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2. Bevezeto

A dohanyzassal 0sszefliggésbe hozhatdé betegségek vilagszerte a vezetd haldlokok
kozé sorolhatdoak. Annak ellenére, hogy az emberek ismerik a velejard lehetséges
kovetkezményeket, még mindig nagyon magas a dohanyzék/nem dohanyzok aranya [1]. A
dohanyzéssal Osszefiiggésbe hozhat6 haldlesetek szdma, hozzavetdlegesen 5 millid embert
jelent évente, vilagszerte, amelybdl szamos haldleset a feln6tt kor elérése el6tt torténik [2],
[3]. Mindemellett, becslések szerint 600.000 ember hal meg a passziv dohanyzas hatasai miatt
[2], [4]. A dohadnyzas tobb embert 6l meg, mint a TBC, a HIV/AIDS ¢és a malaria
megbetegedések Osszesen. A kovetkezd két évtizedben a becsiilt éves haldlozasok szama 8
milliora néhet [2], [3]. Magyarorszagon évente 28 ezer ember veszti ¢letét valamilyen, a
dohanyzéassal Osszefiiggésbe hozhatd betegség kovetkeztében, ami vildgviszonylatban is
magasnak szadmit. Mivel maga a dohanyzas csupan egy életmoddbeli tényezd, ezaltal a
leginkabb kivédhetd haldlokok kozott tartjdk szamon. A dohdnyzassal 6sszefiiggd patologias
allapotok leirdsa egészen az 1920-as évekig nyulik vissza, melyek szdma napjainkban is egyre
boviil [1].

A dohanyfiist nagy mennyiségben tartalmaz oxidans tulajdonsagu vegyiileteket. Ezek
kiilonboz6 biologiai strukturakat karosithatnak, mely hatranyosan érinti a szdvetek és sejtek
normal mikodését, ezaltal a szervezet egészét is. Ezen feliil a dohanyzassal Gsszefiiggésbe
hozhaté gyulladasos allapotok ¢és immunsejtek aktivacioja is hozzajarul prooxidansok
termeléséhez, melyek tovabb fokozhatjdk az oxidativ karosodds mértékét [5]. A
makromolekuldk karosodasanak legklasszikusabb példai kozott megemlithetd a lipid
peroxidacio (LP) [6], fehérje oxidacid [7] €s DNS karosodas [8]. Mindezek mellett a
dohanyzéas kozvetett hatasaként kiemelhetd, hogy szamos anyagcsere rendellenesség ¢és

taplalkozasi zavar kialakulasanak rizikofaktoraként tartjak szdmon [9], [10].

2.1 A dohanyfiist és a szabadgyokok

A dohanyfiist alapvetden két kiilonboz6 fazisra oszthatd, a katrany és a gdz féazisra
[11]. Mindketté egyarant tartalmaz az adott fazisra jellemzé szabadgyokoket és oxidans
tulajdonsagu molekuldkat. Ezek lehetnek szerves és szervetlen molekuldk, ugymint epoxidok,

peroxidok, NO, (nitrogén-dioxid), ONOO~ (peroxinitrit), NO (nitrogén-monoxid) és egyéb
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gyokos vegyliletek [13]. Ezen vegyiiletek jelenléte kedvezdtleniil hat a szervezet pro- és
antioxidans egyensulyara, ezaltal novelik az oxidativ karosodas veszélyét. A katrany fazisban
eléforduld gyokok koziil a legjelentésebb a katranyos matrixba agyazott kinon/hidrokinon
(Q/QH,) komplex. A Q/QH; polimerek aktiv redox rendszerként képzelhetdek el. Ennek
megfeleléen képesek a molekularis oxigén (O;) szuperoxid anionna (O,7), torténd
redukcidjara, mely végiil hidrogén-peroxid (H,O;) és hidroxilgyok (OHe) képzodéséhez
vezet. Ezen folyamatok fémek 4altal katalizalt felgyorsuldsat Fenton-reakcionak nevezziik,
mely a folyamat ciklikussagat idézi el6. A gaz fazis oxigén és szén kdzponta szerves gyokei
rendkiviil reaktivak. Ezek koziil legmagasabb koncentracioban a NO, reaktiv olefinek és a
diének vannak jelen [12]. A NO képes NO,-da alakulni, mely aztan reakcidba 1ép a fiist mas
Osszetevoivel, mint példaul az izoprén vegyiiletekkel, igy alakitanak ki szén kozponta szerves
gyokoket. Miutan kialakultak, a szerves gyokok (Re) gyorsan reakcioba lépnek a fiistben
jelenlévo molekularis oxigénnel, igy peroxil gyokok (ROO¢) keletkeznek. A ROO--k pedig a
NO altal katalizalt reakcié soran deoxigenalodnak, igy alkoxil gyokok (ROe) alakulnak ki. Az
RO« mellett keletkez6 NO; egy ujabb lancreakciot képes inicializalni [11]. A lancreakcid
terminacidja soran peroxinitratok (ROONOy), alkil-nitrastok (RONO,) és alkil-nitritek
(RONO) keletkeznek.

2.2 A dohanyzas és az oxidativ stressz

Oxidativ stresszrél akkor beszéliink, ha felborul a szervezet pro- és antioxidans
egyensilya a szabadgyok képzddés irdnyaba. Ezt egyarant okozhatja a belsd és kiilsd
forrasbol szarmaz6 prooxidansok megnovekedett koncentracioja.

A dohanyfiist tobb mint 4700 kémiai vegyiiletet, magas koncentracidoban
szabadgyokoket €s prooxidans tulajdonsdgu vegyiileteket tartalmaz [14]. Hossz évek soran
vilagossa valt, hogy ezen prooxidans vegyiiletek degradaljdk a szovetek aszkorbinsav
tartalmat, karositjak a fehérjék szulthidril-csoportjait, végsd soron pedig karositjak a fehérje,
lipid és DNS makromolekuldk Gsszességét [15-17]. A kozvetlen szoveti karositdo hatdsok
mellett, a szabad gyokok moddosithatjdk a gyulladdsos immunvalasz néhany résztvevojét,
azzal, hogy fokozzak a proinflammatorikus citokinek expresszidjat [18]. Az altaluk kivaltott
gyulladéasos allapot pedig fokozza az oxidativ stressz kialakuldsdnak lehetdségét és mértékét
[19]. A fentiekbdl kovetkezden ezzel elindul egy olyan folyamat, melyben ongerjesztd korok

erdsitik egymas hatasat. A kialakult talzott valaszreakciok szdveti kdrosodasokhoz vezetnek
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[20]. A dohényzas miatt a szervezetbe keriilé vagy ott képzddo szabadgyokok igy kozvetleniil
jarulnak hozza kiilonféle patologias allapotok kialakitasdhoz [21]. Kozvetleniil kivaltott ROS
termelésen feliil a polimorfonuklearis (PMN) sejtek is lehetnek oxigén szabadgyokok forrasai
[22]. A PMN sejtek 6sszefoglald néven a neutrofil, eozinofil, bazofil granulocitakat jelenti. A
dohanyfiist képes ezen sejteket aktivalni a komplement rendszer C5 aktivacioja altal. A PMN
sejtek a patogének elleni immunreakcioban vesznek részt. Ezen sejtek és altalaban az oxigén
szabadgyokok citotoxikus hatdsukat a membranlipidekre gyakorolt peroxidacios aktivitdsukon
keresztiil fejtik ki. Ennek hatdsara megvaltozik a membranok fluiditasa, né a permeabilitas és
csokken az integritas [23], [24]. Ezen jelenségekre alapozva megfigyelhetd, hogy a
dohanyosok vérében a PMN leukocitak aktivitaisa a kétszeresére novekszik. Ezzel
parhuzamosan pedig megné a MDA (malondialdehid), LP-s végtermék koncentracidja nem
dohanyzo kontroll egyedekhez viszonyitva.

Ezek mellett fontos megemliteni, hogy a dohdny és az abbol keletkezd fiist szamos
fémet/nehézfémet is tartalmaz. Ezek egészségre gyakorolt hatdsa szintén nem hanyagolhato

el.

2.3 Fémek és a dohanyzas

A fémek esszencialis fontossaggal birnak a szervezet normal miikodésében. Szamos
biologiai folyamat lezajlasdhoz nélkiilozhetetlenek. Azonban, ha a koncentraciojuk
meghaladja a fiziologias hatarértéket, akkor el6térbe keriil az egészséget karositd hatasuk.
Ennek egyik lehetséges rizikofaktora a dohdnyzas, hiszen a szervezetbe keriild fiist
megzavarja a szervezet finoman szabdlyozott fém egyensulyat. A dohanyndvények fém
tartalma, illetve az ezek elégetésével szervezetbe juto flist fém tartalma egyarant hatassal van
a keringési rendszerre és mas szervekre is. A dohanyndvény (Nicotiana tabacum) azon
novények kozé tartozik, amely a talaj esszencidlis elemeinek felvételére szolgalod
mechanizmusa mellett képes felvenni és akkumulalni annak fémtartalmat is. Igy aztan a
dohanyzés egészséget karositd hatasat tovabb noveli, hogy olyan toxikus fémek, mint az
aluminium (Al), kadmium (Cd), krom (Cr), réz (Cu), 6lom (Pb), higany (Hg), nikkel (Ni),
vanddium (V) és cink (Zn) egyarant megtalalhatoak a dohanyban, a filterben, igy magéban a
dohényfiistben is. Ezen fémek egyes patomechanizmusokban betdltott pontos szerepe még
kevéssé tisztazott [25]. Ujabb adatok szerint a dohanyzas utjan bekeriild fémek

kulcsfontossaguak lehetnek olyan folyamatokban is, melyek az erek endotéliumanak
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karosodasahoz vezetnek, ami az érelmeszesedés felé vezetd elvaltozasok elso 1épcsdfoka [26].

2.3.1 A dohanyfiistben elofordulo femek

A dohanyzas miatt megvaltozott fém homeosztazis szamos betegség kialakulasaban
vagy kiteljesedésében jatszhat fontos szerepet [25]. Az egyes fémek mennyiségének eloszlasa
a cigarettakban rendkiviil valtozo, és szdmos faktor altal befolyasolt. Az ezekrdl rendelkezésre
all6 adatokat néhany fontosabb képvisel6t figyelembe véve tekinthetiink 4t a tovabbiakban.

