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1. Roviditések jegyzéke

a-AR: a-adrenerg receptor

ABTS: azino-bisz-etilbenzotiazolin-szulfonsav
AdipoR1: adiponectin 1 receptor

AdipoR2: adiponectin 2 receptor

AKAP: A-kinaz horgonyzo fehérje

AUC: gorbe alatti teriilet

B2-AR: B2-adrenerg receptor

BKca: magas konduktancidji Ca**"szenzitiv K*-csatorna
bp: bazispar

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

cGMP: ciklikus guanozin-monofoszfat

CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid

COX: ciklooxigendz

DAG: diacilglicerin

dCTP: a-32P-deoxicitidin-trifoszfat

dNTP: deoxinukleozid-trifoszfat

dT: deoxitimidin

E2: 17B-0sztradiol

ECso: effektiv koncentracio 50 (a maximalis hatés felének kivaltashoz sziikséges hatdbanyag
koncentracio)

EDso: effektiv dozis 50 (a maximalis hatas felének kivaltasdhoz sziikséges hatdoanyag
doézis)

EFS: elektromos erdtér ingerlés

Emax: maximalis hatés

eNOS: endogén nitrogén-monoxid-szintaz

FFT: gyors Fourier-transzformacio

FSH: folliculus stimalé hormon

GAPDH: gliceraldehid-foszfat dehidrogenaz

GnRH: gonadotrép releasing hormon

GTT: glikoz tolerancia teszt

GTPyS: guanozin-5'-O-gamma-tiotrifoszfat
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HFHSD: magas zsir és cukor tartalmu diéta (High Fat High Sugar Diet)
IL: interleukin

IFNy: gamma-interferon

1.p.: intraperitonealis

IP3: inozitol-trifoszfat

KC: keratinocita eredeti citokin

Kiss1R: kisspeptin receptor

LEPR: leptin receptor

LH: luteinizal6 hormon

LPS: lipopoliszacharid

M-MLV: Moloney Murine Leukemia Virus
MRNS: messenger ribonukleinsav

n-3 PUFA: omega-3 tobbszorosen telitetlen zsirsavak
NA: noradrenalin

NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-oxid szintaz

NX: naloxon

ORL1: orphan opioid receptor-like 1

OSI: oxidativ stressz index

P4: progeszteron

PAX: paxilline

PCR: polimeraz lancreakcio

PEG: polietilén-glikol

PDE: foszfodiészteraz

PG: prosztaglandin

PKA: protein-kinaz A

PPNOC: prepronociceptin

Gaspar Robert

PsDmax: teljesitményspektrum-siiriiség maximum (Power Spectrum Density maximum)

PTX: pertussis toxin

ROS: reaktiv oxigén termékek

RNS: ribonukleinsav

RT-PCR: val6s ideji polimeraz lancreakcid
s.c.: szubkutan

SD: standard diéta
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SMEMG: simaizom elektromiografia
TAS: teljes antioxidans statusz

TBS: TRIS-sel pufferelt sdoldat
TCA: triklor-ecetsav

TFA: trifluor-ecetsav

TNFo: tumor nekrézis faktor o

TOS: teljes oxidans statusz

WB: Western blot

170HP: 17a-hidroxi-progeszteron kapronat
5-HT: szerotonin

5-HT-R: szerotonin receptor

5-MU: 5-metilurapidil
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2. Bevezetés

2.1. A korai fajastevékenység és a korasziilés tarsadalmi és egészségiigyi

problémaja

A sziilés beinduldsakor a corpus uteri (tovabbiakban uterusz) ritmikus kontrakcioi
fokozddnak, mig a cervix uteri (tovabbiakban cervix) felpuhul, kitagul. E folyamatok mogaott
nagyon Osszetett szabalyozas all, melynek zavara kdvetkeztében akar tilhordas, vagy akar
korasziilés is 1étrejohet.

A korasziilés (a 37. terhességi hét el6tt bekovetkezd sziiletés) és annak kdvetkezményei az
a sziilészeti gyakorlat legnagyobb kihivéasai kozé tartozik, mely jelentds egészségligyi
kockazatot hordoz. Mig a vilag kevésbé fejlett részét a globalis talnépesedés
kovetkezményei fenyegetik, addig sok helyen az infertilitas problémajaval kell szembe
nézni. Emellett szamos orszagnak kell megkiizdenie az emocionalis, anyagi, politikai vagy
akar a ndk karrierjét veszélyezteté okok miatti alacsony sziiletési rataval [1]. Ezeken a
teriileteken megsokszorozodnak a korasziilésbdl adodo egészségiigyi kihivasok: az éretlen
ujsziilott individualis egészségligyi terheit és a hosszan tartd betegségek lehetséges
kockazatat tovabb bonyolitja az id6s6d6 tarsadalmak igénye a sziiletendd és felnovekvo
egészséges Uj generacid szdmanak novelésére.

A korasziilés nemcsak a modern kor problémaja, a régi id6kbol is szamos beszamolo all
rendelkezésre e tekintetben. A korasziilottséget mar az okori Gordogorszagban is ismerték, az
ezzel kapcsolatos torténetek tobbszor is eléfordulnak az okori gérég mitologiaban [2]. A X.
be. A nagy fizikus és matematikus, Isaac Newton is korasziilott volt, a feljegyzések szerint
sziiletési sulya olyan alacsony volt, hogy egy olyan fazékszerli edénybe tették, amelynek
térfogata kevesebb volt, mint 1000 ml [3]. O azonban azon kevesek kozé tartozott, akik
nemcsak tulélték a sulyos korasziilottséget, hanem utana teljes és sikeres életet éltek. Bar a
korasziilottek ellatdsa — kiilonosen az elmult évtizedekben — ugrasszeriien fejlodott, a
statisztikdk mégis azt mutatjdk, hogy a korasziilottek halalozasa még mindig magas a
kozepes és alacsony jovedelmii orszagokban [4]. Becslések szerint vilagszerte évente 15
millié korasziilés van, ennek tobb mint fele Azsidban és tobb mint egynegyede a

szubszaharai afrikai régiokban torténik [5].
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A korasziilés tovabbra is az jsziilottkori morbiditas és mortalitas €s egyik 6 oka, a kockazat
mérésre metabolikus profil vizsgalatot dolgoztak ki [6]. A korasziilottséggel leggyakrabban
Osszefliggd magzati megbetegedések a 1égzési distressz szindroma, az intraventrikularis
vérzés, a periventrikularis leukomalacia, a nekrotizald enterocolitis, a bronchopulmonalis
dysplasia, a szepszis, a nyitott ductus arteriosus, a cerebralis eredetli paralizis, a mentalis
retardacio és a retinopatia [7,8].

Mindezek mellett a korasziilottek kezelése és gondozasa hatalmas Gsszeget emészt fel évente
az egészségligyi ellatd rendszerben. Az Egyesiilt Allamokban csak a 2016-os évben 25,2
milliard dollart koltottek a korasziilottekkel kapcsolatos koltségekre, ami magéaba foglalja a
korasziilottek orvosi slirgdsségi ellatasat és specialis gondozasi igényeit, valamint a sziiloket
érint6, munkabol valo kiesés miatti tamogatasokat [9].

Epidemioldgiai vizsgalatok a korasziilés szamos kockazati tényezdjét azonositottdk. A
korabbi korasziilés, az afroamerikai rassz, a tizenéves vagy 30 év feletti kismamak, az
alacsony iskolai végzettség és tarsadalmi-gazdasagi statusz, a dohanyzas, a nehéz fizikai
munkaval és/vagy sulyos stresszel jar6é foglalkozas, az alacsony anyai terhességi
testtomegindex, valamint a varandosag alatt elmarado vagy tulzott sulygyarapodas mind-
mind novelik a korasziilés valoszinliségét. Emellett az ikerterhesség, a gesztacios vagy mar
a terhesség el6tt is fennallo diabetes mellitus, a magas vérnyomas, a placenta és cervikalis
elégtelenség, a poli- vagy oligohidramnion, a masodik vagy harmadik trimeszter végén
végrehajtott hasi miitét, szisztémas vagy regionalis fertdzés (mint példaul a tiinetmentes
bakteriuria), valamint a gyulladaskelto citokinek plazmaszint emelkedése szintén szorosan
Osszefliggenek a korasziilés kockazataval [10-14]. Ugyanakkor a fenti kockazati tényezok
megléte nélkiil is 1étrejohet a korasziilés.

A fent emlitett adatok és tények alatdmasztjadk, hogy egyrészt a korasziilés
patomechanizmusa nem teljesen feltart, megeldzése csak részben lehetséges, ugyanakkor
kovetkezményei stlyosak, akar egész életre kihatoak lehetnek, melyek komoly anyagi terhet
is ronak az egészségiigyi ellatorendszerre. Ezek alapjan mindenképpen indokolt a korasziilés

akut és preventiv terapidjanak fejlesztése.
2.2. A Kkorai fajastevékenység gyogyszeres terapiaja

A Korai fajastevékenység gyogyszeres kezelésének két fo iranya az akut és a megel6z0

terapia. Az akut terapia f6 célja a megindult korasziilés azonnali leallitasa és a terhes
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méhizomzat nyugalmi allapotanak fenntartasa. A prevencids terapia abban az esetben
indokolt, ha a korasziilés kockazata a terhesség alatt magas, foként korabbi korasziiléses
az intraventrikularis bevérzés, a respiracids distressz szindroma, a bronchopulmonalis

dysplasia, a nekrotizal6 enterocolitis és a szepszis el6fordulasanak csokkenésével jellemzik

[16].
2.1.1. A Kkorasziilés akut terapiaja

Az akut kezelésre hasznalt gyogyszerek kiillonboz6 hatasmechanizmussal rendelkeznek.

2.2.1.1. B2-adrenerg receptor agonistak

A legrégebbi vegyiiletek koz¢é tartoznak a B2-adrenerg receptor (B2-AR) agonistak, amelyek
novelik az intracellularis ciklikus adenozin-monofoszfat (CAMP) szintet és csokkentik az
intracellularis Ca®* koncentraciot, ami simaizom relaxacidhoz vezet. Bar a B2-AR agonistik
szamos orszagban még mindig haszndlatosak, hatdsossaguk nem kielégité. Hosszu tava
hatasossaguk nem bizonyitott, hatdsuk altalaban 24-72 6raig tart, hatékonysadguk maximum
1 hétig tarthato fenn. Raadasul csak parenteralisan adagolva varhato téliikk viszonylag rovid
hatas, de az 0jsziilott életkilatasait javito effektusuk nem mindig igazolhato [17]. Torténtek
probalkozasok az agonistak szubkutan (S.C.) pumpaval torténé bevitelére is, és bar az
eredmények igéretesek voltak [18], mégsem valhatott a napi gyakorlat részévé. Ennek egyik
oka, hogy a folyamatos Pz-adrenerg stimulacié receptor deszenzitizaciot valt ki, ami
jelent6sen csokkenti a gyogyszerhatast [19]. Ezenkiviil a B2-AR agonistak alkalmazott
dozisa altalaban olyan magas, hogy a hatdanyag koncentracidja meghaladja a receptor
szelektivitas hatarat, ezért ezek a vegyiiletek anyai és magzati tachikardiat, emellett
hipokalémiat és a szénhidrat-anyagcsere zavart is okozhatnak [20]. Egy klinikai tanulmany
alapjan a cAMP intracellularis metabolizmusaért felelds foszfodiészteraz 4B (PDE4B)
polimorfizmusa modosithatja a B2-AR agonistdk klinikai hatdsait és mellékhatdsait a
tokolitikus terapia soran. Ugy tiinik, hogy a PDE4B rs17128809 AA genotipus variansaval
rendelkezd betegeknél sokkal nagyobb az intravéndsan beadott ritodrin altal kivaltott

mellékhatasok kockazata [21].
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2.2.1.2. Magnézium-szulfat

A magnézium-szulfat szintén egy régi gyogyszer a tokolitikus terapiaban. Uterus relaxalo
hatadsanak pontos hatdsmechanizmusa nem ismert, valdszintileg csokkenti az extracellularis
és intracellularis Ca?* dramokat, ugyanakkor nem befolyasolja a Ca?*-kalmodulin komplexet
[22]. A magnézium-szulfat alkalmazasa ellentmondasos a Korasziilés terapiajaban, mivel
egyrészt bebizonyosodott, hogy nem igazan hatékony a korasziilések késleltetésében vagy
megeldzésében [23], masrészt viszont sziilés el6tti adagolasa jelentds neuroprotektiv hatast
fejt ki a korasziilotteknél, kiilonosen a korasziilottség egyik kdvetkezményének, a cerebralis
bénulas prevalencidjanak csokkentésében. Sajnos a magnézium-szulfatos kezelés dozis- és
idofiiggése a neuroprotekcid szempontjabol még mindig nem teljesen tisztazott [24].
Ezenkiviil a magnézium-szulfat terapia elényos lehet a korasziilés ellen korai és stlyos
preeclampsia esetén, amikor jelentés mértékben csokken az anyai trombocitaszam,
ugyanakkor hatasmechanizmusa még ennek sem tisztazott [25]. Bar a magnézium-szulfat
tokolitikus alkalmazésa a legtobb orszagban nem javasolt, alkalmazasat nem szabad teljesen

elvetni, figyelembe véve a lehetséges eldonyoket. Nyilvanvalé azonban, hogy dnmagaban

nem képes megoldani a korasziilés altalanos terapids problémad;at.

2.2.1.3. Ciklooxigenaz gatlok

A ciklooxigenaz (COX) gatlok megakadalyozzak a prosztaglandinok (PG) képzodését,
amelyek részt vesznek a terhes méhosszehtizodasok fenntartdsaban a réskapcsolatok (gap
junctions) expresszidjanak és az intracellularis Ca2*-szint fokozasa révén [15]. Klinikailag
évtizedek ota az indometacin a leggyakrabban alkalmazott COX-gatlo szer. Sajnos
tokolitikus hatasa kb. 48 orara korlatozodik, hosszabb alkalmazasa noveli az Gjsziilotteknél
a nekrotikus enterocolitis kockazatat [26]. A COX-gatlok terhesség alatti hasznalhatosagat
jelentésen korlatozza, hogy nem adhatok a terhesség 32. hete utdn a magzati ductus
arteriosus korai zarodasanak kockazata miatt. Ezen tilmenden a COX enzimek szerepe a
korasziilésben kétséges, a rendelkezésre allo bizonyitékok nem elegendéek a COX-gatlok
rutinszeri alkalmazasanak alatamasztasara. Bar a COX-2 enzimaktivitas emelkedett lehet
mind a korasziilott magzati membranban, mind a miometriumban, szamos klinikai
bizonyiték mégis azt tdmasztja ald, hogy a normdl és a korasziilott mintdkban nincs

kiilonbség a COX-2 aktivitasban [27].

10
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2.2.1.4. Ca?*-csatorna blokkolok

A Ca?*-csatorna blokkolok hatasmechanizmusa az extracellularis Ca?*-dram gétlasa, ami
simaizom relaxaciot okoz. Bar a Ca%*-csatorna blokkoldk jobban toleralhatoak, hossza tavi
terapiara nem alkalmazhatok a jelentds anyai mellékhatasok (fejfajas és hipotenzio) és a
hosszabb tavon tapasztalhaté gyenge terapias hatékonysag miatt. Az anyai mellékhatasok
alapjan  kijelenthetd, hogy a Ca?*-csatorna blokkolok nem kedvezdbbek mas
tokolitikumokhoz képest (pl. B2-AR agonistak, oxitocin antagonistak). Ezenkiviil a Ca?*-
csatorna blokkolok nagyobb dozisai nemcsak a klinikai hatékonysagot csokkenthetik, hanem

akar a tokolitikus terapia kimenetelét is ronthatjak [28].

2.2.1.5. Nitrodilatatorok

A nitrodilatatorok nem terjedtek el a klinikai gyakorlatban, azonban szdmos klinikai
vizsgalatot végeztek a korasziilés akut kezelésében vald hatékonysaguk tisztazdsara.
Uterorelaxans hatasukat a nitrogén-monoxid (NO) felszabadulasa ¢és a ciklikus guanozin-
monofoszfat (CGMP) szint intracellularis ndvekedése kozvetiti, mivel aktivaljak a guanil-
ciklazt, ami az intracellularis Ca®''szint csdkkenéséhez vezet. Az endogén nitrogén-
monoxid-szintaz (eNOS) aktivitdsa magas marad a terhesség alatt, mely szignifikansan
csokken a sziilés soran. Mindez alatamasztja az eNOS és NO jelentOségét a terhes
miometrium kontraktilitasaban [29]. A legtobbet vizsgalt nitrodilatator a nitroglicerin, amely
korasziilésben hatasosnak bizonyult, de hatékonysaga nem volt jobb a tobbi tokolitikumhoz
képest, bar a mellékhatasok gyakorisaga és sulyossaga Is -az anyai fejfajast kivéve- kisebb
volt. Mivel a nitrodilatatoroknak nincs egyértelmi eldny0s hatdsa a perinatalis mortalitasban
¢s morbiditasban a tobbi tokolitikumhoz képest, ezért rutinszerti alkalmazasuk nem javasolt

fenyeget6 korasziilés esetén [30].

2.2.1.6. Oxitocin antagonistak

Az oxitocin antagonistdk az egyetlen gyogyszercsoport, amelyet eredetileg akut tokolizisre
fejlesztettek ki. Az oxitocin az intracellularis Ca2*'szint novelésével, az intracellularis
inozitol-trifoszfat (IP3) és diacilglicerin (DAG) jelatviteli Gtvonal aktivalasan keresztiil
fokozza az 6sszehuzodast. A human miometriumban az oxitocin altal kivaltott 6sszehuzodas
egy Na* -aktivalt K* csatornan, az an. SLO2.1-en keresztiil is medialodik. Az SLO2.1
csatorna dontd szerepet jatszik a human miometrium sejtek nyugalmi potencidljanak

fenntartasaban. Az oxitocin blokkolja ezt a csatornat a Ggg-kapcsolt receptor jelatviteli
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utvonalon keresztiil és Osszehtizodast indukal. Kovetkezésképpen az oxitocin receptor
blokkolasa Gjra megnyitja az SLO2.1 csatornat és relaxaciot eredményez [31]. Bar az
oxitocin receptor szelektiv blokkolasa terapiasan igéretesnek tiint, a valésagban azonban ez
sem jelent megoldast a korasziilés megallitasara. Emberben a sziilés hipofizis mitkkodése
nélkiil is beindulhat. Ismert egy olyan eset, amikor egy né spontan sziilni tudott teljes
hypophysectomia utan, oxitocin szubsztitucié nélkiil. Ez a klinikai eset arra utal, hogy bar
az oxitocin fontos, mégsem nélkiilozhetetlen a terhesség végén a méhosszehuzdédasokhoz
[32]. Ezen feliil a klinikai adatok sem tamasztottdk ald az atosiban vagy mas oxitocin
antagonista (pl. barusiban) nagyobb hatékonysagat a tobbi tokolitikumokhoz képest. Egyes
vizsgalatok azt is megallapitottdk, hogy az atosiban csokkentheti a sziiletési sulyt. igy az
oxitocin antagonistdk nem hatékonyabbak mas tokolitikumokhoz képest a fenyegetd

korasziilés leallitasaban, bar mellékhatasprofiljuk kedvezé lehet [33].

2.2.2. A Korasziilés preventiv terapiaja

A korasziilés megel6zése rendkiviil osszetett feladat. A prevencid altalanossagban akkor
lehetséges, ha az adott betegség vagy allapot kialakulasahoz vezetd okok tisztazottak. Sajnos
ez nem igaz a korasziilésre. Bar a korai 0sszehtizodasokért szamos tényezo felelds (pl.
infekcio, méh-placenta elégtelenség, alacsony anyai progeszteron plazmaszint, stresszhatas),

a legtobb esetben a korasziilés oka ismeretlen [34].

2.2.2.1. Progeszteron

A korasziilés klasszikus megel6z6 terapiaja a progeszteronra (P4) vagy P4 analogokra
korlatozodik magas kockazati varandosoknal. Bar a kezdeti varakozasok nagyok voltak a
P4 kezelés kapcsan, a klinikai bizonyitékok alapjan hatasa gyenge vagy nem igazolhato6 [35].
A P4 preventiv hatasmechanizmusa sokrétli, beleértve a génexpressziot modosité (P4
receptorok, placenta) hatasait is, melynek eredményeként er6s marad a cervix rezisztencia
¢s gatlodik a méhkontrakcio. E hatasban szerepet jatszanak még a gyulladascsokkentd €s a
nem genomikus mechanizmusok is [36]. Azt is kimutattak, hogy a P4 képes gatolni a tumor
nekrozis faktor o (TNFa) altal kivaltott apoptdzist a magzati membranban, ami szintén
hozzajarulhat a preventiv hatasdhoz [37]. Ugy tiinik, hogy a P4 kezelésre jol reagald
varandosok specialis farmakogenetikai hattérrel rendelkeznek, de a részletek még nem

tisztazottak [38]. Egyes adatok arra utalnak, hogy a csak hiivelyben alkalmazott P4
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klinikailag jelentds hatassal bir a korasziilés megel6zésében az egyetlen magzatot kihordo
(singleton) terhesség esetén [39]. Osszességében elmondhatd, hogy a P4 alkalmazasa nem

valtotta be a korasziilés megel6zésében eldzetesen hozza flizott varakozasokat.

2.2.2.2. Antibiotikumok

A korasziilés fokozott kockazatat régota dsszefliggésbe hozzak az anyai fertézésekkel [40].
Vizsgalatok torténtek arra vonatkozodan, hogy az elsdsorban hiigyuti vagy vaginalis anyai
fert6zések kapcsan csokkentsék a korasziilés kockazatat, ugyanakkor az alkalmazott
antibiotikumok (pl. klindamicin) nem voltak hatasosak [41-43]. Egy vizsgalatban a koros
hiivelyflorat klindamicinnel, a tiinetmentes hugyuti fertézéseket pedig cefiximmel vagy
nitrofurantoinnal kezelték a terhesség 20. hete el6tt, de a korasziilések aranya nem
kiilonbozott a kezelésben nem részesiilt, szintén hugyati és vagindlis fert6zéssel
diagnosztizalt varandés anyakhoz képest, ami tovabb erdsiti, hogy a terhesség soran fellépd
urogenitalis fertézések korai kezelése nem jelent hatékony prevencidt a korasziilésekkel
szemben [44]. Mindezeken feliil az is neheziti az antibiotikumos prevencid kivitelezését,
hogy az urogenitalis fert6zések, foleg a vaginalis infekciok polimikrobasak, ennek
kovetkeztében nem tisztdzott, hogy pontosan mely baktérium torzsek lehetnek felelosek a
korasziilés beinduldsért €s hogy ezeknek a tdrzseknek milyen lokalizécioja sziikséges ahhoz,

hogy a folyamatok elinduljanak [45].

2.2.2.3. Probiotikumok

A mikrobiom egészségben betoltott szerepével kapcsolatos ismereteink folyamatosan
bdviilnek. A mikrobiom fontossaga az egészség megdrzésében szamos teriileten bizonyitott.
Ugyanakkor viszonylag kevés informacio all rendelkezésre a hiivelyi mikrobiom és a
korasziilés 0sszefiiggéseirdl. Egyes hiivelyi baktériumok jelenléte vagy hianya a terhesség
korai szakaszaban gyanithatéan Osszefliggésbe hozhatd a késdbbi gesztacios peridodusban
bekovetkez6 korasziilés megnovekedett kockazataval [46]. Mivel a normal fléra
baktériumait tartalmazo oralis probiotikumok bizonyitottan még a hiivelyben is
megtelepednek [47], a megfelelé probiotikumok rendszeres fogyasztisa megérizheti a
hiivelyi mikrobiom egészséges dallapotat és megeldzheti a korasziilést. Ezenkiviil
rendelkezésre allnak intravaginalis probiotikumok is, melyek antibiotikumokkal valo

kombinalt alkalmazasa is megfeleld lehet a korasziilés megel6zésére [48].

13



gaspar.robert 93 23

MTA Doktori Ertekezés 2023 Gaspar Robert

2.2.2.4. Omega-3 tobbszorosen telitetlen zsirsavak

Az omega-3 tobbszordsen telitetlen zsirsavak (n-3 PUFA) az étrend elengedhetetlen
Osszetevoi, melyek egészségmegoOrzésben betoltott jelentdségérdl folyamatosan boviilnek
ismereteink. Az n-3 PUFA metabolikus ttvonala kevesebb olyan méhkontrakciot kivalto
PG-t termel, mint példaul a PGF2q[49,50]. Az n-3 PUFA-hidny a korasziilés altaldnos
étrendi kockazati tényezdje lehet az egész vilagon. Az ajanlott napi bevitel minimum 600
mg/kg, mert ez alatt a korasziilés gyakorisaga forditott korrelaciét mutat az elfogyasztott n-
3 PUFA-val [51]. Mindez azt jelenti, hogy az n-3 PUFA a napi étrendben vagy taplalék-
kiegészité formajaban térténd rendszeres bevitele a korasziilés megel6zésének egyik nem

gyogyszeres lehetdsége lehet.
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3. Célkitiizes

A Bevezetésben felsorolt szamos akut és preventiv terapias lehetdség ellenére sem jelenthetd
ki, hogy a korasziilés gyogyszeres terapiaja megoldott, s6t, tovabbra is jelentés a klinikai
igény az 1) megoldasokra. Kiilonosen igaz ez Magyarorszagra, ahol a népesség szamanak
csokkenése folyamatos kihivast jelent, ugyanakkor az életkilatasokat jelentdsen csokkentd
korasziilések gyakorisaga 9% koriili [52], a korasziilottek majdnem 20%-a az eréfeszitések
ellenére sem €ri meg az elsd életévét, kiillondsen a 27. terhességi hétnél korabban sziiletettek
esetén [53].

Mindezek alapjan a kisérletes munkank olyan terhes uterusz kontrakciot gatld és cervix
rezisztenciat fokoz6 0j tamadaspontok, hatéanyagok és/vagy hatdanyag kombinaciok

keresésére iranyult, melyek kiindul6 pontjai lehetnek a klinikai alkalmazasnak.
Kutatasaink soran az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1. Az a-adrenerg receptoron (a-AR) (oui- és o2-AR altipusok) keresztiili uterusz és cervix,

valamint a B2-AR-on keresztiili cervix hatasok vizsgalata vemhes patkanyban.

2. Az a- és B2-AR-on hato farmakonok uterusz kontrakciot gatld hatasanak fokozasa mas

szerekkel vemhes patkany és csaszarmetszésbol szarmazo human uterusz széveten.

3. Peptid természetli endogén anyagok szerepének és hatdsanak vizsgalata a vemhes

uterusz kontrakcidkra és a cervix rezisztenciara patkanyban

4. Antioxidans hatas vizsgalata a B2-AR agonistak és COX gatlok uterusz kontraktilitasra

és cervix rezisztenciara gyakorolt effektusaira vemhes patkanyban.

15



gaspar.robert 93 23

MTA Doktori Ertekezés 2023 Gaspar Robert

4. Modszerek

A Modszerek fejezetben a vizsgalataink soran alkalmazott metodikak altalanos ismertetésére
keriil sor, az egyes vizsgalatok specidlis részleteinek megértéshez sziikséges informaciok az

Eredmények fejezetben keriilnek bemutatasra.

4.1. Kisérleti allatok

Vizsgalataink soran 0sztrusz fazisban 1év6 nem vemhes vagy kiilonb6z6 gesztacids napokon
1év6é vemhes Sprague-Dawley (CD) patkanyokat hasznaltunk (legutobbi beszerzési forras:
Animalab Hungary Kft, Vac, Magyarorszag). Az ivarzasi fazist a vaginalis impedancia
alapjan mikod6 osztrusz ciklus monitorral (IM-01, MSB-MET Kft., Balatonfiired,
Magyarorszag) végeztiik. A paroztatashoz az ivarzasi ciklus prodsztrusz/6sztrusz fazisaban
1év6 néstény patkanyokat valasztottuk ki (160-200 g), melyeket egy automatizalt paroztatd
ketrecben helyeztiink el him patkanyokkal (240-260 g). A megtortént nemi aktust nativ
hiivelykenet vizsgalatdval vagy a vaginalis spermadug6 igazolasaval allapitottuk meg. A
pozitiv eseteket 1. napos vemhes allatoknak tekintettiik és elkiilonitettiik.

Valamennyi kisérleti allatot szabalyozott hémérséklet (20-23 °C), paratartalom (40-60 %, és
fényviszonyok (12 ora fény, 12 ora sotét) kozott tartottuk. A tap (Altromin 1324, Charles-
River Laboratories, Sulzfeld, Németorszag) és az itatoba toltott csapviz ad libitum biztositva
volt. A kisérleti allatok felaldozasa szén-dioxid kamraban tortént. Az allatokat az Eurdpai
Ko6zosségek Tanacsanak iranyelve (2010/63/EU) és a kutatds soran az allatok védelmérdl
sz616 magyar torvény (XXVIIL. torvény 32. cikk) szerint vontuk be a kisérletekbe.
Valamennyi allatkisérletet az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Bizottsag jovahagyasaval
végeztink  (engedélyszamok: 1V./1813-1/2002; 1V./01758-2/2008; 1V./198/2013;
IV./3796/2015; 1V./3071/2016).

4.2. Human uterusz mintak

A human uterusz szovet biopszias mintdi a terhesség harmadik trimeszterében
csaszarmetszeés soran keriiltek kimetszésre normal gesztacios 1d6 (37-41 terhességi hét),
illetve korasziilés (32-36 terhességi hét) esetén. A csaszarmetszés indoka magzati distressz,
novekedési elmaradés, korabbi csaszarmetszéses eldzmény, farfekvés vagy valdszintisithetd
feJ-medence aranytalansag volt. Egyik varandos anyat sem kezelték tokolitikus szerrel. A

vizsgalatba vont ndk paritasa 0 és 3 kozott valtozott, életkori eloszlasuk 21-43 év kozott volt.
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A mutét minden esetben spinalis érzéstelenitésben tortént. A Szent-Gyorgyi Albert Klinikai
Kozpont Etikai Bizottsaga jovahagyta a teljeskortien tajékoztatott és beleegyezo
nyilatkozatott ad6 varandos anyak szoveti felhasznalasanak klinikai protokolljat. A klinikai

protokoll engedélyszama: 114/2009.

4.3. Izolalt szervi kontraktilitasi vizsgalatok

Az izolalt szervfiirdoben végzett uterusz kontraktilitasi vizsgalatok soran patkany €s

human uterusz mintakkal dolgoztunk.

4.3.1. Patkany uterusz gyiirik

A patkany uteruszt kimetszettiik, a vemhes allatok esetén a magzatokat a placentaval egytitt
eltavolitottuk, az uterusz szdvetet megtisztitottuk és 3-5 mm hosszl gytiriikre vagtuk. A
gyturiiket fliggdlegesen izolalt szervfiirdékbe helyeztiik, amelyek 10 ml, 37 °C-os de Jongh
puffert tartalmaztak (6sszetétel mM-ban: 137 NaCl, 3 KCI, 1 CaClz, 1 MgClz, 12 NaHCOs,
4 NaH2POyq, 6 gliikoz, pH: 7,40). A szervfiirdéket folyamatosan karbogénnel (95% Oz + 5%
CO») aramoltattuk at. A gytrik also részét szovettartd tuskora, a felsd részét pedig egy
fesziiltség atalakito er6dméréhoz (SG-02; MDE Gmbh., Heidelberg, Németorszag)
rogzitettilk sebészeti varrdanyag segitségével, az alaptonust 1,5 g-ra allitottuk be. Az
adatokat SPEL Advanced ISOSYS Data Acquisition System (MDE Gmbh., Heidelberg,
Németorszag) segitségével rogzitettiik és elemeztiik. Az inkubacids 1d6 1 ora volt, €s ezalatt
a gytriiket 15 percenként mostuk.

A ritmikus kontrakciokat vagy elektromos erdtéringerléssel (EFS) vagy pedig
farmakonokkal valtottuk Ki. Az EFS esetén maximalis ritmikus 6sszehtuzodasokat valtottunk
ki egy digitalis, programozhat6 stimulator (ST-02, MDE Gmbh., Heidelberg, Németorszag)
segitségével, kiilonbozé impulzusszélesség ¢€s periodusidd értékekkel 40 V-on 240
masodpercig. A kiilonbozé vemhességi napokon a kontraktilitasi készségnek megfelelé EFS
keriilt alkalmazasra, ahogyan azt korabban mar meghataroztuk [54]. Az ingerl6 paraméterek
az alabbiak voltak: 18. napos vemhes uterusz esetén jelszélesség 75 ms, peridodusidd 18,33
S; 20. napos vemhes uterusz esetén jelszélesség 62,5 ms, periodusidé 17,5 s; 21. és 22 napos
vemhes uterusz esetén jelszélesség 150 ms, periodusidé 23,75 s. A farmakonok koziil 25
mM KCl, illetve kiilonb6z6 koncentracidban oxitocin, noradrenalin (NA) és PGF2q keriilt
alkalmazasra. A kontrakciora adott valaszokat 5 percig regisztraltuk (kivéve az oxitocint,

ahol 4 percig), majd azt kovetéen beadtuk a kontrakciok befolydsoldsara alkalmazott
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hat6anyagokat, melyek esetében szintén 5, illetve 4 percig tortént egy dozist kdvetden a
regisztracido. A peptid természetii hatdanyagoknal nem kumulativ, mig a nem peptid
vegyiiletekénél kumulativ vizsgalatokat végeztiink. A regisztratumok gorbe alatti teriiletét
(AUC) értékeltiik és hasonlitottuk Ossze. A koncentracido-kontrakcio/relaxacio gorbéket
szemilogaritmikusan abrazoltuk, és az eredményeket szazalékos valtozasban fejeztiik ki a

kezdeti indukalt 6sszehuzodéashoz képest.

