajavitast értékeld eredményeink azt mutattdk, hogy a dohanyos
vénakban detektalt fokuszok atlagos becsilt mérete elmaradt a
kontrollhoz viszonyitva, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a

hibajavité apparatus megfelel6 6sszeszerel6dése ez esetben gatolt.

4) A transzmisszios elektronmikroszkdpia soran megfigyelt ultrastrukturalis
valtozasok szintén az ér tipusok kulénbdz6 foku kitettségére utalnak,
mely alatamasztja a molekularis adatainkat. Az erek endotél rétegében
medfigyelt elvaltozasok jelzik a vénak fokozott mértéki karosodasat,
amely a toxikus anyagokkal szembeni kdzvetlen kitettségének tudhato
be. A vénak esetében szamos olyan elérehaladott leépulést figyeltink
meg, amely CASP3 medialt nagy mértéki sejtpusztulashoz vezet. Az

MMP-9 — TIMP-1 aranyok vizsgalata soran a véna esetében bizonyitast



nyert, hogy az MMP-9 expresszié az altalanosan csokkend tendencia

ellenére is meghaladja a TIMP-1 szintjét, ami a szoveti degradacio vezet.

5) Az alap expressziok 0sszehasonlitasa soran azt tapasztaltuk, hogy az
mt3 kivételével az dsszes vizsgalt gén (hsp90, mmp-9, timp-1, mtle,
mt2a) alacsonyabban expresszalddik a dohanyos vénakban. Ez alapjan
a dohanyos vénat ér6 kozvetlen karositd hatasok a transzkripcios
mechanizmusok altalanos csokkenéséhez vezetnek. A Cd?* kezelés
hatasara a dohanyos csoport reakcioja kevésbé volt kifejezett a kontroll
mintakhoz képest. Ezzel parhuzamosan feltételezzik, hogy a folyamatos
(tébb honapon at tartd) stresszhatas miatt ezen gének expresszios
szintje soha nem is érte el a kontroll szintet A kontroll vénak szamara a
Cd?* egy Ujonnan megjelend stresszfaktort jelentett, ezzel szemben a
dohanyos rendszer reakcidja az mt gének expresszidja alapjan azt

bizonyitja, hogy mar korabban is tértént nehézfém-expozicié.



TAMOGATAS

Kutatasainkat a GINOP 2.3.2-15-2016-0040 (,MyoTeam”) palyazat keretein belll

végeztuk.
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