Kadmium (Cd): A dohanyfiistben talalhaté fémek koziil a legjobban tanulmanyozott,
mivel ez a tevékenység a Cd bevitel 6 forrdsa. Mennyisége valtozo, altalaban cigarettanként
0,5 és 1,5 ug-os mennyiségben van jelen. Mivel dohanyzas kozben a Cd oxidalodik,
kadmium-oxid formajaban keriil belégzésre. Tanulmanyok szerint az igy belélegzett Cd 10%-
a rakodik le a tiidében, és 20-50%-a kertil be a keringési rendszerbe [27]. Kutatdsok alapjan a
veérbdl kimérhetd atlagos Cd tartalom dohanyosok esetén 1,9-szeres értéket mutat a nem
dohdnyzokhoz viszonyitva 30 éves atlagéletkor esetén. A 16 ¢éves atlagéletkora
dohanyosoknal pedig ez az érték még drasztikusabb 3,1-szeres eltérést mutat nem dohanyzo
tarsaikhoz viszonyitva. A Cd nem csak a keringési rendszerben, hanem a vesékben is
felhalmozodhat. Azon beliil is a kéregallomdnyban, ahol metallothioneinek (MT) keléatoljak és
immobilizaljak ezeket. Ennek a jelentdsége abban rejlik, hogy szamos tanulmanyban
szamolnak be arrdl, hogy a Cd felhalmozddas kivalasztd szervrendszeri problémakhoz, végiil
pedig veseelégtelenséghez vezet. Ezzel szemben az is bizonyithatd, hogy a dohanyzas soran a
szervezetbe keriil6 kadmium mennyisége tl alacsony az akut veseelégtelenség kivaltasdhoz
[28-30]. Ez a mennyiség, viszont éppen elegendd ahhoz, hogy ezzel Osszefiiggésben
csokkenjen az ujsziilottek testtomege. Bar a méhlepény jelentds védettséget nyljt a fejlodo
magzat szamara az anyai eredetli Cd-tdl, a sziiletést kovetéen mégis, rovid idén beliill megnd
az Ujsziilott terheltsége, amely az anyatejjel torténd taplalas kovetkezménye [31].
Altalanossagban elmondhat6, hogy a Cd egy rendkiviil toxikus nehézfém.

Krom (Cr): A Cr mennyisége cigarettanként 0,2-0,5 ng-nyi mennyiségek kozott
valtozik [34], képes felhalmozodni a szovetekben, kiilonosképp a tiidoben; dohanyosok
esetében 4,3 mg/kg szaraztdmeg mennyiségben van jelen, mig nem dohanyzok esetében ez a
szam csak 1,3 mg/kg. Ez az ardny az életkor elérehaladtaval novekszik és nagyban fligg attol,
hogy a vizsgalt illet6 milyen régota dohanyzik [35]. A Cr-ot az IARC (International Agency
for Research Cancer) a karcinogén anyagok I.-es csoportjaba sorolja. Ezen vegyiiletek foként
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OHe-kel képzett komplex formajaban léteznek, amelyek potencialis DNS karositd (egyes
szali torés) hatassal rendelkeznek [36]. A karcinogén hatdsok mellett ismeretes a kronikus
1égzbszervi megbetegedések kialakuldsdban jatszott szerepiik is, amely lehet példaul fekély
kialakulasa, gyulladas, a tiid0 karosodasa ¢€s tiidotagulat [37].

Olom (Pb): Habar maga a dohanyzas nem tartozik a f& Pb beviteli forrasok kozé,
napjainkra egyre inkabb fontos tényezdje a szervezet teljes 6lom terheltségének. Ennek oka,
hogy manapsag szinte teljes mértékben hattérbe szorult az 6lmozott {izemanyagok hasznalata.
Megkozelitdleg a szervezetbe keriild Pb 50%-a szarmazik valamilyen lizemanyagbol, de nem
elhanyagolhatoak a taplalkozassal bejutd mennyiségek sem [30]. Egyetlen cigaretta Pb
tartalma hozzavetélegesen 1,2 ug, ¢s koriilbelill 6%-a halad keresztiil a kozvetleniil
belélegzett {6 fiiston [38]. Az Pb foként a vordsvértestekhez kototten van jelen a keringésben
[30]. A nem dohanyzé alanyok esetében a vér teljes Pb szintje 101,6 = 30,9 pg/l, ez a
dohanyosok esetében 143,7 + 33,8 ng/l [28]. Az Pb képes kivalasztédni, majd a vizelettel
egylitt tavozni a szervezetbol, a fél-életideje azonban magas, ezért megfigyelhetd a
vazrendszerben torténd felhalmozodasa is. Annak ellenére, hogy a vér-agy gat
hozzévetdlegesen impermedbilis Pb tekintetében, mégis ismertek neurotoxikus hatasai.
Kiilonos tekintettel a gyerekek vannak veszélyben, mivel a korai Pb kitettség
neurodegenerativ betegségeket €s szellemi visszamaradottsagot okoz [39]. Mas lehetséges
hatdsai kozott tartjdk szamon a sziirkehalyog [32] és a periférids arteridlis betegségek
kialakulasat [33].

Cink (Zn): A cigaretta atlagban 24 ng/g-os koncentracioban tartalmaz Zn-et, melynek
a 70%-a be is keriil a fiistbe [38]. Ennek ellenére a szérum Zn tartalma nem mutat korrelaciot
a dohanyzasi szokdsokkal [40]. Specidlis esetekben, mint példaul a terhesség, a
mononukledris immunsejtek és egyéb sejttipusok redukalt Zn tartalommal rendelkezhetnek
[38]. A redukalt Zn szintek hatassal lehetnek az immunrendszeri funkciokra [41]. Az a
folyamat, melynek soran a dohanyzas kovetkeztében csokken a Zn tartalom, Gsszefiiggésbe
hozhaté a vér megemelkedett Cd szintjével. Ugyanis a Cd indukdlja a metallothioneinek

expresszidjat, melyek nem csak a Cd-ot, hanem a Zn-et is megkotik [25].



Jelenlét a Dohanyzas hatasara a Betegségekkel kapcsolatos .- .
cigarettaban/fiistben keringésben mérhetd szintje relevancia Kivaltott betegség
Aluminium (Al) Igen Nem viltozik Nincs Nincs
Végstadiuma
Kadmium (Cd) Igen No Igen veseelégtelenség,
csontritkul as, stb.
Krom (Cr) Igen Nd Igen Karcinogén
Réz (Cu) Igen ? ? Oxidativ stressz
Mangan (Mn) Igen Nem viltozik Nincs Nincs
Nikkel (Ni) Igen Nem viltozik Nincs Nincs
. L Idegrendszeri
Olom (Pb) Tgen Novekszik lgen rendellenességek (gyerekek!)
Szelén (Se) Igen Csokken Igen éi;gcc:;zigrsnb.eilg:ége;k
Higany (Hg) Elenyészd Nem valtozik Nincs Nincs
Vanadium (V) Igen ? Nincs Nincs
Almliban nem valtazik, Immunrendszeri
Cink (Zn) Igen Specidlis korilmények ? . i . .
Kiszbit: csikken diszfunkciok, karcinogenezis

1. tablazat: Kiilonb6z6 fémek jelenléte a dohanyfiistben és szerepiik egyes betegségek kialakulasaban
[25]

A fenti adatok alapjan (1. tdblazat) lathatd, hogy a dohanyfiistben megtalalhaté fémek
fontos szerepet jatszhatnak minden olyan betegség patomechanizmusiban, melyeket a
dohanyzassal osszefiiggésbe hozhatunk.

Osszességében elmondhatd, hogy a cigaretta fiistben talalhaté fémek katalizator
szereppel birnak. Ezért képesek felgyorsitani olyan fiziologids folyamatokat, melyek oxidativ
stresszhez vezetnek (lasd Cu és Fenton-reakcid). Végezetiil makromolekula karosodast és
gyulladast valtanak ki, melyek fokozzdk a sziv és érrendszeri, rdkos ¢€s degenerativ
megbetegedések kialakulasanak kockazatat.

Ahogyan azt a fenti tablazatbol is lathatjuk, nem minden fém jarul hozzd egyenld
mértékben a patologias folyamatok kialakitdsdhoz. Munkéank sordn leginkébb a szervezetben
jelentésebb mértékben felhalmozodd fémek (Cd, Cr, Pb) és az As voltak érdeklédésiink
kozéppontjaban. Mivel azonban irodalmi adatok nem egyforma mértékben allnak
rendelkezésiinkre ezen elemekrdl, igy a dohanyzéssal Osszefiiggésben leginkabb vizsgalt két

fém, a Cd és a Cr példdjan mutatjuk be a szervezetre gyakorolt hatasukat.



2.3.2 A kadmium toxicitas, kinetika és metabolizmus

A Cd kornyezetiink széles korben elterjedt fémjei kozé tartozik. Tudjuk, hogy
hatékonyabban szivodik fel a tiidobdl (25-60%), mint a gasztrointesztindlis rendszerbdl (5-
10%). A kadmium belégzés utjan torténd felvehetdsége fiigg az oldhatosagatdl, a részecske
méretétdl, és igy a légzdtraktuson beliili lerakodas helyétdl. A gasztrointesztindlis rendszeren
keresztiil torténd felvétel telitddést mutatod folyamat, mivel a felvett mennyiségek csokkennek
a dozisok novekedésével. A kadmium felszivodast azonban csokkentheti egyes kétértéki és
haromértékii kationok (Zn**, Mg?*, Cr**) jelenléte, tovabba novelhetik a Fe (vas) és Ca
(kalcium) deficienciak [49].

A Cd széles korben elterjedhet a testben foként a vordsvértestekhez vagy nagy
molekula tdmegli plazmafehérjékhez kotddve. A vesék €s a maj képesek akkumulalni a fémet,
ami a test terheltségének hozzavetdlegesen 50-70%-at teszi ki. Ezen szervekben a Cd
felhalmozodas indukalja a MT-k (metallothioneinek) termelését, amelyek megkdtik a test Cd
tartalmanak kozel 80-90%-at [47]. Azon egyéneknél, akik kronikus mértékben voltak kitéve a
kornyezeti Cd szennyezettségnek mind taplalkozas, mind dohdnyzas kovetkeztében, a
legmagasabb Cd koncentraci6é a vesék kéregallomanyaban volt mérhetd. A sziiletés
pillanatiban a vesék Cd tartalma alacsony, de ha a kitettség folyamatos marad, a test
terheltsége linedrisan novekszik a korral, majd hozzavetdlegesen 50 vagy 60 évvel késébb
elér egy platd fazist vagy hanyatlani kezd [48]. A majban szintén alacsony koncentracidban
van jelen sziiletéskor, és megkozelitéleg 1-2 ug/g-ra névekszik 20-25 éves korra, majd ett6l
fogva csak lassan névekszik tovabb [47].