4.3.2. Human uterusz csikok

Minden szévetminta (10 x 10 x 30 mm) egy als6 szegmensii, keresztiranyi metszés felsd
sz¢€1€bdl szarmazott, mely a kozvetleniil sziilés utan, de még az anya oxitocin kezelése el6tt
lett kKimetszve. A szoveteket 4 °C-0s Krebs—Henseleit oldatban (6sszetétel mM-ban: 118
NaCl, 5 KCI, 2 CaClz, 0,5 MgSOs, 25 NaHCO3, 1 KHPO4, 10 glikéz; pH 7.4) taroltuk az
izolalt szervfiirdében torténd vizsgalatig, mely maximum 12 éraval a mintagyijtés utan
tortént.

A hosszanti uterusz csikokat (~3 x 5 x 10 mm) fliggélegesen fiiggesztettik fel a
szervfiirdébe, amely 10 ml Krebs—Henseleit oldatot tartalmazott. A szervfiirdét 37 °C-on
tartottuk, és folyamatosan karbogént aramoltattunk at rajta. Az alaptonust 3,0 g-ra allitottuk
be, a mintakat 90 percig inkubaltuk, 15 percenként cserélve az oldatot. A ritmikus
kontrakciokat 10® M oxitocinnal valtottuk ki A vizsgalt hatéanyagok human uterusz
kontrakciokra gyakorolt hatdsat nem kumulativ mdédon vizsgaltuk. A regisztratumok AUC
értékeit analizaltuk. A koncentracio-kontrakcio/relaxacio gorbéket szemilogaritmikusan
abrazoltuk, és az eredményeket szazalékos valtozasban fejeztik ki a kezdeti indukalt

0sszehtizodashoz képest.

4.3.3. Patkany cervix rezisztencia vizsgalatok

Nem vemhes és vemhes patkanyok cervixét eltavolitottuk. A preparalt cervix gytriiket 10
ml de Jongh puffert tartalmazo6 szervfiirddben specialis, finom fémszalbol késziilt horgok
segitségével hossztengelyiikkel fliggdlegesen felfiiggesztettilk. A szervfiirdét 37 °C-on
tartottuk, és folyamatosan karbogént aramoltattunk at rajta. A cervix gytriket 1 o6ran
keresztiil inkubaltuk 15 percenként cserélve a puffert a szervfiirdében. A kezdeti feszitést
1,0 g-ra allitottuk be.

A cervix rezisztenciat a szovetek fesziilésének fokozatos novelésével vizsgaltuk. A feszitést

manualisan noveltiik a transzducer méréfej vezérlécsavarjaval. A cervixeket fokozatosan
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feszitettilk 1 g-onként egészen 12 g-ig, és minden egyes feszités utan 5 percig hagytuk
relaxalni a szoveteket. A cervix rezisztencia értékelése soran a cervix gyiri kezdeti
fesziilését az 5 perc utdni relaxécio fiiggvényében abrazoltuk. Az igy kapott fesziilés-
relaxacio gorbe furészfog alaku volt, melyre linearis regresszidval egyenest illesztettiink. Az
egyenes meredeksége jellemezte a cervix rezisztenciat, a nagyobb meredekség nagyobb
rezisztenciat jelentett. Abban az esetben, ha a cervix rezisztencia vizsgalatok soran
hatdéanyagot is adtunk a szervfiirdbe, a hatéanyag beadasa 5 perccel hamarabb tortént, mint

a feszitési sor elinditasa.

4.4, [®S]|GTPyS kotési vizsgalatok

A [*S]-guanozin-5'-O-gamma-tiotrifoszfat ([*°S]GTPyS) kotési kisérleti protokollt
publikalt modszer alapjan végeztiik [55]. A patkany vemhes szovetmintakat -70 °C-on
taroltuk a vizsgalt el6tt. A mintakat szétapritottuk, majd 20-szoros térfogatu jéghideg Tris-
EDTA pufferrel (6sszetétel: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0,6 mM MgCl; és 0,25 M
szacharoz, pH 7,4) jégfiirdében homogenizaltuk Ultra-Turrax® homogenizator segitségével.
(IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Breisgau, Németorszag) 2 x 30 masodpercig, majd
4 rétegli gézsziirén szuszpendaltuk, ezutan pedig 20 percig 4 °C-on 40000 g-vel
centrifugaltuk. A keletkezett pelleteket a Tris-EDTA pufferben szuszpendaltuk, a
fehérjetartalmat NanodropTM 2000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, USA) hataroztuk meg, és 10 mg/ml koncentraciora higitottuk mintanként.

A mintakat 900 pl végs6 térfogatu Tris-EGTA pufferben (pH 7,4) 15 percig 30 °C-on
eldinkubaltuk (6sszetétel: 50 mM Tris-HCI, 1 mM EGTA, 3 mM MgCl,, 100 mM NaCl),
amely 20 mbg/0,05 cm® [**S] GTPyS (0,05 nM) tartalmazott. Ezt kovetden a vizsgalt
hatéanyagokat kiilon-kiilon adagoltuk egyszeri vagy novekvé doézisban 20 percig. A teljes
kotést hatdoanyagok nélkiil mértiik. A nem specifikus kotddést 10 uM jeloletlen GTPyS
segitségével hataroztuk meg és kivontuk a teljes kotésbol. Az inkubécids 1d6 utan
vakuumsziiréssel (Whatman GF/B sziir6, Brandel M24R cell harvester) a kotott és szabad
[**S]GTPyS-t megmértiik. A sziirdket haromszor mostuk jéghideg pufferben (pH 7,4), a
szlirok radioaktivitasat Ultimagold™ MYV szcintillacids koktélban mértiik Packard Tricarb
2300TR (PerkinElmer, Inc., Illinois USA) folyadékszcintillacios szamlaloval. A kisérletben

harom parhuzamos mérést hasznaltunk, és a méréseket haromszor ismételtiikk meg.
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4.5. cAMP mérések
Az uteruszok cAMP szintjét cAMP Enzyme Immunoassay Kit (Cayman Chemical, USA)

segitségével mértiik. A patkanyok szévetmintait de Jongh pufferrel feltoltott szerviiirdében
inkubaltuk. A mintdkat az antagonistadkkal vagy azok nélkiil 10 percig inkubaltuk, és
esetenként tovabbi, a kontrakciot kivaltdo farmakonokat adtunk hozza. Ezutan hozzaadtuk a
vizsgalandé anyagokat 5 percig, az adenil-ciklaz aktivalé forskolinnal (10 M) tovabbi 10
percig inkubaltuk. Végiil a mintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és -70 °C-on
taroltuk a minta eldkészitéséhez. Az eldkészités soran a fagyasztott szoveteket lemértiik,
poritottuk, dsszekevertiik és homogenizaltuk 10-szeres térfogat 5%-os triklor-ecetsav (TCA)
vizes oldataval (0-4 °C), majd 1500 g-vel centrifugaltuk 15 percig. A feliiluszokat
Osszekevertiik 5-szoros térfogatu vizzel telitett éterrel, és 10 masodpercig raztuk, majd az
¢teres feliiluszot elvetettiik, és ezt a folyamatot haromszor megismételtiik. Végiil, miutan a
marad¢k étert melegitéssel elparologtattuk, a folyékony mintékat -70 °C-on taroltuk a cAMP
ELISA kitre valo felvitelig, melynél kovettik a gyartd utasitasait. Minden mintat 2

parhuzamosban mértiink. A cAMP mennyiségét nmol/mg szovetben fejeztiik ki.

4.6. Reverz transzkripcios PCR vizsgalatok

A reverz transzkripcios polimeraz lancreakcio (PCR) el6készitéseként az eltavolitott uterusz
mintakat RN Alater oldatba helyeztiik (Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag), majd
—75 °C-on taroltuk a teljes ribonukleinsav (RNS) kivonasaig. A teljes sejt RNS-t
guanidinium-tiocianat-sav-fenol-kloroformos extrakcioval izolaltuk [56]

Az RNS-t (0,5 mg) 70 °C-on 5 percig denaturdltuk RN&z inhibitort (Hybaid Corp.,
Middlesex, UK), deoxinukleozid- trifoszfatot (dNTP) (Sigma-Aldrich) és oligo-
deoxitimidint (dT) tartalmazé reakcidelegyben. Miutan az elegyet 48 °C-ra hiitottiik,
Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) reverz transzkriptazt, RNase H Minus-t
(Promega, Madison, WI, USA.) adtunk hozza, és az elegyet 37 °C-on 60 percig, majd 72
°C-on 10 percig inkubaltuk. A PCR-t 5 ml cDNS-sel, 25 ml ReadyMix REDTaq PCR
reakcidokeverékkel (Sigma-Aldrich) és 50 pM szensz €s antiszensz primerrel végeztiik a
vizsgalt receptorfehérjéknek megfelelden. Belsd kontrollként minden mintdban patkany
gliceraldehid-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) probat hasznaltunk.

A PCR-t PCR Sprint thermocycler-rel (Hybaid Corp.) végeztiik, az amplifikalt termék
mennyiségi  meghatarozasara  a->2P-deoxicitidin-trifoszfatot  (dCTP) adtunk a

reakcioelegyhez. A PCR-termékeket 1,8%-o0s agardz gélen elektroforézisnek vetettiik ala,
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majd vakuum szaritast kovetéen Phosphorlmager (Molecular Dynamics, Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK.) késziilékbe helyezziik. A mennyiségi analizist
ImageQuant szoftverrel (MolecularDynamics) végeztiik.

4.7. Real Time PCR vizsgalatok

A valods idejii kvantitativ polimeraz lancreakcio (RT-PCR) mérések elokészitéseként az
eltavolitott uterusz mintdkat RNAlater oldatba helyeztiik (Sigma-Aldrich Kft., Budapest,
Magyarorszag), majd —75 °C-on taroltuk a teljes RNS kivonasaig. A teljes sejt RNS-t
guanidinium-tiocianat/fenol/kloroform extrakcioval izolaltuk [56]. Izopropanollal torténd
kicsapas utan az RNS-t 75%-0s etanollal mostuk és dietil-pirokarbonatos vizben
reszuszpendaltuk. Az RNS tisztasagat 260/280 nm optikai siirliség mellett mértiik BioSpec
Nano késziilékkel (Shimadzu Co., Kyoto, Japan). Valamennyi minta abszorbciés hanyadosa
1,6-2,0 tartomanyban volt.

Kit és ABI StepOne Real-Time Cycler (mindketté Thermo Fisher Scientific, Budapest,
Magyarorszag) segitségével végeztilk. A RT-PCR amplifikéciok és a primerek az egyes
kisérletekben a kivanalmaknak megfeleléen kiilonb6zok voltak A gPCR vizsgalatok mintai
,,sablon nélkiili” kontrollt tartalmaztak. A specifikus PCR-termékek keletkezését olvadasi
gorbe analizissel igazoltuk. Endogén kontrollként B-actint hasznaltunk (Thermo, Fisher
Hungary). Minden mintat harom parhuzamosban futtattunk. A probak fluoreszcencia
intenzitasat a PCR ciklusszam fliggvényében abrazoltuk. A fluoreszcencia jel elsd jelentds

novekedését mutatd amplifikaciods ciklust kiiszobceiklusként hataroztuk meg.

4.8. Western blot analizis

A Western blot (WB) mérések el6készitéseként az uteruszokat Micro-Dismembrator
(Sartorius AG, Gottingen, Németorszag) segitségével homogenizaltuk, és RIPA lizis- és
extrakcios pufferben (Thermo Fisher Scientific, Budapest, Magyarorszag) protedz ¢&s
foszfataz inhibitor koktéllal 5000 x g-vel centrifugéltuk 15 percig 4 °C-on. A feliiliszo teljes
fehérjemennyiségét spektrofotometriaval hataroztuk meg (BioSpec Nano).

Zsebenként 25 pg fehérjét hasznaltunk az elektroforézishez 4-12%-0s NUPAGE Bis-Tris
gélen (XCell SureLock Mini-Cell Units-ban) (Thermo Fisher Scientific, Budapest,
Magyarorszag). A fehérjéket a gélrdl nitrocelluloz membranra vittiik at az iBlot Gel Transfer

System (Thermo Fisher Scientific, Budapest, Magyarorszag) segitségével. Az ellenanyag
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kotodést WesternBreeze Chromogenic immundetection kittel (Thermo Fisher Scientific,
Budapest, Magyarorszag) mutattuk ki. A blotokat 4 °C-on, razogépen inkubaltuk a
megfeleld antitestekkel a blokkolé pufferben. A masodlagos antitest oldat inkubalasa a
WesternBreeze® Chromogenic Immunodetection Kit protokollja alapjan tértént. A képek
EDAS290 képalkotd rendszerrel (Kodak Ltd. Budapest, Magyarorszag) késziiltek, az
immunreaktiv savok optikai stiriségét Kodak 1D Images elemzd szoftverrel hataroztuk meg.

Az optikai stiriségeket onkényes egységekben fejeztiik ki a hattér kivonasa utan.

4.9. Radioimmun mérések

4.9.1.Nociceptin mérések

A radioligandum kotési kisérletek soran az uterusz mintakat apritottuk és jéghideg pufferben
(0,05 M Tris-HCI, pH 7,4) homogenizaltuk teflon-iiveg homogenizatorral, majd négy réteg
gézen atsziirtilk. A homogenizatumot 40 000 g-vel 20 percig 4 °C-on centrifugaltuk (Sorvall
RC5C centrifuga, SS34 rotor, Kendro Lab. Asheville, NC, USA), majd a kapott pelletet friss
pufferben szuszpendaltuk és 30 percig 37 °C-on inkubaltuk. A centrifugélasi lépést
megismételtiik, és a végso pelletet 0,32 M szacharozt tartalmazo 0,05 M Tris-HCI pufferben
(pH 7.4) reszuszpendaltuk, és felhasznalasig —70 °C-on taroltuk. A fehérjekoncentraciot
Bradford modszerével hataroztuk meg [57].

A homolog kiszoritasi vizsgalathoz a reakcidelegy 100 ul membranpreparatumot (~ 0,3-0,4
mg fehérje/ml), 100 ul [*H]Nociceptin-NH.-t, vagy 100 pl jeldletlen ligandumot vagy 100
ul inkubacios puffert (0,05 M Tris-HCI, 0,01 M MgCly, 2,5% etanol, pH 7,42) tartalmazott.
Az inkubdacid végén a megkotott radioligandumot gyors sziiréssel Whatman GF/C sziir6kon
(Semat Technical Ltd, St. Albans UK) keresztiil Brandel M24R cell harvesterrel (Semat
Technical Ltd.) elvalasztottuk a maradék szabad radioligandumtol. A sziiréket 30 percig
polietilén-iminbe aztattuk (0,3%, pH 10), majd 3x10 ml jéghideg pufferrel (0,05 M Tris-
HCI, pH 7,42) mostuk. A széritott sziirék radioaktivitdsat UltimaGold™ F szcintillicios
koktélban Packard Tricarb 2300TR folyadékszcintillacios szamlaloval (mindketté Packard
Instrument Co., Meriden, CT, USA) hataroztuk meg. Valamennyi mérést legalabb

haromszor végeztiink el két parhuzamosban.

4.9.2.Nocistatin mérések
A nocistatin RIA vizsgalatok soran vér- és uterusz mintakat hasznaltunk. A vért K3-EDTA-

t tartalmazo vacutainerbe (OMKER, Budapest, Magyarorszag) vettiik, és protedzgatloként
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aprotinint (0,6 TIU/ml) adtunk hozzd. A plazmat centrifugélassal valasztottuk el 3000
fordulat/perc sebességgel 10 percig, és a mintakat —80° C-on a mérésekig lefagyasztottuk.
A plazma mintak 1000 pl-ét azonos térfogatu 1 térfogatszazalékos trifluor-ecetsavval (TFA)
kevertiik, majd 1600 g-vel 20 percig 4°C-on centrifugaltuk. A savanyitott mintakat C18 Sep-
Pack kazettakba (ABL&E JASCO Hungary Kft., Budapest, Magyarorszag) toltottiik, kétszer
mostuk TFA-val, majd 0,1% TFA-t tartalmaz6 60%-0s acetonitrilben elualtuk. A mintakat
centrifugaldssal fagyasztva széritottuk (SAVANT, Instruments, Inc., Farmingdale, NY,
USA). Az elkészitett eluatumot 21-Nocistatin RIA kittel (Phoenix Pharmaceuticals Inc.
Burlingame, CA, USA) mértiik. Az adatokat RIA-Mat 280 (Byk-Sangtec, Dietzenbach,
Németorszag) segitségével értékeltiik ki.

Az uterusz mintakat 1 M ecetsavval (250 mg/ml) kezeltiik, 95 °C-0s vizfiirdébe helyeztiik 5
percig, majd jéghideg vizfiirddben 10 percig hiitottiik, és Ultra Turrax T25 Janke&Kunkel
homogenizatorral (IKA Labortechnik, Staufen, Németorszag) homogenizaltuk 20000
fordulat/perc sebességgel 10 masodpercig. Ezutan a mintakat ultrahangosan homogenizaltuk
(Labsonic 2000, B. Braun, AG, Melsungen Németorszag) 10 masodpercig, majd 5 perces,
95° C-os vizfilirdot kovetden jéghideg vizfiirdében lehtitottiik, és 4°C-on 10 percig 12000 g-
vel Eppendorf centrifugaban (A. Hettich, Tuttlingen, Németorszag) Gjra centrifugaltuk. A

feliilaszok 1000 pl-ét a nocistatinos plazmamintaknal leirtak szerint kezeltiik.

4.9.3 B2-adrenerg receptor mérések
A B2-AR  radioligand-kotési  vizsgalatokat ~ vemhes  patkanyok  uteruszanak

membranpreparatumain végeztilk. A szoveteket feldaraboltuk és Tris pufferben Ultra-
Turrax T25 homogenizatorral (Janke&Kunkel, IKA-Labortechnik Gmbh, Straufen
Németorszag) homogenizéaltuk, majd centrifugaltuk (20000 x g, 10 perc, 4 °C). A
feliiloszokat 4 °C-on taroltuk, a pelleteket Gjra szuszpendaltuk és wjra centrifugaltuk.
Keverés utan a feliiluszokat centrifugaltuk (50 000 x g, 60 perc, 4 °C). A pelleteket Gjra
szuszpendaltuk ¢és -70 °C-on taroltuk.

A reakcidelegy 100 pl membranpreparatumot (~0,5 mg/ml fehérje), 100 pl tricialt 82-AR
szelektiv ligandumot ([*]ICI 118 551), és 100 ul nem jeldlt ligandumot (izoproterenol) vagy
100 pl inkubacios puffert tartalmazott. A fehérje koncentraciot Bradford-modszerrel
hataroztuk meg [57]. Az inkubacid végén (30 °C, 30 perc) a megkotott radioaktiv anyagot a
maradék szabad radioaktiv anyagtél Brandell cell harvester (SEMAT) gyorssziirovel,
Whatman GF/C sziirékon (SEMAT) keresztiil torténd sziiréssel valasztottuk el, majd 3 x 10
ml jéghideg pufferrel (Tris-HCI, pH 7,42) mostuk. A megkotott radioaktivitast HighSafe
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szcintillaciés koktélban hataroztuk meg Wallac 1409 folyadékszcintillacidés szamlaloban

(Wallac, Turku, Finnorszag).

4.10. Fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgalatok

Az uterusz mintakat fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk. A kétszeres vagy hdromszoros
jelolésti fluoreszcens immunhisztokémidhoz 5 um vastag kriometszeteket készitettiink.
TRIS -sooldattal (TBS) pufferelt 0,025% Triton X-100-ban (Sigma-Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) torténé mosast, valamint 1% szarvasmarha-szérumalbumint és 10% normal
kecskeszérumot (mindketté Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) tartalmaz6 TBS-ben
torténd blokkolast (2 ora, szobahdmérsékleten) kovetden a mintdkat egy éjszakan at
inkubaltuk az elsddleges antitestekkel 4 °C-on. TBS-ben torténé mosas utdn a mintakat
fluoreszcens masodlagos antitestekkel inkubaltuk szobahdmérsékleten. A negativ
kontrollokat az els6dleges antitestek kihagyasaval végeztilk, immunreaktivitist nem
tapasztaltunk. A metszeteket FluoroshieldTM DAPI rogzité kozeggel (Sigma-Aldrich,
Budapest, Magyarorszag), Axiocam 506 mono kameraval felszerelt Zeiss Imager Z.2
fluoreszcens mikroszkoppal (Carl Zeiss Technika Kft, Budapest, Magyarorszag)
megfigyeltiik és lefényképeztiik. Egy vizsgalaton belill az 0sszes receptort immunfestése
egyszerre tortént meg, de a jobb lathatosag €s értelmezhetség érdekében kiilon-kiilon

keriltek bemutatasra.

4.11. Plazma nemi hormon, adipokin és citokin mérések

A patkanyoktol gyijtott plazmamintakbol a nemi hormonok (17p-6sztradiol — E2, P4) az
adipokinek (kisspeptin, leptin, adiponectin) plazmaszintjét ELISA kit-ekkel hataroztuk meg
(kisspeptin: R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; leptin, adiponectin: Biomatik,
Kitchener, ON, Kanada; nemi hormonok: Cayman Chemical, Ann Arbor, M1, USA) a gyarto
ajanlasa szerint. Minden mintat 2 parhuzamosban mértiink

A plazmamintak citokin szintjeit digitalis immunoassay-vel hataroztuk meg Single Molecule
Arrays (Simoa) modszert alkalmazva, Planar Array Rat Cytokin Panel 1 (Quanterix Corp.,
Billerica, MA, USA) segitségével. A vizsgalatok soran 7 citokint mértiink: gamma-
interferon (IFNy), interleukin (IL)-1p, IL-2, IL-6, IL-10, keratinocita eredetii citokin (KC)
¢s TNFa. A Planar Panel mintahigitd puffert tartalmazott, és a vizsgéalatokat a gyartd
protokollja szerint végeztiikk. A panelt az SP-X Imaging and Analysis System (Quanterix

Corp.) rendszerrel elemeztiik. Minden mintat két parhuzamosban futtattunk.
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4.12. Zsirszoveti citokin mérés

A vembhes patkanyokbol nyert zsirszovet mintakban a gyulladasos citokinek, (TNFa, IL-18,
IL-6) meghatarozasahoz a viszceralis, szubkutan és barna zsirmintakat 10 térfogatnyi hideg
100 mM foszfatpufferben (pH 7,4) homogenizaltunk pengés homogenizatorral. A nyers
homogenizatumot ezutan 20000 x g-vel, 4 °C-on 10 percig centrifugaltuk, és a tiszta vizes
fazist hasznaltuk az ELISA mérésekhez (R&D Systems) a gyarté ajanlasa szerint. A szoveti
kivonatok fehérjetartalmat Bradford modszerrel mértiikk, és az ELISA eredmények
korrigalasara hasznaltuk [57]. Az Gsszes ELISA mérést Multiskan EX mikrolemezes

spektrofotométeren (ThermoFisher Scientific) végeztiik.

4.13. A teljes oxidans és antioxidans statusz mérése

A patkanyokbol kinyert uterusz és cervix szdveteket jéghideg sooldattal atoblitettiik, majd
szoveti homogenizatumokat készitettiink, amelyeket Tris-HCI pufferben, pH 7,4, 4 °C-on,
IKA Ultra-Turrax T-25 digitalis homogenizatorral (Janke & Kunkel, Staufen, Németorszag)
homogenizaltunk. A homogenizatumokat 5000 g-vel 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk. A
feliiluszot hasznaltuk meghatarozashoz [58].

A teljes oxidans statuszt (TOS) a kit segitségével mértiik (RelAssay Diagnostics, Gaziantep,
Torokorszag). A mintaban jelen 1évé oxidaloszerek a vasion-o-dianizidin komplexet
vasionna oxidaljak. Az oxidacios reakciot a reakciokozegben nagy mennyiségben jelen 1€vo
glicerin fokozza. A vasion savas kozegben narancs szinli komplexet ad. Az 530 nm-en
spektrofotometridsan mérhetd szinintenzitds aranyos a mintaban jelen 1évé oxidaloszer-
molekulak teljes mennyiségével. Az eredményeket pmol H202-egyenértékben/1-ben fejeztiik
ki [59].

A teljes antioxidans statuszt (TAS) szintén kit (Rel Assay Diagnostics) segitségével mértiik.
A mintaban 1évé antioxidansok a sotétkék-zold azino-bisz-etilbenzotiazolin-szulfonsav
(ABTS) gyokot szintelen ABTS formara redukaltak. A 660 nm-en mért abszorbancia
valtozas ardnyos a minta teljes antioxidans szintjével. A mérést standard stabil antioxidans
oldattal kalibraltuk Trolox-egyenértékben kifejezve [60]. Az oxidativ stressz indexet (OSI)
a TOS és a TAS aradnyaként hatdroztuk meg, értékét az OSI = TOS (pmol H20:-
egyenérték/1)/TAS (mmol Trolox-egyenérték/1) képlettel szamoltuk ki.
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4.14. COX aktivitas mérése
Az uterusz és cervix mintakat hideg Tris pufferrel (pH 7,4) perfundaltuk, majd folyékony

nitrogénben lefagyasztottuk és -80 °C-on taroltuk a vizsgalatig. A mérés napjan a mintakat
grammonként 5 ml hideg pufferben (0,1M Tris-HCI, pH 7,8, | mM EDTA) homogenizaltuk,
majd 4 °C-on 15 percig 10 000 g-vel centrifugaltuk, és a feliiluszot mértiik. A COX enzimek
aktivitasat COX Activity Assay Kit (Cayman Chemicals, Ann Arbor, M, Egyesiilt Allamok)
segitségével hataroztuk meg, mely a COX peroxidaz aktivitasat méri. A peroxidaz-aktivitast
kolorimetrias modszerrel vizsgaltuk az oxidalt N,N,N,N',N'-tetrametil-p-feniléndiamin 590

nm-en torténd mérésével.
4.15. In vivo Kkisérletek

Az in vivo kisérletek soran nemi hormon kezeléseket alkalmaztunk, korasziilés és obezitas

modelleket hasznaltunk, valamint uterusz kontraktilitasi méréseket végeztiink.

4.15.1. N6i nemi hormon kezelések

A vemhes allatok P4 kezelését a vemhesség 15. napjan kezdtiik el. A P4-et olivaolajban
oldottuk fel, és a 21. napig minden nap 0,5 mg/0,1 ml mennyiségben S.c. beadtuk. A 22.
napon az uterusz mintakat begyijtottik, és elvégeztik az in vitro kontraktilitasi és
molekularis farmakologiai vizsgalatokat.

A nem vemhes, nem-ovariektomizalt néstény patkanyok Osztrogénkezelését az allatok
Osztrusz fazisaban kezdtiik el. Az allatoknak 4 napon keresztiil naponta egyszer 5 pg/kg,
olivaolajban oldott E2-t adtunk s.c. injekcidoban. A kezelést megkezdését kovetd 5. napon az
allatok uteruszat eltavolitottuk tovabbi vizsgalatokra.

A vemhes allatok E2 kezelését a vemhesség 18. napjan kezdtilk meg. Az E2 olivaolajban
kertilt feloldasra és beadasra. Az allatoknak 4 napon keresztiil naponta egyszer 5 pg/kg E2-
t adtunk s.c. injekcioban. A 22. napon az uterusz mintakat begyijtottiik, és elvégeztiik az in

vitro kontraktilitasi és molekularis farmakologiai vizsgalatokat.

4.15.2 Korasziilés modellek

4.15.2.1. Hormonalisan indukalt korasziilés modell
A hormonalisan indukalt korasziilést a szakirodalomban mar leirt modszer szerint hajtottuk

végre [61]. Az allatokat az antigesztagén hatast mifeprisztonnal (3 mg/0,1 ml/allat) és a
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cervix érését eldsegité PGEz-vel (0,5 mg/allat) kezeltik a vemhesség 19. napjan. A
mifeprisztont olivaolajban szuszpendaltuk és S.C. injekcio formajaban adtuk be reggel 9
orakor. Délutan 4 d6rakor a patkédnyokat intravaginalisan PGE2-vel kezeltiik. Az ellés (vér
vagy az elsé magzat megjelenése az almozé anyaghban) idejét a mifepriszton beadasatol

szamitottuk és oraban fejeztiik ki.

4.15.2.2. Lipopoliszacharid indukalt korasziilés

A bakterialis lipopoliszacharid (LPS) beadasa a terhesség 16. napjan tortént. A patkanyokat
ketamin/xilazin  (45/5 mg/kg) intraperitonealis (i.p.) injekcid6 kombinacioval
érzéstelenitettiik, majd hasi kozépvonali bemetszést végeztiink, és feltartuk az uterusz
szarvakat. Kozvetlentil az uterusz lumenébe szarvanként 100 g/kg LPS-t fecskendeztiink a
magzatmembranok kozotti rést megcélozva [62]. A hasi bemetszést ezutan sebészeti
varratokkal zartuk, és az allatokat a narko6zisbol valo felébredésig temperaltuk. A vemhesség
21. napjan a gyulladasban 1évé uteruszokat vagy eltavolitottuk és elvégeztikk az in vitro
kontraktilitasi és molekuléris farmakologiai vizsgalatokat, vagy pedig in vivo vizsgalatokat

végeztlink.

4.15.3. In vivo uterusz kontraktilitasi vizsgalatok

4.15.3.1. Nyulasméré (strain gauge) mérések

A 22 napos vemhes patkanyok esetén izofluran narkozisban, laparotomiat kovetden egy
beiiltethetd nyulasméréd (SEN-04-FSG2; MDE GmbH, Walldorf, Németorszag) keriilt
felvarrasra a mechanikai 6sszehtizodasok kimutatasara a bal uterus szarv felszinére, az izom
hossztengelye mentén. A kontrakcids hullamokat online szoftveresen regisztraltuk (SPEL
Advanced ISOSYS Data Acquisition System (MDE) és a kontrakciokat a gorbék AUC

értéke alapjan jellemeztiik.

4.15.3.2. Simaizom elektromiografias mérések

A simaizom elektromiografia (SMEMG) soran izofluran narkozisban a hasbor kézépvonali
megnyitasat kovetéen egy bipolaris eziist-eziist-klorid korongelektréda part (SEN-15-2;
MDE GmbH, Walldorf, Németorszag) rogzitettiink s.c. a vemhes uterusz felett a hasfal
megnyitasa nélkiil. A két elektroda kozotti tavolsag 20 mm volt. A SMEMG jeleket
felerdsitettiik és szoftveresen rogzitettiikk. Minden analog jelet egy elsdrendii, Bessel-tipust

savsziirvel szirtiink 0-30 ciklus per perc (cpm) frekvenciaval, és 2 Hz-es mintavételi
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sebességgel alakitottuk 4t digitalis jelekké. A rogzitett jeleket gyors Fourier-
transzformacioval (FFT) elemeztiik. Az elektromos aktivitas frekvenciajat cpm-ben
jellemeztiik, az aktivitds nagysagat pedig a teljesitményspektrum-siiriség maximumaként
(PsDmax) irtuk le. Az 1-3 cpm kozétti frekvencia tartomanyban mért PsDmax értékek jol

korrelalnak az uterusz valds mechanikai kontrakcioival [63].

4.15.3.3. Ellési ido mérése COX-gatlok és tokoferol kezelés utan

A vembhes patkanyokat négy csoportra osztottuk. Az allatok egyszeri kezelést kaptak per os
gyomorszondan keresztiil 1 ml térfogatban a vemhesség 21. napjan 16:00 6rakor. A kontroll
csoport vizet, a masodik csoport 250 mg/kg tokoferolt [64], a harmadik csoport 5 mg/kg
rofecoxibot [65], mig a negyedik csoport 250 mg/kg tokoferolt+5 mg/kg rofecoxibot kapott.
A kezelést kovetden figyeltiik az ellés megindulasat és oraban fejeztiik ki a kezelések ota
eltelt id6hoz viszonyitva. A vér vagy az els6 magzat megjelenését az almozd anyagban az

ellés megindulasanak tekintettiik.

4.15.4. Vemhességi obezitas modell

4.15.4.1. Obez vembhes allatok létrehozasa, mintavételek

A him és ndstény patkanyokat paroztattuk, a vemhesiilés utan a ndstények megellettek. Az
utddokat 3 hetes korukban levalasztottuk és a ndstény utodokat 2 csoportra osztottuk. Az
egyik csoport 4 hetes koratol a kisérlet végéig (12 hetes korig, a vemhesség 22. napja) magas
zsir- és cukortartalmu diétan (HFHSD) (C1011, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG,
Lage, Németorszag), mig a masik csoport ugyanilyen id6eloszlasban standard diétan (SD)
(Altromin 1314) tartottuk, az ivoviz ad libitum allt rendelkezésre. Az allatok stlyat és a
taplalékfogyasztast hetente mértiik. A 9 hetes SD- és HFHSD néstény allatokat nemileg érett
himekkel paroztattuk. A HFHSD vemhesiilt allatokat obez vemhes allatoknak tekintettiik,
mig a kontroll csoport az SD vembhesiilt allatok voltak. A vemhesség alatt a patkanyok a
vemhesség el6tt meghatarozott étrendjiiket folytattak. A kisérlet végén, a vemhesség 22.
napjan az allatokat izofluran altatasban, kiséallat-altatogép (R550, RWD, Shenzhen, Kina)
segitségével tulaltattuk, a szerveket eltavolitottuk, és a szervek nedves sulyat analitikai
mérlegen (Kern ABJ-NM, Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern, Németorszag)
mértiik, illetve az uterusz és cervix esetében izolalt szervi kontraktilitasi vizsgalatokat
végeztiink. A vérmintakat szivpunkcioval vettiik. A plazma-mintakat a zsirszovetmintakkal

egylitt (viszceralis, barna, pink és gonadalis) -80 °C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokig.
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4.15.4.2. Gliikoz tolerancia teszt

A gliikoztolerancia-tesztet (GTT) a vemhes obezitas modell soran a 9 hetes allatokon
végeztiik, akik ekkor mar 6 hete SD vagy HFHSD alatt voltak és vemhesiilés el6tt alltak. A
méréseket Gjra elvégeztiik 12 hetes korukban a vembhesiilés utan, a gesztacids id6 végén (20.
vemhességi nap). A gliikozszinteket gliikozmérdvel (OneTouch® UltraMini®Milpitas, CA,
USA) mértiik. Az allatokat a GTT el6tt 16 oran at éheztettiik. Az éhezési glikkozszinteket
elészor reggel 8 orakor mértiik, majd minden patkany i.p. 25%-0s, 2 mg/kg gliikozoldatot
kapott. A vér gliikozszintjét 15, 30, 45, 60, 90 és 120 perccel az injekcid beadasa utan
hataroztuk meg. A GTT-ben az egyes mintavételi idépontokban mért gliikozszinteket és a
plazma gliikdz koncentracio-id6 gorbe AUC értékeit hasonlitottuk 6ssze az SD és a HFHSD
csoportok kozott.

4.16. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést minden esetben Prism 5.01 szoftver (GraphPad Software, San Diego,
CA, RRID:SCR 002798) segitségével végeztik. Azokban az esetekben, amikor a
vizsgalatban csak 2 kisérleti csoport vett részt, az analizist parositatlan t-probaval végeztiik,
mig a kettonél tobb csoportot magaba foglald vizsgalatoknal egyszempontos
varianciaanalizist (ANOVA) végeztiink Tukey post hoc tesztet alkalmazva. A szignifikancia
szint kiiszobértékének a nemzetkozileg elfogadott 5%-ot allitottuk be, igy szignifikansnak

fogadtuk el az analizis eredményét, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.
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014-AR/GAPDH mRNS

5. Eredmények

5.1. a-adrenerg hatasok vizsgalata patkany uteruszon

A vizsgalatok sordn az a- adrenerg altipus szelektiv vegyliletek uterusz kontrakciora
gyakorolt hatasait mértik vemhes allatokon, illetve megmértik az egyes altipusok

expressziojat az uterusz szovetben.

5.1.1. a1-AR altipus szelektiv hatasok vizsgalata

Az a1-AR harom altipusa ismert: az a.ia-, aig-, €s atip-AR [66]. Reverz transzkripcidés PCR
technikaval megmértiik a harom a1-AR altipus expressziojat 18., 20. és 22. napos vemhes
patkany uteruszban, majd izolalt szervfiirdében az altipus szelektiv gatlé farmakonok EFS
altal kivaltott kontrakcid gatld hatasat is vizsgaltuk [67].

Az a1-AR altipusok koziil az auia- és auip-AR-okat tudtuk azonositani, melyek koziil az a.ia-
AR MRNS expresszidja a vemhesség eldrehaladtaval fokozatos novekedést mutatott, mig az
a1p-AR MRNS expresszid a gesztacios idészak utolsé napjara csokkent (1. abra). Az a.ig-

AR nem volt kimutathatd, igy a tovabbiakban ennek a receptornak a vizsgalatit nem

folytattuk.
a b
300+, 18vs20 *
20vs 22 ** ek
18vs 22 ) 18vs 20 *
é 18vs 22 ***
o 2004 %% oon] 20vs 22
b= IS
s Qs
3 i
‘5 100 O 2 1004
= &g
g 48
5 4
o g ol
vemhességi napok vemhességi napok
S
——— ., o U
S 5ss b GarDH — — —

585 bp GAPDH

1. dbra. A patkany uterusz (2) aia- és (b) aup-AR mRNS expresszidjanak valtozasa a késéi vemhességben
(n=6). Az aug-receptorok expresszidja nem volt kimutathat6. A reverz transzkripciés PCR soran az oia-AR
amplifikalasdhoz hasznalt szekvenciak: 50-GTA GCC AAG AGA AGA GAA AGC CG-30 (forward primer)
¢s 5’-CAA CCC ACC ACG ATG CCC AG-3’ (reverse primer); a PCR termék 212 bazispar (bp) volt. Az ous
-AR esetén 5°-GCT CTT CTA CAT CCC CCC GCT CG-3’ (forward primer), 5’-AGG GGA GAG CCA ACA
CAT AAG ATG A-3’ (reverz) primer, 300 bp PCR-termék; aip-AR esetén pedig 5°-CGT GTG CTC CTT
CTA CTA CCT ACC-3’ (forward primer) és 5’-GCA CAG GAC GAA GAC ACC CAC-3’ (reverz primer),
375 bp PCR termék. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

30



gaspar.robert 93 23

MTA Doktori Ertekezés 2023 Gaspar Robert

Az izolalt szervi uterusz kontrakciokat az oua-AR altipus szelektiv antagonista 5-
metilurapidil (5-MU) a vemhesség el6rehaladtaval egyre csokkend ECso értékkel gatolta,
mig az auip-AR szelektiv antagonista BMY 7378 ECso értéke a vemhesség végére jelentdsen

megnott. (2. abra).

a
100 -
-wa=. 18 nap 9.0x10-%
s —=— 20. nap 18 vs 20 **
< 754 . = 7.0x10%] 18 vs 22 ***
2 - 2 20vs 22+
5 2  soxioe
o 504 o
2 w
Z 3.0%10-% [
£ 254
. 1 77
0 , } - , , 18 20 7]
T 1 T 1]
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5-MU koncentr:icio (M)
b
100—
- 4.0%100%_ 18vs 20 ns
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z —+— 20.nap 20vs22 ™
S 751 3.0%10
@ =" 22.nap .0%10-% ] 7
2 —_
S £
o 504 B 20010 /
= 3]
= w [
S 254 1.0x10® |
<
M - j _%
0 : =" } | T8 70 55
107 10 105 10+
BMY?7378 koncentricié (M) vemhességi napok

2. abra. Az (a) aua-AR antagonista 5-MU és az (b) aup-AR antagonista BMY 7378 gatlo hatasa és ECso
értékei az EFS kivaltott osszehuzédasokra a késoi vemhességben izolalt patkany uteruszon (n=8). A

mérések izolalt szervfiirddben torténtek. ns: nem szignifikans; **p<0,01; ***p<0,001.

5.1.2. a1a-AR gatlé hatasok szerotonerg komponensének vizsgalata

Az el6z0 vizsgalat alapjan a vemhes patkany uterus kontraktilitdsaban az oui-AR-ok koziil
az a1a-AR jatssza a legjelentdsebb szerepet. Ismert, hogy az aia-AR funkcionalis
kapcsolatban allhat a szerotonin receptor (5-HTR) altipusok koziil az 5-HT1a-R-ral [68],
valamint az o.1a-AR blokkolék 5-HTR hatasokkal is birhatnak [69]. Igy kisérletek végeztiink
a két receptor altipus uterusz kontrakciokban betdltétt szerepének egyideji vizsgalatara [70].

Els6ként reverz transzkripcids PCR méréssel vizsgaltuk az aia-AR és az 5-HT1a-R MRNS
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expressziot, mely soran

kimutatni (3. abra).
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a 22 napos vemhes uteruszbol mindkét receptor altipust sikeriilt

mRNS optikai denzitas

3. dbra. A patkany uterusz aia- AR és 5-HT1a -R mRNS expresszioja 22. napos vemhes uteruszban (n=6).
A reverz transzkripcids PCR soran az aia-AR és a GAPDH amplifikalasahoz hasznalt szekvenciakat és PCR
terméket 1d. 1. dbra, az 5-HT1a -AR amplifikalasdhoz hasznalt szekvencidk: 5’-CCA AAG AGC ACC TTC
CTC TG-3’ (forward primer) és 5’-TAC CAC CAC CAT CAT CAT CA-3’ (reverse primer); a PCR termék

350 bp volt.

Az 5-HT indukalt koncentracio-hatas gorbét a szeletiv aia-AR gatlo 5-MU jobbra tolta,

mely nagyobb koncentraciéban (10°M) jelentésebb jobbra tolodast eredményezett, mint a

kisebb koncentracioban (107M). A nagyobb 5-MU koncentraciénil az 5-HT maximélis

hatasa (Emax) is csokkent (4. abra).

5004

400

300+

2004

1004

0

kontroll

+5-MU (107 M)

+5-MU (10 M)

-10 -9

-8

-7

5-HT koncentracio (M)
4. abra. Az 5-HT koncentracié-hatas gorbéjének valtozasa 5-MU (107 és 10® M) jelenlétében 22. napos
vemhes uteruszon (n=7). A mérések izolalt szervfiirdében torténtek. (a) Az 5-MU az 5-HT koncentracié-hatas
gorbéjét dozis fliggben jobbra tolta. (b) A jobbratolodas mértéke mindkét koncentracio esetén szignifikans volt.

viszonyitva (5-HT).
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Az 5-MU koncentracio fiiggden gatolta az EFS kivaltotta kontrakcidkat 22 napos vemhes
uteruszon. Az 5-HT1a-R szelektiv antagonista WAY 100135 jelenlétében az 5-MU relaxalo
hatasa er6sodott, ami azt sejteti, hogy az 5-MU 5-HT1a-R izgat6 hatéssal bir, ami 5-HT

antagonista nélkiil csokkenti relaxald hatékonysagat (5. abra)

a b
100-
— ECSO (B’I) Ema.‘: (%)
S 754 kentroll 5 MU 2,909 x 105 76.5+6.49
P WAY100135(107M)  5-MU+WAYI00135 (107M)  3,720,9 x 10 78.24+11,5
\E} 5-MU+ WAY100135 (5x107 M) 3.8+0,9 x 106 80.6+5,4 *
) 504 + WAY100135 (5107 M)
]
s
T 254
2
0 T ! T Ll T 1
-8 7 -6 5 -4 -3

5-MU koncentracio (M)

5. abra. Az 5-MU koncentracié-hatas gorbéjének valtozasa az 5-HT1a-R antagonista WAY 100135 (107
és 5x107 M) jelenlétében 22. napos vemhes uteruszon (n=8). A mérések izolalt szervfiirdében torténtek, a
kontrakciokat EFS segitségével valtottuk ki (ingerlési paraméterek: jelszélesség 150 ms, periddus id6 23,75 s,
ingerl6 fesziiltség 40 V). (a) A WAY100135 nagyobb koncentracidja csokkentette 5-MU gatlo hatasat. (b) Az
Emax csokkenés mértéke szignifikans volt. *p<0,05, az 5-MU-hoz (kontroll) viszonyitva.

5.1.3. az2-AR altipus szelektiv hatasok vizsgalata

Az a2-AR harom altipusa ismert: aza-, as-, és a2c-AR [66]. Reverz transzkripciés PCR
technikaval oz-AR altipusok mMRNS expresszigjat, mig Western blot technikaval a fehérje
expressziojat mértiik 22. napos vemhes patkdny uteruszban. 1zolalt szervfiirddben az o2-AR
altipus szelektiv hatdanyagok noradrenalin (NA) altal kivaltott uterusz kontrakciot modosito
hatéasat vizsgaltuk, valamint hormonalis korasziilés modellbdl szarmazo uterusz mintakon is
teszteltiik az altipus szelektiv farmakonok hatdsat. A farmakonok okozta szoveti cAMP
valtozasokat is mértiik az uterusz mintakban, mivel az o2-AR masodlagos hirvivéje a cAMP
[71], melynek magas szoveti szintje a simaizom relaxacidjat eredményezi [72]. A NA
kontrakcidkat doxazosin (107 M) és propranolol (10° M) jelenlétében valtottuk ki annak
érdekében, hogy az ai- és B-AR-on keresztiili hatdsokat blokkoljuk, igy a NA kontrakciok
csak az ar-receptorokon keresztiil kozvetitddtek. [73].

Mindharom o-AR altipus mRNS-¢ét és fehérjéjét kimutattuk a 22. napos vemhes uteruszban,

a legnagyobb mennyiségben az a2s-AR expresszalodott (6. abra).
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6. dbra. 22. napos vemhes patkany uterusz oza-, 02s és c2c-AR mRNS és fehérje expresszidja (n=6). (a)
A reverz transzkripcios PCR sordn a o2-AR altipusok sense és antisense primereinek GeneBank kodjai:
NM_012739 (cza-AR); AF366899 (ci28-AR); NM 138506 (cizc-AR); GAPDH 1d. 1. dbra. (b) A Western blot
vizsgélat soran owa-,0i28-, €s o2c-AR, valamint B-actin poliklonalis antitesteket alkalmaztunk (Santa Cruz
Biotechnology, California, USA). Mind az mRNS, mind pedig a fehérje mérések soran az o2s-AR
dominancigja figyelhet6 meg. ns: nem szignifikans; *p<0,05; ***p<0,001 az aa-AR-hez viszonyitva

GAPDH
585 bp

A kisérletek soran a NA altal kivaltott a2-AR hatasokat altipus szelektiv gatloszerekkel
befolyasoltuk: BRL44408 (o2a), ARC239 (0w és axc), és spiroxatrine (azc). Mindharom
hatéanyagot 107 M koncentracioban alkalmaztuk az in vitro vizsgilatok soran. A szoveti
cAMP mérések soran azt talaltuk, hogy az aza-, aac-, valamint a két receptor egyiittes gatlasa
(BRL44408 és spiroxatrine kombinacioval) csokkenti a 22. napos vemhes uteruszban
keletkez6 cAMP mennyiségét, mig az ows- €s aac-AR egyiittes gatlasa (ARC239) jelentds

szoveti cCAMP szint emelkedést eredményez (7. abra).
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7. dbra. Altipusszelektiv a2-AR antagonistak hatasa a NA (3x10° M) 4ltal stimulalt cAMP-szintre 22.
napos vemhes patkany uteruszban (n=6). A mérések propranolol és doxazosin jelenlétében torténtek.
Jelentds cAMP emelkedés mérhet, ha a NA csak az aza-receptorokon keresztiil fejti ki hatasat (ARC oszlop),
a tobbi receptor gatlasaval csokken a szoveti cAMP mennyiség; *p<0,05; ***p<0,001 a kontrollhoz
viszonyitva. BRL: BRL44408; ARC: ARC239; spir.: spiroxatrine

Az altipusszelektiv az-AR gatlok NA altal kivaltott uterusz kontrakcidkat befolyasolo
hatasat is vizsgaltuk a szervfiirdében in vitro (8. abra). A BRL44408, a spiroxatrine és a
BRL44408-spiroxatrine kombinacio jelenlétében a NA kivaltott kontrakciok fokozodtak (8.
abra a,c,d), mig az ARC239 jelenlétben jelentésen csokkentek (8. abra b). Mindez
megerdsiti a cAMP mérések eredményét és ezek alapjan feltételezziik, hogy az o»-AR
altipusok koziil az a2B-AR aktivacioja lehet felelds a vemhes uterusz kontrakciokért, mig a
masik két altipus stimuldcioja relaxaciot eredményez. Az ARC298 hatékonysagat
hormonalis korasziilés modellbdl szarmazo6 uterusz mintakon is teszteltiik, a szoveteket gy
nyertiik, hogy a metodikai részben leirt (ld. 4.13.2.1. fejezet) modon elvégeztik a
kezeléseket, de a kezelés masnapjan reggel 9 orakor az allatokat felaldoztuk és nem
engedtiik, hogy az ellési folyamat beinduljon. Igy hiperkontraktilis uterusz szoveteket
nyertiink, melyeken a NA nem volt képes olyan mértékii kontrakcié fokozasra, mint a normal
vemhességbdl szarmazo szoveteken, ugyanakkor az ARC298 ebben az esetben is jelent6s
gatldo hatast tudott kifejteni (8. abra e) Mindez megerdsiti az a2s-AR gatlasanak

jelentdségét, mint lehetséges tokolitikus hatdsmechanizmust.
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8. dbra. Altipusszelektiv a2-AR antagonistak hatasa a NA altal kontrakciokra 22. napos vemhes patkany
uteruszon in vitro (n=8). A mérések propranolol és doxazosin jelenlétében torténtek. A kontroll (NA)
koncentracio-hatas gorbék szaggatott, mig az altipus szelektiv antagonistik jelenlétében kapott gorbék

folyamatos vonallal vannak jel6lve. (a) A kontrakciok kismértékben névekednek, ha a NA az azs- és azc -AR-

okon egyszerre fejti ki hatasat (BRL44408 jelenlétében), mig nagymértékii kontrakcio fokozodas észlelhetd,
ha (c) a NA az aza- és s -AR-0kon (spiroxatrine jelenlétében), vagy pedig (d) az azs- AR-on fejti ki hatasat
(BRL44408+spiroxatrine jelenlétben). (b) Jelentds relaxacido mérhetd, ha a NA csak az ooa-AR-on keresztiil
fejti ki hatasat (ARC239 jelenlétében). (e) A hormonalis korasziilés modellb6l szarmazé uteruszon a NA
kontrakciofokozo hatasa kisebb, ugyanakkor az ARC239 gatlo hatasa ebben az esetben is jelentds. *p<0,05;
**p<0,01 a kontroll gérbe azonos koncentraciohoz tartozo értékéhez viszonyitva.
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5.2. Adrenerg hatasok vizsgalata patkany cervixen

A sziilés beindulasahoz nem csupan a miometrium kontrakcidkra van sziikség, hanem arra
is, hogy a cervix megérjen, felpuhuljon és igy a magzat at tudjon jutni a méhszajon keresztiil
a sziilécsatornaba, elinditva kitolasi szakaszt [74]. Eppen ezért az adrenerg tokolitikus
lehet6ségek keresése soran meg kellett vizsgalni azok cervikalis hatasait is. A Cervix
adrenerg farmakologiai valaszkészsége jorészt feltaratlan volt, ezért mind a B2-AR, mind

pedig az oui- és a2-AR altipusok cervix rezisztenciara gyakorolt hatasait is megmértiik.

5.2.1. A cervikalis B2-AR hatasok vizsgalata

Megvizsgaltuk, hogy nem vembhes, illetve kiilonbdzd vemhességi idejii patkanyokbol
szarmaz0 cervixekben hogyan véltozik a 32-AR-ok mRNS és fehérje expresszidja. Ezek utan
megmértiik a f2-AR agonista terbutalin hatasat a cervix rezisztenciara izolalt szervfiirddben,
majd pedig vizsgaltuk a B2-AR izgatas kovetkeztében 1étrejovO G-protein aktivalodast a nem
vembhes és kiilonboz6 vemhességi idejii cervixeken [75].

Reverz transzkripcidés PCR vizsgélattal kimutattuk, hogy a nem vemhes cervixhez képest a
vemhesség 18. napjan egy jelentds emelkedés mérheté a P2-AR mRNS szoveti
mennyiségében, ugyanakkor a vemhesség tovabbi napjain valtozas nem tortént (9. abra a).
A WB vizsgalatokban a PCR mérésekkel teljesen megegyez6 valtozasokat mértiink a 32-AR

fehérje expresszidjaban (9. abra b).
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9. dbra. Nem vemhes és késoi vemhes patkany cervixek Bz-AR mRNS és fehérje expresszioja (n=6). (a) A
reverz transzkripcidos PCR soran a B2-AR amplifikalasahoz hasznalt szekvenciak: 5°- TCT TCG AAA ACC
TAT GGG AAC GGC-3’ (forward primer) és 5°-GGA TGT GCC CCT TCT GCA AAA TCT-3’ (reverse
primer); a PCR termék 372 bp volt; a GAPDH szekvenciakat 1d. 1. abra. (b) A Western blot vizsgélat soran -
AR, valamint B-actin poliklonalis antitesteket alkalmaztunk (Santa Cruz Biotechnology, California, USA).
Mind az mRNS, mind pedig a fehérje mérések soran az B2-AR 18. napi fokozott expresszidja figyelheté meg,
mely tovabb nem valtozott a vemhesség végéig. ns: nem szignifikans; *p<0,05; ***p<0,001, a nem vemhes
értékéhez viszonyitva
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A terbutalin a nem vemhes, illetve a 18. és 20. napos vemhes cervixeken nem befolyasolta
a rezisztenciat. A 21. és 22. vemhességi napokon, amikor patkanyban a cervix rezisztencia
értéke az érési folyamatoknak koszonhetéen csokken, a terbutalin jelentés mértékben

fokozta az értékét (10. abra).

kontroll
- terbutalin 10°°M

1.00
0.954
0.904
0.85
0.80
0.754-F
0.70

00
o

nem vemhes

vemhességi napok

10. dbra. A B2-AR agonista terbutalin cervix rezisztenciat befolyasolé hatiasa nem vemhes és késdi vemhes
cervixeken in vitro (n=6). A cervix rezisztencia a vemhesség elérehaladtaval folyamatosan csékkent, a 21. és
22. nap kozott nem volt szignifikans kiilénbség (mintazott oszlopok). A terbutalin (106 M) a vemhesség végén
jelentés mértékben fokozta a cervix rezisztenciat (fekete oszlopok). ns: nem szignifikans; ***p<0,001, a
kontroll (terbutalinnal nem kezelt) cervix rezisztencia értékhez viszonyitva.

Megmértiik nem vemhes és kés6i vemhes cervix szoveteken, hogy a terbutalin emelkedd
konccentracioi (107°-10° M) hogyan befolyasoljak a G-protein aktivaciot. Az alkalmazott
[*®*S]GTPyS modszerrel elsésorban a Gs-fehérjék aktivalodasat lehet detektalni, melyek
felelések a cAMP aktivalodasért. A terbutalin a nem vemhes cervixen semmilyen G-protein
aktivalédast nem tudott kivaltani, mig a késdi vemhes cervixeken a vemhesség
elorehaladtaval csokkené G-protein aktivacio volt mérhetd (11. abra). Ez azt jelenti, hogy a

terbutalin csokkenti a cAMP keletkezését és ezaltal noveli a cervikalis simaizom tonusat,

ami megmagyarazza a cervix rezisztencia néveld képességét.
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22. 7,1+0,9x 1010 86,7 + 1,1 (*)
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11. abra. A B2-AR agonista terbutalin Gs-protein aktivalé hatasa nem vemhes és késdi vemhes cervixeken
in vitro (n=6). A terbutalin a vemhesség elérehaladtaval egyre kisebb G-protein aktivalodast eredményezett,
a 21. és 22. napon szignifikans valtozast okozva (ld. tablazatos rész, sarga oszlop). Mindez feltehetden kisebb
cervikalis cAMP termelddéssel jar, ami fokozza a cervix simaizomzatanak ténusat. ns: nem szignifikans;
*p<0,05; ***p<0,001, a 18. napi értékekhez viszonyitva.

5.2.2. A cervikalis a1-AR hatasok vizsgalata

A tovabbiakban az a1-AR altipusok szerepét vizsgéltuk a cervix rezisztencia fenntartasaban
nem vemhes €s késo1 vemhes szoveteken. A cervikalis ai-AR altipusok esetén is eldszor
reverz transzkripcios PCR és WB technikakkal azonositottuk az egyes altipusokat, majd
altipus szelektiv antagonistak (inverz agonistak) jelenlétében megvizsgaltuk, hogy az egyes
altipusok gatlasa hogyan moddositja cervix rezisztenciat, végiil pedig mértiikk a G-protein
aktivalodasban bekovetkez6 valtozasokat [76].

Mindhéarom oi-AR altipus mRNS kimutathat6 volt mind a nem vemhes, mind pedig a kés6i
vemhes cervix szovetekbdl, habar a nem vemhes esetben az ouig-AR MRNS expresszioja alig
volt detektalhat6. Valamennyi altipus mRNS expresszidja jelentésen megemelkedett a 18.

vemhességi napon, utana azonban tovabbi valtozas nem tortént (12. abra).
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12. dbra. Nem vemhes és késoi vemhes patkany cervixek o1-AR altipusainak mRNS expressziéja (n=6).
A reverz transzkripcios PCR soran az o -AR altipusok amplifikalasahoz hasznalt szekvencidkat 1d. 1. abra.
Minden mintaban patkany f-actin probat hasznaltunk belsé kontrollként (Genebank kod: NM031144) [77].
Mindharom receptor altipus mRNS szignifikansan megemelkedett a 18. vemhességi napon, mely expresszio
megmaradt a vemhesség végéig. ***p<0,001, az adott altipus nem vemhes mRNS expresszidjahoz viszonyitva.

A WB mérések soran hasonlé eredményeket kaptunk. A nem vemhes cervixben az a.is-AR
fehérje egyaltalan nem volt kimutathat6, a 18. vemhességi naptdl azonban mindharom
altipus expresszidja jelentGs volt, habar az emelkedés mértéke az auia-és auip-AR fehérjék
esetében elmaradt ardnyaiban az mRNS esetében tapasztaltol. A megndvekedett fehérje

expresszio mindharom altipus esetében megmaradt a vemhesség végéig (13. abra).
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13. dbra. Nem vemhes és késdi vemhes patkany cervixek ai-AR altipusainak fehérje expressziéja (n=6).
A WB soran au-AR altipus és B-actin poliklonalis antitesteket alkalmaztunk (Santa Cruz Biotechnology,
California, USA). Mindharom receptor altipus szignifikansan megemelkedett a 18. vemhességi napon, mely

megemelkedett expresszido megmaradt a vemhesség végéig. *p<0,05; ***p<0,001 az adott altipus nem vemhes
fehérje expresszidjahoz viszonyitva.

A szervflirdében elvégzett cervix rezisztencia vizsgalat soran az ais-AR altipus szelektiv
AHI11110A és az aip-AR altipus szelektiv BMY7378 semmilyen hatast nem fejtett ki. Az
a1a-AR altipus szelektiv WB4101 nem vemhes, valamint a 18. napos vemhes cervix esetén
szintén hatastalan volt, ugyanakkor a vemhesség 20., 21. és 22. napjan jelentdsen novelte a

rezisztenciat, a legkifejezettebb hatast vemhesség utols6 napjan fejtette ki (14. abra).
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14. abra. A a1-AR altipus szelektiv vegyiiletek cervix rezisztenciat befolyasolé hatisa nem vemhes és
kés6i vemhes cervixeken in vitro (n=6). Az AH11110A (fugg6leges csikos oszlopok) és a BMY7378
(vizszintes csikos oszlopok) nem fejtett ki hatast, mig az a.ia-AR szelektiv WB4101 (10% M) (fehér oszlopok)
a vemhesség 20. napjatol jelentds mértékben fokozta a cervix rezisztenciat. ns: nem szignifikans; *p<0,05;
***n<0,001 az adott nap kontroll értékéhez (fekete oszlop) viszonyitva.
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Mivel az oug- és aip-AR altipusokon keresztiil nem sikeriil befolyasolni a cervix
rezisztenciat, igy a G-protein aktivald képességet csak az aia-AR altipuson keresztiil
vizsgaltuk meg az inverz agonista WB4101 jelenlétében. A WB4101 a nem vemhes és 18.
napos vemhes cervixeken nem tudta aktivalni a G-proteineket, mig a 20. napt6l kezdve egyre
nagyobb G-protein aktivaciot ért el (15. abra a). Megmértiik a 22. napos vemhes cervixen
az oui-AR agonista fenilefrin G-protein aktivalo képességét, valamint azt, hogy a Gi-protein
inhibitor pertussis toxin (PTX) jelenlétében hogyan valtozik a WB4101 hatasa. A fenilefrin
hatastalan volt, mig a PTX teljes mértékben megsziintette a WB4101 G-protein aktivalo
hatasat (15. abra b). Ezek alapjan feltételezziik, hogy a WB4101 hatasai - legalabbis részben
— Osszefliggésben allnak a PTX-érzékeny G-fehérjékkel, feltehetéen a Gi-proteinekkel, bar
a Gg11-fehérjék sem zarhato ki [78].
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e WB 4101 + PTX
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Vemhességi WB 4101 WB 4101 fenilefrin WB
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18. 105,0 £ 0,6 (ns) SE?\/I SE?\/I sE?w
20. 108,4+ 0,5 (%) (%) (%) (%)
21. 113.2+£0,5 (***) 22. 117,7 + 93,5 + 96,6 =
22. 117,5+ 0,7 (**%) 1.2 2,2%% 1,6%*

15. dbra. A aua-AR antagonista WB4101 G-protein aktivalo hatasa nem vemhes és késéi vemhes
cervixeken in vitro (n=6). (a) Az inverz agonista vegyiilet a vemhesség 20. napjatol fokozta a G-protein
aktivacio maximumat (ld. tablazatos rész). (b) A fenilefrin nem tudta befolyasolni a G-protein aktivaciot,
ugyanakkor a Gi-fehérje gatlo PTX (500 ng/ml) kivédte a WB4101 G-protein aktivalo hatasat (I1d. tablazatos
rész), ami azt feltételezi, hogy vegyiilet elsdsorban a Gi-protein aktivacidjaval csokkenti a cAMP szintet a
cervixben. ns: nem szignifikans; *p<0,05; ***p<0,001, a nem vemhes (a), illetve a WB4101 (b) értékéhez
viszonyitva.
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5.2.3. A cervikalis a2-AR hatasok vizsgalata

Az a1-AR altipusokhoz hasonldéan megvizsgaltuk az az-AR altipusok szerepét is a cervix
rezisztencia fenntartasaban. Ebben az esetben a nem vemhes cervixet nem vizsgaltuk, mivel
a korabbi tapasztalatok alapjan annak olyan nagy a rezisztenciaja, hogy azt az adrenerg
receptorokon keresztiil nagy valdszintiséggel nem lehet befolyasolni. Igy az o2-AR-0k
esetén kisérleteink csak a kés6i vemhes cervixekre (18-22. vemhességi nap) fokuszaltak. A
cervikalis o2-AR altipusokat reverz transzkripciés PCR és WB technikakkal azonositottuk,
majd altipus szelektiv antagonistak hatasat mértiikk NA jelenlétében a cervix rezisztenciara,
végil pedig megvizsgaltuk a cervix szdvetben végbemend, CAMP termelddésben
bekovetkez6 valtozasokat [79].

Mindharom a2-AR altipus mRNS kimutathato volt a késéi vemhes cervix szovetekben ¢€s
valamennyi altipus esetében a 21. napon mértiik a legmagasabb mRNS expressziot. A 22.
napra valamennyi altipus expresszidja csokkent, melyek koziil az aizc-AR csdkkenése volt a

legnagyobb mértékii (16. abra)
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16. dbra. Késoi vemhes patkany cervixek oz-AR altipusainak mRNS expresszioja (n=6). A reverz
transzkripcios PCR soran az a2 -AR altipusok amplifikalasahoz hasznalt primereket Id. 6. abra, $-actin esetén
Id. 12. 4bra. Mindharom receptor altipus mRNS expresszioja 21. vemhességi napon volt a legmagasabb,
ugyanakkor a 22. napra minden esetben egy kisebb mértékii csokkenés volt tapasztalhato. ns: nem szignifikans,
*p<0,05; **p<0,01;, ***p<0,001, az adott altipus 18. vemhességi napon mért mRNS expresszidjahoz
viszonyitva.

A WB vizsgalatokban a PCR mérésekhez hasonld eredményeket kaptunk abban a
tekintetben, hogy a legmagasabb fehérje expressziét mindhdrom altipus esetén a 21.
vemhességi napon mértiik, ugyanakkor a 20. vemhességi napon egyik esetben sem volt
szignifikans az expresszi6 emelkedése a 18. naphoz képest, illetve a legintenzivebb

csokkenést az o2B-AR 22. napi expresszioja esetén tapasztaltuk (17. abra).
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17. dbra. Kés6i vemhes patkany cervixek az-AR altipusainak fehérje expresszioja (n=6). A WB soran o.2-
AR altipus és B-actin poliklonalis antitesteket alkalmaztunk (Santa Cruz Biotechnology, California, USA).
Mindhérom receptor altipus fehérje expresszidja szignifikdnsan megemelkedett a 21. vemhességi napra,
azonban a vemhesség utolso napjara (22.) mindharom altipus expresszidja csokkent, az a2s-AR esetén az
expresszido mértéke kisebb volt, mint a 18. napon. ns: nem szignifikans, *p<0,05; ***p<0,001, az adott altipus
18. vemhességi napon mért fehérje expresszidjahoz viszonyitva.