Klasszikus értelemben vett metabolizmus nem vagy csak kis mértékben torténik Cd
esetében. Ennek ellenére szamos makromolekulédhoz és fehérjéhez képes kotddni [49]. A MT-
k példaul nagy affinitdssal kotik, ezzel csokkentve toxikus hatasukat. A majban ezek
termelése elegendd az 6sszes akkumuldlodott Cd megkotésére. A MT-kotott Cd ezt kovetden a
majbol kikeriil a véraramba. A vese glomerulus filtrdcidja megtisztitja téliik a vért, majd a
vese tubulusok felveszik azokat, itt a Cd felszabadul. A vesék MT szintézise alacsonyabb, és
nem elegendd ahhoz, hogy megkdsse az Osszes szabad Cd-ot. Ez a ROS fokozott
termelddéséhez vezet, mely a tubulus kérosodassal vagy sejtmembran pusztulassal jar [48]. A
szajon at bekeriilé6 Cd-nak csak kis része szivodik fel a gasztrointesztinalis traktusbol, igy e
dozis nagy része a széklettel egyiitt kiiiriil a szervezetbdl. A belélegzett mennyiségek

kivalasztasa a vizelettel és széklettel kozel azonos mértékii. A Cd-nak folyamatosan Kitett
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egyének vizeletében kivalasztott mennyiségek a test terheltségével aranyosan, fokozatosan
novekednek. Azonban a kivalasztott mennyiség csak kis toredéke a szervezet teljes terhének,
kivéve akkor, ha nefrotoxicitas kdvetkezik be, melynek soran a vizelet Cd tartalma lényegesen
megnd [50], [51].

Patkdnyokon végzett allatkisérletek soran vizsgaltdk a magzati fejlddésre gyakorolt
hatasait is. Azokban az allatokban, amelyek a vemhességet megelézéen és az alatt Cd
kitettség alatt alltak, megfigyelhetd volt az utdodok vazrendszerének abnormalitasa, de nem
voltak sulyos teratogén hatdsok [48], [50]. Azon felndtt himeknél, amelyek Cd kezelésnek
lettek alavetve, csokkent a reprodukcios képesség, amely a spermiumok szamanak,
motilitdsadnak és a herecsatornak sorvadasanak tudhaté be [50]. Néhany adat szerint lehetséges
embereknél is, hogy a Cd befolyasolja a magzati fejlédést, de ezek az eredmények nem
egyértelmiiek. Igy példaul a sziiletési testtomegek alacsonyabbak az anya Cd kitettségét

kovetden, de nem fedezhetdek fel az utddokban velesziiletett abnormalitasok [47], [52].

2.3.3 A krom toxicitas, kinetika és metabolizmus

Az atlagos populaciok krommal szembeni kitettsége a kornyezd levegd belégzésével
¢s az elfogyasztott étel, ital utjdn valosul meg. Ezeken feliil a dohanyzés is felelhet a krom
szervezetbe kertliléséért [25]. A taplalkozassal bekeriild napi normal érték becsiilt mennyisége
koriilbeliil 0,1 mg. A kedvezdtlen hatdsokkal nem jar6 napi mennyiség felsé hatarértéke 0,15
mg/kg, amely altalanossagban 10 mg-ot jelent személyenként [42].

Emldsokben a Cr egy esszencidlis nyomelem, ami részt vesz a lipid és gliikoz
anyagcserében. A vérben a Cr 95%-a nagy molekulastlyt fehérjékhez kotott (pl.:
transzferrin), mig kisebb aranyban a kis molekulasulyt oligopeptidekkel asszociéltan taldlhato
meg [43]. Ezéltal a Cr vegyliletek széles korben szétterjedhetnek a test minden szovetébe.
Emberek esetében elsddlegesen a vizelettel valasztodik ki, kisebb mértékben a széklettel
tavozik a szervezetbdl. A szervezet Cr (krém) elimindldsdnak féléletideje kalium-kromat
esetében megkozelitéleg 35-40 Orara [44].

Akut kitettséget kovetden a belélegzett Cr elsddleges célpontja a 1égzdszervrendszer,
bar a vesékre, majra és az emésztdszervrendszerre gyakorolt hatédsai is ismertek. Akut, magas
dozisti Cr bevitel megnyilvanulhat heveny, esetleg haldlos kimenetelli 1égzdszervi, sziv és
érrendszeri, gasztrointesztinalis, majra, vesékre és idegrendszerre gyakorolt hatasban [44-46].

Patkanyok és egerek esetében vizsgaltdk a Cr magzati fejlddésre gyakorolt hatasat is.
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Nostény patkanyokkal és egerekkel naponta itattak kalium-dikromat tartalmu vizet (37-87
mg/kg és 52-169 mg/kg) 20 vagy 90 napon keresztiil a parzast kovetden. A hosszabb kezelési
idovel tobb generaciot is meg tudtak vizsgalni. A him patkanyok és egerek nem voltak Cr-mal
kezelve. Az eredmény megndvekedett magzati mortalitdst mutatott, mely beagyazodast
kovetd vetélésben, felszivodasban és a csokkent szamu életképes magzatban nyilvanult meg.
A vilagra jott utodok fejlettsége pedig nem volt megfeleld foku. A fejlédésbeli visszamaradas
csOkkent magzati testtomeggel, csokkent testhosszal, csokkent csontképzddéssel, bor alatti
bevérzéses foltokkal és abnormalis farokkal jart egyiitt. Ha a Cr(VI)-t belélegeztették az
allatokkal, akkor a tobb generacion keresztiil tartd vizsgalatok sem mutattak semmilyen

fejlédésre gyakorolt hatéast [44].

2.4 A karosito hatasok elleni védekezés lehetéségei

Az el6z0 fejezetekben targyalt karositd folyamatok, mint lathattuk a szervezet
egészére kiterjedhetnek. Ez alol nem képezhet kivételt az anyaméhben fejlodé magzat sem,
hiszen a fejlodé szervezetekre nézve a dohanyfiist karositd hatasai sokkal markansabban
képesek érvényesiilni. A terhes ndk dohanyzasa tehat egy plusz rizikofaktort jelent a
szliletendd gyermekiik egészségi és fejlettségi allapotira vald tekintettel. Ezért a fejlodd
magzatok védelme érdekében komplex védekezd stratégidk alakultak ki. Ennek szervezddése
egyfeldl igyekszik biztositani a méhen beliili fejléddés zavartalan lefolyasat, masfeldl
felkésziti, ¢és segiti a megsziletendd magzatot a megvaltozott koriilményekhez valo
alkalmazkodashoz. Ez a védelem egyfel6l magéaban foglal egy fizikai védelmet, a méhlepény
alkotta szoveti barrier formajaban. Tovabba nagyon fontos szerepet jatszanak a placenta altal
szabalyozott detoxifikalo rendszerek és antioxidansok, illetve a terhesség elorehaladtaval a

magzatban kifejl6d6 6nallo antioxidans védelmi rendszer is.

2.4.1 A méhlepény felépitése és szerepei a fejlodo magzat védelmében

A méhlepény alapvetden elfogadott szerepe, hogy véddgatat képezzen kezdetben az
embrio, késobb a magzat szdmara. Képes megakadalyozni szamos kéaros anyag athaladasat, és
a méhen beliil fejlddé szervezet toxikus anyagokkal szembeni kitettségét. Ezen feliil a
placenta sejtjei altal termelt fehérjék részt vesznek a fejlddé magzat szamara nem kivéanatos
anyagok anyai vérkeringésbe torténd visszajuttatdsaban, valamint a méreganyagok

visszatartdsaban ¢és detoxifikalasaban is. Azonban el6fordul, hogy a méhlepény nem képes
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maradéktalanul ellatni ezeket a feladatokat. Napjainkban szamos olyan méreganyagot és
gyogyszerkészitményt ismeriink, amelyek képesek a placentan keresztiil eljutni a magzathoz.
Sok esetben ennek kdszonhetd szamos vegylilet teratogén hatasa is [53-55].

A human méhlepény kialakulasat tekintve, az extraembrionalis membranok és az
anyaméh endometriumanak kapcsolatabol jon 1étre. Ebbdl kdvetkezden két részre oszthatd: a
magzati €s az anyai rész [56].

A kémiai anyagok kiilonb6z6 mechanizmusokkal 1éphetnek 4t a méhlepényen. Azon
mechanizmusokrdl, amelyek egyes mérgezéd fémek (Hg, Pb, Cd) méhlepényen beliili
toxokinetikajat magyarazzak, igen keveset tudunk. Az Pb esetében a placentdba jutés
feltételezetten passziv diffuzioval torténik [57]. Ismeretes, hogy a béltraktus esetében az Pb és
Cd felvételben a divalens fém transzporter 1 (DMTI1) jatszik szerepet, mely vélhetéen a
placenta esetében is kulcsfontossagi lehet [58]. A DMT1 6 szerepe a vas felvétel, ¢és
nagymértékben expresszalddik a human méhlepényben a terhesség egésze sordn [59], [60].

A MT-ek fontos szerepet toltenck be a fémek homeosztazisanak szabalyozasaban. Ezt
a tulajdonsagukat szokatlanul magas cisztein tartalmuk biztositja [61]. A human placenta
metallothioneinjei jelen vannak a szinciciotrofoblaszt és a korion bolyhok kozétti sejtekben,
ahogyan a magzat amniotikus és az anya decidudlis sejtjeiben is [62]. A Cd esetében
kimutattak, hogy a méhlepényben mérhet6 szintje korrelal a MT expresszioval [63]. A Cd-nak
kitett bolyhok rétege €s a magzati endotél sejtek tobb MT-t expresszalnak, mint a trofoblaszt
sejtek, amelyek ezaltal sokkal érzékenyebbek. [64]. Ennélfogva a méhlepény
metallothioneinjeinek Cd kotése lényegesen lecsokkenti a magzatba vald bekeriilés
lehetdségét. Nem teljesen tisztazott, hogy milyen modon valdsulhat meg a fémek
meéhlepénybdl torténd kidramlasa. Kisérletes bizonyitékok azt az elméletet tamasztjdk ala,
miszerint a fémek lehetdség szerint a glutationhoz (GSH) kdtnek. Az igy kialakult komplexek
aztan kijuthatnak a sejtekbdl az ABC transzporter csalad képviseldin keresztiil [66]. Emellett
szamos olyan fehérjét azonositottak patkany méhlepényben, példaul szerves anionokat
transzportald polipeptideket, szerves anion transzportereket, és cink-transzportereket, amelyek
akar részt vehetnek a humdan placenta fém forgalmaban is [67]. Az elsd trimeszter soran a
fejldodd magzat csak annyi oxigénnel keriilhet kapcsolatba, amennyi elengedhetetlentil
sziikséges a fejlédéséhez. Ez azt vonja magaval, hogy a terhesség korai szakaszaban még
nincs sziikség teljes mértékben fejlett antioxidans védekezd rendszerre. Igy a terhesség elsé

honapjaiban az antioxidans enzimek alacsony aktivitastiak, és a GSH koncentracio is
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alacsony, kiilonosen a szinciciotrofoblasztban. A terhesség 8. hetétél kezdddden az
antioxidans enzimek aktivitasa (CAT, GPx, Mn-SOD, Cu/Zn-SOD) megndé a méhlepény
szoveteiben.