A cervix rezisztencia mérések soran 18., 20., 21. és 22. napos vembhes cervixeken vizsgaltuk
a NA (10° M) hatasat altipus szelektiv antagonistak jelenlétében (18. 4bra). A 18. napon a
NA novelte a cervix rezisztenciat, hatasa csak az os/c-AR antagonista ARC239 jelenlétében
maradt meg, igy a cervix rezisztenciat az axa-AR-on keresztiil fokozta (18. abra a). A 20.
napon a NA csokkentette a cervix rezisztenciat, melyet szintén csak az ARC239 nem
sziintetett meg, igy meglepd mddon a csokkentd hatas is nagy valdszintiséggel az o2a-AR-
on keresztiil kozvetitodott (18. abra b). A 20. napon a NA tjra fokozta a cervix rezisztenciat,
amely hatasat csak az o2c-AR antagonista spiroxatrine nem gatolt, igy ezek alapjan
valoszinli, hogy ezt a hatast az o2a-és a2s-AR-ok kozvetitették (18.abra c¢). A vemhesség
utolsd, 22. napjan a NA nem befolyasolta a cervix rezisztenciat €s az alkalmazott altipus

szelektiv antagonistak jelenléte sem valtoztatott ezen (18. abra d).
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18. dbra. A a2-AR altipus szelektiv vegyiiletek cervix rezisztenciat befolyasolé hatasa késéi vemhes (18-
22. vemhességi napok) cervixeken in vitro (n=6). A méréseket propranolol (1075 M) és doxazosin (107¢ M)
jelenlétében végeztiik annak érdekében, hogy az NA (1075 M) altal kifejtett hatasok csak az a-AR-okon
keresztiil alakuljanak ki. A NA (sziirke oszlop) a 18. és 21. napon fokozta (a, €). mig a 20. napon csokkentette
(b) a rezisztenciat. A 18. és 20. napi hatasat az ARC239, mig a 21. napi hatasat a spiroxatrine nem védte ki. A
22. napon a NA sem onmagaban, sem pedig az antagonistak jelenlétében nem tudta befolyasolni a cervix
rezisztenciat (d). BRL: BRL44408; ARC: ARC239; spir.: spiroxatrine; ns: nem szignifikans; *p<0,05;
***p<0,001, az adott nap kontroll értékéhez (fehér oszlop) viszonyitva.

A cervix rezisztencia méréseket megismételtiik 2 6ras PTX inkubaciot (500 ng/ml) kdvetéen
is 18. és 20. napos vemhes cervixeken, mivel ezen a két vemhességi napon a NA esetében
ellentétes hatast mértiink 6nmagaban és ARC239 jelenlétében is. A PTX jelenlétében a NA
fokoz6 hatasa megsziint 18. napon (ARC239 jelenlétben is), (19. abra a), ugyanakkor gatlo
hatasuk megmaradt a 20. napon (19. abra b). Mivel a PTX a Gi-fehérje gatloja, ezért ezek
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a 18. napon az oza-AR-0k Gi-fehérje kapcsoltak, mig

a 20. napon ez a kapcsoltsag inkabb Gs-fehérjével valoszinisithetd.
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19. dabra. A PTX hatasa a NA cervix rezisztenciat befolyasolo effektusara ARC239 jelenlétében 18. és 20.
napos vemhes cervixeken in vitro (n=6). A méréseket propranolol (1075 M) és doxazosin (1078 M)
jelenlétében végeztiik. (a) A NA rezisztencia fokozo hatdsa onmagaban és az ARC239 jelenlétében is megsziint
a 18. napon. (b) A PTX (500 ng/ml) jelenlétében a NA rezisztencia csokkentd hatasa 6nmagaban és ARC239
jelenlétében is megmaradt. PTX: pertussis toxin; ARC: ARC239; ns: nem szignifikans; *p<0,05; az adott nap
kontroll értékéhez (fehér oszlop) viszonyitva.

A G-protein kapcsoltsag valtozas igazolasa érdekében cAMP méréseket is végeztiink a 18.,
20. és 21. napos vemhes cervixeken NA, az altipus szelektiv antagonistak, valamint PTX
jelenlétében. A 18. napon a NA Onmagaban és ARC239 jelenlétében is csokkentette a
cervikalis cAMP szintet (20. abra a), amit a PTX kivédett (20. abra b). A 20. napon a NA
onmagaban és ARC239 jelenlétében novelte a szoveti cAMP szintet (20. abra c), mely PTX
rezisztens volt (20. abra d). A 21. napon a NA 6nmagaban és spiroxatrine jelenlétében ujra
csokkentette a cAMP szintet (20. abra e), melyet a PTX gatolt (20. abra f). Mindez
megerd6siti, hogy a 18. és 21. napon PTX szenzitiv, feltehetéen Gi-protein kozvetitett CAMP
csokkenés, mig 20. napon PTX rezisztens Gs-protein kdzvetitette cCAMP emelkedés jatszodik

le az awa-és részben az a2s-AR-okon keresztil.
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20. dbra. Altipusszelektiv o2-AR antagonistak hatasa a NA (3x10°¢ M) altal stimulalt cAMP-szintre késéi
vemhes patkany cervixben (n=6). A mérések propranolol és doxazosin jelenlétében torténtek. A 18. (a) és
21. (e) napon tapasztalhaté NA indukalt cAMP csokkenés megsziinik ARC239 vagy spiroxatrine jelenlétében,
és PTX érzékeny is (b,e). A 20. napon mért NA indukalt cAMP szint névekedés ARC239 jelenlétében
megmarad (c), és PTX rezisztens (d); BRL: BRL44408; ARC: ARC239; spir.: spiroxatrine; ns: nem
szignifikans; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 a kontrollhoz viszonyitva (fehér oszlop).
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5.3. Adrenerg kombinaciok uterorelaxans hatasanak vizsgalata

Az egyes adrenerg receptorok ¢€s hatdanyagok uterorelaxans €s cervix rezisztenciat
befolyasold hatasainak vizsgalatat kovetden arra kerestiik a valaszt, hogy az adrenerg
hatéanyagok vemhes méhkontrakciot gatlo hatasat lehet-e fokozni mas hatdsmechanizmust

vagy éppen egy mas tdmadaspontu adrenerg hatéanyag egyiittes alkalmazasaval.

5.3.1. Kombinaciék B2-AR agonistiakkal
A B2-AR agonistak vemhes uterusz kontrakciot gatlo hatasat P4, Ca®*-csatorna blokkolo,

PDE-gatlo, A-kinaz horgonyz6 fehérje (AKAP)-protein-kinaz A (PKA) gatlo, valamint ouia-

AR antagonista jelenlétében vizsgaltuk.

5.3.1.1. P4 kombinaci6
Korabban igazoltuk, hogy patkanyban a vemhesség elérehaladtaval a terbutalin EFS indukalt

uterusz kontrakciot gatlo hatasa egyre csokken és feltételeztiik, hogy ebben szerepet jatszik
a vemhesség végi plazma P4 szint csokkenés [80]. Ezért felmeriilt annak a lehetdsége, hogy
P4 adagolassal helyreallithato a 32-AR agonista hatas. Kisérleteinkben a vemhes patkanyok
a vemhesség 15-21. napjain 0,5 mg/nap s.c. P4 kezelést kaptak, majd a vemhesség 22. napjan
az uterus eltavolitdsat kovetden EFS ingerléssel izolalt szervfiirddben kontrakcidkat
valtottunk ki, amelyeket terbutalinnal gatoltunk. Radioligand kotési technika segitségével
jellemeztik a P2-AR  expressziot, mértiik a G-protein aktivalédast, valamint
radioimmunassay segitségével az allatok plazma P4 és E2 szintjének valtozasat is kovettiik
[81].

A 7 napig tartd P4 kezelés fokozta a vemhes patkanyok plazma P4 szintjét a 22. vemhességi

napra, mig az E2 szint valtozatlan maradt (21. abra)

60 600+ ns

400+

200

P4 plazma koncentracio
(nM)
]
E2 plazma koncentracio
(pM)

kontroll P4 kezelt kontroll P4 kezelt

21. abra. Vemhes patkanyok (22. vemhességi nap) P4 és E2 plazma szintjének valtozasa 7 napos P4
kezelést kovetden (N=6). A P4 0,5 mg/allat/nap ddzisa megnovelte a plazma P4 szintet (a), de nem befolyasolta
az E2 szintet (b). ns: nem szignifikans; ***:p<0,001
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A P4 kezelés fokozta a B2-AR fehérje expressziot is (22. abra).

1500+

1000+

B2-AR denzitas
(fmol/mg)

5004

0

kontroll P4 kezelt

22. abra. Vemhes patkany (22. vemhességi nap) uterusz B2-AR fehérje expresszio valtozasa 7 napos P4
kezelést kovetéen (n=6). A P4 0,5 mg/allat/nap dozisa fokozta a B2-AR expressziot. *:p<0,05

A P4 kezelés kovetkeztében a terbutalin EFS kivaltotta uterusz kontrakciot gatld
koncentracio-hatas gorbéje nagymértékben balra tolodott (ECso érték jelentds csokkenése),

ami a hatékonysag novekedését jelenti (23. abra)
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(M)
23. dbra. Terbutalin kontrakcié gatlé hatasanak valtozasa 7 napos P4 kezelést kovetéen 22 napos vemhes
uteruszon in vitro (n=6). A P4 0,5 mg/allat/nap dozisa csokkentette a terbutalin gatl6 hatasanak ECsg értékeét,
ami a vegyiilet relaxalo hatékonysaganak novekedésére utal. Ugyanakkor a P4 kezelés az Emax értéket nem
befolyasolta (1d. tablazatos rész). ns: nem szignifikans; **:p<0,01

A G-protein aktivacio vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a P4 kezelés hatdsara a vemhesség
utolsd (22.) napjan a terbutalin uteruszban mért aktivalt G-protein csokkentd hatasa

megfordult és G-fehérje aktivaciot mértiink. (24. abra)
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24. dbra. Terbutalin G-protein aktivalo hatasanak valtozasa 7 napos P4 kezelést kovetéen 22 napos
vemhes uteruszon in vitro (n=6). A P4 0,5 mg/allat/nap dozisa jelentdsen megnovelte a terbutalin G-protein
aktivalo képességét, melyet az Emax érték novekedése mutat (ld. tdblazatos rész). ns: nem szignifikans;
***:p<0,001

Azt is megvizsgaltuk, hogy a P4 el6kezelés B2-AR agonista hatast erdsitd tulajdonsaga
érvényesiil-e in vivo koriilmények kozott hormonalis korasziilés modellben [82]. A
kisérletekben [B2-AR agonistaként salmeterolt hasznaltunk, mivel a szakirodalomban
ismertek voltak patkanyban a farmakokinetikai paraméterei [83], melyek segitségével meg
tudtuk tervezni az ozmotikus minipumpan keresztiili adagolasat. A P4 mellett 17o-hidroxi-
progeszteron kapronat (170HP) elékezelést is alkalmaztunk, mivel 2022-ben tortént
visszavondsdig ezt a gesztagént alkalmaztdk a klinikumban a korasziilés prevencids
terapiajara [84].

A kisérletekben 4 allatcsoport volt. Az elsé (kontroll) csoport vivéanyag (metanol:viz 1:1
aranyt keveréke s.c. betiltetett 0zmotikus minipumpaban + 0,1 ml oliva olaj/nap s.c.), a
masodik csoport P4 (0,5 mg/0,1 ml/nap sc.), a harmadik csoport salmeterol (130 pg/nap,
ozmotikus minipumpaban), a negyedik csoport salmeterol és P4 kombinacios, az 6todik
csoport pedig salmeterol és 170HP  kombinaciés  kezelést  kapott. A
salmeterol/gesztagén/vivéanyag kezelések a vemhesség kiilonb6zd napjain (15., 16., 17.

vagy 18.) kezdddtek, kivéve az 170OHP csoportba tartozoé allatokat, ahol a kezelés a kizarolag

50



MTA Doktori Ertekezés

ellés ideje a mifepristone kezeléstol

ellés ideje a mifepristone kezeléstol

gaspar.robert 93 23

2023 Gaspar Robert

vemhesség 15. napjan indult. A hormonalis korasziilést a vemhesség 19. napjan inditottuk a
Modszerek fejezetben leirtaknak megfelelden (1d. 4.13.2.1. fejezet).

A P4 kezelés egyik esetben sem befolyésolta a korasziilés idopontjat. A salmeterol a 15. és
18. napon inditott kezelés esetén nyujtotta meg a korasziilés idopontjat, mig a salmeterol-P4
kombinaci6 valamennyi esetben jelentdsen, mintegy 5-6 oraval eltolta az ellés idépontjat. A
salmeterol-170HP kombinacio6 a 15. napon szintén jelentdsen megnyujtotta a hormonalisan
indukalt korasziilés id6pontjat, ugyanakkor hatdsa nem volt jobb, mint a salmeterol-P4
kombinaci6 esetén (szamértékileg gyengébb hatast mutatott), igy a tovabbi napokon ezt a
kombinaciot mar nem vizsgaltuk. A 16. naptdl a salmeterol és a salmeterol-P4 hatasa kozott

nem volt szignifikans kiilonbség (25. abra).
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25. d@bra. A P4 (0,5 mg/0,1 ml/nap), a salmeterol (130 pg/nap) és a kombinalt P4-salmeterol és 1770HP
(0,5 mg/0,1 ml/nap) salmeterol kezelés hatasa a hormonalisan indukalt Kkorasziilésre patkinyban
(n=8/csoport). A kezelések a vemhesség 15. (a), 16. (b), 17. (c) vagy 18. (d) napjatol kezd6dtek. ns: nem
szignifikans; *:p<0,05; **: p<0,01; ***:p<0,001 a kontroll csoporthoz, illetve a szakaszjelolt oszlopok kozott
Viszonyitva
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5.3.1.2. Ca?*-csatorna blokkol6 kombinacié
A Ca?'-csatornak, mint minden simaizomzatban, igy az uterusz kontraktilitdsaban is

kulcsszerepet jatszanak [85]. A dihidropiridin szerkezetii nifedipin a fesziiltségfiigg6, L-
tipustt Ca?*-csatornakon keresztiil gatolja az akcids potencialt és a méhosszehtizodast. A
dihidropiridin szerkezetli vegyiiletek a méhkontrakciok egyik leghatasosabb gatloi, ezért a
tokolitikus terapiaban térténé alkalmazhatésaguk régota ismert [86]. Egy klinikai vizsgalat
alapjan a B-AR agonistak és a Ca®'-csatorna gatlok kombinacidja varhatéan hatéas
fokozodassal jar a simaizom kontrakciok gatlasa tekintetében [87]. Eppen ezért a
kombinacios vizsgalataink soran megvizsgaltuk a terbutalin és nifedipin kombinécio
relaxalo hatasat a KCl indukalt vemhes patkany méhkontrakciokra, valamint a kombinacid
hatasossagat human, csaszarmetszésb6l szarmazo szoveteken is teszteltiik in vitro.

El6szor 22. napos vemhes patkanyokbol szarmazé mintakon kisérleteztiink [88], majd a
kombindci6é hatasossdgat hormonalis korasziilés modellen és human csaszarmetszésbol
szarmazo szoveteken is teszteltiik [89]. A 22. napos vemhes patkany esetén a terbutalin
uterusz kontrakcid gatld hatdsdnak maximumat a nifedipin jelentdsen fokozta, emellett a
terbutalin ECso értékét is csokkentette, ami Osszességében egy igen jelentds hataserdsodést
jelent (26. abra a). A csaszarmetszésbol, 37-40 terhességi hétrdl szarmazo uterusz mintak
esetén a nifedipin szintén fokozta a terbutalin relaxdlo hatasat, ugyanakkor az ECso értéket

nem valtoztatta meg (26. abra b).
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26. dbra. A terbutalin és nifedipin kombinaciojanak uterusz kontrakciét gatlo hatasa (a) 22. napos
vemhes patkany (n=7) és (b) csaszarmetszésbol szarmazo terhes human uteruszon (n=13) in vitro. A
kontrakcidkat a vemhes patkdny uterusz esetén 25 mM KCl-dal, mig a terhes humén uterusz esetén 108 M
oxitocinnal valtottuk ki. Patkany esetén a nifedipin a terbutalin koncnetracié hatas gorbéjét balra tolta és
maximumat fokozta, mig a terhes human uterusznal csak a maximum értéket novelte (1d. tablazatos részek).
ns: nem szignifikans; **: p<0,01; ***:p<0,001 a terbutalinhoz viszonyitva

Hormonalis korasziilés modellben a vemhesség 16. és 18. napjan inditottuk a nifedipin-
salmeterol kombinacios kezelést ozmotikus minipumpaban. Mivel a nifedipin oldhatosaga
vizben nagyon rossz, ezért két minipumpat iiltettiink be az allatok hatbdre ala, az egyikben
salmeterol oldat, a masikban pedig a nifedipin oldat (olddszer 6:6:4 aranyu polietilén-glikol
(PEG) 400:etanol:fizioldgias sooldat) volt. A 16. napon inditott kezelés soran a vivéanyagok
nem fejtettek ki semmilyen hatast az ellés idejére. A nifedipin 3,89 mg/nap adagja
kismértékben megnyujtotta, mig a nifedipin (3,89 mg/nap)-salmeterol (130ung/nap)
kombinacidja mintegy 25 oOraval nyujtotta meg az ellés atlagos idejét, 1ényegében a
vemhességet Kitolta a 21. napig, ami mar terminus kozelinek szamit (27. abra a). A 18.
napon inditott kezelés esetén a nifedipin nem mutatott hatast, mig a kombinacié ugyanolyan

hatékonysagunak bizonyult, mint a 16. napon inditott kezelés esetén (27. abra b).
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27. dabra. A nifedipin (3,89 mg/nap), és a nifedipin-salmeterol (130 pg/nap) kombinacié hatisa a
hormonalisan indukalt korasziilésre patkanyban (n=8/csoport). Az ozmotikus minipumpas kezelések a
vemhesség 16. (@) és 18. (b) napjatdl kezdb6dtek. ns: nem szignifikans; *:p<0,05; ***:p<0,001 a kontroll
csoporthoz viszonyitva

5.3.1.3. PDE gatlé kombinacio
A PDE-enzimeket 11 rokon géncsalad kodolja, melyek koziil a PDE4 alkotja a legnagyobb

csaladot, 4 génnel és szamos splice varianssal, melyek kozel 40 kiilonboz6 PDE4 izoenzimet
kodolnak [90]. A rolipram a PDE4 ismert gatlgja [91] de nincs olyan szelektiv inhibitor,
amely kiilonbséget tudna tenni a PDE4 izoenzimek kozott, bar a szamitogépes
molekulatervezés soran mar talaltak szelektivitasra esélyes molekula jelolteket [92]. A B2-
AR agonistdkkal valé Ujabb kombinacioként megvizsgaltuk, hogy a rolipram hogyan
befolyasolja a relaxald hatasukat vemhes patkany és terhes human méhen terminusban és
korasziilés esetén in vitro, illetve patkanyok esetén in vivo is. Az in vitro kontraktilitasi
vizsgalatokat izolalt szervi rendszerben, a szoveti cCAMP szint valtozast ELISA modszerrel,
mig a human PDE4 izoenzimek expresszidjat Western blot mddszerrel vizsgaltuk. A
patkanyokban a korasziilést LPS kezeléssel valtottuk ki [93,94].

A KCl-dal kivaltott kontrakciokat a terbutalin mind a 20. napos LPS-sel indukalt
korasziiléses, mind pedig a 22. napos vemhes uteruszokon gatolta. A rolipram 10° M-os
koncentracioja mindkét esetben megndvelte a terbutalin relaxalo hatasat, mely novekedés az
LPS-indukalt korasziilés esetén nagyobbnak bizonyult (28. abra). A szoveti cAMP szint
valtozas alatdmasztotta a relaxald hatasban mért kiilonbséget, az LPS kezelt szovetekben a
rolipram (10 M) jelenlétében a terbutalin (107 M) altal kivaltott cAMP szint emelkedés
nagyobb mértékii volt, mig a terbutalin és a rolipram 6énmagukban ugyanolyan mértéki

valtozast eredményeztek a kétféle allapotu szoveten (29. abra).
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ECSO (M) Emax (%) ECSO (M) Emax (%)
terbutalin 3,0+0,6 x 10° 55,4 +4,3 terbutalin 1,3+0,5x 10° 63,0+5,2
terbutalin+ rolipram 2,9+0,8 x 10" 78,0+53" terbutalin+ rolipram 4,8+2,9 x 107101 87,8 +3,1™
(10°M) (10°M)

28. dbra. A terbutalin és rolipram kombinaciéjanak uterusz kontrakciot gatlo hatasa (a) 22. napos és (b)
LPS-Kkorasziilés indukalt 20. napos vemhes patkany uteruszon in vitro (n=7). A kontrakciokat 25 mM KCl-
dal valtottuk ki. A rolipram jelenléte mindkét esetben fokozta a terbutalin Emax értékét, ugyanakkor nem
befolyasolta szignifikansan az ECs értéket (1d. tablazatos részek). ns: nem szignifikans; *: p<0,05; **:p<0,01
a terbutalinhoz viszonyitva
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EE terbutalin (107 M) + rolipram (10 M)

29. dbra. Terbutalin és rolipram kombinaciojanak hatiasa a CAMP-szintre 22. napos és LPS kezelt 20.
napos vemhes patkany uteruszban (n=6). A terbutalin és a rolipram kiilon-kiilon mindkét vemhességi ideji
szovetben egyforma cAMP emelkedést eredményezett, a rolipram hatdsa szignifikdnsan nagyobb volt a
terbutalinhoz képest. A két szer kombinacidja tovabb fokozta a cAMP szint emelkedést, melynek mértéke
nagyobb volt az LPS indukalt korasziiléses szovetben. **p<0,01; ***p<0,001 az adott szdvet terbutalin
értékéhez viszonyitva, illetve a szakaszjelolt oszlopok kozott.
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Hasonld6 méréseket végeztiink human korasziilésbol ¢és normal terminusbdl szarmazo
csaszarmetszéses uterusz mintakon. Az in vitro kontraktilitasi mérésekkel parhuzamosan
meghataroztuk a mintdkban a human uteruszban jellemzéen dominalé PDE4B és PDE4D
izoformak expresszidjat. A normal terminus végérél szarmazo mintakban nem volt
kiilonbség a két izoenzim expressziodjaban, azonban a korasziiléses mintadkban a PDE4B
expresszioja drasztikusan emelkedett, mig a PDE4D expresszidja jelentésen csokkent a

normal terminushoz képest (30. abra)
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N c
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30. dbra. A PDE4B és PDE4D enzimek expresszioja (a) normal terminusbol és (b) korasziilésbol
szarmazé human csaszarmetszéses uteruszokban (n=4). A WB vizsgalat soran PDE4B, PDE4D, valamint
[-actin poliklonalis antitesteket alkalmaztunk (Santa Cruz Biotechnology, California, USA) A PDE termékek
68 kDa, mig a B-actin 43 kDa tomegliek voltak. A korasziiléses szovetben a PDE4B expresszidja emelkedik,
mig a PDE4D expresszioja csokken. *p<0,05; **p<0,01 a normal terminushoz viszonyitva

A human uterus csikok oxitocinnal indukalt kontrakciéit a terbutalin nagyobb mértékben
gatolta a terminusbol szarmazo mintdk esetén a korasziiléses mintakhoz képest. A rolipram
jelenléte egyik esetben sem valtoztatta meg szignifikansan a terbutalin ECsg értékét és
maximalis hatasat, ugyanakkor a normal terminus esetén jelent6sen fokozta az alacsonyabb
koncentracioju terbutalin (1071°-10"" M) relaxalé hatasat, mig a korasziiléses mintak esetén -
a legmagasabb terbutalin koncentracio (10 M) kivételével - fokozta a gatld hatast (31.

abra)
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31. dbra. A terbutalin és rolipram kombiniciéjanak uterusz kontrakciot gatlo hatisa (a) normal
terminusbdl és (b) korasziilésb6l szarmazd, csaszarmetszésbél nyert terhes human uteruszon (n=4). A
kontrakciokat 10® M oxitocinnal valtottuk ki. A rolipram jelenléte nem befolyasolta sem a terbutalin ECsy,
sem pedig Emax értékét (1d. tablazatos részek), ugyanakkor jelentdsen fokozta a terbutalin relaxald hatasat az
alacsonyabb koncentraciokban. ns: nem szignifikans; *: p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001 a terbutalinhoz
viszonyitva

A humén szoveti cAMP mérések soran azt talaltuk, hogy a rolipram (10 M) cAMP emel
hatdsat nem befolyasolta az alacsony koncentracidju (108 M) terbutalin sem a normal
terminusbol, sem pedig a korasziilésb6l szarmazo human uterusz szévetekben. A terbutalin
koncentracié emelésével (10° M) a kombinacio fokozta a CAMP szintet, mely nagyobb
mértékben tovabb fokozta szoveti cAMP szintet, de nem volt szignifikans kiillonbség a
normal terminusbol és a korasziilésbdl szirmazoé mintdk kozott. Osszességében a
kombinaci6 hatdsossaga alig kiilonbozott a cAMP szint emelés tekintetében a normal és
korasziiléses uteruszok kozott. A kdzepes terbutalin koncentracional tapasztalt szignifikans
kiilonbség a korasziiléses mintakban részben aldtdmasztja a kontraktilitasi vizsgalatokban a
legnagyobb terbutalin koncentracio kivételével tapasztalt er6sodést a relaxacios valaszokban
(32. abra).
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32. dbra. A terbutalin és rolipram kombinaciéjanak cAMP szintet emel6 hatisa normal terminusbél és

s

esetén a korasziiléses uteruszban nagyobb mértékii cAMP szint emelkedést eredményez a kombinacié. terb.:
terbutalin; rol.: rolipram; *: p<0,05; a normal terminushoz viszonyitva

A terbutalin és rolipram kombinacidjat 22. napos és LPS-kezelt korasziiléses 21. napos
vemhes patkanyokon in vivo is teszteltiik. Mindkét esetben a rolipram (500 pg/kg) adasa
fokozta a kis dozisban alkalmazott terbutalin (0,5-3,0 pg/kg) relaxald hatasat, mely
Iényegesen nagyobb mértékli volt az LPS kezelt allatokban. Ugyanakkor a rolipram nem
befolyasolta sem a terbutalin EDso, sem pedig az Emax értékét (33. abra).
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10- 104

log terbutalin dézis (pg/kg) log terbutalin dézis (ng/kg)

EDso (ng/kg) Emax (%) EDs (M) Ermax (%)
terbutalin 2,940,6 x 10°° 86,1+2,8 terbutalin 2,7£05x 108 89,0 6,2
terbutalin+ rolipram 3,4+1,1x 103" 95,2+3,3™ terbutalin+ rolipram 3,3£0,9x 103m 86,1 +£5,4"™
(500pg/kg) (500pg/kg

33. abra. A terbutalin és rolipram kombinacidjanak uterusz kontrakciét gatlé hatasa (a) 22. napos
vemhes és (b) LPS-kezelt, 21. napos vemhes patkanyokban in vivo (n=8). A kontrakciokat ny(lasmér
bélyegek uteruszra helyezésével, izofluran altatasban mértiik. A rolipram jelenléte nem befolyasolta sem
terbutalin EDso, sem pedig Emax értékét (I1d. tablazatos részek), ugyanakkor jelentdsen fokozta a terbutalin
relaxald hatdsat az alacsonyabb koncentraciokban, melynek mértéke az LPS kezelt allatokban nagyobb volt.
ns: nem szignifikans; *: p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001 a terbutalinhoz viszonyitva
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5.3.1.4. AKAP-PKA gitl6 kombinacio
A cAMP-fiiggd PKA egy szerin/treonin-kindz, amely szamos sejtfunkciot irdnyit. A cAMP

kotédése a PKA-hoz konformacids valtozast indukal, katalitikus alegységek aktivalodnak,
melyek kiilonb6z6 szubsztratokat foszforilalnak [95]. A PKA hatas specifikussaga az
intracellularis lokalizaci6 szabalyozasaval érheté el az AKAP fehérjecsaladon keresztiil,
mely megkoti a PKA-t [96], illetve kozvetleniil is kotddhetnek kinazokhoz, foszfatazokhoz,
vagy PDE-okhoz, igy koordinaljak a peptid jelatviteli komplexeket [97,98].

A szivizom ¢és simaizom sejtekben az AKAP-PKA kolesonhatas sziikséges a B-AR altal
kozvetitett kontraktilitast befolydsold hatasokhoz, melyek a szivizomzatban kontrakcidhoz,
a simaizomzatban pedig relaxaciohoz vezetnek [99,100]. Az uteruszban a molekularis
mechanizmus a foszfolipdz C gatlasat foglalja magaban, amely a AKAP-PKA
plazmamembran-asszocialt kolcsonhatasatol figg [101]. Ezek alapjan egy nemzetkdzi
kooperacioban, mely elsdsorban az AKAP-PKA gatlok kardidlis hatasaira fokuszalt,
megvizsgaltuk, hogy az AKAP-PKA gatlo FMP-API-1 hogyan befolyasolja a terbutalin
uterorelaxans hatasat és szoveti CAMP szint emel6 képeségét vemhes patkany uteruszon in
vitro [102]. A 22. napos vemhes patkany uteruszon a KCI indukalta kontrakciokat a
terbutalin gatolta. Az FMP-AP-1 (10 M) jelenlétében a terbutalin maximalis gatlo hatdsa
fokozodott, ugyanakkor az ECsg értéke kis mértékben jobbra tolodott (34. abra).

100 == terbutalin

2 === terbutalin + FMP-AP-1 (10° M)
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log terbutalin koncentracioé (M)

ECs (M) Emax (%)
terbutalin 3,0+0,3x 10° 55,5 +4,2
terbutalin+ FMP-AP1 (105M) 4,9+0,8 x 108~ 77,1+2,6

34. dbra. A terbutalin és FMP-AP-1 kombinaciéjanak uterusz kontrakciot gatlé hatasa 22. napos vemhes
patkany uteruszon in vitro (n=8). A kontrakciokat 25 mM KCl adasaval valtottuk ki. Az FMP-AP-1 jelenléte
megnovelte mind a terbutalin ECso, mind pedig Emax értékét (1d. tablazatos részek). *: p<0,05; **:p<0,01 a
terbutalinhoz viszonyitva
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A terbutalin csak a cAMP mérés soran alkalmazott legnagyobb koncentracioban (107 M)
fokozta szignifikansan a szoveti a CAMP szintet, alacsonyabb koncentraciokban hatastalan
volt (ez egybevag az izolalt szervi kontrakciok esetén tapasztalt hatasokkal). Mind a kisebb
(10 M), mind pedig a nagyobb (10° M) koncentraciéju FMP-API-1 jelenléte képes volt
fokozni a terbutalin altal indukalt cAMP szintet, azonban nagyobb terbutalin

koncentracional kisebb mértéki volt az FMP-API-1 altali fokozo hatas (35. abra).
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35. dbra. Terbutalin és FMP-API-1 kombinaciojanak hatasa a CAMP-szintre 22. napos vemhes patkany
uteruszban (n=8). A terbutalin csak a 107 M-os koncentricidban emelte a CAMP szintet, az FMP-API-1
minden esetben jelentdsen fokozta a terbutalin hatasat, mely fokozodas a terbutalin koncentracié emelésével
csokkent. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 kontroll értékhez viszonyitva, illetve a szakaszjelolt oszlopok
kozott.

5.3.1.5. a1a-AR antagonista kombinacio
A PB2-AR agonistak uterorelaxans kombinacios lehetdségei kapcsan felmeriilt, hogy

megkiséreljiik az onalléan mar tesztelt és hatdsosnak talalt ai1a-AR antagonistakkal valo
egyiittes alkalmazasukat, hiszen a kétféle adrenerg receptor egyidejii befolyasoldsa
elméletileg erésebb gatld hatas kifejtésére lehet képes. Ebbdl kiindulva 22. napos vemhes

patkanybdl szarmazo uterusz gytiriikon izolalt szervfiirdében, EFS alkalmazasaval két [3.-
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AR agonista (terbutalin, ritodrin) és két aia-AR antagonista (5-MU, WBA4101)
tokolizisre alkalmazott f2-AR agonista vegyiilet.

A terbutalinhoz képest az 5-MU és WB4101 nagyobb ECsg értékkel birtak a kontrakcio
gatlas tekintetében, ugyanakkor a szerek maximalis gatlo hatasaban nem volt kiilonbség. A
két aia-AR antagonista (mindkettd 10® M koncentracidban) jelentdsen, mintegy egy
nagysagrenddel balra tolta a terbutalin ECso értékét és 80% folé emelte maximalis hatasat is.

A két kombinacidé koncentracio-hatas gorbéi kozott nem volt szignifikans kiilonbség (36.

abra).
a b
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ECso (M) Emax (%)
terbutalin 4,0+£0,5 x 107 73,3£1,3
5-MU 5,3+2,7 x 10%~ 62,4 4,4
WB4101 2,2+0,6 X 10°™ 715491™
terbutalin + 5-MU (10° M) 5,141,9x 108" 86,3+4,7"
terbutalin + WB4101 (106 M) 43+1,1x 108" 825+3,0"

36. dbra. A terbutalin 5-MU (a) és WB4101 (b) kombinaciojanak kontrakciot gatlé hatasa 22. napos
vemhes patkany uteruszon in vitro (n=6). A kontrakciokat EFS segitségével valtottuk ki. Az aia-AR
antagonistak jelenléte csokkentette a terbutalin ECso, illetve novelte az Emax értékét (1d. tablazatos rész). ns:
nem szignifikans; *: p<0,05; **:p<0,01 a terbutalinhoz viszonyitva

Az 5-MU ¢és WB4101 a ritodrinhez képest is nagyobb ECso értékkel birt, és az 6nallo
maximalis gatld hatasokban sem volt kiilonbség. Az oia-AR antagonistak jelentdsen
csokkentették a ritodrin ECso értékét, bar a csokkenés (foleg a WB4101 jelenlétében)
mérsékeltebb volt, mint a terbutalin esetén, a maximalis gatlas azonban ebben az esetben is
80% folé er6sodott. A két aia-AR antagonista kombinacid koncentracid-hatas gorbéi kozott

itt sem volt szignifikans kiilonbség (37. abra).
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ritodrin 1,140,2 x 1077 60,7 £3,7
5-MU 5,3+2,7 x 10~ 62,4 +4,4 "
WB4101 2,2+0,6 x 10-°™ 715+9,1"M
ritodrin + 5-MU (10 M) 3,4+1,2 x 108™ 842 +33"
ritodrin + WB4101 (10 M) 8,1+1,4 x 108" 87,3+7,2"

37. d@bra. A ritodrin 5-MU (a) és WB4101 (b) kombinaciéjanak kontrakciot gatlé hatasa 22. napos
vemhes patkany uteruszon in vitro (n=6). A kontrakciokat EFS segitségével valtottuk ki. Az aia-AR
antagonistak jelenléte csdkkentette a ritodrin ECso, illetve ndvelte az Emax értékét (1d. tablazatos rész). ns: nem
szignifikans; *: p<0,05; **:p<0,01 a ritodrinhoz viszonyitva

5.3.2. Kombinaciok ai1-AR antagonistakkal
A ou1-AR antagonistak vemhes uterusz kontrakciot gatld hatasanak valtozasat in vivo E2 és

P4 elokezelést kovetden vizsgaltuk. A kisérletek soran mind az aiia-, mind pedig az aip-AR
antagonistak hatasanak valtozasat mértiik a hormonkezeléseket kovetden. A vemhes allatok
E2-vel torténo elokezelését a vemhesség 18. napjan kezdtiik, az allatoknak 4 napon keresztiil
naponta s.c. egyszer 5 pg/kg/nap E2-t adagoltunk. A P4 kezelés esetén az eldkezelését a
vemhesség 15. napjan kezdtiik, és a vemhesség 21. napjaig 7 napon keresztiil s.c. adagoltuk
0,5 mg/allat/nap dozisban. A 22. vemhességi napon az uteruszokat kimetszettiik és in vitro
kontraktilitasi méréseket végeztiink izolalt szervfiirddben, a receptor expresszid valtozast
reverz transzkripcios PCR és Western blot technika segitségével mértiik, illetve detektaltuk
a G-protein aktivalodas valtozasat is [104]. A hormon kezelések koziil csak az E2 kezelés
csokkentette az a1a-AR mRNS expressziojat, mas szignifikans valtozast nem tapasztaltunk

(38-39. abra).
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38. dbra. 22. napos vemhes patkany uterusz aia-AR MRNS és fehérje expresszidja E2 és P4 kezelést
kovetéen (n=6). A reverz transzkripciés PCR soran az oia-AR amplifikalasdhoz hasznalt primer TagMan
assay ID: Rn00567876_m1, B-actin esetén pedig Rn00667869_m1. A WB mérésekhez poliklonalis antitesteket
hasznaltunk. A 4 napos E2 kezelés jelentdsen csokkentette az aia-AR expresszidjat. ns: nem szignifikans,
***p<0,001 a hormonnal nem kezelt (kontroll) mRNS expressziohoz viszonyitva.
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Kontroll E2 kezelt kontroll P4 kezelt
B-actin B-actin
askoa 43 kDa
kontroll E2 kezelt kontroll P4 kezelt

39. dbra. 22. napos vemhes patkany uterusz aip-AR MRNS és fehérje expresszioja E2 és P4 kezelést
kovetden (n=6). A reverz transzkripciés PCR soran az oup-AR amplifikalasahoz hasznalt primer TagMan
assay ID: Rn00577931_m1, B-actin esetén 1d. 38. abra. A WB mérésekhez poliklonalis antitesteket
hasznaltunk. A hormon elékezelések nem valtoztattdk meg az uterusz aip -AR expresszidjat. ns: nem
szignifikans a hormonnal nem kezelt (kontroll) mRNS expressziohoz viszonyitva.

Az izolalt szervi kontrakcios vizsgalatokat propranolol és yohimbin jelenlétében végeztiik a

- és a2-AR-on megvaldsuld NA hatas kizarasa érdekében. A 22. napos vemhes uteruszokon
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a NA koncentracio fiiggéen (108-10"° M) fokozta az dsszehuzodasokat. E2 eldkezelés utan
a NA koncentraci6-valasz gorbe jobbra tolddott. P4 eldkezelés utdn a NA Emax értéke
nagymértékben csokkent. Az aia-AR antagonista WB4101 ¢és az oaip-AR antagonista
BMY7378 jelenlétében a NA koncentracio-valasz gorbe jobbra tolodott, az Emax értéke csak
a WB4101 esetén csokkent. Az E2 elokezelés WB4101 jelenlétében nem valtoztatott a NA
hatasan. A P4 elokezelés a WB4101 jelenlétében csokkentette az NA Emax értékét. E2
elokezelés utdn a BMY7378 jelenlétében a NA Emax értéke csokkent, ami a P4 eldkezelés
utan még nagyobb mértékii volt. Az E2-kezelés a NA ECso-értékét a BMY 7378 jelenlétében
is jobbra tolta. (40. abra).

5501 %07 o Wwe 4101 (107M 507
500, = nem elékezelt soo] . 101 (107M) . s00] = BMY7378 (107M)
ra E2 elékezelt E2 elékezelt + WB 4101 (107M) *+ B2 eldkezelt + BMY7378 (107M)
4501 4. by elékemelt A450- -®: P4 clikezelt + WB 4101 (107M) A45°' - P4 clékezelt + BMY7378 (107 M)
& 4004 & 4004 2 4004
e < <
2 350 2 3501 % 350
g g
gs0{ 1 e S 3001 £ 3004
2 el 2 550 2 2501
b 250 b 50 = 250
£ 200 2 200 'S 2001
£ 150 - i E 1504 £ 1504
= I____ ""{"-"i £ £
£ 1004 bt 1 S 1004 £ 1001
50 Xt 50- 504
o4 0 0
50 . . . 50 -50

T T T T T T T T T T T T T T T T
-75 -70 -65 -60 -55 -5.0 8.5 -8.0 15 -7.0 -6.5 -6.0 -55 5.0 7.5 -7.0 -6.5 -6.0 55

log NA koncentracié (M) log NA Koncentracié (M) log NA koncentracié (M)
NA ECso (M) NA Emax (%)
nem elékezelt 1,9+0,3 x 107 436,4 +53,0
E2 elokezelt 3,840,5x 107" 325,0+£22,4 ™
P4 elokezelt 9,6+1,7 x 1081 1155+18,7 "
WB4101 (107 M) 5,6+1,2x107" 264,6 +494 ™
E2 elékezelt + WB4101 (107 M) 1,5+0,3 x 10" 285,3453,9 ™
P4 elokezelt + WB4101 (107 M) 6,3+6,7 x 107" 101,9+£26,0 ™
BMY7378 (107 M) 5,3+0,9x 107" 352,3+30,5
E2 elékezelt + BMY7378 (107 M) 2,0£1,6 x10%™ 173,6 £30,1 ™
P4 elékezelt + BMY7378 (107 M) 9,0+5,1 x 107" 32,079

40. dabra. A NA uterusz kontrakciot fokozé hatasa (a) antagonista nélkiil, (b) WB4010 és (c) BMY7378
jelenlétében, 22. napos vemhes patkany uteruszon, E2 vagy P4 elokezelést kovetden, in vitro (n=8). A
kisérleteket propranolol (105 M) és yohimbin (10 M) jelenlétében végeztiik. A P4 eldkezelés csokkentette a
NA hatasat onmagaban, illetve WB41401 és BMY7378 jelenlétében, mig az E2 elékezelésnek csak a
BMY7378 jelenlétében volt jelentds gatld hatasa a NA altal kivaltott kontrakciokra (1d. tablazatos rész). ns:
nem szignifikans; *: p<0,05; **:p<0,01; ***p<0,001 a nem eldkezelt csoporthoz viszonyitva

A G-protein aktivacios vizsgalatokat is propranolol és yohimbin jelenlétében végeztik.
WB4101 jelenlétében a NA fokozta a [®S]GTPyS kotédést. Az E2 eldkezelés utan nem
tortént valtozas, de P4 eldkezelés utan a [*°S]GTPyS kotddés mértéke fokozodott. A
BMY7378 jelenlétében a NA szintén fokozta a [*°S]GTPyS kotédést az alapértékhez képest.
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A P4 elokezelést kovetéen a NA fokozta a G-protein aktivalodast (41. abra a, ¢). WB4101
jelenlétében, E2 vagy P4 eldkezelést kovetden a NA csokkentette a [*°S]GTPyS kotddést. A
G-protein altal kozvetitett jelatviteli utak megkiilonboztetése érdekében PTX segitségével
gatoltuk a Gi-proteint. A PTX hatasara a BMY 7378 jelenlétében a NA sem 6nmagaban, sem
E2 eldkezelést kovetden nem tudta befolydsolni a G-protein aktivaciot. A P4 eldkezelést

kovetden azonban a NA csokkentette a [®°S]GTPyS kotddés mértékét (41. abra b, d).

a b
-~ WB4101 (107M) 130-
1304 "' E2 el6kezelt + WB4101 (107M) - WB4101 (107M) + PTX (500 ng/ml)
- P4 elékezelt + WB4101 (107 M) = 1201+ E2 elkezelt+ WB4101 (107M) + PTX (500 ng/ml)
S 120 s o] ™ P4 cl6kemit + WB4101 (107M) + PTX (500 ng/ml)
< -7 Q2]
D2 /i/ E‘g 100
&8 110 o 5E
o=t ) =E o
O E g
gcr) 5 100 e g 80
_l‘(/) =]
g o0 = 70
60 T T T T T T
80 . . . . . . alap -9 -8 -7 -6 -5
alap 9 -8 7 6 5 log NA koncentracio (M)
log NA koncentracié (M)
C d
- BMY7378 (107M) 130+ 4
1o+ E2 lékealt+ BMYT378 (107M) —— BMY7378 (10”7M) + PTX (500 ng/ml)
= P4 elékezelt + BMY7378 (107M) ~ 1201 “** E2 elékezelt + BMY7378 (10”M) + PTX (500 ng/ml)
_ s -=- P4 elgkezelt + BMY7378 (107 M) + PTX (500 ng/ml)
2 1204 0 = 1104
‘Q_E &2 1004
&8 1101 |L_D =
=5 = o
% 2 100 g 7
8.5 =g e
g =l
S 904 = 704
60 T T T T T T
80 : : : : : :
alap 9 8 7 6 5 alap -9 -8 T -5
log NA koncentracié (M) log NA koncentracié (M)
NA Emax (%) NA Emax PTX
(%)
WB4101 114,9 £1,5 728 £14,1 #
E2 elokezelt + WB4101 1115+33™ 67,4 £9,6 ##
P4 elokezelt + WB4101 1189+1,7" 75,3 £9,8 #
BMY7378 113,429 87,6 £10,4 **
E2 elokezelt + BMY7378 106,9+4,9 " 93,1+10,2 %
P4 elékezelt + BM7378 1176+1,1" 75,9 £9,3 ##

41. dbra. A NA G-protein aktivalé hatasa (a) WB4101, (b) WB4101+PTX, (c) BMY7378 és (d)
BMY7378+PTX jelenlétében 22. napos vemhes uteruszon in vitro (n=6). A P4 elékezelés fokozta a NA
indukalt G-protein aktivaciot mindkét antagonista jelenlétében. A PTX megsziintette a G-protein aktivaciot és
csokkentette a G-protein aktivalodas mértékét (1d. tiblazatos rész). ns: nem szignifikans; *p<0,05; WB4101
vagy BMY7378 értékéhez viszonyitva; #:p<0,05; ##:p<0,01; ###:p<0,001 a PTX nélkiili azonos tipust
értékhez viszonyitva .
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5.3.3. Kombinaciék a2-AR antagonistakkal
A o2-AR antagonistdk vemhes uterusz kontrakciot gatlo hatasanak valtozasat in vivo E2 és

P4 clékezelést kovetden vizsgaltuk. A kisérletek soran mindharom oz-AR altipus (o4, o2B,
oc) antagonistainak hatasvaltozasat mértilk a hormonkezeléseket kovetden. Az aia-AR
antagonistak vizsgalata soran leirtakkal megegyezden torténtek az E2 és P4 kezelések. A 22.
vemhességi napon az uteruszokat izolaltuk, és in vitro kontraktilitasi méréseket végeztiink
izolalt szervfiird6ben, a receptorok expresszidjanak valtozasat reverz transzkripcios PCR és
WB technika segitségével mértiik, detektaltuk a G-protein aktivalodas valtozasat is, valamint
ELISA moédszerrel megmértiik az uterusz mintakban a cAMP szinteket is [105,106]. Mig az
E2 elékezelés valamennyi az-AR altipus kifejezddését csokkentette, addig a P4 eldkezelés

fokozta az altipusok expresszidjat (42-43. abra).

20
15

1.0

T .

05

*k*k

—r—

o,p/B-actin mRNS héanyados
.
°

@,c/B-actin mRNS hanyados

0.5 *kk

0_ e 0, E

kontroll E2 kezelt kontroll E2 kezelt kontroll E2 kezelt

) - T z - ARS
B K — e SRR — 60kDa

70 KDa 62 kDa

kontroll E2 kezelt kontroll E2 kezelt

43 KkDa u 43kDa 43 KDa

Kontroll E2 kezelt Kontrell E2 kezelt kontroll E2 kezelt

kontroll E2 kezelt

42. dbra. 22. napos vemhes patkany uterusz dza-, dzs-, és a2c-AR MRNS és fehérje expresszidja E2
kezelést kovetéen (n=6). A reverz transzkripcios PCR soran az amplifikalasahoz hasznalt primerek: TagMan
assay ID: Rn00562488_s1 (ai2a), Rn00593312_s1 (a28), RN00593341 s1 (owc), RN00667869_m1l (B-actin). A
WB mérésekhez poliklonalis antitesteket hasznaltunk. A 4 napos E2 kezelés jelentdsen csokkentette
valamennyi o2-AR altipus expressziojat. **p<0,01; ***p<0,001 a hormonnal nem kezelt (kontroll) mMRNS
expressziohoz viszonyitva.
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43. dbra. 22. napos vemhes patkany uterusz oa-, ous-, és a2c-AR MRNS és fehérje expressziéja P4
kezelést kovetden (N=6). A reverz transzkripcios PCR soran az amplifikalasahoz hasznalt primereket Id. 38.
abra. A WB mérésekhez poliklonalis antitesteket hasznéltunk. A 7 napos P4 eldkezelés mindharom o-AR
altipus expressziojat fokozta. *p<0,05; **p<0,01 a hormonnal nem kezelt (kontroll) mRNS expressziohoz
viszonyitva.

Az izolalt szervi kontrakcids vizsgalatokat propranolol és doxazosin jelenlétében végeztiik
a P- és a1-AR-on megvalosuldo NA hatas kizarasa érdekében. A 22. napos vemhes
uteruszokon a NA koncentracié fiiggden (108-10"*° M) fokozta az dsszehtizodasokat az oia-
AR-okon keresztiil. Sem a hormonalis el6kezelések, sem pedig az antagonistak jelentléte
nem valtoztatta meg a NA ECsp értékét. Mind az E2, mind pedig a P4 kezelés jelentésen
csokkentette a NA kontrakciot fokozo hatasat, a kétféle elokezelés NA hatast csokkentod
mértéke kdzott nem volt kiilonbség. Az axa-AR antagonista BRL44408 jelenlétében a NA
hatasa (az a2s-és ac-AR-okon keresztiil) nem valtozott, bar szamértékileg emelkedett,
ugyanakkor a P4 elokezelés nagyobb mértékben csokkentette a NA valasz nagysagat, mint
az E2 el6kezelés. Az aop/c-AR antagonista ARC239 jelenlétében a NA kontrakciot fokozo
hatasa (az o2a-AR-on keresztiil) a felére csokkent, amit a hormon el6kezelések nem
modositottak. Az aoc-AR antagonista spiroxatrine jelenlétében a NA hatasa (az ooa-€s ows-
AR-okon keresztiil) kdzel 40%-kal fokozodott, amit az E2 kezelés tobb mint felére, mig a
P4 kezelés majdnem 90%-kal csokkentett. A spiroxatrine és a BRL 44408 egyiittes
jelenlétében pedig a NA hatasa (az oog-AR-on keresztiil) kozel 70%-kal névekedett, melyet
az E2 vagy a P4 clékezelés mintegy 80%-kal csokkentett. (44. abra).
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a b
550 -o- nem el6kezelt 5501 - BRL44408 (10'7 M)
500{ # E2eldkezelt 500 & E2 el6kezelt + BRL44408

-B- P4 el6kezelt

80 -75 -70 -65 -60 -55
log NA koncentracio (M)

50 -45 80 -75 -70 -65 -6.0

-B- P4 elokezelt + BRL44408

-50 -45
log NA koncentracio (M)

C

Gaspar Robert

550, ~® ARC239 (107 M)
500 -4+ E2el6kezelt + ARC239
- P4 elékezelt + ARC239

log NA koncentracio (M)

-65 -60 -55

d e
550, = Spiroxatrine (107'M) 550+ - Spiroxatrine (107M) + BRL44408 (107'M)
500 -4 E2 el6kezelt + Spiroxatrine -4 E2 el6kezelt + Spiroxatrine + BRL44408
<450{ = P4 el6kezelt + Spiroxatrine Aigg: -m- P4 elékezelt + Spiroxatrine + BRL44408
%400 §‘AOO
g 3501 & 3504
-E 300- £ 300
5 2501 f 250-
2 2001 'S 2004
£ 1501 E 1504
g 1001 § 1004
50 ¥ g
o4 o3 v v v v v
80 75 70 -65 -60 -55 -50 -45 80 -75 70 -65 -60 -55 -50 -45
log NA koncentracié (M) log NA Koncentracié (M)

NA ECso (M) NA Emax (%)
nem elékezelt 2,6+1,2 x 10® 295,1 +30,3
E2 elokezelt 1,5+0,8 x 106" 94,9+9,7™
P4 elokezelt 1,6+0,9 x 106" 97,5+104 ™
BRL44408 (10" M) 1,6+£1,1 x 10 342,4 £58,1 ™
E2 elékezelt + BRL44408 (107 M) 2,2+1,4 x 106" 201,0+£345"#
P4 el6kezelt + BRL44408 (107 M) 9,5+3,1 X 106" 100,7 +£21,8 ™ ###
ARC239 (107 M) 1,3+£0,5 x 106 144,1+£35,7™

E2 elékezelt + ARC239 (107 M)

2,9+1,1 x10°8ms

152,5£48,1 ™"

P4 elékezelt + ARC239 (107 M) 6,1+2,8 x 106" 98,2 £22,2 7"
spiroxatrine (107 M) 1,6+0,7 x 106" 401,8+475™
E2 elékezelt + Spiroxatrine (10”7 M) 1,4+0,3 x 106" 184,0 +£22,1 "##
P4 elékezelt + Spiroxatrine (107 M) 5,9+1,2 x 1061 51,9 £13,9 " ##
spiroxatrine (107 M) + BRL44408 (107 M) 7,4+1,9 x 106" 490,5+71,0 ™
E2 elékezelt + spiroxatrine (107 M) + BRL44408 (107 M) 1,1+0,3 x 10°6"s 114,8 +14,9 ™ ##
P4 el6kezelt + spiroxatrine (107 M) + BRL44408 (107 M) 2,8+1,8 x 10°6"s 106,3 £24,7 * ##

44, dbra. A NA Kkontrakciot fokozé hatasa (a) antagonista nélkiil, (b) BRL44408, (c) ARC239, (d)
spiroxatrine és () spiroxatrine +BRL44408 jelenlétében, 22. napos vemhes patkany uteruszon, E2 vagy
P4 el6kezelést kovetéen, in vitro (n=8). A kisérleteket propranolol (105 M) és doxazosin (107 M) jelenlétében
végeztiik. Mind az E2, mind pedig a P4 elékezelés csokkentette a NA hatsat, a spiroxatrine és a spiroxatrin-
BRL44408 kombinacio jelent6sen fokozta, mig az ARC239 jelentésen csokkentette a NA hatasat. Az ARC239
kivételével valamennyi esetben az E2 vagy P4 elékezelés csOkkentette a NA hatist az antagonistak
jelenlétében, a P4 el6kezelés gatld hatasa jelentdsebb volt a BRL44408 és a spiroxatrine jelenlétében (Id.
tablazatos rész). ns: nem szignifikans; *: p<0,05; **:p<0,01; ***p<0,001 a nem eldkezelt csoporthoz
viszonyitva; & nem szignifikdns ##p<0,01; ###p<0,001 a hormonnal nem eldkezelt, adott antagonista

jelenlétében mért hatashoz képest.
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A G-protein aktivacios vizsgalatokat is propranolol és doxazosin jelenlétében végeztiik. Az
E2 eldkezelt uterusz szovetek esetén a BRL44408 jelenlétében a NA [*°S]GTPyS stimulalo
hatésa csokkent (az azs-és a2c-AR-okon keresztiil), mig a tobbi antagonista esetében nem
tortént valtozas. A G-protein altal kozvetitett jelatviteli utak megkiilonboztetése érdekében
PTX segitségével gatoltuk a Gi-proteint. Mind az eldkezelés nélkiili, mind pedig az E2
elékezelt szovetekben a PTX jelenléte csokkentette a NA kivaltotta [*°S]GTPyS kotédést.
(45. abra).

-~ BRL44408 (10”7 M) ,7
g - ARC239 (107 M)
— & 7
4 E2 elokezelt + BRL44408 (107 M) 1507 -k E2 elokezelt + BRL44408 (107M)
~- BRL44408 (107 M) + PTX (500 ng/ml) )
1507 @ E2 elokezelt + BRL44408 (107 M) + PTX (500 ng/ml) 1404 ~* ARC239 (10 M) +PTX (500 ng/ml)
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= 1304
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- -k E2 el6kezelt + Spiroxatrine (10"" M) + BRL44408 (10'M)
1304 Spiroxatrine (107M) +PTX (500 ng/ml
: = E; elékezelt i S i:ixamn: ;10 7 “”U +)PT>< (500 ng/ml) = 1301 -# Spiroxatrine (10'M) + BRL44408 (10"'M) + PTX (500 ng/ml)
y 5 /
“ % 1204 P ¢ s 120 ™ E2eldkezelt + Spiroxatrine (10 M) + BRL44408 (10" M) + PTX (500 ng/ml)
= o
Falk>] =1
A5 1104 e
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O E [OR-
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2 90 (R
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»>
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log NA koncentrici6 (M) log NA koncentrécié (M) ’

NA Emax (%) NA Emax PTX
(%)

BRL44408 137,0 £3,1 09,9 +1 4 ##
E2 elokezelt + BRL44408 1158422 ™ 93,5+1,1#
ARC239 110,9+1,0 925+12*

E2 elokezelt + ARC239 109,6 £1,3 " 87,9+22*
spiroxatrine 111,1 42,1 82,3 +£0,7 ##*
E2 elékezelt + spiroxatrine 108,1 £4,5 " 93,2 +0,6
spiroxatrine +BRL44408 88,2 +0,5 75,4 +0,7 *

E2 elékezelt + spiroxatrine + BRL44408 90,1+0,4 M 745 +0,8 *

45, dbra. A NA G-protein aktivalé hatasa (a) BRL44408, (b) ARC239, (c) spiroxatrine és (d) spiroxatrine
+ BRL 44408 jelenlétében 22. napos vemhes uteruszon in vitro (n=6). Az E2 el6kezelés csokkentette a NA
indukalt G-protein aktivaciot a BRL4408 jelenlétében. A PTX minden esetben gatolta a G-protein aktivaciot
¢és szignifikans csokkentette a G-protein aktivalodas maximum értékeit (Id. tablazatos rész). ns: nem
szignifikans; **p<0,00 a BRL4408, ARC239, spiroxatrine vagy spiroxatrine+BRL44408 értékéhez
viszonyitva; #:p<0,05; ##:p<0,01; ###:p<0,001 a PTX nélkiili azonos tipusu értékhez viszonyitva.
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A P4 elékezelt uterusz szovetek esetén az ARC239 (szabad aa-AR), spiroxatrine (szabad
oa-és azs-AR) vagy spiroxatrine + BRL44408 (szabad oze-AR) jelenlétében a NA
[*°S]GTPyS stimulalé hatasa fokozoédott, mig a BRL44408 (szabad oozs-és aac-AR)
jelenlétében nem tortént valtozas. A PTX jelenlétében mind az eldkezelés nélkiili, mind
pedig a P4 elékezelt szovetekben csokkent a NA kivaltotta [3°S]GTPyS aktivalodas. (46.
abra).

a b

-~ BRL44408 (107 M)
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- ARC239 (10'7 M) +PTX (500 ng/ml)
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~ 1304 ™ P4 eldkezelt + Spiroxatrine (10" M) + PTX (500 ng/ml) ¢ Spiroxatrine (107M) + BRL44408 (10”7M) + PTX (500 ng/ml)
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alap 9 8 7 6 5 alap -9 -8 7 -6 -5
log NA koncentracié (M) log NA koncentricié (M)
NA Emax (%) NA Emax PTX
(%)
BRL44408 137,0 3,1 99,9 +1,4
P4 elokezelt + BRL 44408 135,0 +8,7" 90,4 +2,3 ##
ARC239 110,9+1,0 925+12*
P4 elokezelt + ARC239 121,1+28" 922 +15%
spiroxatrine 111,1 42,1 81,7 £0,7 ##*
P4 elékezelt + spiroxatrine 126,7 £35™ 93,3 +1,3 ###
spiroxatrine +BRL44408 87,4 +0,5 75,4 +0,7 *
P4 elékezelt + spiroxatrine + BRL44408 117,4+117™ 86,8 +0,8 #*

46. dbra. A NA G-protein aktivalé hatasa (a) BRL44408, (b) ARC239, (c) spiroxatrine és (d) spiroxatrine
+ BRL 44408 jelenlétében 22. napos vemhes uteruszon in vitro (n=6). A P4 el6kezelés fokozta a NA
indukalt G-protein aktivaciot az ARC239, spiroxatrine és spiroxatrine +BRL44408 jelenlétében. A PTX
minden esetben gatolta a G-protein aktivaciot és szignifikansan csokkentette a G-protein aktivalddas maximum
értékeit (Id. tablazatos rész). ns: nem szignifikans; **p<0,00 a BRL4408, ARC239, spiroxatrine vagy
spiroxatrine+BRL44408 értékéhez viszonyitva; #:p<0,05; ##:p<0,01; ###:p<0,001 a PTX nélkiili azonos
tipust értékhez viszonyitva.
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A szoveti cAMP meghatarozéasokat is propranolol és doxazosin jelenlétében végeztiik. A NA
jelenlétében mért CAMP szintet mind az E2, mind pedig a P4 eldkezelés megndvelte. Az
altipus szelektiv a2-AR antagonistak jelenléte nem fokozta a CAMP szint emelkedést az E2
elokezelést kovetden. A P4 eldkezelés szintén fokozta a cAMP szintet, amelyet a BRL44408
¢s a spiroxatrine tovabb fokozott, ugyanakkor egyiittes jelenlétiik cAMP csokkenéssel jart.

Az ARC239 jelenléte megsziintette a P4 elékezelés altal kivaltott névekedést (47. abra).
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47. dbra. A NA szoveti cAMP szintet befolyasolé hatasa (a) E2, (b) P4 elékezelést kovetden altipus

szelektiv 0L2-AR jelenlétében 22. napos vemhes uteruszon in vitro (n=6). Az E2 elékezelés fokozta a NA
jelenlétében mért CAMP szintet, az antagonistak jelenléte ezen nem valtoztatott. A P4 elkezelés szintén
fokozta a cCAMP szintet, melyet az ARC239 kivételével valamennyi antagonista tovabb novelt. A spiroxatrine
+BRL44408 kombinacié nem eredményezett nagyobb cAMP szint ndvekedést. Az oszlopok felett feltiintetett
receptorok a NA altal az adott esetben stimulalt oo-AR-ok. BRL: BRL44408; ARC: ARC239; Spir:
spiroxatrine, ns: nem szignifikans; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 kontroll (NA) értékéhez viszonyitva.
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5.4. Peptidek hatasai az uterusz kontrakciokra

Az endogén peptidek koziil csak egy résziikrél ismert, hogy pontosan milyen modon
befolyésoljak a méhmiikodést. A legismertebb koziiliik az oxitocin, amely kulcsszerepet
jatszik a vajudas idején a méhdsszehuzodasok kivaltasaban [107]. A sziilés kozeledtével az
uterusz oxitocin receptor expresszioja jelentésen megnd, mely fokozza a kontrakciokat
[108,109]. Az oxitocin szérumszintje altalaban a terhesség soran fokozatosan emelkedik, és
koncentracidja a sziiléskor éri el a maximumot [110]. Egy masik, az uterusz kontrakciok
szempontjabol részletesebben tanulmanyozott szenzoros neuropeptid a kalcitonin gén-rokon
peptid (CGRP), mely relaxalo hatassal bir szamos simaizmon. A CGRP human és patkany
vizsgalatokban egyarant gatolja a méhosszehtizodast [111]. A CGRP dozisfiiggd relaxaciot
okoz a spontan és EFS kivaltott 6sszehtizodasokban. A terhesség végén és a sziilés utan
azonban hatéasa csokken [112].

A fent emlitett példakbol kiindulva feltételeztiik, hogy mas fehérjék (neuropeptidek,
citokinek) szintén szerepet jatszhatnak az uterusz kontraktilitisban és esetlegesen terapias
célpontként szolgalhatnak a korasziilés megakadalyozasara. Ennek feltardsa érdekében
megvizsgaltuk a nociceptin és nocistatin, a kisspeptin, a leptin, az adiponectin és néhany

gyulladasos citokin szerepét a méh kontrakciokban.

5.4.1. Nociceptin és nocistatin hatasa a méhkontrakciokra

A nociceptin az orphan opioid receptor-like 1 (ORL1) endogén ligandja, mely a
prepronociceptinbdl (PPNOC) keletkezik [113,114]. A nociceptin és receptora a kozponti
idegrendszerben ¢és a periférias szovetekben is expresszalodik. Mind a nociceptin, mind az
ORL1 aminosav-szekvencidja nagymértékben homoloég az opioid ligandumokéval,
ugyanakkor a klasszikus opioid ligandumok kis affinitast mutatnak az ORL1-hez, és az ott
kifejetett hatasuk nem gatolhaté az Opiat antagonista naloxonnal (NX) [115]. Egy masik
neuropeptidet is azonositottak, amely szintén a PPNOC fehérjébdl keletkezik, és egyaltalan
nem kotédik az ORLI1-hez. Nocistatinnak nevezték el, utalva arra, hogy a koézponti
idegrendszerben nociceptin funkcionalis antagonistaja [116-118]. Mivel a sziilés alatti
kontrakciok fajdalommal jarnak, a nociceptin és nocistatin pedig részt vesznek a fajdalom
percepciojaban, ezért logikusnak tiint megvizsgalni, hogy vajon ezek a nocicepcidéban
szerepet jatszo neuropeptidek befolyasoljdk-e a terhes méh kontrakcidokat. Megmértiik a
nociceptin és nocistatin lehetséges szerepét a méhosszehuzodasok szabalyozasaban 22.

napos vemhes patkanyokban. Vizsgéltuk a PPNOC és az OPRL1 expressziojat vemhes
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patkany méhben, illetve a PPNOC esetében human terhességbdl szarmazo uterusz mintakon
is. Emellett izolalt szervi vizsgalatokban mértiik a nociceptin és nocistatin kontrakciokra
gyakorolt hatasat patkany és human szoveteken, valamint megkiséreltiik feltarni a
hatasmechanizmusukat [119-122].

Els6ként megmértiik, hogy a nociceptin és nocistatin prekurzora, a PPNOC milyen
mértékben expresszalddik vemhes patkdny és csaszarmetszésbol szarmazd terhes human
uteruszokban. Patkanyokban azt talaltuk, hogy a vemhesség utolso napjan (22. vemhességi
nap) a PNOC mRNS expresszioja kozel nyolcszorosa volt a 18. vagy 20. vemhességi
napokhoz képest. A human vizsgalatban a korasziilésb6l szarmazo uterusz mintakban a

PPNOC mRNS expresszidja 35-szords volt a normal terminusbdl szarmazé uteruszokhoz

képest.
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48. dabra. PPNOC mRNS expresszioja vemhes patkany (a) és human terhes (b) uteruszban (n=6). Az RT-
PCR soran az amplifikalasdhoz hasznalt primerek: Rn01637101_m1 (PNNOC, patkany), Rn 00667869_m1
(B-actin, patkany), Hs00173823 m1 (PPNOC, human), Hs 01060665 gl (B-actin, human). Patkdnyban a
vemheség utols6 napjan megemelkedett a PPNOC mRNS expresszid. A human mintakban a PPNOC mRNS
expresszidja jelentdsen nagyobb volt a korasziilésbdl szarmazd uteruszokban. ns: nem szignifikans,
***n<0,001 a 18. napos patkanyban, illetve a normal terminusban mért mRNS expressziohoz viszonyitva.