A MT-ek nem csak a fém homeosztazis szabalyozasdban vesznek részt, hanem
antioxidans tulajdonsagokkal is rendelkeznek. A MT-ek nem javitjak ki az oxidativ stressz
okozta zavarokat, de expressziojuk kritikus szereppel bir a sulyos oxidativ stressz indukalta
apoptozis kivédésében. Ezaltal a MT-ek egyfajta antiapoptotikus antioxidansként foghatok fel
[68]. A rendelkezésre allo adatok azt mutatjdk, hogy a méhlepény valdszintsithetden csak
részleges védelmet nyujt a Cd szemben, annak ellenére, hogy ez a fém igen hatékonyan képes
indukélni a placenta MT fehérjéit. Habar a magzat igy védettebb lehet a kozvetlen kitettséggel
szemben, a Cd tarolasa a méhlepényben 6nmagaban sem elonyds, mivel ez a fém kedvezotlen
modon befolydsolja a méhlepény funkcidit. Jelenlegi ismereteinkben nagy hidnyossag, hogy
nem ismerjiik a fémek placentalis transzfer mechanizmusait, annak ellenére, hogy vannak
fémek (pl. Cd, Hg), amelyek atkeriilhetnek a magzati oldalra. Ezen feliil az ebben résztvevd
transzporter €s enzim fehérjék placentan beliili elhelyezkedésérol is keveset tudunk egyeldre.

Az antioxiddns rendszer fejlddésének magéba kell foglalnia a terhesség
karbantartasaban szerepet jatszo redox jelatvitelt is méh-méhlepény-magzat kapcsolatokon
keresztiil, mivel a méhlepény a gazcsere magzati szerve [69]. Ahogy mas szervrendszerekben
is, itt is van bizonyiték az antioxidans enzimek térbeli és iddbeli szabalyozasara. Ez
Osszefiiggésben van a nitrogén-monoxid szintaz (NOS) éltali lokalis NO termeléssel, illetve a
placenta downstream NO-fiiggé jelatvitelével, mely kritikus mértékben fontos az erek normal
fejlodéseét tekintve. Az antioxidans enzimek expresszidja altalaban ndvekszik a fejlodo

magzatokban a terhesség eldrehaladtaval [70].
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1. abra: A méhlepény antioxidansainak térbeli és idébeli expresszidja

A Cu/Zn-SOD, Mn-SOD és EC-SOD egyarant expresszalodik a citotrofoblasztban, a tioredoxinnal
(TXN) egyiitt. A terhesség végére a Cu/Zn-SOD bdségesen el6fordul a miometriumban, ahogy a
szinciciotrofoblasztban és a decidua basalis-ban is. A Mn-SOD kifejezddése is hasonlo, kivéve, hogy a
magzati korionbolyhok endotéliumaban magasabb szinten figyelhetd meg. A kezdetben
intracellularisan expresszaldoddo EC-SOD béségesen fordul eld a bolyhok trofoblasztjdban az elsd
trimeszter idején, de a 17. hetet kdvetden visszahelyezodik a bolyhokon beliili extracellularis matrixba.
Mivel a SOD expresszié tdmogatja a nitrogén-monoxid bioldgiai hozzaférhetdséget és az érképzés
szignaljat, lehetséges, hogy a kezdetben intracellularisan expresszaldddé EC-SOD is fontos a méhlepény
korai érfejlédésében. A CAT pedig a trofoblasztban talalhatdé meg, és a terhesség eldrehaladtaval
mennyisége fokozatosan nd [71].

2.4.2 A fejlodé magzat antioxidans védelmi rendszerének szerepe és érése

Normal koriilmények kozott, 1étezik egy finoman szabalyozott egyensuly a ROS
termelddés és az antioxidans védekez6 rendszer kozott, amely a sejtek védelmét biztositja in
vivo koriilmények kozott. A ROS megnovekedett szintje szdrmazhat szamos olyan
koriilménybdl, amely érintheti az ujsziilott gyermekeket, ugymint hiperoxia, reperfuzio,
gyulladasok vagy nem megfelel6 antioxidans védelem.

Mivel a terhesség id6tartama és a sziiletési suly kritikus mérdszamai a talélésnek €s a
gyermek késobbi fejlédésének, tekintettel a ndvekedésre, morbiditasra, az intellektualis
képességekre, igy az 0jsziilott antropometria és a nehézfémekkel szembeni kitettség kozotti
kapcsolatok kiilonleges odafigyelést érdemelnek [65]. A korasziilott gyermekek kiilondsen
érzékenyek a ROS indukalta karosoddsokra mivel az antioxidans védelmi rendszer a terhesség
3. trimeszterében éri el a megfeleld szintet, illetve a képességlik a fokozott antioxidans
szintézisre hiperoxias és mas oxidans hatdsokra hianyos [72].

A sziiletés magaban is jelentds oxidativ stresszt jelent, de a terhesség koriilményei és a
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sziiletés modja is hatassal van az oxidativ terheltségre [73], [74]. Az érett magzatokat vilagra
hoz6 anyak esetében a vorosvértestek GSH tartalma emelkedett, mig a magzatok vordsvértesti
GSH fogyasztdsa jelentésen alacsonyabb mértékli volt. Ezzel szemben az éretlen
magzatokban felhasznalasra keriiltek a plazma antioxiddnsok, amint azt a magzati nem-
enzimatikus tartalék fogyasztdsanak megdupldzodasa is mutatta. Ez a jelenség leginkabb a
koldok artéridk alacsony totdl gyokfogd antioxidans képességének tudhaté be, ha ezt
Osszevetjik érett és éretlen magzatok kozott. Tovabba rendelkezésre allnak olyan irodalmi
adatok, melyek vizsgaltak a teljes ROS produkciot és a totdl antioxidans potencialt
(antioxidans enzimek és nem-enzimatikus antioxidansok) éretlen csecsemokben, Gsszevetve
¢rett kontrollokkal [74]. Ahogyan az varhat6 volt, az éretlen csecsemdk jelentdsen kisebb
antioxidans potenciallal rendelkeznek az érett csecsemOkhdz képest.

A human teriileteken végzett tanulmanyok kovetkezetesen azt mutatjak, hogy
megndvekedett ROS produkcié kovetkezik be az éretlen csecsemdk esetében, és ez
relativ hianyaval. Példaul a vizeletben talalhatdo 8-hydroxy-20-dezoxiguanozin, amely
érzékeny markere az oxidativ stressznek, jelentdsen magasabb volt éretlen csecsemdkben az
érettekhez viszonyitva [75]. A SOD és GPx aktivitdsok esetében is jelentds csokkenés volt
tapasztalhatd éretlen 1jsziilottek esetében. Habar a szelén szintek mindkét csoportban
Osszehasonlithatoak voltak (és a Se pdtlas nem csokkentette a ROS-indukalta tiidésériilést), a
plazma Cu és Zn koncentracioi szignifikansan alulmaradtak azon értékekhez képest, melyek
az érett csecsemOk esetén voltak tapasztalhatdak [76].

Az adatok azt jelzik, hogy a keringd antioxidans enzimek aktivitdsai és a veliik
Osszefliggésben 1évo elemek (Se, Cu, Zn) koncentracidi alacsonyak az éretlen ujsziilottekben.
Ez megfigyelés dsszhangban all a megndvekedett ROS képzddéssel. A fejlddé magzat minden
sejttipusaban megfigyelhetd a Mn-SOD expresszidja, legintenzivebb mértékben a horgdcskék
epitéliumaban ¢és a korai Il-es tipusi pneumocitdkban. A koncepcid, miszerint az éretlen
ujsziildttek Mn-SOD indukal6 képessége jelentdsen hianyos, magyarazhatja a megnovekedett
érzékenységet a ROS-indukalta tiidésériilésekkel szemben [77].

Mindezeken feliil az oxidativ stresszel szembeni ellenalldis nem-enzimatikus
Utvonalakra is tdmaszkodik. Ezt a funkcidt szdmos bioldgiai vegyiilet foglalja magéba,
ugymint GSH, TXN, A-, C- és E-vitamin, polifenolok, bizonyos nyomelemek és igy tovabb.

Az A-, C- és E-vitaminok fontos faktorai a fiziologias koriilményeknek és az antioxidans
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védekezésnek egyarant [78]. Az A-vitamin szerepe inkabb kozvetett a retinol-koto fehérjére és
a retinsav receptorra gyakorolt hatdsa miatt, mintsem direkt antioxidans szereppel birna.
Eretlen 1jsziilottek esetén a szérum A-vitamin szintek kovetkezetesen redukaltnak
mutatkoznak [79]. Az A- és E-vitaminok szintje a koldokvérben jelentésen alacsonyabb az
anyai értékekhez képest. Ezzel ellentétben a vizoldékony C-vitamin koncentracid
magasabbnak mutatkozik a koldok vérben (P<0.05). Szignifikdnsan magasabb A-, E- és C-
vitamin szinteket taldltak érett ujsziilottekben az éretlenekhez viszonyitva, pozitiv
korrelacioval az anyai €s a koldok vérek A és E-vitamin szintjei k6zott. Ez megerdsiti azokat a
tanulmanyokat, amelyek azt mondjak, hogy az éretlen csecsemdk szérumja kisebb mértékben
tartalmaz antioxidans vitaminokat, az érett kontrollokhoz viszonyitva [80]. A peroxiredoxin
(Prx) szintén fontos antioxidans enzim, amely redukalja a H,0,-t molekularis oxigénné
redukalt tioredoxinon keresztiil. Ez parhuzamosan miikodik a GSH ujrahasznositassal, a GR-
on keresztil [77]. Ez Osszefligg azzal a megfigyeléssel, hogy a tiid6 Prx mRNS szintje
specifikusan megndvekszik oxigén kitettség hatasara [81]. Baranyokon végzett kisérletekkel
kimutattdk, hogy az oxidalt glutation (GSSG) szintjei erésen korreldlnak az oxigén parcialis
nyomasaval (PaO;), vérben. A GSH/GSSG arany pedig nétt az oxigénnek vald kitettség
csOkkenésével. Az éretlen alanyok nagymértékli oxigén Kkitettség hatisara jelentdsen
megnovekedett lipid hidroperoxid és mieloperoxidaz aktivitast mutattak, de jelentdsen kisebb
volt a SOD, CAT, GPx aktivitas a tlidejiikben. Az antioxidans enzimaktivitdsok pedig
forditottan korrelaltak alveolaris PaO,-sal [82]. Ezen adatok alapjan lathatd, hogy az éretlen
magzatok valosziniileg nem képesek a hirtelen fellépd hiperoxiara egy megfeleld antioxidans

enzim indukcioval reagalni, mely igy ROS termeléshez és tiiddsériiléshez vezet [77].