Megvizsgaltuk, hogy a 22 napos vemhes patkany uteruszban kimutathaté-e a nociceptin
receptora, az ORL1, valamint megmértiik az uteruszban a nociceptin szintet is. Az ORL1
jelenlétét radioligand kotési technikéval mértiik meg (n=4). A nem vemhes ndstényekben az
ORL1 maximalis kotddési kapacitasa, ami jellemzi a jelenlévd receptor mennyiségét is,
87,3+5,2 fmol fehérje/mg membran, mig a 22. napos vemhes uterusz membranfrakcidiban
99,6+2,3 fmol fehérje/mg membran volt. A két érték kozott nem talaltunk szignifikans

kiilonbséget. A nociceptin szoveti szintjét RIA mddszerével mértiik a nem vemhes és a 22.
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napos vemhes patkanyok uteruszaban (n=5). A nem vemhes patkanyokban a nociceptin
2,1+0,2 pg /100 mg szoévet koncentracioban volt jelen, mig a 22. napos vemhes patkanyok
uteruszaban koncentracidja 3,6+0,1 pg/100 mg szdvet) volt, ami szignifikansan magasabb
(p<0,05), mint a nem vemhes patkanyokban.

A nocistatin esetében patkany vemhességi modellen megvizsgaltuk mind az uterusz, mind
pedig a plazma nocistatin szintjének valtozasat a vemheség kiilonb6zé napjain és
sszehasonlitottuk a kapott értékeket a nem vemhes allatokban mért adatokkal. Erdekes
modon a nem vemhes allatokban az uterusz nocistatin szintje magasabb volt, mint a
vemhesség 15., 18., és 20. napjain, ugyanakkor a vemhesség utolso, 22. napjara nocistatin
szint Ujra elérte a nem vemhes értéket. A plazma nocistatin szintekben nem taldltunk

semmilyen valtozast a vizsgalt napokon a nem vemhes értékhez viszonyitva (49. abra).

601
33 nem vemhes
ns
—~ T I 3 15. nap
2 104 [ 18. nap
= 3 20. nap
© 22.
@ o o T
(&] -
8 ) ﬁ H I ﬁ*ﬁ
0 L] n L] L] L] n L] L] L] L]
1 @ A2 A2 A2 I
TS S S S S
QYT QT I T I

49. dbra. A nocistatin mennyisége nem vemhes és vemhes patkany uteruszban és plazmaban (n=6). A
meghatarozas 12°1-Nocistatin RIA kit segitségével tortént. az uterusz esetében a nocistatin mennyisége pg/100
mg szovet, mig a plazma esetében pg/ml egységben értendé. Az uteruszban a nocistatin szint a vemhesség alatt
Iényegesen alacsonyabb, mint a nem vembhes allapotban, ugyanakkor a vemhesség végére a szintje megkozeliti
anem vemhes értéket. A plazmaba nem talaltunk valtozast a vizsgalt napokon. ns: nem szignifikans, **p<0,01
a nem vemhes uteruszban, illetve nem vemhes plazmaban mért értékekhez viszonyitva.

Izolalt szervi kontrakcios kisérletekben megvizsgaltuk, hogy patkany uteruszon a nociceptin
hogyan befolyasolja az dsszehuzodasokat. A nociceptin koncentracio fiiggden gatolta az
oxitocin altal kivaltott kontrakciokat, mely hatast az opiat antagonista NX kis mértékben
fokozott. Ugyanakkor a nem szelektiv K™ csatorna gatld tetraetil-ammoénium (TEA) és a

magas konduktanciaji Ca®*'szenzitiv K* csatorna (BKca) gatlo paxilline (PAX) mind
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onmagaban, mind pedig NX jelenlétében csokkentették a nociceptin relaxald hatasat (50.

abra).
a b
A nociceptin A nociceptin + NX (108 M)
50, © nociceptin + TEA (10 M) O nociceptin + NX + TEA (10 M)
#  nociceptin + PAX (10 M) 509 ® nociceptin + NX + PAX (103 M)
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-2 -1 100 -9 -8 7 12 11 100 -9 -8 -7
log[nociceptin], M
log[nociceptin], M al ptin]
ECso (M) Emax (0/0)
nociceptin 2,6 +1,1 x 10710 30,9 £3,6
nociceptin + TEA (102 M) 7,3+3,8 x 1010 106 £1,7"
nociceptin + PAX (103 M) 2,5+0,9 x 1010 15127
nociceptin + NX (108 M) 1,3+04 x 100 38,139 "
nociceptin + NX (108 M) +TEA (102 M) 1,0 £0,6 x 10°™ 165+21"
nociceptin + NX (108 M) +PAX (10 M) 5,0+1,3 x 1010 177+£23™

50. dbra. A nociceptin relaxalo hatasa 22. napos vemhes patkany uteruszon in vitro (n=6). A kontrakcidkat
10® M oxitocinnal valtottuk ki. A NX dnmagaban fokozta a nociceptin Emax értékét, a K*-csatorna gatlo
vegyliletek (TEA, PAX) pedig csokkentették a nociceptin relaxald hatasat a NX jelenlététol fiiggetleniil (ld.
tablazatos rész). *p<0,05; **p<0,01 a nociceptin ECsp vagy Emax értékeihez viszonyitva

Mivel a NX enyhe nociceptin relaxalé hatast noveld effektusa varatlan eredmény volt, ezért

megvizsgaltuk, hogy a G-protein és cAMP aktivacioban talalunk e magyarazatot a

jelenségre. A méréseket a Gi-protein gatld PTX jelenlétében is elvégeztik. A nociceptin

koncentracio fliggden fokozta a G-protein aktivaciot, amelyet a NX mérsékelt, a NX + PTX

kombinacio pedig kifejezetten gatolt (51. abra).
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A nociceptin

130~ B nociceptin + NX (10 M)
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log [nociceptin], M

Emax (%)
nociceptin 119,141 .2
nociceptin + NX (108 M) 106,8 +1,3 ™
nociceptin + NX (10 M) +PTX (550 ng/ml) 82,3+30™

51. dbra. A nociceptin G-protein aktivalé hatasa NX és PTX jelenlétében 22. napos vemhes uteruszon in
vitro (n=6). A nociceptin fokozta G-protein aktivaciot, amelyet a NX csokkentett, az NX+PTX pedig
erdteljesen gatolt (ld. tablazatos rész). ns: nem szignifikans; **p<0,01; ***p<0,001 a nociceptinhez
viszonyitva.

A szdveti cAMP szintet a nociceptin (108 M) 6nmagaban nem fokozta, azonban a NX
jelenlétében a CAMP mennyisége kismértékben fokozodott. Az NX és PTX egyiittes
jelenlétében azonban a nociceptin szdveti cAMP emeld képessége nagymértékben

fokozddott a 22. napos vemhes patkany uteruszban (52. abra).
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52. dbra. A nociceptin szoveti cAMP szintet novelé hatisa NX és PTX jelenlétében 22. napos vemhes
uteruszon in vitro (n=8). A nociceptin (10-® M) nem fokozta a szdveti cAMP szintet, azonban a NX (10 M)
jelenlétében a fokozo hatas mar mérhetd volt, mig az NX + PTX (500 ng/ml) egyiittes jelenléte jelentés cAMP
novekedést eredményezett. ns: nem szignifikans; **p<0,01; ***p<0,001 kontroll értékéhez viszonyitva.

A nocistatin nem tudta csokkenteni az oxitocinnal kivaltott izolalt szervi vemhes uterusz
kontrakciokat, ugyanakkor a KCl-dal kivaltott kontrakciokat kozel 60%-ban gatolta (53.

abra). Ezért a tovabbi kisérletekben KCl segitségével valtottuk ki az uterusz kontrakciokat.
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53. dbra. A nocistatin relaxalé hatasa 22. napos vemhes patkany uteruszon in vitro (n=8). Az oxitocinnal
(10" M) kivaltott kontrakcidkat a nocistatin nem gatolta, a KCI (25 mM) 4ltal kivaltott kontrakciokat azonban
jelentés mértékben csokkentette.
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A nocistatin uterusz relaxald hatasat megvizsgaltuk nociceptin és nociceptin + NX
jelenlétében is in vitro. A nociceptin fokozta a nocistatin gatlo hatasat, ami azt sugallja, hogy
a két peptid nem antagonista, hanem szinergista interakciot ad a vemhes patkany uteruszon.
Ugyanakkor, ha NX is jelen volt a rendszerben, a relaxal6 hatas a nocistatin 6nallo hatasanal
is kisebbnek bizonyult, de az ECso értékekben nem tapasztaltunk szignifikans valtozast. Ha
a kisérletek soran a pufferoldat Ca?* tartalmat a felére csokkentettiik (0,5 mM), a nocistatin
koncentracié hatas gorbéje jelentésen balra tolodott, a gatldo hatasa pedig kis mértékben
csokkent. Csokkentett Ca®* tartalmi kornyezetben a NX jelenléte nem véltoztatott a
nocistatin hatdsan, azonban értéke nagyobb volt, mint normal Ca?" tartalom esetén (54.
abra).
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log [NST], M log [NST], M
EC50 (M) Emax (%) ECSO (M) Emax (%)
Ca2++ Ca2+¢
nocistatin 9,5+2,3x10° 49,0 +£3,2 3,8 £1,2 x 1011 ### 36,8+2,2 #
nocistatin + NX (108 M) 9,9+1,9x10° 239+39™ 2,2 £1,0 x 10-11## 43,7 £2,7 ##
nocistatin + nociceptin (10 M) 1,8+2,1x 108 65,6 +7,4"
nocistatin + nociceptin (108 M) + NX (10 M) 6,7 1,6 x 10° 40,2+29"

54. dbra. A nocistatin relax4lé hatdsa 22. napos vemhes patkany uteruszon nociceptin és NX jelenlétben
in vitro (n=6). A kontrakciokat KCl-dal (25 mM) valtottuk ki. (a) A nocistatin (NST) uterus relaxal6 hatasat a
nociceptin fokozta, a nociceptin és NX egyiittes jelenléte azonban mérsékelte (Id. tablazatos rész). (b)
Csokkentett kalcium tartalmu (0,5 mM) kornyezetben a nocistatin gatlo hatasa csokkent, de a NX ezt nem tudta
befolyasolni (Id. tiblazatos rész szines oszlopai). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 a nocistatin Emax értékéhez
viszonyitva; #p<0,01; ###p<0,001 a normal Ca?* tartalmt pufferben mért vonatkozo6 értékhez viszonyitva
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ELISA modszerrel megmértiik a nocistatin, valamint a nocistatin + NX és a nocistatin +
nociceptin kombinacié cAMP szint noveld hatasat 22. napos vemhes patkany uteruszon,
keresve a simaizom relaxacid okat. A nocistatin kismértékben fokozta a szoveti cAMP
szintet a kontrollhoz (nem kezelt) képest, mely tovabb nétt a nociceptinnel valé kombinacio
soran. Ezzel szemben a NX jelenléte megszlintette a nocistatin cAMP szint emeld hatasat
(55. abra).
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55. dbra. A nocistatin szoveti cAMP szintet novelé hatasa nociceptin és NX jelenlétében 22. napos vemhes
uteruszon in vitro (n=8). A nocistatin (10 M) megemelte a szdveti cAMP szintet, melyet a nociceptin (108
M) még tovabb fokozott. A NX (10® M) jelenléte megsziintette a nocistatin cAMP emeld hatdsat. NST:
nocistatin; NC: nociceptin; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 kontroll értékkel, illetve a szakaszokkal jelolt
oszlopok k6zott osszehasonlitva.

A nocistatin hatdsmechanizmuséanak tovabbi tisztazasa érdekében azt is megvizsgaltuk, hogy
a neuropeptidek felszabaditdsa szerepet jatszik-e a hatdsaban. 1zolalt szervfiirdd kisérletben
az uteruszban talalhatdo kapszaicin-érzékeny primer afferensek neuropeptid tartalmat
kapszaicinnel (10 M, 10 perc) depletaltuk, melynek kdvetkeztében a nocistatin maximalis
relaxalo hatasa szignifikansan csokkent. A neuropeptid depléciot kovetden a szervfiirdobe
CGRP-t (107 M, 20 perc) adtunk, melyet kdvetden a nocistatin relaxalo hatasa visszatért,
megkozelitve a kapszaicin kezelés elotti értéket. Ezaltal igazoltuk, hogy a nocistatin uterusz
relaxald hatasaban neuropeptidek koziil a CGRP felszabaditds biztosan fontos szerepet

jatszik (56. abra).
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56. dbra. A nocistatin relaxalé hatasa 22. napos vemhes patkany uteruszon nociceptin és NX jelenlétben
kapszaicin elékezelést majd CGRP inkubaciot kévetéen in vitro (n=6). A kapszaicint (10 M) 6% Tween
80-t és 8% etanolt tartalmazo fizioldgias soéoldatban oldottuk, és 10 percig inkubaltuk vele a szoveteket. A
kontroll mérés soran a nocistatin mellé a kapszaicin oldoszerét is adagoltuk. Alapos kimosas utan a szoveteket
CGRP-vel (107 M; 20 perc) inkubaltuk, majd ismét kimostuk és ujra felvettiik a nocistatin koncentracio-hatas
gorbéjét. A kisérletek soran a szervfiirdéhoz a kovetkezd proteaz inhibitorokat adtuk: fenilmetanszulfonil-
fluorid (10°° M), kaptopril (10 M), ditiotreitol (5x10* M mM), szdja tripszin inhibitor (10 M) és aprotinin
(36 000 KIU/L). A kapszaicin kezelés megsziintette a nocistatin relaxald hatasat, amit a CGRP kezelés
csOkkentett mértékben, de helyreallitott (Id. tablazatos rész). *p<0,05; ***p<0,001 a kontroll (nocistatin)
értékhez viszonyitva

A nociceptin és nocistatin uterusz relaxald hatasat megvizsgaltuk huméan mintdkon is in
vitro. A terhes human uterusz mintak csaszarmetszeésbdl szarmaztak normal terminusbol €s
korasziilésbol. A nociceptin azonos mértékben gatolta a korasziilésb6él és a normal
terminusbol szarmazoé uteruszok oxitocinnal (108 M) kivaltott kontrakciéit, melyet a
nocistatin (10M) jelenléte mindkét esetben tovabb erdsitett, a gatlas mértéke nagyobb volt
a korasziiléses mintak esetén. A nocistatin szintén hasonldé mértékben gatolta a normal
terminusbol és a korasziilésbol szarmazo uterusz kontrakciokat, melyet azonban a nociceptin

jelenléte (108 M) nem modositott. (57. abra).
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terminus
nociceptin 1,2 40,6 x 10°° 29,1+1,8 9,0+3,1 x 10°° 29,3 45,4
nociceptin + nocistatin (10 M) 14404 x107™ 459 +4,8™ 7,2 42,5 x 1010 50,7 £4,6 "
nocistatin 2,6 +1,7 x 1010 38,0 +5,8 1,7 0,8 x 10 33,7 +4,0
nocistatin + nociceptin (10 M) 4,3+£1,1x101" 38,1433 8,1+2,9 x 100" 34,7 +4,6

57. dabra. A nociceptin és nocistatin relaxalé hatasa normal terminusbol és korasziilésb6l szarmazé
humain uterusz széveteken in vitro. Az 6sszehuzdodasokat 108 M oxitocinnal valtottuk. (a) A nociceptin
relaxald hatasa normal terminusbol szarmazé szoveten megndtt nocistatin (108 M) jelenlétében (n=6). (b) A
nociceptin relaxalo hatasat a nocistatin nagy mértékben névelte korasziiléses szoveten (n=4). (¢) A nocistatin
relaxalé hatdsmaximumat a nociceptin (10 M) nem valtoztatta meg sem normal terminusbol (n=4), (d) sem
pedig korasziilésbél (n=5) szarmazd szoveteken (Id. tablazatos rész). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 a
nociceptin vagy nocistatin értékeihez viszonyitva
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5.4.2. Kisspeptin hatisa a méhkontrakciokra

A KISS1/Kiss1 gén termékei koziil, amelyeket kisspeptinként emlitenek, a legjelentésebb
54 aminosavbol all, és els6ként a human malignus melanoma sejtvonalakon Kkifejtett
metasztazis gatlo hatasat irtak le [123]. Tovabbi 10, 13 és 14 aminosavbdl allé szarmazékok
is keletkeznek, melyek hatékonyan aktivaljak mind a patkany, mind a human kisspeptin
receptort (Kiss1R), amely Gq1-proteinhez kapcsolodik, az IP3 mobilizalja az intracellularis
kalciumot a raktarakbol, mig a DAG képzddés a protein kinaz C aktivalodasat eredményezi,
ami kiilonb6zo mitogén-aktivalt protein kindzok, mint az ERK1/2 és a p38 foszforilaciojat
valtja ki [124]. A Kisspeptin/Kiss1R rendszer elemeit azonositottak human és a ragcsalo
petefészekben, ovariumban és az uteruszban is [125,126]. A kisspeptin a fokozza a
gonadotrop releasing hormon (GnRH) felszabadulast, amely altal fokozza a luteinizald
a kisspeptin fokozza az oxitocin neuronok aktivitisat, azonban ennek a hatasnak a pontos

mechanizmusa és funkcioja még nem tisztazott [128].

Mivel a kisspeptin uterusz kontraktilitasban kifejtett kozvetlen szerepér6l nem alltak
rendelkezésre adatok, ezért megvizsgaltuk hatasait nem vemhes és vemhes patkany
uteruszon, illetve megmértiik a Kiss1R expresszidjat és lokalizacidjat is a méhszovetben
[129]. A vizsgalatok soran a kisspeptin KISS1 94-121 fragmensét hasznaltuk.

Elséként izolalt szervfiirdében megmértiik, hogy a kisspeptin hogyan befolyasolja a KCl
kivaltotta kontrakciokat nem vemhes és vemhes patkany uteruszon, valamint endometrium

eltavolitas utan a miometriumon.

A kontraktilitasi vizsgalatokat 6sztrusz fazisban 1évé nem vemhes, valamint 5., 15., 18., 20.
¢s 22. napos vemhes uterusz szoveteken végeztilk. A Kisspeptin koncentracio fiiggéen
gatolta a kontrakcidkat, a maximalis gatld hatas a vemhesség vége felé haladva fokozatosan
csOkkent. A leger6sebb uterorelaxans hatast az 5. vemhességi napon mértiik. Az ECso-

értékekben nem tapasztaltunk valtozasokat (58. abra).
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Gaspar Robert

58. dbra. A Kisspeptin hatasa a nem vemhes és vemhes patkany uterusz kontrakciékra in vitro
(n=8/vemhességi nap). A kontrakciokat 25 mM KCl-dal valtottuk ki. A Kisspeptin kumulativ adagolasa minden
esetben simaizomrelaxaciot okozott, a vemhességi napokat figyelembe véve a maximalis hatasa folyamatosan
csokkent (1d. tablazatos rész). ns: nem szignifikans, *p<0,05; **p<0,01 az el6z6 napi értékhez viszonyitva

Az endometrium eltavolitasa utan a miometrium gyiriikon kivaltott kontrakciok esetén a

kisspeptin relaxald hatdsidban megsziint a fokozatosan csokkend tendencia. A maximalis

relaxalo hatads vemhesség 18. és 22. napjan csokkent, mig a 20. napon atmeneti ndvekedést

tapasztaltunk. Az uterusz és az endometrium nélkiili miometrium Gsszehasonlitasaban a

kisspeptin hatékonyabb volt a vemhesség végén a miometriumon, bar az Emax értékek kozotti

kiilonbség csak a vemhesség 20. napjan volt szignifikans. A kisspeptin 108 M

koncentracioja felett a gatlo hatas nem novelhetd tovabb (59. abra).
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59. dbra. A Kisspeptin hatasa a nem vemhes és vemhes, endometrium eltavolitott patkiny miometrium
kontrakciokra in vitro (n=8/vemhességi nap). A kontrakciokat 25 mM KCl-dal valtottuk ki. A Kisspeptin
kumulativ adagolasa minden esetben simaizomrelaxaciot okozott, azonban az uterusznal tapasztalt, vemhesség
elérehaladtaval csokkentd tendencia megsziint. Az endometrium eltavolitasa fokozta a kisspeptin gatlo hatasat
a nem vemhes és a 20. napos vemhes mintak esetén (Id. tablazatos rész). ns: nem szignifikans, *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 az el6z6 napi értékhez (fehér oszlopok), illetve az uteruszban mért megfeleld
értékekhez (szines oszlopok) viszonyitva.

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a kisspeptin relaxald hatasa valoban kothet6-e a Kisspeptin
receptorokhoz. Mivel az 5 napos vemhes uteruszon volt a legnagyobb a kisspeptin gatld
hatasa, ezért ezen a vemhességi napon mértiikk meg a kisspeptin hatasat a Kiss1R antagonista
kisspeptin-234-trifluoracetat jelenlétében. Azt tapasztaltuk, hogy az antagonista jelentdsen
csokkentette a kisspeptin uterusz relaxalé hatasat, igazolva, hogy a kisspeptin gatlo hatasa

valoban az uterusz Kiss1R receptorain keresztiil valésul meg (60. abra).
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-10.
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kisspeptin 2,1 £33 x 1010 49,031
kisspeptin + kisspeptin-234-trifluoracetat (10-° M) 1,5+ 1,0x10%0ns 29,1 3,1

60. dbra. A Kisspeptin-234-trifluoracetat (KisslR antagonista) hatasa a Kisspeptin uterusz kontrakciot
gatlo hatasara 5. napos vemhes uteruszon in vitro (n=6). A kontrakciokat 25 mM KCl-dal valtottuk ki. A
KissIR antagonista jelenléte csokkentette a kisspeptin Emax értékét, az ECsp értéket nem valtoztatta meg (ld.
tablazatos rész). ns: nem szignifikans, ***p<0,001 a Kisspeptin megfelel6 értékéhez viszonyitva.

Ezt kovetden megmeértiik a Kiss1R mRNS és fehérje expresszidjat mind az uteruszban, mind
pedig a miometriumban. A KisslR mRNS mind a nem vemhes, mind pedig a vemhes
uteruszokban jelen volt, legmagasabb szintjét a nem vemhes és az 5. napos vemhes
szOvetekben talaltuk. A vemhesség végére a KissSIR mRNS szintje dramaian csokkent, a
legalacsonyabb értéket a 15. napon érte el. Bar a 18. napon enyhe emelkedést talaltunk,
tovabbi valtozasokat nem észleltiink, a KissIR mRNS-szint az ellés napjaig (22. nap)
alacsony maradt. Az endometrium eltavolitasa a receptor mRNS mennyiségének aranyos
csokkenését okozta valamennyi vizsgalt gesztacidos napon, valamint a nem vemhes
mintakban is, bar a kiillonbség csak a nem vemhes esetben volt szignifikans az uterusz és a

miometrium ko6zott (61. abra)
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61. dbra. A KisslR mRNS-expressziojanak valtozasa patkany uteruszban (tomor oszlopok) és a
miometriumban (iires 0szlopok) a vemhesség alatt és a nem vemhes mintakban (n=4-7). A RT-PCR
vizsgalat soran kovetkezd primereket hasznaltuk: Rn00576940 m1 (KisslR), Rn00667869_m1 (pB-actin).
Minden mintat harom parhuzamosban futtattunk. A probak fluoreszcencia-intenzitasat a PCR-ciklusszam
fuggvényében abrazoltuk. A fluoreszcenciajel els6é jelentés novekedését mutatdo amplifikacios ciklust
tekintettiik kiiszobciklusnak. Az mRNS expresszié alacsonyabb volt a kési vemhes patkany uteruszokban. A
Kiss1R uterusz expressziojat dsszehasonlitottuk a miometrialis expresszioval az egyes gesztaciés napokon,
valamint a nem vemhes mintakban (+). Az 5. vemhességi napot is 6sszehasonlitottuk a nem vembhes értékekkel,
¢és a vemhesség minden egyes vizsgalt napjat az el6z6 vemhességi naphoz hasonlitottuk (* és #). NV: nem
vemhes, m: miometrium ***p<0,001 az el6z6 napi uterusz értékhez viszonyitva; #p<0,05; ###p<0,001 az
el6z6 napi miometrium értékhez viszonyitva; +++p <0,001, a nem vemhes uteruszhoz viszonyitva

WB technikéaval a legmagasabb Kiss1R fehérjeszintet a nem vemhes szovetekben mértiink.
A vemhesség 5. napjan szintén magas denzitast figyeltiink meg mind az uteruszban, mind
pedig a miometriumban. A KisslR fehérje szintje a vemhességi id0szak végére csokkent,
bar a csokkenés nem volt szignifikans a 15. vemhességi nap utdn. Az endometrium
eltavolitasa a Kiss1R denzitds ardnyos csokkenését okozta a miometriumokban, de ezek a

valtozasok sem voltak szignifikansak (62. abra).

86



gaspar.robert 93 23

MTA Doktori Ertekezés 2023 Gaspar Robert
., 0.25-
(=]
T
< £ 0207 T
5 :g *Khk ki
S 2 015 T
P~
@ N
= § 0.101
g s sk Ha
«
£ 0.05- -
: ]
(=]
000‘ T T T T T T T T
N LN TEN ) 12 &‘Q S & & &

KisslR 57 kDa

B-actin 42 kDa — — N— N— — —

62. dbra. A Kisslr fehérje expresszidja a patkany uteruszban (tomor oszlopok) és miometriumban (iires
oszlopok) a vemhesség kiilonb6z6 napjain és nem vemhes mintakban (n=4-7). A blotokat razas kozben
inkubaltuk Kiss1R (1:200, Bioss Antibody, Cat# bs-2501R, RRID:AB_10855480) és p-actin (1:200, Bioss
Antibody, Cat# bs-0061R, RRID: AB_2854584) poliklonalis antitestekkel blokkolo pufferben. A Kiss1R
expresszid0 a vemhesség soran csokkend tendencidt mutat. Az uteruszban mért eredményeket
Osszehasonlitottuk a miometrialis expressziokkal is az egyes vemhességi napokon, valamint a nem vemhes
mintakban, de szignifikans kiilonbséget nem talaltunk. NV: nem vemhes, m: miometrium, ***p<0,001 az el6z6
napi uteruszhoz értékhez viszonyitva; ##p<0,01; ###p<0,001 az el6z6 napi miometrium értékhez viszonyitva.

Immunhisztokémiai modszerrel megmeértiik a Kiss1R eloszlasat az uterusz szovetekben. A
receptor erds immunreaktivitdst mutatott mind a vemhes, mind pedig nem vemhes
mintdkban. A legintenzivebb Kiss1R immunfestddés a miometrium hosszanti, mig kevésbé
intenziv a korkoros rétegében, a leggyengébb festédés pedig az endometrium rétegében volt
lathato. Emellett a Kiss1R az érrendszeri simaizomsejtekben is erésen expresszalodott. A
legnagyobb expressziot a nem vemhes és az 5. napos vemhes uteruszokban talaltuk. A
vemhesség végére egyre csokkend Kiss1R immunreaktivitast mértiink mind a miometrialis,
mind az endometrialis rétegben, de a csdkkenés kiilondsen latvanyos volt az endometrialis
teriileten. A 18. naptol kezdve az immunfestédés elsdsorban az uterusz simaizom rétegeiben
lokalizalodott, mig az endometrialis expresszio elhanyagolhatova valt. A 22. napos vemhes
méh festddési intenzitdsa marginalis volt a nem vemhes vagy az 5. napos vemhes mintadkhoz

képest (63. abra).
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vett krioszekciokban. A mintakat Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific Cat# A32731,
RRID:AB_2633280; 1:200) masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk, a Kiss1R expresszié z6ld szinnel jelenik
meg a nem vemhes (a), valamint az 5. (b), 15. (c), 18. (d), 20. (e) és 22. (f) vemhességi napokon. A sejtmagok
jelolésére DAPI-t hasznaltunk (kék szinnel). P: perimetrium, ML: miometrium hosszanti réteg, MC:
miometrium korkoros réteg, E: endometrium, nyil: nagy ér a vaszkularis rétegben.

5.4.3. Leptin és adiponectin hatidsa a méhkontrakciokra

Az adipokineket a zsirszovet termeli és szamos Szervben, szervrendszerben igazolodott mar
szabalyozd szereplik. Két ilyen adipokin uterusz kontraktilitdsban betoltott szerepét
vizsgaltuk patkdny vemhességi modellen.

Az egyik a leptin, melyet a fehér zsirszovet termel, de szamos mas szovetben, szervben is
megtalalhato, pl. a gyomor-bélrendszerben vagy a placentaban [130,131]. A leptinnek
alapvetd szerepe van az étvagy, az anyagcsere ¢s a neuroendokrin funkciok szabalyozasaban,

plazma koncentracidja tiikrozi a testzsir szazalékos aranyat [132]. A leptin receptor (LEPR)
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stimulacidja elsésorban a JAK2/STAT kaszkadot aktivalja, de mas jelatviteli utvonalak is
miitkodhetnek [133]. Mivel a LEPR nem expresszalodik a GnRH-neuronokban, igy a leptin
csak kozvetve, a kisspeptin neuronokra hatva serkenti a GnRH-szekréciot [134]. Az anyali
leptin koncentraciot noveli a testzsir és a gesztacios id6, mivel terhességben a leptin 6
forrasa a zsirszovet és a placenta [135]. Vizsgalataink el6tt csupan néhany adat allt
rendelkezésre a leptin patkanyok és human uterusz kontrakciokra gyakorolt hatasarol [136].
A masik adipokin az adiponectin, melynek plazma koncentracioja a leptinnel ellentétben
forditottan aranyos a testtomeg indexszel [137]. Hatasat receptorain keresztiil (AdipoR1 és
AdipoR?2) fejti ki kotédve a T-kadherinhez, melyen keresztiil szabalyozza a méhre gyakorolt
hatasat, részben a vaszkularizacido befolyasolasaval [138]. Az adiponectin rendszert
azonositottak a ragcsald uteruszban [139], de a kontrakciokban bet6ltott szerepe nem volt
ismert. Csupan annyi adat allt rendelkezésre, hogy az adiponectin csokkenti a méh
kontraktilitasat vemhes egér uteruszon [140].

Mivel a leptin és adiponectin uterusz kontraktilitasban kifejtett kozvetlen szerepérél nem
alltak rendelkezésre adatok, ezért megvizsgaltuk mindkét adipokin hatasat nem vemhes és
vemhes patkany uteruszon, illetve meghataroztuk a LEPR, AdipoR1 és AdipoR2

crer

expressziojat és lokalizaciojat a méhszovetben [141].

5.4.3.1. Leptin hatasok

A kontraktilitasi vizsgalatokat a kisspeptin mérésekhez hasonléan nem vembhes és 5., 15.,
18., 20. és 22. napos vemhes patkanyokbol nyert uterusz szdveteken végeztiik, illetve
megmértiik az endometrium nélkiili szovetek valaszat is. A leptin koncentracidfiiggd modon
csokkentette a KCI-dal Kkivaltott nem vemhes méhdsszehtizodasokat. Ez a relaxalo hatas
jelentdsen csokkent az endometrium eltavolitdsa utdn. Vemhes uteruszban a leptin szintén
gatolta a kontrakcidkat. A leptin a vemhesség korai szakaszaban erds relaxald hatast fejtett
ki, mely a gesztacios id6 végére jelentdsen csokkent, a vemhesség utolso (22.) napjan pedig
teljesen megsziint. A leptin endometrium nélkiili miometrialis kontrakcidkra gyakorolt gatlo
hatasa nétt vemhesség 15. napjan, de onnant6l nem valtozott szamottevéen a vemhesség
végeéig. AZ Emax €értékek az endometrium nélkiili szoveteken az 5. és 18. napon csokkentek,

mig a 20-22. napokon novekedtek az uteruszhoz képest (64. abra).
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A B
- 5.nap —®- 5. nap
=~ 15 nap =¥ 15. nap
—¥ 18.nap =6— 18. nap
—— 20. nap - 20.nap
80- & 22 nap 801 - 22.nap
-l nem vemhes -B- nem vemhes
~ - e -
S 60 § 60
& 404 & 404
= =
on o0
i 207 e 207
= 2
E 0 T T T T 1 2 0 T T 1
‘g 12 -11 - . -7 -] -12 -11 -10 -9 -8 -7
2 .20 £ -204
log leptin koncentracié (M) 20 log leptin koncentraci6 (M)
-40- -40-
ECso (M) Emax (%) ECso (M) Emax (%) p p
uterusz uterusz miometrium miometrium ECsou Emax U
vs. m vs. m
nem vemhes 4.9+ 1,7x1010 612+2,9 1,1 +0,2x1010 51,4+1,9 # #
5. nap 7,7+ 0,5x1010 63,0+5,1 3,3+0,7x101% 30,9+2,0 ns it
15. nap 2,9+ 0,2x101 57,1 +3,3 2,5+0,6x101 46,0 £ 2,9*** ns ns
18. nap 6,0+ 0,2x101! 56,9 + 4,5 2,4 +0,5x101¢ 39,7+2,6 ns HH
20. nap 3,0+ 0,2x10710 32,2 £2,2%** 2,1 +0,4x1011 40,3 +2,3 ns #
22. nap 1.1+ 0,6x10° -4.5 4 3 4FF* 1.0 + 0,5x1010 37,7+35 ns it

64. dbra. A leptin hatisa a nem vemhes és vemhes patkany uterusz (A) és endometrium eltavolitott
miometrium (B) kontrakciékra in vitro (n=6/vemhességi nap). A kontrakciokat 25 mM KCl-dal valtottuk
ki. A leptin kumulativ adagolasa csokkentette a nem vemhes méh Gsszehuzodasait, mig az endometrium
eltavolitasa gyengitette hatasat. A leptin a vemhes uterusz kontrakcioit is csokkentette a vemhesség korai
szakaszaban, azonban a vemhesség végére hatiasa megsziint. Ezzel szemben a miometriumon a teljes
vemhességi idGszak alatt képes volt fenntartani relaxalé hatasat. Az endometrium hidnya gyengitette (5. és 18.
nap), vagy éppen fokozta (20. és 22. nap) a hatékonysagat (1d. tablazatos rész)., **p<0,01; ***p<0,001 az el6z6
naphoz viszonyitva; ns: nem szignifikans, #p<0,05; ###p<0,001 az uterusz (u) és a miometrium (m) azonos
napi értékeit 6sszehasonlitva

A LEPR-t mind a nem vemhes, mind a vemhes patkanyok uteruszban kimutattuk, a
legnagyobb expressziot a vemhesség 5. napjan tapasztaltuk. A 15. és 18. napon az expresszid
csokkent, de a vemhesség késdi szakaszaban (20. és 22. nap) ismét magasabb értékeket
mértlink, bar a novekedés nem volt szignifikdns. Az endometrium eltdvolitasa jelentdsen
csokkentette a receptor mRNS és fehérje mennyiségét az 5. napon. A miometrium azonban
nem tartalmazott szignifikansan kevesebb LEPR-t sem a tobbi vemhességi napon, sem pedig

a nem vemhes mintakban (65. abra)
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A

LEPTR/B-actin mRNS hanyados

0.201

0.154

0.10+

0.05+

LEPR / B-actin fehérje optikai
denzitas

0.00-

LEPR 156 kDa

B-actin 42 kDa

65. dbra. A LEPTR mRNS (A) és fehérje (B) expressziéjanak valtozasa patkany uteruszban (tomor
oszlopok) és a miometriumban (iires 0szlopok) a vemhesség alatt és a nem vemhes mintakban. A RT-
PCR vizsgalat soran (A) kovetkezd primereket hasznaltuk: Rn01433205_m1 (LEPR), Rn00667869_m1 (B-
actin). Minden mintat harom parhuzamosban futtattunk. A probak fluoreszcencia-intenzitasat a PCR-
ciklusszam fliggvényében abrazoltuk. A fluoreszcenciajel elsé jelentds novekedését mutatd amplifikacios
ciklust tekintettiik kiiszobciklusnak. Az mRNS expresszié megnétt az 5. napon, visszaesést mutatott a 15.
napon, mely utan nem volt szignifikans valtozas az uteruszban (A, tomor oszlopok). Az endometrium
eltavolitasa megsziintette a szignifikdns valtozast a LEPR mRNS expresszioban (A, iires oszlopok). Az
endometrium eltavolitasa az 5. napon a jelentdsen csokkentette a LEPR mRNS expressziot. A WB mérések
soran (B) a blotokat razas kozben inkubaltuk LEPR (1:300, Bioss Antibodies, Cat# bs-0109R,
RRID:AB_10852741) és B-actin (1:300, Bioss Antibody, Cat# bs-0061R, RRID:AB_10855480) poliklonalis
antitestekkel blokkolo pufferben. A LEPR expresszio a B-actin 6sszehasonlitisaban a vemhesség soran az
mRNS valtozassal megegyez6 valtozast mutatott mind az uteruszban (B, tomér oszlopok), mind pedig az
endometrium eltavolitasa utan (B, iires oszlopok). NV: nem vemhes, m: miometrium, #p<0,05; ##p<0,01 az
el6z0 napi értékhez viszonyitva; *p<0,05; az azonos napi uterusz értékhez viszonyitva
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Immunhisztokémiai modszerrel megmértiik a LEPR eloszlasat is az uterusz szovetekben. A
LEPR festddés intenzitasa mind a nem vemhes, mind pedig a vemhes mintakban erds volt.
A nem vemhes méhben a LEPR féként a miometrium cirkularis és longitudinalis rétegeiben

fest6dott. A vemhes mintakban a LEPR jelenléte tobbnyire a miometriumra korlatozodott,

kivéve az 5. napon, amikor az endometrium rétegében nagyobb intenzitast észleltiink. (66.

EM
MM
A ——

abra).

66. dbra Reprezentativ fluoreszcens mikroszkop felvételek a LEPR expressziéjarél patkiany uteruszbél
vett krioszekciokban. A mintakat Alexa Fluor 647 (Jackson ImmunoResearch Laboratories Cat# 103-605-
155, RRID:AB_2337392; 1:200) masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk, a LEPR expresszio vords szinnel
jelenik meg a nem vemhes (A), valamint az 5. (B), 15. (C), 18. (D), 20. (E) és 22. (F) vemhességi napokon.
MM: miometrium, EM: endometrium, 1épték jel: 50 um
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5.4.3.2. Adiponectin hatasok

A kontraktilitasi vizsgalatokat a leptin €s kisspeptin mérésekhez hasonléan nem vembhes és
5.,15.,18., 20. és 22. napos vemhes patkanyokbdl nyert uterusz szoveteken végeztiik, illetve
megmértiik az endometrium nélkiili szovetek valaszat is. A nem vemhes patkany uteruszon
az adiponectin dozisfiiggd relaxaciot okozott. Az endometrium eltavolitasa utan a relaxalo
hatas jelentsen csokkent. Az adiponectin csokkentette a vemhes uterusz kontrakciokat is,
relaxald hatasa az 5. vemhességi naptol a 18. napig er6sodott. Azonban 20. napon a gatlo
hatasa csokkent, a vemhesség utolsé napjara pedig gyakorlatilag megsziint.

Az endometrium nélkiili miometriumon a vemhesség korai és kozéps6 szakaszaban (5., 15.
¢s 18. nap) erGs relaxald hatast tapasztaltunk, ami a 20. napra jelentés csokkent. A
vemhesség 22. napjan az adiponectin miometrium kontrakciot gatld hatasa minimalisra
csokkent. A miometriumon kifejtett gatlo hatasa nagyobb volt az 5. és 15. napon, mint az

uteruszon mért hatasok (67. abra).

A B
- 5 nap
15. nap - 5. nap
—¥ 18. nap 15. nap
20. nap = 18. nap
807 e 22.nap 80- 20. nap
§ 60- 8- nem vemhes ] ;\? 604 = 22 nap
‘;’ : -A - nem vemhes 1
S 40- = 401 PTL Gt
o 20 E” 20 “ x"
2 =
=< [ 0 T T T 1
g0 it z BHl 10 -9 -8
= -20- . . i s
£ -201 log adiponectin koncentracié (M) g 20 log adiponectin koncentracié (M)
-40- -40-
ECso (M) Emax (%) ECso (M) Emax (%) p p
uterusz uterusz miometrium miometrium ECsou Emax U
VS. m VS. m
nem vemhes 4,0 +0,9x10 62,7+2,6 2,3+ 1,0x101° 464+28 ns it
5. nap 5,2+ 0,2x10* 302+25 4,7 +0,8x101? 48,8 +2,8 Liiid HtH
15. nap 2,1+ 0,1x10° 37,6+3,0 2,3 +0,6x10*? 49,7+29 # idid
18. nap 2,3+ 0,8x101 50,8+ 2,7 1,6 +0,6x101 459+ 3,7 ns ns
20. nap 1.1+ 0,1x10! 36,2+2,8" 2,6 = 0,6x101? 32,9+25" HHH ns
22. nap 8.4+ 0,7x1010 6,5+6,8" 2,8 +0,7x10 17,0+ 6,4 ns #

67. dbra. Az adiponectin hatasa a nem vemhes és vemhes patkany uterusz (A) és endometrium eltavolitott
miometrium (B) kontrakciokra in vitro (n=6/vemhességi nap). A kontrakciokat 25 mM KCl-dal valtottuk
ki. Az adiponectin kumulativ adagolasa csokkentette a nem vemhes méh 6sszehuzodasait, az endometrium
eltavolitasa a nem vemhes és korai vemhes esetben mérsékelten ndvelte a hatasat. Ugyanakkor a vemhesség
végére az adiponectin hatasa Iényegében megsziint (ld. tablazatos rész)., **p<0,01; ***p<0,001 az el6z6
naphoz viszonyitva; ns: nem szignifikans, #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 az uterusz (u) és a miometrium (m)
azonos napi értékeit 6sszehasonlitva
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Az adiponectin mindkét receptorat kimutattuk az uteruszban és a miometriumban is. Az
AdipoR1 expresszidja a nem vemhes €s az 5. napos vemhes uteruszban volt a legmagasabb,
mindkét esetben az endometrium eltavolitdsa csokkentette az mRNS és a fehérje expressziot,
bar a fehérje expresszio csokkenése nem volt szignifikdns. A 15. vemhességi naptol kezdve
a receptorok expresszidja mérséklodott, az endometrium eltavolitasa a 18. naptol kezdve
nem modositotta szignifikansan az AdipoR1 mRNS- és fehérjeszintet (68. abra)

A

31 |
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68. dbra. Az AdipoR1 mRNS (A) és fehérje (B) expresszidjanak valtozasa patkany uteruszban (tomér
oszlopok) és a miometriumban (iires 0szlopok) a vemhesség alatt és a nem vemhes mintakban. A RT-
PCR vizsgalat soran (A) kovetkez6 primereket hasznaltuk: ID Rn01483784_m1 (AdipoR1), Rn00667869 m1
(B-actin). Az mRNS expresszio megnétt az 5. napon, majd a 15. naptol csokkent (A, tdomor oszlopok). Az
endometrium eltavolitasa csokkentette az mRNS expressziot, de a valtozas tendencidi megmaradtak (A, {ires
oszlopok). A WB mérések soran (B) a blotokat razas kézben inkubaltuk AdipoR1 (1:300, Bioss Antibodies,
Cat# bs-0610R, RRID:AB _10857625) és p-actin  (1:300, Bioss Antibody, Cat# bs-0061R,
RRID:AB_10855480) poliklonalis antitestekkel blokkolo pufferben. Az AdipoR1 expresszié a B-actin
Osszehasonlitisdaban a vemhesség soran az mRNS valtozassal hasonlé moddosulasokat mutatott mind az
uteruszban (B, tomor oszlopok), mind pedig az endometrium eltavolitasa utan (B, iires oszlopok). NV: nem
vemhes, m: miometrium, #p<0,05; ##p<0,01 az el6z6 napi értékhez viszonyitva; **p<0,01; ***p<0,001 az
azonos napi uterusz értékhez viszonyitva
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Az AdipoR2 szintén kimutathat6 volt mind a nem vemhes, mind pedig a vemhes uteruszban.
A receptor mRNS ¢és fehérje expresszidja a 15. napon érte el a maximumat, ezt kovetden a
vemhesség végéig jelentds csokkenést észleltiink. Az endometrium eltavolitasa jelentésen
csOkkentette a receptor mRNS- és fehérjeexpressziot a 15. és 20. vemhességi napon. Az
AdipoR2 expresszidja a késoi vemhes uteruszban (18-22. nap) nagyon alacsony volt, amit

az endometrium eltavolitas nem csokkentett (69. abra).
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69. dbra. Az AdipoR2 mRNS (A) és fehérje (B) expresszidjanak valtozasa patkany uteruszban (tomér
oszlopok) és a miometriumban (iires 0szlopok) a vemhesség alatt és nem vemhes mintakban. A RT-PCR
vizsgalat soran (A) kovetkezd primereket hasznaltuk: ID Rn01463173_m1 (AdipoR1), Rn00667869_m1 (j-
actin). Az mRNS expresszio megnétt a 15. napon, majd utana jelent6sen csokkent (A, tomor oszlopok). Az
endometrium eltavolitdsa nagymértékben csokkentette az mRNS expressziot a 15. és 20. napon (A, iires
oszlopok). A WB mérések soran (B) a blotokat razas kozben inkubaltuk AdipoR2 (1:300, Bioss Antibodies,
Cat# bs-0611R, RRID:AB_10857621) és f-actin (1:300, Bioss Antibody, Cat# bs-0061R,
RRID:AB_10855480) poliklonalis antitestekkel blokkolo pufferben. Az AdipoR2 expresszio a B-actin
0sszehasonlitdsaban a vemhesség soran az mRNS valtozassal hasonld mintdzatot mutatott mind az uteruszban
(B, tomor oszlopok), mind pedig az endometrium eltavolitasa utan (B, iires oszlopok). NV: nem vemhes, m:
miometrium, #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 az el6z6 napi értékhez viszonyitva; *p<0,05; ***p<0,001 az
azonos napi uterusz értékhez viszonyitva
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Az RT-PCR és a WB eredményekkel 6sszhangban a nem vemhes és a korai vemhes uterusz
mintak simaizomzata és endometrium rétegei erés immunfestodést mutattak az AdipoR1-re.
A vembhesség vége felé alacsonyabb immunreaktivitast tapasztaltunk, a receptor féként az

izomrétegben expresszalodott (70. abra).
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uteruszbdl vett krioszekciokban. A mintakat Alexa Fluor 488 (Life Technologies Corporation, Molecular
Probes; 1:200) masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk, az AdipoR1 expresszid zold szinnel jelenik meg a nem
vemhes (A), valamint az 5. (B), 15. (C), 18. (D), 20. (E) és 22. (F) vemhességi napokon. MM: miometrium,
EM: endometrium, 1épték jel: 50 um
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Az AdipoR2 festddés legalacsonyabb intenzitasa a nem vembhes, az 5. és a 18. napos vemhes
mintdkban volt megfigyelhetd. A méh simaizomsejtjei a 15. vemhességi napon mutattak a
legmagasabb immunreaktivitast. Az AdipoR2 endometridlis jelenléte is erdsebb volt a

terhesség kozépsé €s késdi szakaszaban (15. és 20. nap) (71. abra).

71. dbra Reprezentativ fluoreszcens mikroszkop felvételek az AdipoR2 expresszidéjarol patkany
uteruszbdl vett Kkrioszekciokban. A mintakat CyTM3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories; 1:200)
masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk, az AdipoR2 expresszi6 sarga szinnel jelenik meg a nem vemhes (A),
valamint az 5. (B), 15. (C), 18. (D), 20. (E) és 22. (F) vemhességi napokon. MM: miometrium, EM:
endometrium, 1épték jel: 50 pm
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5.4.4. Obezitas és gyulladas hatasa a méhkontrakciokra (adipokinek és citokinek)

A terhességi elhizas jelentds terhet r6 az egészségligyi rendszerre, és negativ epigenetikai
hatassal lehet az utdodokra is [142], noveli a csaszarmetszés, a sziilés utani vérzés, a
gesztacios diabetes, a kés6i cervix felpuhulas eléfordulasat, valamint az utodoknal
velesziiletett rendellenességekhez és betegségekhez vezethet [143]. Az elhizas egyes adatok
szerint csokkentheti terhes uterusz kontraktilitasat [144], de akar novelheti is a korasziilés
kockazatat [145]. Elhizas esetén a zsirszovet endokrin szervvé valik, amely adipokineket (pl.
leptin, adiponectin, kisspeptin) termel [146]. Ezek az adipokinek kozvetleniil
befolyasolhatjak a terhesség alatti elhizas soran a méhkontrakciokat, ugyanakkor adatok
ezzel kapcsolatosan nem alltak rendelkezésre, ugyanis elhizasos modellb6dl szarmazo uterusz
kontraktilitasi vizsgalatokat adipokinekkel nem végeztek, még ragcsalo modellen sem.
Emellett az is ismert, hogy a terhességi elhizas moédositja az anyai nemi hormonok és
citokinek szintjét, amelyek szintén jelent6s hatassal lehetnek a méhkontraktilitasra [147,148]
¢s hozzajarulhatnak a cervikalis elégtelenséghez [149]. Az clhizas okozta zsirszovet-
felhalmozodast tartjak kis intenzitasu (,,Jow grade”) gyulladas egyik f& okanak, amely
felel6s szamos patofiziologiai folyamatért [150]. Emellett az intrauterin fert6zés is
gyulladassal jar és fokozza a korasziilés kockazatat [151]. Korabbi klinikai vizsgalatok
alapjan a korasziiléssel végzddo terhességek mintegy 6todében kimutathato volt a bakterialis
fertézés a magzatvizben annak ellenére, hogy nem volt klinikai jele az intrauterin
infekcionak [152]. A gyulladasos folyamatok soran megemelkedik a proinflammatorikus
citokinek (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8) és PG-ok szintje is az uteruszban, mely fokozza a
kontrakciokat [153].

A fentiek alapjan az elhizas és a gyulladés tekintetében tobb célt is kitliztiink. Egyrészt
patkany modellen tanulmanyoztuk az elhizas hatasat a vemhes uterusz kontrakciokra. Az
elhizast magas zsir- és szachardztartalmi étrend fogyasztasaval idéztiik eld, mértiik a noéi
nemi hormonok, citokinek és adipokinek (Kkisspeptin, leptin, adiponectin) valtozasat. A
méhosszehtizodasokat és a cervix rezisztencia valtozasat, valamint a kisspeptin, leptin és
adiponectin hatasait is vizsgaltuk, a receptorok expresszié valtozasaval egyiitt [154].
Masrészt gyulladasos vizsgalatokban vemhes patkanyban bakterialis LPS intrauterin
adéasaval valtottunk ki korasziiléshez hasonld allapotot. A szisztémas gyulladast a szérum
TNFa szintjének mérésével kovettiik, a TNFo okozta kontrakcid valtozasokat pedig a [B2-
AR agonista terbutalin hatasanak valtozasan keresztiill mértik a TNFo antagonista
thalidomide jelenlétében [155].
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5.4.4.1. Obezitas hatasa a méhkontrakciokra

Az elhizast HFHSD segitségével indukaltuk, az allatok 4 hetes koruktol 12 hetes korukig
tartottuk ezen a diétan, vemhesitésiiket 10 hetes korukban végeztiikk SD étrenden tartott
(részleteket 1d. 4.13.4.1. fejezet) him allatokkal. A kontroll néstény csoport is SD étrendet
kapott. A HFHSD 3 hét utan (6 hetes korban) jelentésen megndvelte a néstény patkanyok
testtomegét az SD csoporthoz képest. A HFHSD csoportban a magasabb testtomeg 6 hetes
diéta utan (9 hetes korban) is megmaradt. A vemhesség végére (vemhesség 22. napja, 12

hetes kor) a testsulykiilonbség eltiint az SD és a HFHSD csoportok k6zott (72. abra).
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72. abra Az SD és HFHSD taplalt patkanyok 3 heti testtomeg atlagai, beleértve a vemhesség utolso napjat
(22. nap) (n=12/csoport). A HFHSD diétat 4 hetes korban kezdddott. A patkdnyok 10 hetes korukban
vemhesiiltek. A 12. héten ért véget a vemhességiik (vemhesség 22. napja) ***: p<0.001 az SD csoport azonos
idopontban mért értékéhez viszonyitva

A vemhesség végén tapasztalt testtomeg Kiegyenlitddés annak kdszonhetd, hogy a HFHSD
csoportban a magzatok és placenta tomege kisebb volt, mint az SD csoportban, igy az allatok

Ossztomege az dsszehasonlitasban az SD csoport javara gyarapodott (1. tablazat).

Szerv SD HFHSD p
uterusz (g+=SEM) 4,22+0,13 3,65+0,15 *
placenta (g£SEM) 0,54+0,01 0,41+0,02 F*hx
magzat (g=SEM) 5,83+0,10 5,17+0,13 il
magzat/placenta (tSEM) 10,93+0,28 12,214+0,27 Rk
magzatok szama (n =SEM) 12,69+0,58 12,84+0,93 ns

1. tablazat. A szervtomegek és a magzatok szaimanak valtozasa 22. napos vemhes patkanyban SD és
HFHSD taplalas esetén (n=12/csoport). A HFHSD csoportban mind az uterusz témeg, mind pedig magzati
és placenta tomeg is csokkent. ns: nem szignifikans *: p<0,05, **: p<0,01; ***: p<0,001 az SD csoport azonos

értékéhez viszonyitva
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A 9. hét utan a HFHSD novelte a patkanyok éhomi vércukorszintjét, a GTT soran pedig 60
¢€s 90 perc utan is novelte a vércukorszintet. A vércukor plazmaszintjének AUC elemzése
azonban nem mutatott szignifikans emelkedést. A terhesség végén (12. hét, 20. terhességi
nap) az ismételt GTT azt mutatta, hogy a HFHSD nem befolyésolta a éhomi gliikdzszintet,
de rontotta a gliilkdz-toleranciat a gliikoz beadasat koveto elso 45 percben. Az AUC elemzés
a GTT alatt megnovekedett plazma gliikkozszintet mutatott a HFHSD csoportban az SD-
csoporthoz képest (73. abra). Mindez igazolta, hogy az elhizas modell miikodott és az

obezitas kovetkeztében megjelent a csokkent gliikkdz tolerancia.
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73. dbra A plazma gliikézszintjének valtozasa GTT soran SD és HFHSD taplalt patkanyoknal 9 (A, C)
és 12 hetes (B, D) korban (n=12/csoport). A patkanyok 10 hetes korukban vemhesiiltek, a 12. héten a GTT-t
a 20. gesztacios napon végeztilk. A plazma gorbéket az AUC kiszamitasaval hasonlitottuk 6ssze. A HFHSD a
9 hét utan csokkentette a gliikdztoleranciat. *: p<0,05; **: p<0,01 az SD csoport értékéhez viszonyitva
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A 9 hétig tarto HFHSD megvaltoztatta a vemhes patkanyok zsirszoveti eloszlasat is. A
rozsaszin (pink) zsir tomege mind az SD, mind a HFHSD-vel taplalt patkanyoknal dominans
volt a vemhesség utolsé napjan. A HFHSD jelent6sen megnovelte a gonadalis, viszceralis,
pink és barna zsirok tomegét a teljes zsirtomeggel egyiitt. A viszceralis zsir mutatta a
HFHSD hatéséara a legnagyobb sulygyarapodast. A HFHSD csokkentette az eredetileg a
laktacidé miatt megnovekedett pink zsirszovet tomeget, €és novelte a viszceralis és gonadalis

zsirok mennyiségét (74. abra).

SD (g+SEM) HFHSD (g+SEM)

0,64+40,07**

0,41+0,02

0,66+0,07 1,50+0,14*

1,10+0,12

gonadalis 38841 77+
viszceralis
m pink
M barna
Teljes zsirtomeg: Teljes zsirtomeg:
993+1,12¢ 15,18 + 3,27 g*

74. dbra. A zsireloszlas valtozasa a 9 hétig tartéo SD és HFHSD utan a vemhesség utolso napjan (12 hetes
korban) patkanyban (n=12/csoport). A patkanyok 10 hetes korukban vembhesiiltek. Az 6sszes zsirszovettipus
és a teljes zsirtomeg tomege megndtt, a legnagyobb novekedést a viszceralis zsir esetén mértiik. *: p<0,05; **:
p<0,01 a SD csoport megfeleld értékeihez viszonyitva

A HFHSD indukalta testtomeg gyarapodas fokozta a Kiss1R és LEPR expressziot a 22 napos
vemhes uteruszban az SD csoporthoz képest. Mind az mRNS- és fehérje expresszidja
szignifikansan megndtt mindkét receptor esetén. A HFHSD ugyanakkor nem modositotta

sem az AdipoR1, sem pedig az AdipoR2 expressziojat a vemhes uteruszban (75. abra).
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75. dbra. A KisslR (A, B) a LEPR (C, D), az AdipoR1 (E, F) és AdipoR2 (G, H) mRNS és fehérje
expressziojanak valtozasa SD és HFHSD taplalt vemhes patkanyok uteruszban (n=6/csoport). A RT-PCR
vizsgalat soran (A, C, E, G) kovetkez6 primereket hasznaltuk: Rn00576940_m1 (Kiss1R), Rn01433205_m1
(LEPR), Rn01463173_m1 (AdipoR1), Rn00667869_m1 (B-actin). A KissIR és LEPR mRNS megnévekedett
a 9 hétig tartd HFHSD hatasara a vemhesség utolso napjara. A WB mérések soran (B, D, F, H) a blotokat razas
kozben inkubaltuk Kiss1lR (1:200, Bioss Antibodies, Cat# bs-2501R, RRID:AB_10855480), LEPR (1:300,
Bioss Antibodies, Cat# bs-0109R, RRID:AB_10852741), AdipoR1 (1:300, Bioss Antibodies, Cat# bs-0610R,
RRID:AB_10857625), AdipoR2 (1:300, Bioss Antibodies, Cat# bs-0611R, RRID:AB_10857621) és f-actin
(1:300, Bioss Antibodies, Cat# bs-0061R, RRID:AB_10855480) poliklonalis antitestekkel blokkold pufferben.
A fehérje expressziok valtozasa 6sszhangban volt az mRNS valtozasokkal. ns: nem szignifikans, *p<0,05; **:
p<0,01; ***:p<0,001 az SD csoporthoz hasonlitva

A HFHSD hatésara a spontan kontraktilitas jelentdsen csokkent az SD csoporthoz képest. A
30 perc alatti spontan 6sszehtizodasok AUC értéke 16%-ot csokkent a HFHSD csoportban,

ami az obezitas indukalta kontraktilitas csokkenésre utal (76. abra).
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76. dbra. A spontan kontrakciok AUC értékei izolalt szervfiirdé rendszerben 9 hétig tarté SD és HFHSD

utan 22. napos vemhes patkiany uteruszban (n=12/csoport). A HFHSD csoportban a kontrakciok
gyengébbek voltak az SD csoporthoz képest 30 perc mérést kovetéen **: p<0,01

A HFHSD nem befolyésolta az oxitocin altal kivaltott 6sszehuzddasokat, de modositotta a
Kisspeptin és a leptin jelenlétében adott valaszt. Az SD csoportban a kisspeptin jelenléte
csokkentette az oxitocin indukalta dsszehtizodasokat, mig a HFHSD csoportban fokozta a
kontrakciok nagysagat. Ezzel szemben a leptin jelenléte fokozta az oxitocin altal kivaltott
Osszehuzodasokat, de ezt a hatast jelentdsen mérséklete a HFHSD. Az adiponectin
egyaltalan nem modositotta az oxitocin altal kivaltott 6sszehuzoédasokat sem az SD, sem a
HFHSD csoportban (77. abra).

Az oxitocinhoz hasonldan, a diéta nem befolyasolta a PGF2q-indukalt 6sszehuzodasokat, de
modositotta a kisspeptin és az adiponectin jelenlétében kifejtett hatasokat. Az SD csoportban
a kisspeptin jelenléte csokkentette a PGF2q indukélta 6sszehtizoédasokat, mig a HFHSD
kontrakcios vélasz tovabbi csokkenését eredményezte. Az adiponectin jelenléte nem
modositotta a PGF2q altal kivaltott 6sszehuzodasokat, de csokkentette a HFHSD csoportban
kifejtett kontrakciokat. Ugyanakkor a leptin jelenléte nem modositotta a PGF2q altal indukalt
kontrakciokat sem az SD, sem pedig a HFHSD csoportban (78. abra).
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-4k kontroll SD
-o— kontroll HFHSD
leptin (10 M) SD
leptin (10 M) HFHSD
-B adiponectin (10° M) SD
—— adiponectin (10”° M) HFHSD
& 500- =* - kisspeptin (10”7 M) SD
=~ —&— Kkisspeptin (107 M) HFHSD
‘& -
S 400
S
S 3001
S
| 200+
&
=
= 100-
N
=
= 0- : .
-12 -11 -10 -9 -8 -7
log oxitocin koncentracio (M)
ECso (M) Emax (%) ECso (M) Emax (%) ] ]
SD SD HFHSD HFHSD ECso SD Emax SD
VS. VS.
HFHSD HFHSD
kontroll 2,2 +1,3x1010 293,1+ 17,9 2,3+ 1,1x10°10 260,0 + 14,3 ns ns
kisspeptin 1,8+ 0,9x101° 2178+168" 2,8 +1,5x10%° 347,4+489 ™ ns HitH
leptin 1,2+ 0,6x101° 3482+323" 2,1+ 1,4x1010 241,7 + 24,6 ns H#H
adiponectin 1,94 1,0x101° 289,2 + 27,3 2,9+ 1,7x1010 3075+ 255 ns ns

77. abra. A 9 hétig tart6 HFHSD hatasa az oxitocin indukalt kontrakciékra adipokinek jelenlétében 22
napos vemhes patkany uteruszon in vitro (n=12). A HFHSD nem befolyasolta az oxitocin hatasat, valamint
az adipokinek jelenlétében az oxitocin ECsg értékét. A kisspeptin gatld hatasa fokozo hatassa, mig a leptin
fokozo hatasa gatld hatassa alakult at a HFHSD kovetkeztében (ld. tablazatos rész)., *p<0,05; **p<0,01 az
azonos diétahoz tartozo kontroll értékhez viszonyitva; ns: nem szignifikans, ###p<0,001 a két diétas csoport

Osszehasonlitasaban
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-® - kontroll SD
=& kontroll HFHSD
leptin (10 M) SD
leptin (10 M) HFHSD
=¥ adiponectin (10° M) SD
o50- —® adiponectin (10° M) HFHSD
S —* - kisspeptin (107 M) SD
:{ 2004 = kisspeptin (107 M) HFHSD
=
S 1501
3
h -
o 100
E
« 501
S
N
=
'g 0 - ——
-90 - -6 -5
log PGF,, koncentracio (M)
ECso (M) Emax (%) ECso (M) Emax (%) p P
SD SD HFHSD HFHSD ECso Emax SD
SD vs. Vs.
HFHSD HFHSD
kontroll 9,2 + 3,4x107 198,4+ 17,4 7,8+ 2,2x107 186,1 + 16,1 ns ns
kisspeptin 9,3+ 3,8x107 151,3+24.2" 2,7 +1,3x107 69,3+ 13,0 ns it
leptin 6,5+ 1,8x10”7 159,4 + 31,6 3,3+ 1,5x107 166,2 + 38,9 ns ns
adiponectin 3,5+ 1,3x107 182,9+ 25,3 3,6 +1,1x107 96,4+ 17,7 ns it

78. abra. A 9 hétig tart6 HFHSD hatisa a PGF2q indukalt kontrakciokra adipokinek jelenlétében 22.
napos vemhes patkany uteruszon in vitro (n=12). A HFHSD nem befolyasolta a PGF,. hatasat, valamint az
adipokinek jelenlétében a PGFa. ECso értékét. A kisspeptin gatld hatdsa HFHSD kovetkeztében tovabb
er6s0dott, mig az adiponectin csak a HFHSD esetén gatolta a kontrakciokat (1d. tablazatos rész)., *p<0,05;

*k*

diétas csoport 6sszehasonlitasaban

p<0,001 az azonos diétahoz tartozé kontroll értékhez viszonyitva; ns: nem szignifikans, ###p<0,001 a két

A HFHSD csokkentette a 22. napos vemhes patkanyok cervix rezisztencidjat az SD

csoporthoz képest. A kisspeptin vagy az adiponectin jelenléte tovabbi csokkenést idézett eld,

mig a leptin 6nmagaban nem modositotta az SD csoportban a cervix rezisztenciat. A HFHSD

kovetkeztében a kisspeptin és az adiponectin rezisztencia csokkentd hatasa megsziint,

ugyanakkor a leptin jelenlétében az érték jelentésen csokkent (79. abra).
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0.754

cervix rezisztencia

0.704

0.65+
0.257

0.00

79. dbra. Az étrend és az adipokinek hatdsa a cervix rezisztencidra 22. napos vemhes patkanyokban
(n=12). A cervix rezisztenciat izolalt szervfiirdében, nyujtasi tesztet alkalmazva mértiik. HFHSD 6nmagéaban
csokkentette a rezisztenciat. A Kisspeptin (107M) és az adiponectin (10°°M) csokkentette a rezisztenciat az SD
mintakban. A HFHSD megsziintette a kisspeptin és az adiponectin rezisztencia csékkentd hatésat, a leptin
esetében viszont rezisztencia csokkentd hatast eredményezett. *<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 a sajat diétas
kontrollhoz képest, vagy a szakaszokkal jelolt értékek Gsszehasonlitasaban

A plazmaban a HFHSD ndvelte a P4 szintjét, mig az E2 szintje véltozatlan maradt. Az
adipokinek koziil csak a leptin szintje ndvekedett a HFHSD kovetkeztében, a tobbi adipokin
szintje valtozatlan maradt. A citokinek koziil az IL-10, a KC és a TNFa plazmaszintjét a
HFHSD csokkentette, mig az IL-2 szintje valtozatlan maradt. A tovabbi vizsgalt citokinek
(IL-1pB, IL-6, IFNYy) nem voltak kimutathatok sem a SD sem pedig HFHSD csoportba tartozo
patkanyok plazmajaban (80. abra).
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80. dbra. A nemi hormonok (A), az adipokinek (B) és a citokinek (C) plazmaszintjének valtozasa 22.
napos vemhes patkanyoknal 9 hétig tarté HFHSD (narancssarga oszlopok) kovetkeztében. (A) Az E2
(ires oszlopok) szintje nem valtozott, a P4 (harantcsikos oszlopok) szintje emelkedett az SD (fehér oszlopok)
csoporthoz képest. (B) A leptin (harantcsikos oszlopok) plazmaszintje szintén emelkedett, mig a kisspeptin
(iires oszlopok) és az adiponectin (pontozott oszlopok) szintje valtozatlan maradt. (C) Az IL-10 (harantcsikos
oszlopok), KC (pontozott oszlopok) és TNFa (fiiggbleges csikos oszlopok) szintje csokkent, mig az IL-2 (iires
oszlopok) szintje nem valtozott. ns: nem szignifikans; *p< 0,05; **: p<0,01; az SD csoport azonos értékéhez
viszonyitva.
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5.4.4.2. Gyulladas hatasa a méhkontrakcidokra

A gyulladasos vizsgalatainkban az intrauterin gyulladast LPS (100 ng/kg/uterusz szarv)
segitségével valtottuk ki a vemhesség 16. napjan, a vizsgalatokat pedig a vemhesség 21.
napjan végeztiik, mely magaba foglalta az uterusz 32-AR denzitds mérését radioligand kotési
technikaval, cAMP szintjének és az allatok plazma TNFa szintjének mérését ELISA
technikaval, valamint az izolalt szervi kontrakcios vizsgalatokat EFS alkalmazasaval. Az
uterusz relaxaciods valaszat terbutalin és a TNFo gatld thalidomide jelenlétében vizsgaltuk.
Az LPS indukalt gyulladas nem valtoztatta meg a P2-AR denzitasat az LPS kezelt
szovetekben (B2-ARs értékek fmol/mg fehérjében: 216,6 £ 49,1 a kontroll és 263,4 £ 15,3
az LPS kezelt csoportban).