2.5 A koldokzsinor felépitése és funkcioi

A koldokzsinér a fejlddé magzatot a placentahoz koti a tdpanyag felvétel, salakanyag
leadas és gazcsere érdekében [83]. Ez a helikalis struktira felelds az anya €s magzata kozotti
véraramlasért. A teljes hossza atlagosan 50 — 60 cm, atméréje 1,5 — 2 cm, spiralis lefutast. A
harmadik trimeszter végén a benne aramld vér sebessége 500 — 700 ml/perc kozott valtozik
[83-85]. A koldokzsinor tartalmaz két artériat, egy vénat és a Wharton-kocsonyat, mindezt az
amniotikus, azaz a magzati végen tobbrétegli keratinizalt epitéliumba burkolva [86]. A két

koldok artéria oxigénben szegény vért szallit a magzat fel6l a méhlepénybe, mikdzben
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oxigénben dus vér aramlik vissza a nagyobb méretli koldok vénan keresztiil [83].

A magzati keringés
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2. abra: A human magzati keringés vazlata

A koldokvéna a méj el6tt két agra oszlik. Egyik aga kozvetleniil a majba szallit oxigénben dus vért, kevert
vért juttat a jobb pitvarba, a foramen ovalen keresztiil a bal pitvarba és kamraba, ahonnan aztan kiilénb6zo
mértékben oszlik el a kevert vér a test szovetei kozott. Az elhasznalt vér a két koldokartérian keresztiil

hagyja el a magzatot, mely a kdldokzsinoron at a méhlepénybe jut, ahol ismételten felfrissiil.
Forras: http://www.urmc.rochester.edu/encyclopedia/content.aspx?ContentTypel D=90&Content|D=P02362

A Wharton-kocsonya egy specializalodott kotdszovet, ami miofibroblasztokat
tartalmaz, beagyazva egy extracellularis matrixba. Ez a matrix egymasba fliz6dé kollagén
rostokbodl és Osszefonodott rostnyalabokbdl all, ami magaba foglalja a koldokzsinér ereket,
igy megvédve 6ket a csavarodastol, 6sszenyomodastodl a terhesség és a sziilés soran [87-89]. A
kotdszovet alapja fOként hialuronsavbol (70%), valamint szulfatalt glilkozaminoglikdnbol és
proteoglikanbol (30%) tevddik Ossze, sok, metabolitok és plazmafehérjék vizes oldatdban
[90]. A hialuronsav nagy mennyiségben képes vizet megkdtni, ezért lényeges szerepe van a
szovetek kozotti transzport folyamatok dinamikajaban és az ozmotikus nyomas kialakitdsdban
[91]. A miofibroblasztok funkcidja tobbrétli. Egyrészt felelosek a fibrogenezisért, masrészt
pedig biztositjak a kontraktilitast, valamint a terhesség soran névekvé mértékben termelnek I-
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es, Il-es és V-0s tipusu kollagén rostszalakat. A Wharton-kocsonya ezaltal elasztikus és
kontraktilis tulajdonsadgokra tesz szert [84], [92].

Fénymikroszkopos képen (3. bra) lathatd, hogy a Wharton-kocsonya fibroblaszt szeri
sejtekbdl all, amelyek ors6 vagy csillag alaktiak, hosszu citoplazmatikus nytlvanyokkal. Ezek
a sejtek, az alapként szolgalo hullamos kollagén rostok alkotta hald6zatba vannak agyazddva.
A sejtek koriilveszik a kdldokzsinor ereit is. Az ér kortili teriileteken stirlin, mig az amniotikus
epitélium kornyékén lazdbban helyezkednek el. A sejteket hatdrold6 membranok ugyan
nehezen elkiilonithetéek, viszont a megnytlt vagy ovalis sejtmagok jol lathatéan

kiemelkednek az acidofil citoplazmabol [93].

Umbilical Cord HaE (- b

mesenchymal
cells

7 Nog
¥

L d ~—— collagen fibres ¢

&

3. abra: Hematoxilin és eozin festett fénymikroszkopos kép a Wharton kocsonyarél
A fibroblaszt szerii sejteket (mesenchymal cells) béségesen korbeveszik a kollagén rostok (collagen fibres).
Forras:http://lecannabiculteur.free.fi/SITES/UNIV%20W.AUSTRALIA/mb140/CorePages/Connective/Images/umb4 L he.jpg

A sejtek az erek koriil béségesen, mig a periféria felé haladva ritkabban fordulnak eld.
A periférian elhelyezkedd sejtek hosszabb é€s tobb citoplazmatikus nyulvannyal rendelkeznek
a perivaszkularis sejtekhez képest. A szintetikus aktivitasukat bizonyitja az elektron

mikroszkopos képeken lathato jol fejlett durva felszinti endoplazmatikus retikulum, a szamos
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mitokondrium ¢€s Golgi apparatus megléte (4. abra) [93].

4. abra: A Wharton-kocsonya elektron mikroszkopos képe

A nagy 4abran, nyilakkal jelolve lathatéak a kiilonb6zd denzitdsi mikrofilamentum kotegek a sejtek
perifériajan. Az extracellularis terek kollagén fibrillumokbol és amorf gliikkozaminoglikan matrixbdl allnak
(7000x nagyitas, 1épték=5 um). A bal also kis képen a mikrofilamentum allomany részletei lathatéak, benne
az amorf, denz alloméanyokkal (30000x nagyitas, [épték= 0,5 um) [93].

Néhany olyan esetben, mint példaul a dohanyzas [94], korasziilés és a sziiletés miatti
magzati stressz [95], megfigyelték a Wharton-kocsonya mennyiségének megvaltozasait. A
Wharton-kocsonya koldokzsinor erek koriili hidnyat irtak le perinatalis elhalalozasokkal
Osszefiiggésben [96], mig a Wharton-kocsonya megndvekedett mennyisége volt
megfigyelhetd diabétesz esetében [97]. A vékony koldokzsindr jelenléte a terhesség folyaman,
a fejl6doé magzatot kiteszi a korlatozott ndvekedés, alacsony testtomeg €s a gesztacids idéhoz
viszonyitott alacsony percentilis értékek hordozta kockazatoknak [98].

Mindezen feliil kisérletes és klinikai bizonyitékok azt mutatjak, hogy a Wharton-
kocsonya metabolikusan aktiv szereppel bir a terhesség soran. A modosulasok a
mennyiségében ¢és az Osszetételében szamos, terhesség sordn bekovetkezd patologids
allapottal hozhatéak Osszefiiggésbe, mint példaul magas vérnyomds [99] vagy gesztacios
diabétesz [97]. Az ilyen jellegli kutatasok ramutattak arra, hogy a Wharton-kocsonya és annak
allapota az egyik legfontosabb koldokzsindr paraméter a terhesség masodik és harmadik

trimeszterében [98].
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3. Célkitiizés

Vizsgalataink célja els6ként arra irdnyult, hogy a dohanyzas és az jsziilottek sziiletési
paraméterei kozott 0sszefiiggést talaljunk. Ezt kovetden kivancsiak voltunk arra, hogy van-e a
koldokzsinorban kimutathaté fém felhalmozodas, és ha igen, akkor talalunk-e valamilyen
kiilonbséget a koldokzsinor erei (artériak, véna) kozott, esetlegesen a Wharton-kocsonya és az
erek kozott. Végil pedig megvizsgaltuk, hogy a fentiek tiikrében milyen Osszefiiggések
allapithatoak meg a dohanyzas és a kivaltott kdrosodas, valamint az 0jsziilottek antioxidans

statusza kozott.

4. Anyagok és modszerek

4.1 A beteganyag

A munkank soran az SZTE Sziilészeti- és Nogyogyaszati Klinikdjan 2013. november
¢s 2014. szeptember kozott, 52 dohdnyos anyatdl sziiletett 1jsziilottbol szérmazo
koldokzsinort vizsgaltunk. Az Osszehasonlitdsaink alapjaként nem dohanyzé anyaktol
szarmazo6 normal Gjsziilottek koldokzsinorjait hasznaltuk kontrollként (n=24). Vizsgalatainkat
a Szegedi Tudomanyegyetem Szent-Gyorgyi Albert Klinikai K&zpont Regionalis Human
Orvosbiologiai Kutatasetikai Bizottsagdnak engedélyével (149/2012.) végeztik. A kapott
koldokzsinor mintakat azonnal, vagy nem sokkal a sziilést kdvetden hiitve a laboratdériumba
szallitottuk, ahol azokat rdvid idén beliil feldolgoztuk, illetve a felhasznalasig -80°C-on

taroltuk.

4.2 A vizsgalati csoportok kialakitasa

A mintakkal egyidében megkaptuk az jsziilottek sziiletési paramétereit is. Ezek
alapjan a dohdnyos mintakbol kiilonb6z0 vizsgalati csoportokat hoztunk létre. ElsOként a
gesztaciés 1d0 alapjan alakitottunk ki két csoportot. Az egyik csoportba tartoztak azon
Ujsziilottek, akik a 37. gesztacios hetet megeldzden jottek a vilagra, tehat korasziilottek voltak.
A masik csoportba pedig azok keriiltek, akik a 37. gesztacids hetet kdvetden jottek vilagra,
azaz €rett 0jsziilottek voltak. A masik szempont, amely alapjan csoportositasra keriiltek az a
korukhoz mért sziiletési sulyuk. Ezt az dallapotot az ugynevezett percentilis tablazat

segitségével tudtuk meghatdrozni, amely nyomon koveti az adott életkorhoz tartozo6 ,,normal”
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testsuly valtozasait. Ez alapjan az ujsziilotteket ismételten két csoportba soroltuk. Az elsé
kategoriaba azok az ujsziilottek keriiltek, akiknek a sziiletési sulya 50 percentilis alatti, azaz
alacsonyabb, mint az azonos gesztacids idore sziiletett ujsziilottek 50%-aé. A masik csoportba
azon ujsziilotteket soroltuk, akiknek sziiletési sulya az 50 percentilis értéket meghaladta. A
dohanyos mintadkon azon 0jsziilottek koldokzsindr mintait értjiikk, akiknek az édesanyja sajat
bevallasa szerint is napi fél doboz vagy tobb cigarettat szivott el a terhesség soran. A kontroll
csoportbol és igy a tovabbi vizsgalatokbol automatikusan kizaréasra keriiltek azon mintak, ahol

az anyak dohanyzasi szokésai nem voltak pontosan megitélhetdek sajat bevallasuk alapjan.

4.3 A mintak feldolgozasa

A mintékat hiittt (4°C-0s) PBS-el mostuk, a vért eltavolitottuk az erekbdl injekcios tii
segitségével. Ezt kovetden egy hozzavetdleg 1 cm hosszii darabot 24-48 oraig 4%-0s
paraformaldehidben (PFA) fixaltunk. Ezeket késObb a hisztologiai és immunhisztokémiai
metszetek készitéséhez hasznaltuk fel. A metszetkészitéseket megel6zden, krioprotekciod
céljabol a mintdkat 30%-os, azidos szukrdz oldatban tartottuk két napon keresztiil (naponta
cserélve az oldatot) 4°C-on. A koldokzsindr mintdk egy masik darabjabol kipreparaltuk az
ereket (artériak, véna), valamint eltavolitottunk bel6liik annyi Wharton-kocsonyat, amennyit
tudtunk. Ezeknek egy részét elkiildtik fémmérésre, a masik részébdl pedig megtortént az

RNS preparalas, melyet késobb a PCR és qPCR reakcidokhoz hasznaltunk fel.

4.4 A mintak fémtartalmanak meghatarozasa

Az eldkészitett koldokzsindr mintainkbdl hozzavetdlegesen 0,6 g-nyi mennyiséget
kiildtiink el fémmérésre. A mérést az SZTE Novénybioldgiai Tanszékén végezték. Az egy-egy
mintaban jelen 1évé fémek mennyiségi meghatarozasat induktiv csatolasi plazma
atomemisszios spektrometria modszerével (ICP-AES) végezték el. A detektalashoz Jobin-
Yvon 24 tipust argon spektrométert hasznaltak, Teflon V-groove parologtatdval és Gilson
Minipuls 3 perisztaltikus pumpaval. Ennek a vizsgalatnak a lényege, hogy hd hatasara
gerjesztddnek a fém ionok, €s mikor visszatérnek nyugalmi, stabil allapotba, akkor egy
meghatarozott, csak az adott ionra jellemzd hullimhosszusagu fotonsugarzast bocsatanak ki.
Ez a technika tehat alkalmas az ionok nagy érzékenységli mindségi €s mennyiségi
meghatarozasara is. Mivel a detektalt hullamhossz a fémion fajtajat mutatja meg, a fotonok

mennyisége pedig ardnyos a fémionok mennyiségével. Tehat roviden Osszefoglalva ez a
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berendezés a befecskendezett mintat gerjesztési allapotig felheviti, majd a gerjesztett ionok

altal kibocsatott hullamhosszt megfeleld detektorral érzékeli [100].
4.5 Hisztologia: metszetek készitése és Schiff-festés

A PFA-ban fixalt, cukorral telitett mintakbol a SZTE — AOK Anatomiai, Szdvet — és
Fejlédéstani Intézetében fagyasztott metszeteket készitettiink. A fagyasztott metszetek Leica
CM 1850 tipusu kriosztattal késziiltek, OCT-be dgyazva, 10 és 25 um vastagsagban, -25°C-on.
Minden targylemezre harom-harom metszet keriilt. A tovabbi munkéat megkonnyitendd
specialis Superfrost ultra plus (Thermo Scientific) targylemezeket hasznaltunk. A 10 um-es
metszeteket immunhisztokémidhoz, mig a 25 pm-es metszeteket egyszerii hisztologiai
festésekhez hasznaltuk fel. A metszeteket a tovabbi felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

A festéseket megeldzden a metszeteket hagytuk felengedni szobahémérsékleten, majd
ezt kdvetden hideg desztillalt vizzel mostuk Oket néhany pillanatig. A rdvid mosast a mintak
rendkiviil magas hialuronsav tartalma indokolja, amely sok vizet képes megkdtni, ami
megneheziti a tovabbi munkat. Szaritast kovetden Schiff-reagenssel 30 percig inkubaltuk dket
szobahdmérsékleten, sotétben. A Schift-reagenst Lillie R. D. protokolja szerint készitettiik
[101]. A 30 perces inkubaciot kovetden a mintakat 5 percen keresztiil ismételten mostuk hideg
desztillalt vizzel, majd szobahdmérsékleten szaritottuk. A szdraz metszeteken ezutan
sejtmagi/konturfestést hajtottunk végre altalunk készitett Mayer-féle timsds hematoxilinnal
(Sigma-Aldrich) 1 percen keresztiil vagy 100x-ra higitott 50%-os toluidin kék oldattal 30
masodpercig (Sigma-Aldrich). A festés miikodésének hatterében az all, hogy a LP soran az
egyes sejtkomponensek glikol tartalmanak egy része aldehiddé oxidalodik. A pararosanilin
(fukszin) tartalm Schiff-reagenssel vald reakciot kovetden megjelenik egy pararosanilin
addukt, amely ezen komponenseket megfesti. Ennek eredményeként a LP-ra utald részek a
metszeten, azaz a Schiff-pozitiv Osszetevok rozsaszin-vords arnyalatuak lesznek. A
konturfestés eredményeként a sejtmagok kékre festddnek [102].

A metszeteket Nikon Eclipse 80i mikroszkoppal vizsgaltuk 10x-es és 20x-os objektiv
alatt. A képeket QImaging RETIGA 4000R kameran keresztiil, Capture Pro 6.0 szoftverrel

készitettiik. Az elkészitett képeket ImageJ program segitségével elemeztiik.
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4.6 Immunhisztokémia

A -80°C-on tarolt metszetek immunhisztokémiai kezelését nedves kamraban végeztiik.
A folyamat 2 napot vett igénybe. Az els6 napon a metszeteket 2-szer 5 percen at mostuk 0,05
M-o0s PB-ben. Ezek kovetden eldinkubaciot végeztiink Tritonos PAV (normal szérum higitd)
jelenlétében 30 percig. Az eldinkubaciora hasznalt oldat 5 ml-e tartalmazott 5 mg BSA-t, 500
ul normal kecske szérumot (goat serum), 4,5 ml 0,05 M-o0s PB-t, valamint 0,1%-nyi Triton X-
100-at.

A CASP3 elsédleges ellenanyagot (rabbit) 1:100-szoros higitdsban alkalmaztuk, és
overnight inkubaltuk (Cell Signaling). A masodik napon a nem kotddott antitesteket 3-szor 10
percig tartd, 0,05M-0S PB-vel torténd mosassal tavolitottuk el a metszetekrdl. Ezek utan
hozzédadtuk az Alexa Flour 488 flouroforral konjugélt, 1:200-szoros higitasban alkalmazott
masodlagos ellenanyagot (anti-rabbit), majd 4 O6rdn 4t inkubdltuk a mintdinkat (Life
Technologies). Végiil ismételten 3-szor 10 percig tartd6 0,05M-0s PB-vel valé mosas utan,
glicerinnel fedtiik le a lemezeket.

A metszeteket Nikon Eclipse 80i mikroszkoppal vizsgaltuk 20x-os és 40x-es objektiv
alatt. A fluoreszcens mikroszkopidhoz a fényforrast Nikon gyartmanyt nagy nyomdsu higany
lampa biztositotta. A képeket Qimaging RETIGA 4000R kameran keresztiil, Capture Pro 6.0

szoftverrel készitettiik. Az elkészitett képeket Image] program segitségével elemeztiik.

4.7 PCR vizsgalatok

A fagyasztott koldokzsindr mintdinkbdl szarmazo artéridkbol, vénakbol, Wharton-
kocsonyabdl és teljes koldokzsindr darabokbol hozzavetdlegesen 100 mg-ot dorzsmozsarban
folyékony nitrogénben Osszetortiink, majd RNA Bee oldatban (Tel-Test Inc.)
elhomogenizaltuk (~ 2 perc, 1500 rpm) és a gyartotol szarmazo instrukciokat kdvetve 6ssz-
RNS-t prepardltunk. A homogenizatumokat 2-3-szor kloroformmal extrahaltuk és
centrifugaltuk (15 perc, 13500 rpm, 4°C), majd a vizes fazisbol 0,75 térfogatnyi jéghideg izo-
propanollal kicsaptuk az RNS-t. A csapadékot centrifugalassal gytjtottiik 6ssze (5 perc, 15000
rpm, 4°C), 75%-0s etil-alkoholban mostuk (—20°C, éjszakan at), majd DEPC-vel (dietil-
pirokarbonat) kezelt desztillalt vizben oldottuk fel.

Az RNS koncentracié meghatarozast a NanoDrop-1000 spektrofotométerrel végeztiik.

A szamolashoz azt az Osszefliggést hasznaltuk, mely szerint Azsp= 1 = 40 pg/ml RNS. Akkor
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tekintettiik a mintat megfelel6 tisztasagunak, ha az Ago/Azgo arany 1,8-nal nagyobb volt.

A kapott totdl RNS-t tovabbi felhasznalas céljabol atirtuk cDNS-sé RT (reverz
transzkripcid) reakcid soran. A cDNS szintézis 5 pg totdl RNS-bol kiindulva 20 pl
végtérfogatban tortént. A templat RNS-t 500 pmol random hexamer primer jelenlétében 90°C-
on denaturaltuk, majd 200 unit Maxima H Minus reverz transzkriptaz, 200 pmol dNTP
keverék és 1 x RT reakcio6 puffer elegyében 10 percig 37°C-on, ezt kdovetéen 60 percig 52°C-
on inkubaltuk, majd —20°C-on taroltuk.

A szemikvantitativ PCR amplifikalasokhoz templatként az RT reakci6 termékekbdl 1
ul-t hasznaltunk fel reakcionként 25 pl-nyi 2 X DreamTaq Green PCR Master Mix-ben. Az
amplifikaciot PTC 200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research) késziilékkel végeztiik. Az
amplifikacido ciklusszdma eldzetes kisérletek alapjan hataroztuk meg. Az annealing
hémérséklet és az egyes ciklusok szama az adott primer par fiiggvénye volt, a szintézis
1épésének idejét pedig az amplifikalt termék varhat6 hossza hatirozta meg.

Eredményeink meger6sitéséhez kivalasztott mintakon valos idejii (Real-Time) qPCR-t
végeztik. Az amplifikalasokhoz templatként az RT reakcid termékekbdl 1 pl-t hasznaltunk fel
reakcionként Luminaris Color HiGreen Low ROX qPCR Master Mix-ben, 20 pul-nyi
végtérfogatra szamolva. Az Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Life
Technologies) késziilék programja segitségével 40 ciklus sordn a kovetkezd reakcid ment
végbe: 10 perc 95°C-on, denaturalas 15 masodperc 95°C-on, anneling 60 masodperc 63°C-
on, szintézis 60 masodperc 72°C-on, olvadasi gorbe szerkesztése 60-95°C kozott. A vizsgalt
mRNS mennyiségét a 18S rRNS-re normalizéltuk, és a szamitasokat ,nCt modszer [103]
alapjan végeztik.

A dolgozatban bemutatott eredményekhez hasznalt primereket ismert szekvenciak
alapjan terveztiik. Az M55188 szekvencia alapjan: RATMT: F: 5' ATG GAT CCC AAC TGC
TCC TG 3, NM_175617.3 szekvencia alapjan: HMT1: R: 5' GTT CCC ACA TCA GGC ACA
GC 3', X97260.1 szekvencia alapjan: HMT2: R: 5' CGG TCA CGG TCA GGG TTG TAC 3.
A 18S rRNS primereket az X03205.1 szekvencia alapjan terveztiik. 18S rRNS: F: 5 GAA
ACG GCTACCACATCCAAGG3’,R:5CCGCTC CCAAGATCCAACTACG 3.

4.8 Géldokumentacio

A szemikvantitativ PCR reakcid termékeit 2%-o0s agar6z gélen (Sigma, USA) futtattuk
meg. Az ethidium-bromiddal festett géleket UVP High Performance UV Transilluminator
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GDS 7500 tipusti gél dokumentacids rendszerrel digitalizaltuk és a GelBase/GelBlot™ Pro
Gel Analysis szoftver (Ultra Violet Products Ltd.) segitségével kiértékeltiik.

5. Eredmények és megbeszélésiik

5.1 Sziiletési paraméterek alapjan torténo csoportositasok

A dohanyos édesanyaktdl szdrmazo ujsziilotteket (n=52) a sziiletési hét és sziiletési
sulyuk alapjan két-két csoportba osztottuk. fgy a sziiletési hét alapjan megkiilonboztetiink
érett (> 37. gesztacios hét) és korasziilott (< 37. gesztacidos hét) gyermekeket, a sziiletési
sulyuk alapjan pedig normadl stly( (> 50 percentilis érték) és a kissulya (< 50 percentilis
értek) ujsziilotteket (5. A, B dbra).

A: Dohdnyos anyaktdl sziiletett érett és
korasziilott gyermekek megoszlasa (n=52)

m<37. hét
(n=10)

® > 37, hét
(n=42)

B: Dohanyos anyaktdl sziiletett gyermekek
percentilis értékeinek megoszldsa (n=52)

m < 50 percentilis
érték (n=35)

® > 50 percentilis
érték (n=17)

5. abra: A dohanyos anyaktdl sziiletett gyermekek sziiletési ideje (A), és az 50 percentilis értékekhez
viszonyitott megoszlasai (B)

A dohanyos édesanyaktol sziiletett gyermekek nagy része (n=42) iddre sziiletett. Ha
figyelembe vessziik ezen ujsziilottek sulyat is, lathatjuk, hogy a normal stlyl Gjsziilottek
szama (n=17) alacsonyabb, mint az atlaghoz mérten kisebb sulyu gyermekek szama (n=35).

Ezen nagy kiilonbségek miatt kivancsiak voltunk arra is, hogy az érett Gjsziilottek és a
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korasziilottek szamat milyen aranyban osztja meg a koruknak megfeleld atlag fejlettség

alakulasa (6. abra).

Dohanyos anyaktdl sziiletett gyermekek suly
megoszlasai (n=52)

B Kora + > 50 percentilis
érték

W Erett + > 50 percentilis
érték

Erett + < 50 percentilis
érték

| Kora + < 50 percentilis
érték

6. abra: A dohanyos anyaktol sziiletett gyermekek sziiletési ideje és az ehhez tartozé 50 percentilis
értékhez viszonyitott sulyuk egyiittes alakuldsa

Ahogyan az abra is mutatja a korasziilottek fele-fele aranyban voltak normal és Kis
sulyuak. Ezzel szemben az idore sziiletett gyermekek korében hozzavetdlegesen kétszer olyan
gyakran fordulnak el6 az 50 percentilis alatti értékkel sziiletett gyermekek.

Ezek az adatok kozvetve aldtdmasztjadk azon szakirodalmi megallapitasokat, melyek
szerint a terhesség alatti dohdnyzas negativan befolyasolhatja a magzat fejlédését. Ez a
karositd hatas fiiggetlennek latszik attol, hogy a gyermekek vilagrajovetele a 37. gesztacios

hét eldtt vagy utan torténik, azaz hogy korasziilott vagy érett jsziilottrél beszéliink-e.

5.2 A fémmérések

Meéréseink soran szamos fém felhalmozodasat vizsgaltuk (Mg, Mn, Fe, Cu, Cr, Cd, Zn,
As, Se, Sn, Hg, Pb). A dolgozatban az irodalmi bevezetdben mar emlitett fémekkel
foglalkoztunk részletesebben. Az eredményeket pg/g illetve ng/g szaraztomegre

vonatkoztatott mennyiségekben adjuk meg néhany kivalasztott mintara és fémre (2. tablazat).
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Minta Cr Zn As Pb Minta Cr Zn As Pb
ng/g DW | pg/g DW | ng/g DW | ng/g DW ng/g DW | pg/g DW | ng/g DW | ng/g DW
K17 artéria 157.1 74.61 1224 501.2 |D19 artéria] 2620 73.74 2525 229.1
K17 véna 326.3 80.82 2160 220.7 D19 véna 2135 46.55 2219 324.5
D2 artéria 345.8 77.69 1450 218.7 |D21 artéria| 4119 92.74 1381 82.03
D2 véna 346.2 78.32 1142 914.6 D21 véna 608.7 B4.86 1824 370.6
D5 artéria 106.2 51.89 B40.9 68.54 |D25 artéria| 2585 93.42 1946 234.4
D5 véna 531 83.19 2519 361.5 D25 véna 774.5 58.07 1572 116.4
D6 artéria 2192 111.3 1252 130.4 |D31 artéria| 2593 118.6 2019 104
D6 véna 596.1 61.23 2002 304.1 D31 véna 1104 112.4 1391 319.5

2. tablazat: A koldokzsinér artériakban és vénaban talalhato fémek szaraztomegre vonatkoztatott
mennyiségei

A K17-es kontroll jol reprezentalja a nem dohanyos mintakbol szarmazé mérések atlagat. A D jelii mintak
variabilitasat 7 kivalasztott példan mutatjuk be.

Az adatok kiértékelése soran Osszefliggést kerestiink a naponta elszivott cigarettak
szama ¢és az egyes fémek koncentracioi kozott, valamint az egyes fémek koncentracidinak
esetleges egymassal valo Osszefiiggésének tekintetében. A kapott eredmények alapjan nem
talaltunk korreldciot ezen szempontok Osszefiiggését tekintve. Ez valdszinlisithetden annak
tudhaté be, hogy a kiilonbozo cigaretta fajtak eltéré mértékben tartalmazzak a fémeket,
valamint az eltér6 dohéanyzasi szokasok is befolyasolhattdk az eredményeket. Annak
érdekében, hogy ezen hiba forrdsokat kikiiszoboljiik és egy értékelhetd képet kapjunk a
mintaink fémtartalmat illetben, a kontroll mintainkra normalizaltuk azokat. Ennek

eredményeként végiill megkaptuk az egyes fémekre vonatkoztathato aranyossagi

osszefiiggéseket (dohanyos/kontroll) (7. és 8. abra).

Artéria

=
o

Dohdnyos mintdk / Kontroll ardny
O B N W B OO N 00

- - —
Cr Zn As Pb

7. abra: A koldokzsinér artériakban talalhat6 fémek kontroll mintiakhoz viszonyitott aranyai
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Véna

=
o

Dohényos mintak / Kontroll ardny
QO B, N W R U N O

H = = B
Cr n As Pb

8. abra: A koldokzsinér vénaban talilhat6 fémek kontroll mintiakhoz viszonyitott aranyai

Ahogyan az a grafikonokon lathaté mind a koldokzsindr artériakban, mind pedig a
koldokzsinor vénakban megndvekedett a vizsgalt fémek mennyisége a kontroll mintdnkhoz
képest. Tovabba az is jol lathatd, hogy az artéridk falaban sokkal nagyobb mennyiségben
fordultak elé ezen fémek, mint vénaban, az Pb kivételével. Ebbdl levonhatjuk azt a
kovetkeztetést, hogy a méhlepény valdjdban nem képes a toxikus fémek teljes mértékii
visszatartdsara, jelentds mennyiségben keriilnek at koldokzsindr erekben keringd vérbe és
halmozo6dnak fel az artéridkban és a véndban. Az erek kozti megoszlas mutatja, hogy a fémek
,keresztiilhaladnak™ a fejlodd szervezeten, és nagy mennyiségben rakddnak le az artéridk

falaban is.

5.3 Hisztologia

Kiilonbozd festési eljarasokkal vizsgaltuk a koldokzsindr kocsonyds allomanyaban
talalhato sejtek mennyiségét és azok esetleges karosodasat. A Schiff és hematoxilin vagy
toluidin kék festett metszeteken megszamolt sejteket tablazatba foglaltuk. A mintdkat mind
kiilon kezeltiik a kiértékelés soran, ¢s minden esetben hasonld eredményeket kaptunk. A
nagyszamu minta miatt, ezekbdl egy reprezentativ esetet szeretnénk bemutatni, melynek

eredményei a 3. tdblazatban lathatoak:
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Dohanyos minia
A Schiff (+) sejtek %-
A szamolas helye Normal sejtek Schiff (+) sejtek Osszesen 0s aranya az
dsszeshez
Artéria és véna kdzott 591 464 1055 43.98
Artéridk kozétt 41 540 581 92.94
A harom ér kozotti
Wharton-kocsonya 680 809 1489 54.33
Osszesitve 1312 1813 3125 58.02
Kontroll minta
A Schiff (+) sejtek %-
A szamolas helye Normal sejtek Schiff (+) sejtek Osszesen 0s aranya az
osszeshez
Artéria és véna kozott 681 70 751 9.32
Artéridk kozott 582 186 768 24.22
A harom ér kdzotti
Wharton-kocsonya 252 186 438 42.47
Osszesitve 1515 442 1957 22.59

3. tablazat: A Schiff-festésre pozitiv sejtek szama és szazalékos megoszlasa a normal sejtekhez és az
osszes sejthez képest dohanyos és kontroll mintak kiilonb6z6 teriiletein

A tablazatok alapjan szamolt szdzalékos megoszlas adatait a 9. dbra szemlélteti.

Dohdnyos - A Schiff (+) sejtek %-os aranya az dsszeshez

100
90
a0
70 W Artéria és a véna
60 kozdtt
a0 m Artériak kzstt
40
30 . e
A harom er kdzotti
20 Wharton-kocsonya
10
0 T T 1
Artéria &s a véna Artéridk kozott A harom ér kozotti
kozott Wharton-kocsonya
100 Kontroll - A Schiff (+) sejtek %-os aranya az dsszeshez
90
80
70 M Artéria &5 a véna
50 kozatt
50 W Artéridk kozott
40
30 A hdrom ér kidzotti
20 . Wharton-kocsonya
10
) N , ,
Artéria és a véna Arteriak kozott A harom er kdzdtti
kozott Wharton-kocsonya

9. abra: Schiff pozitiv sejtek szazalékos aranya az 6sszes sejthez képest dohanyos és kontroll anyaktol
sziiletett gyermekek koldokzsinér mintainak kiilonb6z6 teriiletein
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Lényeges kiilonbségeket tapasztaltunk a sejtszamba és a sejtek karosodasaban a
dohédnyos és kontroll mintdink kozott. A kiragadott példa is mutatja, hogy mind a harom,
egymastol kiilonbozo teriileten megszamolt Schiff-pozitiv sejtek szdma ndvekedett a
dohanyos mintak esetében a kontrollhoz viszonyitva. Tovabba az is lathatd, hogy az artéridk
kozvetlen kozelében és a két artéria kozott 1évo teriiletek halmozottan mutatjdk a Schiff-
pozitiv sejteket, mely LP-re utal, mind a vénahoz, mind pedig a kontrollhoz viszonyitva.
Figyelemre méltdo hasonlosag volt tapasztalhatdo a Wharton-kocsonya mind a harom ért6l

egyarant tavol 1év0 szegmensében.

(A) kép (B) kép
L R R e § . : ) ..‘ i 0Li
: .i R4 y RS ‘L ) 1 » &, 9\ \ ) ) S “
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- B . |\ e o - B S 14 .
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f‘ ! W Ty @ "\ ¢ : \; j
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10. abra: Dohanyos (A) és kontroll (B) mintakbol szarmazé koldokzsinér Wharton-kocsonya Schiff
és hematoxilin festése (A) 10x-es objektiv alatti nagyitasban (B) 20x-os objektiv alatti nagyitasban.

(A) kép

11. abra: (A) kép: Schiff (+) piros és normal (kék) sejtek lokalizalasa

Véna (jobb felsd sarok) és artéria (bal als6 sarok) kozotti leszamolt teriilet kontroll koldokzsinor mintabdl.
A kék pontok jelolik a normal sejteket, a piros pontok a Schiff (+) sejteket.

(B) kép: A két artéria és a véna kozotti teriilet, a Wharton-kocsonya, fénymikroszkopos képe (10x)

A kép jobb felsd sarkaban kinagyitva, voros/bibor szinnel lathatdak a karosodott Schiff (+) sejtek.
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Mindezen megfigyelések Osszhangban vannak az erek falaban mért fém koncentraciok
megoszlasaval, ami egy lehetséges magyarazata az artéridk kozelében tapasztalt magasabb
foku LP-nek. A LP kovetkeztében valdszintsithetéen kiilonb6z6 mértékben karosodo érfalak
atjarhatobba valnak kiilonbozé fémek, illetve akar mas gyokos tulajdonsdgi karosito
agensekkel szemben is. Ezaltal jol lathatoan karosodnak az ér mentén elhelyezkedd
fibroblaszt-szeri sejtek is. A karosodas kozépvonal iranyba torténd latszolagos
halmozddasanak hatterében valdszintisithetéen az all, hogy a Wharton-kocsonya sejtjeinek
osztodasa €s megujulasa az erek koriili sejtektol kezdodik. Az ujonnan keletkezett sejtek pedig

a metszet kozépvonala felé toljak a mar karosodott idésebb sejtpopuléciokat.

5.4 Immunhisztokémia

A Casp3 az ugynevezett kivégzd kaszpazok kozé tartozik, melyeket a kaszpdz-9
aktival, feladatuk a sejtek bizonyos fehérjéinek proteolizise. A Casp3 aktiv jelenléte egy
elérehaladott apoptotikus allapotot jelez [104]. Mivel kizarolagosan egy altalanos allapot
felmérést kivantunk elvégezni, nem hasznaltunk kvantifikalasra alkalmazhaté sejtmagi
festéket. A kapott képeken a Casp3 pozitiv sejteket jeldltiik.

A kapott eredmények jol szemléltetik a dohdnyos és kontroll mintdkban elindult

apoptotikus folyamatok kozti kiilonbségeket (12. abra).

100 pm

300 pm

iy

12. abra: Kontroll (bal oldali kép) és dohanyos (jobb oldali kép) koldokzsinér mintabél szarmazé
metszetek Wharton-kocsonyaja Casp3 specifikus immunhisztokémia eljarast kovetden

A bal oldali abran egy 10x-es nagyitasu teriiletet lathatunk, amelynek egy kitiintetett részét a dohanyos
mintaéval megegyez6 nagyitasban (40x) is vizsgaltunk. A nyilak szemléltetik, hogy ugyanazon két sejttipus
fluoreszcens intenzitasai mennyiben eltéréek.
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A dohanyos és kontroll Wharton-kocsonya Osszevetésével egy sokkal intenzivebb
fluoreszcencia lathatdé a dohanyos mintdk esetében, mely valdszintlisithetden tallép a
természetesen bekdvetkezd sejthalal mértékén

Hasonl6 kiilonbségek szintén megfigyelhetéek a kontroll (13. abra) és dohanyos
vénakrol készitett képeken is (14. abra). Ez utobbiak esetében még érdemes megjegyezni,
hogy a Casp3 marker intenzivebben jelen van az erek lumenét kozvetleniil kdrbevevd
epitelialis rétegben. Ez nagy valosziniséggel arra utal, hogy az intenziv karosité hatas, ami

akar az érfal sejtjeinek apoptozisahoz is vezethet, az erek lumenének iranyabol szarmazik.

100 pm

300 pm

13. abra: Kontroll mintabdl szarmazo koldokzsinor metszet Casp3-ra specifikus immunhisztokémiai
eljarast kovetéen

A fluoreszcens mikroszkoppal készitett felvételek (baloldalon 10x-es és jobb oldalon 40x-es nagyitasban) a
koldokzsindr vénara fokuszalnak. A zold fluoreszcencia alacsony intenzitasa, illetve hidnya figyelheté meg.

100 pm

300 pm

14. dbra: Dohanyos mintibdl szairmazé koéldokzsinér metszet Casp3 specifikus immunhisztokémiai
eljarast kovetéen

A floureszcens mikroszkoppal készitett felvételek (baloldalon 10x-es, jobb oldalon 40x-es nagyitsban) a
koldokzsinor vénara fokuszalnak. A fluoreszcens jel mennyiségének és intenzitdsdnak kiilonbsége jol
megfigyelhet az el6z6 abrahoz viszonyitva.
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5.5 A PCR amplifikaciok eredményei

Nagyszamu mintan végeztiink szemikvantitativ RT-PCR reakciot az mtl és mt2 gének
expressziojanak kovetésére. A dohdnyos mintdkbol szarmazd artéridkban és véndkban

talalhat6 mtl és mt2 mRNS szinteket hasonlitottuk a kontroll mintdinkhoz (15. abra).

A metallothionein gének relativ mRNS szintjei

2,5

B Kontroll
B Dohanyos

Relativ mRNS szint

artéria

15. abra: Az mtl és mt2 mRNS szintjeinek alakulasa dohanyos és kontroll artériaban és vénaban

A PCR amplifikaciokkal vizsgaltuk a nagy fémkotd kapacitassal rendelkezo fehérjéket,
a MT-cket. Jelenlegi vizsgalataink alapjan az mtl és mt2 gének mRNS szintjei izoforma
specifikusan és koldokzsinér ér specifikusan alakultak. Szignifikdns valtozast kizarolag az
artériakbol szarmazo mintdk mtl expresszidja esetében talaltunk. A qPCR eredményei a
szemikvantitativ reakciokhoz hasonl6 eredményeket adtak. Mivel ezen méréseket eddig csak

kis szdml mintan végeztiik el, igy annak eredményei ezen dolgozatban nem keriilnek tovabbi

targyalasra.
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5.6 Osszegzés

A fenti eredmények koziil a Schiff-festés és a fémmérés eredményei vilagossa tették
szamunkra, hogy a kdldokzsinorban talalhato artéridk €s véna mellett a kocsonyas allomanyba
agyazott mezenhimalis sejtek is jelentés mértékben karosodtak. Ezen eredményeinket a Casp3
specifikus immunhisztokémiai vizsgélatok is alatamasztottak. Mivel az elsé fémmérés soran
kizarolag az erekre koncentraltunk, néhany kivalasztott minta esetében a koldokzsinor
artériabol, vénabol és a Wharton-kocsonyabol megismételtiik a méréseket. Az eredményeket
ng/g szaraztomegre vonatkoztatott mennyiségekben adjuk meg.

Az eredményekbdl levonhato kovetkeztetéseket két fém, a Cd és Pb példdjan mutatjuk

be.

Cd ng/g szarazsily Pb ng/g szaraztdmeg
= Wharton- = Wharton-
kocsonya kocsonya
B Artéria B Artéria
Véna Véna

16. abra: A D25 koldokzsinor artéria, véna és Wharton-kocsonya Cd és Pb tartalmanak megoszlasa

Mind a két fém esetében jol latszik, hogy a fémek jelentds mennyégben jelen vannak
a Wharton-kocsonyaban is. A kocsonyaba feltételezhetden kétféle mechanizmus utjan is
kertilhetnek ki fémek. Egyfeldl egy eddig nem vizsgélt transzport folyamat részeként,
masfeldl elképzelhetd, hogy a nagymértékben karosodott ereknek megnd az ateresztd
képessége, €s ezaltal keriilhetnek ki a fémek a Wharton-kocsonyaba.

Az eredményeket 0sszefoglalva elmondhat6, hogy a cigarettafiistben is megtalalhato
fémek nagy mennyiségben képesek eljutni a fejlédd magzathoz. Feltételezhetd, hogy a
méhlepény nem képes teljes mértékben kivédeni ezen fémek keringéssel torténd tovabb
haladasat, foleg ha azok vordsvértestekhez kototten vannak jelen (példdul Cr). A fémek
magzati szempontbdl torténd nyomon kovetésére legalkalmasabb a kdldokzsinorok elemzése.
Az elvégzett vizsgalatok pedig alatdmasztani latszanak azon megéllapitdsokat, melyek szerint

a fémek placentdn vald atjutasa utdn mar ,;szabad az Ut” a magzat felé. Az artéridkban
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jelenlévo, a vénakhoz viszonyitva is rendkiviil magas fém felhalmoz6déas pontos magyarazatat
egyelére nem ismerjiik. Ezeket a megfigyeléseket tamasztjak ala a Schiff-festések eredményei
¢s a sejthalalt jelzé Casp3 feldasulésa is.

Jovobeni kisérleteink kozott szerepel, az immunhisztokémiai vizsgalatokba tovabbi
markerek, mint a példaul az apoptdzist szabalyozo Bcl-2-asszocialt X protein (BAX),
hemoxigenazok (HO-1, HO-2), endotelidlis NO-szintdz (eNOS) bevonasa. Terveink kozé
tartozik olyan markerek vizsgdlata is, mint példaul az human keratin 18 és az oktamer koto
transzkripcids faktor 3, melyek Iehetdséget adnak a mezenhimalis Ossejtek esetleges
nehézfém-stressz indukalt differencialodasanak kovetésére. Folyamatban vannak antioxidans
fehérjéket kodolo gének (Mn-sod, Cu/Zn-sod, cat, hol/2, enos) expressziojanak vizsgalata RT-
PCR/qPCR alkalmazasaval.
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