A gyulladésos folyamatot a szérum TNFa szintjének mérésével kovettiik. A szérum TNFa
szintjét az LPS kezelés jelentdsen megemelte mar a 17. vemhességi napon mind a kontroll,
mind pedig az almitott (steril fiziologias sooldattal kezelt) allatokhoz képest. Az intrauterin
LPS kivaltasa elott 30 perccel adott thalidomide (45 mg/kg, i.p.) megakadalyozta a TNFa
szint emelkedést. A 21. napon is magasabb volt az LPS-kezelt patkanyok plazma TNFa

koncentracioja, a thalidomide védéhatasa ebben az esetben is érvényesiilt (81. abra).
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81. abra. AZ LPS indukalt TNFa plazmaszint valtozas patkianyban a vemhesség 17. és 21. napjan
(n=6/csoport). Az almiitét nem befolyasolta, mig az LPS kezelés jelentdsen megndvelte mindkét vemhességi
napon a TNFa szintet, melyet a thalidomide elékezelés kivédett. Thal: thalidomide; ns: nem szignifikans,
*p<0,05; ***p<0,001 az adott napi almiit6tt értékhez viszonyitva

Ezek utan megvizsgaltuk, hogy az LPS kezelés, illetve a thalidomide eldkezelés hogyan
befolyasolja a terbutalin gatld hatasat az EFS kivaltott 21. napos vemhes patkany uterusz
kontrakciokra in vitro. Mind a kontroll, mind az almiitétt patkdnyoknal a terbutalin
koncentraci6é fiiggden gatolta az uterusz kontrakcidkat, a két csoport kozott nem volt
kiilonbség a hatasmaximum tekintetében. Az LPS kezelt patkanyokban azonban a terbutalin
koncentracio hatas gorbéje jelentdsen balra tolodott az Emax valtozasa nélkiil. Az in vivo
thalidomide el6kezelés Onmagaban nem volt hatdssal a terbutalin koncentracio-
valaszgorbéjére. A thalidomide elkezelt, majd LPS kezelt patkanyokbol szarmazo uterusz
mintakon azonban terbutalin ECso értéke hasonld volt almiitétt kontrollhoz képest, igy a

thalidomide jelenlétében a terbutalinra adott fokozott relaxacios megsziint (82. abra).
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kontroll 1,8 +1,9x107 80,1+ 12,1
almiitott 3,8 +3,3x108 75,0+ 11,2
thalidomide kezelt 6,7 +2,9x108 734+55
LPS+thalidomide 1,3+1,0x108 78,9+7,8

kezelt

Gaspar Robert

82. dbra. Az LPS indukalt intrauterin gyulladas hatasa a terbutalin uterusz relaxalé hatasara 21. napos
vemhes patkany uteruszban in vitro (n=6/csoport). A kontrakciokat EFS segitségével valtottuk ki. Az LPS
okozta gyulladads miatt a terbutalin koncentracid-hatds gorbéje balra tolodott (piros gorbe), melyet a
thalidomide elékezelés visszaallitott (lila gorbe) (Id. tablazatos rész). **p<0,001 az Almiit6tt értékhez

viszonyitva

A terbutalin koncentracio fiiggden fokozta az uterusz CAMP szintjét az almiitott és az LPS-

kezelt patkanyok esetén is, azonban a terbutalin koncentracio-hatas gorbéje az LPS-kezelt

patkanyoknal balra tolodott, hasonléan a kontraktilitasi vizsgalatoknal tapasztaltakhoz. A

thalidomide el6kezelés esetén az Emax értékekben nem volt kiilonbség, de a terbutalin ECso

értéke jelentdsen jobbra tolodott (83. abra).
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(M) (pmol/mg szbvet)
Almiitott 8,4+ 4,1x10°8 4,7+0,7

LPS+thalidomide kezelt 1,1+ 0,8x108 37+0.2

83. dbra. Az LPS indukalt intrauterin gyulladas hatis a terbutalin cAMP szint emel6 képességére 21.
napos vemhes patkany uteruszban (n=6/csoport). Az intrauterin gyulladds nem fokozta a terbutalin
maximalis hatasat, de jelentOsen balra tolta a gorbét. A thalidomide eldkezelés visszaallitotta a terbutalin
hatasgorbéjét az almitott szintre (1d. tablazatos rész). ***p<0,001 az almitott értékhez viszonyitva

5.5. Antioxidans hatas az uterusz kontrakciora és a cervix rezisztenciara

A ROS nélkiilozhetetlen szamos jelatviteli folyamatban, mint pl. a sejtproliferacio, a
homeosztazis, az antioxidans génszabalyozéds, a mitokondridlis oxidativ stressz, az
apoptozis, az Oregedés, vagy a DNS karosodasi valaszreakcié [156]. A G-fehérjéhez
kapcsolt receptorok esetében az adott receptorok stimulaciojat szintén ROS-képzddéssel
hoztak Gsszefliggésbe [157]. A B-adrenerg agonista izoproterenolrdl ismert, hogy noveli a
mitokondrialis ROS-termelést a kardiomiocitakban [158]. A ROS gatlasa mérsékli a B2-AR
jelatvitelt [159], ami arra utal, hogy az intracellularis ROS alacsony szintje befolyasolhatja
a B2-AR jelatvitel egészét. Ismert, hogy az E-vitamin szarmazékok (tokoferolok) nagy
peroxil gyokfogd képességgel rendelkeznek, emellett szamos intracellularis receptorhoz és
enzimhez képesek kotddni. Ezen hatasoknak koszonhetéen nemcsak a receptorok és

enzimek, hanem egyes gyogyszerek hatasat is modosithatjak [160]. A tokoferolok analdgjai
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hatast gyakorolnak a COX-ra is. Mind a COX-1, mind a COX-2 expresszalodik az
uteruszban és a cervixben is, szintjiik a terhesség soran megné. Ugy tiinik, hogy sziiléskor
nagyobb jelent6séggel bir a COX-2 altali PG felszabadulas a cervix érésében és a spontan
méhkontrakciok fokozodasaban [161]. Mindezekbdl kiindulva megvizsgaltuk, hogy a
tokoferol (a-tokoferolsav-szukcinat) jelenléte hogyan valtoztatja meg a terbutalin, és a COX
gatlok uterusz kontrakciokra és cervix rezisztenciara kifejtett hatasait. A mérések soran
izolalt szervfiirdd, valamint cAMP, COX és OSI vizsgalatokat végeztiink nem vemhes és
vemhes patkanyokon, valamint a COX gatlok esetén az ellési id6t mér6 kisérlet is
végrehajtottunk [162-164]. A kisérletek soran a tokoferolt 96%-0s etanol és Macrogol 400
1:14 aranyG keverékben oldottuk, majd tovabb higitottuk Macrogol 400-ban. A
kontrollszéveteket és kontroll allatokat a tokoferol nélkiili olddszerrel kezeltiik, és a

tokoferollal kapott eredményeket ezekkel az értékekkel korrigaltuk.

5.5.1. Tokoferol és terbutalin hatasa a méhkontrakciora és a cervix rezisztenciara

A terbutalin koncentraciofiiggd gatld hatast valtott ki a 22. napos vemhes uterusz gytiritk
spontan Osszehuzodasaira. A terbutalin koncentracio-vélasz gorbéje balra tolddott a P4-
elokezelt allatokbol szarmazo mintak esetében (korabban igazoltuk mar, hogy a P4
elékezelés fokozza a terbutalin hatast). A tokoferol (10”7 M) jelenléte nem valtoztatta meg a
terbutalin hatasat sem a nem kezelt, sem a P4 elékezelt patkanyokbol szarmazé szovetekben

(84. abra).

-~ terbutalin

-B - terbutalin+tokoferol (107M)
-8 P4 el6kezelt+terbutalin
-8 P4 elékezelt+terbutalin+tokoferol (107 M)

.-

(%)
terbutalin 1,1+ 93,6 +
0,6x10”7 5,0
terbutalin+tokoferol (107M) 11+ 93,2+
0,5x10”7 51
P4 elékezelt+terbutalin 2,2+ 92,0+
) [ 1,1x108™ 2,3
A P4 el6kezelt+terbutalin+tokoferol (10-"M) 29+ 95,2 +
3 1,4x108™ 2,4

o 5 5 7 5 5
log terbutalin koncentracié (M)

84. dbra. A terbutalin kontrakcié gatlé hatasa tokoferol (107 M) jelenlétében kezeletlen és P4-elkezelt
22. napos vemhes patkany uteruszon in vitro (n=7). A gatl6 hatasokat spontan kontrakciokra vizsgaltuk. A
P4 kezelés esetén az elokezelését a vemhesség 15. napjan kezdtiik, és a vemhesség 21. napjaig 7 napon
keresztiil szubkutan adagoltuk 0,5 mg/allat/nap doézisban. A terbutalin koncentraci6-valasz gorbéje a P4
elokezelés hatasara balra tolodott melyet a tokoferol jelenléte nem valtoztatott meg (Id. tablazatos rész).
**p<0,01 a P4 eldkezelés nélkiili azonos értékhez viszonyitva
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A terbutalin (10 M) fokozta 22. napos vemhes cervix rezisztenciajat, melyet a tokoferol
(107 M) nem valtoztatott meg. A P4 elékezelés dnmagéaban ndvelte a cervix rezisztenciat,
de nem befolyasolta a terbutalin hatasat, ugyanakkor tokoferol jelenlétében megsziint a P4

elékezelés utan mért terbutalin hatas (85. abra).
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85. dbra. A terbutalin rezisztencia fokozé hatasa tokoferol (107 M) jelenlétében kezeletlen és P4-elokezelt
22. napos vemhes patkany cervixen in vitro (n=7/csoport). A P4 kezelés esetén az elékezelését a vemhesség
15. napjan kezdtiik, és a vemhesség 21. napjaig 7 napon keresztiil szubkutan adagoltuk 0,5 mg/allat/nap
dozisban. A terbutalin (10°® M) ndvelte a cervix rezisztenciat, ezt a hatasat a tokoferol (107 M) nem valtoztatta
meg (iires oszlopok) A P4 elokezelés dnmagaban fokozta a cervix rezisztenciat, de nem novelte tovabb a
terbutalin hatasat, ugyanakkor a tokoferol megsziintette a terbutalin P4 el6kezelést kovetden mért hatasat
(csikozott oszlopok). T: terbutalin; ns: nem szignifikans; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 a kontroll értékhez
képest.

A terbutalin (10® M) novelte az uteruszban cAMP szintet. A tokoferol (107 M) jelenléte
nem valtoztatta meg a terbutalin hatasat. A P4 el6kezelt kezelt mintakban a terbutalin altal
indukalt cAMP-szint ndvekedés nagyobb volt, de a tokoferol ezt sem befolyasolta (86. abra
A). A terbutalin megemelte a cAMP szintet vemhes cervixben is. A tokoferol jelenlétében a
cAMP szint nem valtozott tovabb. A P4 elokezelés utan a terbutalin tovabb fokozta CAMP-

mennyiségét, melyet a tokoferol megsziintetett. (86. abra B).
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86. dbra. A terbutalin cAMP fokozé hatasa tokoferol (107 M) jelenlétében kezeletlen és P4-el6kezelt 22.
napos vemhes patkany uteruszon (A) és cervixen (B) in vitro (n=7/csoport). A P4 kezelés esetén az
elokezelését a vemhesség 15. napjan kezdtiik, és a vemhesség 21. napjaig 7 napon keresztiil szubkutan
adagoltuk 0,5 mg/allat/nap dézisban. A terbutalin (10° M) nodvelte a CAMP-szintet az uteruszban és a
cervixben, melyet a tokoferol (107 M) nem befolyasolt (iires oszlopok). A P4 el8kezelt szovetek esetén az
uteruszban és a cervixben is a terbutalin tovabb novelte a cAMP szintet, a tokoferol nem befolyasolta az uterusz
hatasat. A cervixben a terbutalin cAMP szint emel6 hatisa P4 elékezelést kovetéen megsziint (csikozott
oszlopok). T: terbutalin; ns: nem szignifikans; *p<0,05; ***p<0,001 a kontroll értékhez képest.

A TOS értéke a vemhes uteruszban alacsonyabb volt, mint a cervixben. A nem vemhes
uterusz és a cervix TOS értékei hasonloak voltak a vemhes értékekhez (87. abra A). A TAS
értéke viszont uteruszban volt magasabb. A nem vemhes uterusz és cervix TAS értékei
alacsonyabbak voltak, mint a vemhes mintakban (87. abra B). Az OSI (TOS/TAS)
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alacsonyabb volt a vemhes uteruszban. A vemhes cervix OSI értéke alacsonyabb volt, mint

a nem vemhes mintakban (87. abra C).
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87. dbra. Az uterusz és a cervix oxidativ/antioxidans statusza nem vemhes és vemhes patkanyokban
n=7/csoport). A nem vemhes mintakat 6sztruszban 1év6 néstény patkanyoktol gyiijtottiik, a vemhes mintak 22.
napos vemhes patkanyokbol szarmaznak. (A) A vemhes cervix teljes oxidativ statusz (TOS) értéke magasabb
volt a vemhes uteruszhoz képest. A vemhes és nem vemhes szdvetek kozotti kiilonbségek nem voltak
szignifikansak. (B) A teljes antioxidans statusz (TAS) értéke a vemhes uteruszban magasabb volt, mint a
vemhes cervixben. A vemhes és nem vemhes azonos szovetek kozotti kiilonbségek szignifikansak voltak. (C)
Az oxidativ stressz index (OSI) a TOS és a TAS hanyadosa. Az OSI értéke a vemhes cervixben magasabb volt,
mint a vemhes uteruszban. A kiilonbség a vemhes és a nem vemhes cervixek kozott szignifikans volt.
**p<0,01; ***p<0,001 a nem vemhes azonos tipusu szovet (uterusz vagy cervix) értékeivel dsszehasonlitva,
##p<0,01; ###p<0,001 az azonos allapot (nem vemhes vagy vemhes) uteruszhoz hasonlitva.
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5.5.2. Tokoferol és COX-gatlok hatasa a méhkontrakciora és a cervix rezisztenciara

Nem vembhes patkany uteruszon mind a nem szelektiv COX gatl6 diklofenak, mind pedig a
COX2-szelektiv gatlo rofecoxib koncentracio fiiggden gatolta a KCl kivaltotta kontrakciokat
izolalt szervfiirdében. A tokoferol jelenléte (107 M) nem befolyasolta egyik COX gatld

relaxalo hatasat sem (88. abra).
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88. abra. A diklofenak (A) és a rofecoxib (B) uterusz kontrakciot gatlo hatisa tokoferol (107 M)
jelenlétében nem vemhes uteruszon (n=6/csoport). A nem vemhes mintdkat Gsztruszban 1évé ndstény
patkanyoktol gy(ijtottik, a kontrakciokat 25 mM KCI-dal valtottuk ki. Mind a diklofenak, mind a rofecoxib
jelentés mértékben (80%) gatolta az dsszehtizodasokat. A tokoferol jelenlétében egyik hatdanyag gatlo hatasa
sem valtozott meg.

A 22. napos vemhes uteruszon a szelektiv COX-2-gatlo rofecoxib relaxalo hatasa nagyobb
volt, mint a diklofenaké. A tokoferollal torténo eldkezelést kovetden a relaxald hatas
mindkét vegyiilet esetében fokozodott (89. abra A, C). A rofecoxibbal (107 M) el8kezelt
vemhes uteruszon a diklofenak kontrakciot gatld hatasa nem valtozott, és a tokoferol
jelenlétében sem mutatott szignifikans emelkedést. (89. abra B). A szelektiv COX-1 gatlo
SC-560 (1077 M) el8kezelést kdvetden a rofecoxib relaxalo hatasa tovabb fokozodott, amit a

"o

tokoferol jelenléte még tovabb erdsitett. (89. abra D)
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diklofenak+tokoferol (10"M) 49+ 1,2x108" 27,7+20"
diklofenak+rofecoxib (107M) 1,2+ 0,5%x108 20,3+25
diklofenak+rofecoxib (10-"M)+tokoferol (10"M) 1,3+ 0,4x108 249+22
rofecoxib 1,8+ 0,7x10® 55,3+9,7
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rofecoxib+SC-560 (10'"M) 1,5+ 0,6x107 740+ 36"
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89. abra. A diklofenik és a rofecoxib hatiasa a 22. napos terhes patkany uterusz kontrakciokra szelektiv
COX gatlék és tokoferol (107 M jelenlétében) (n=6/csoport). A kontrakciokat 25 mM KCl-dal valtottuk ki
izolalt szervfiirdében. A tokoferollal térténd eldkezelés utan a diklofenak és a rofecoxib hatasa is fokozodott
(A, C). A COX-2 szelektiv gatlo rofecoxib nem befolyasolta a diklofenak hatasat, de kivédte a tokoferol fokozo
hatasat (B). A COX-1 szelektiv SC-560 tovabb novelte a rofecoxib gatlo hatasat és tovabb fokozta a tokoferol
noveld hatasat is (1d. tablazatos rész). *p<0,05; **p<0,01 a tokoferol nélkiili azonos értékhez viszonyitva;

#p<0,01 a rofecoxib hatasdhoz viszonyitva.
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A teljes COX-aktivitas tekintetében nem volt kiilonbség a nem vemhes és a 22. napos
vemhes uteruszok kozott, sét még a tokoferol eldkezelés (107 M) sem mddositotta a nem
vemhes értékeket. Ugyanakkor a vemhes uteruszban a teljes COX aktivitast a tokoferol
elokezelés szignifikansan novelte (90. abra A). A COX-1 enzim aktivitasa nem valtozott a
szovetekben tokoferol jelenlétében (90. abra B), a COX-2 enzim aktivitdsa azonban
jelentésen fokozodott (90. abra C).

A B

404 211

354 184

30

COX-1 (U/ml)

254

COX-2 (U/ml)
X

90. dbra. Tokoferol hatasa a COX aktivitisara a nem vemhes és 22. napos vemhes patkany uteruszban
(n=6/csoport) (A) A tokoferollal (107M) torténd eldkezelés csak a vemhes méhben novelte a teljes COX-enzim
aktivitast. (B) A COX-1 aktivitas nem valtozott tokoferol jelenlétében sem. (C) A COX-2 aktivitasat a tokoferol
jelenléte fokozta a vemhes szévetekben. T: tokoferol; ***p<0,001 a nem vembhes uteruszhoz képest
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A COX-gatlok és a tokoferol hatdsdt nem vemhes és 22 napos vemhes cervixeken is
megvizsgaltuk. Nem vemhes szoveteken sem a COX-gatlok, sem pedig a tokoferol nem
fejtett ki hatast (91. abra A). A 22. napos vemhes mintakban -mar korabban igazolt médon-
, @ Cervix rezisztencia alacsonyabb volt, mint a nem vemhes mintakban. A tokoferol és a
diklofenak igen nagymértékben csdkkentette a rezisztenciat, mely hatas tovabb er6sodott a
két vegylilet kombinacidjaval. A szelektiv COX-1-gatlé SC-560 Onmagaban nem
befolyasolta a cervix rezisztenciat, de tokoferollal egyiitt a tokoferol 6nallé6 hatasanal
nagyobb gatlast fejtettek ki. A szelektiv COX-2 gatld rofecoxib 6nalléan a tokoferolhoz és
a diklofendkhoz hasonlé mértékii rezisztencia csokkenést eredményezett, a tokoferollal vald

kombinacioja a legnagyobb mértékii cervix rezisztencia csokkenést eredményezte (91. abra

B).
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91. dbra. A tokoferol (107 M), a COX-gatlék (10° M) és a tokoferollal kombinalt COX-gatlok hatasa a
patkany cervix rezisztenciara nem vemhes (A) és 22. napos vemhes (B) mintakon (n=6/csoport). A cervix
rezisztenciat izolalt szervfiirdében nyujtasi teszttel mértiik. (A) Sem a tokoferol, sem a COX-gatlok nem
befolyasoltak a cervix rezisztenciat a nem vemhes szoveteken. (B) A tokoferol, a diklofenak és a rofecoxib
csokkentette a cervix rezisztenciat a vemhes szoveteken. A tokoferollal valé kombinacio fokozta a COX-gatlok
hatasat. (ns: nem szignifikans; *p<0,05; ***p<0,001 a kontroll oszlophoz képest; #p<0,05; ###p<0,001 az
el6z6 oszlophoz képest.

A teljes COX aktivitds a nem vemhes és vemhes cervixek esetében egyforma volt. A
tokoferollal elékezelt nem vemhes és vemhes szovetekben a COX-1 aktivitdsa nem

valtozott, mig a vemhes mintakban a COX-2 aktivitas jelentésen csokkent (92. abra).
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92. dbra. A cervikalis COX aktivitas valtozasa nem vemhes és 22. napos vemhes patkanyokban tokoferol
(107 M) jelenlétében (n= 6). (A) Nem volt kiilénbség a nem vemhes és a vemhes COX aktivitas kozott. A
tokoferol kizarolag a vemhes cervixben csokkentette a teljes COX enzim aktivitast. (B) Nem volt kiilonbség a
nem vemhes és a vemhes COX-1 aktivitas kozott, melyen a tokoferol jelenléte sem véaltoztatott. (C) Nem volt
kiilonbség a nem vemhes és a vemhes COX-2 aktivitas kozott sem, azonban a vemhes COX-2 aktivitas
tokoferol jelenlétben csokkent. *p<0,05; **p<0,01 a vemhes kontrollhoz viszonyitva

Mivel a tokoferol hatdsa fokozta a COX-2 gatld rofecoxib uterusz relaxald hatasat, viszont
kifejezetten gyengitette a cervix rezisztenciat, ezért megvizsgaltuk, hogy per os kezelést
kovetéen hogyan modosul az ellés ideje in vivo. A kontroll patkanyoknal az ellés a
vivéanyagos kezelés utan 40 oraval kovetkezett be. Sem a tokoferol, sem pedig a rofecoxib

kezelés onmagaban nem volt képes valtoztatni az ellés kezdetének idépontjan. A tokoferol
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¢s a rofecoxib egylittes alkalmazasa esetén azonban az ellés 16 6raval korabban indult be a

kontrollcsoporthoz képest (93. abra).
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93. dbra. Az ellés kezdé idépontjanak valtozasa tokoferol, rofecoxib és tokoferol+rofecoxib hatisara
(n=8/csoport). A patkanyokat a vemhesség 21. napjan kezeltiik per os tokoferollal (250 mg/kg), rofecoxibbal
(5 mg/kg), illetve a ketté kombinacidjaval. A kontroll csoport 1 ml vizet kapott. Az ellés kezdete a rofecoxibbal
kombinalt tokoferol kezelés hatasara korabban kovetkezett be. ***p < (0,001 a kontroll csoporthoz viszonyitva.
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6. Megbeszélés
6.1. Az adrenerg hatasok jelentosége az uterusz és a cervix
kontraktilitasaban

6.1.1. Adrenerg hatasok az uteruszban
Vizsgalatainkat megelézéen az ou- és o2-AR altipusok tekintetében nem alltak

rendelkezésre adatok a vemhességi méhkontrakciokban betoltott szerepiiket illetden.
Vemhes patkanyban kimutattuk, hogy az ai-AR altipusok koziil csak az auia- és aip-AR
jatszik szerepet az Osszehuzodasokban, mig az ais-AR nem expresszalodik. A két
azonositott altipus gatlasaval csokkennek a kontrakciok, mely hatds az ai1a-AR esetén a
vemhesség clérehaladtaval egyre érzékenyebb lett a specifikus antagonistara (5-MU). Az
aip-AR esetén a vemhesség utolsd, 22. napjan kifejezett érzékenység csokkenés volt
megfigyelhetd. Ezek alapjan arra kovetkeztetésre jutottunk, hogy az aia-AR lehet az egyik
olyan célpont, amivel késdi vemhes méhkontrakcié eredményesen gatolhatd, ami elonyos
lehet a B2-AR agonista szerek ismert terapias deszenzitizacidjaval, illetve hipertoniat
indukalé mellékhatasukkal szemben [165], hiszen az oia-AR gatlasa nem jar a hatas
csokkenéssel a vemhesség eldrehaladtaval, illetve vérnyomascsokkentést is eredményezhet
[166].

Az a-adrenerg és a szerotonerg rendszer kozotti kooperacio ismert [68], ugyanakkor az
uterusz kapcsan nem alltak rendelkezésre adatok arra nézve, hogy a két rendszer kiilonb6z6
receptor altipusai kozott van-e kapcsolat a méhkontrakcio szabalyozasaban. Kimutattuk,
hogy az inverz agonista 5-MU képes gatolni az 5-HT kivaltotta vemhes uterus kontrakciokat,
illetve, hogy a kontrakcidé gatld hatasa tovabb fokozhatdé 5-HT1a-R gatld vegyiilet
(WAY100135) jelenlétében. Mindez azt sugallja, hogy az 5-MU gyenge 5-HT agonista
hatassal is bir, amely gyengitheti az uterorelaxans hatasat. Ezek alapjan feltételezziik, hogy
a tokolitikus terapia cé€ljabol fejlesztendd altipus-szelektiv auia-AR antagonistaknak minél
kisebb 5-HT1a-R agonista aktivitassal kell rendelkezni annak érdekében, hogy minél
nagyobb relaxalo hatast tudjanak kifejteni.

Az a2-AR altipusok uterusz kontraktilitdsban betdltott szerepe vizsgalatainkat megel6zden
nem volt ismert. Csupan a receptorok lokalizacidjat azonositottak a késéi vemhes patkanyok
miometriumaban [167]. Mindharom o»-AR altipust azonositottuk a 22. napos vemhes

patkany uteruszban, melyek koziil az aoc-AR altipust elsdként identifikaltuk ebben a
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szovettipusban, mivel a korabbi vizsgalatok érzékenysége erre nem volt alkalmas [168]. A
kontraktilitasi vizsgaltok soran NA-nal valtottunk ki kontrakciokat melyek az au- és B-AR
blokkolok (doxazosin, propranolol) jelenléte miatt csak az o2-AR-okon keresztiil
alakulhattak ki. Harom olyan vegyiiletet hasznaltunk a vizsgalatok soran, amelyek
antagonistaként elfogadhatd szelektivitdssal rendelkeztek egy vagy két altipusra. A
BRL44408 az a2a-AR, az ARC239 az azp/c-AR, a spiroxatrine pedig az o2c-AR szelektiv
antagonistajanak tekinthetdé [169-171]. A harom altipus-szelektiv vegyiilet segitségével
szerepet jatszo egyes a-AR altipusok stimulacidja hogyan valtoztatja meg a kontrakciokat,
illetve a szoveti cAMP-szintet. A kapott eredmények arra utalnak, hogy a késéi vemhes
uteruszban az a2a-AR-on keresztiil csak gyenge 0sszehtizodasok jonnek 1étre, mig az owzs-
AR stimulaci6ja erés kontrakciokat eredményez. Ugy tiinik, hogy az azc-AR is csokkenti a
kontrakciokat, mivel az azs-AR altal kozvetitett kontrakcids valasz jelentésen megnd,
amikor az a2c-AR-t blokkoljuk. A relaxacios valaszokhoz kapcsolodoan emelkedik szoveti
CAMP szint is, ami valaszt ad a szignalmechanizmusra. Ugyan az intracellularis cAMP-szint
emelkedés szokatlan az a2-AR stimulacidt kdvetden, gy tlinik, hogy a vemhesség a G-
protein aktivaciot megvaltoztatja, ahogyan azt a 3-adrenerg rendszerben 22. napos vemhes
patkanyoknal mar igazoltuk [81]. Emellett az is ismert, hogy a patkanyban a vemhesség
soran megvaltozhat az a2-AR Gi/Gs-aktivacio, ami a miometrialis adenil-ciklaz aktivitas
eltérd szabalyozasat eredményezi a vemhesség végén a gesztacios kozépiddszakhoz képest
[172].

Mivel az ARC239 kifejezett relaxald hatast fejtett ki az NA altal stimulalt kontrakciokra,
ezért hatékonysagat kiprobaltuk hormonalis korasziilés modellbdl szarmaz6 uterusz
szoveten is in vitro, amelyben gatldé hatasa jelentds volt, kb. felére csokkentette a
kontrakciokat. A NA kontrakciot fokozo hatdsa elmaradt ugyan a normal vemhességbdl
szarmazd szovetekhez képest, de ez varhatdo volt, hiszen a korasziilés modellben az
alapkontraktilitds mar eleve jelentésen megemelkedett, igy annak fokozasa valosziniileg mar
csak kisebb mértékben lehetséges a NA altal.

Ezek alapjan megallapithato, hogy 22 napos vemhes patkanyok uteruszaban az oz -AR-0K
dominalnak és kozvetitik a kontrakciot, mig az oea - és az2c -AR-okon keresztiil a NA
Osszehuzo hatasa csokken. Amennyiben ezek a szabalyszertiségek a human uteruszban is
fennallnak, akkor o2a - €s aoc -AR-ok stimulalasa vagy az azs -AR gatlasa 01j tamadaspontot

kinal a tokolitikus terapia szamara.
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6.1.2. Adrenerg hatasok a cervixben

A terhesség végén a cervix érése és tagulasa az egyik kulcs 1épése a sziilési folyamatnak,
ugyanakkor a korai cervix érés jelentds kockazatot jelent a korasziilés tekintetében [173]. A
tokolitikus terdpia szempontjabol a hatdanyagok cervikalis hatasai €épp olyan fontosak
lehetnek a sikeres kezelés szempontjabol, azonban erre vonatkoz6 adatok €s vizsgalatok csak
nagyon limitaltan elérhet6k. Ezért kisérleteinkben arra is kerestiik a valaszt, hogy a mar
terapiaban hasznalt, valamint potencialisan tokolitikus adrenerg hatéanyagok milyen hatast
gyakorolnak a cervix rezisztenciara.

Els6ként terapiaban mar alkalmazott B.-AR agonista hatas cervikalis kovetkezményeit
vizsgaltuk a vemhesség 18., 20., 21 és 22. napjain in Vvitro cervix rezisztencia modellen. A
18. és 20. napon a terbutalin mérsékelten ndvelte a cervix rezisztenciat, mig a 21. és 22.
napon jelentés mértékben fokozta azt. Ez utobbi vemhességi napokon a cervix rezisztenciaja
jelent6sen csokken patkanyban, amelyet a B2-AR agonista hatas jol ellenstlyoz. A hatas
hatterében igazoltuk a B2-AR receptorok jelenlétét, melyek expresszidja megemelkedett a
nem vemhes cervixhez képest, ugyanakkor nem valtozott a 18-22. nap kozott, igy a receptor
expresszio nem magyarazza a vemhesség legvégén mérhetd jelentdsebb rezisztencia fokozo
hatast. Ugyanakkor igazoltuk, hogy a cervix szovetekben a terbutalin indukalt G-protein
aktivacio egyre csokken a gesztacios id6 elérehaladtaval. Ezek alapjan a terbutalin simaizom
rezisztencia noveld hatast fejt ki a vemhes patkany cervixen, ami az aktivalt G-protein
csokkent szintjével magyarazhat6. Vizsgalatainkban elsdként mutattuk ki a terbutalin G-
protein-gatlo hatasat. Korabban erre a propranolol esetében volt csak példa [174]. A
terbutalin felfedezett cervix rezisztencia novel6 hatasa hozzajarulhat a f2-AR agonistak
klinikai alkalmazasanak tovabbi mérlegeléshez a sziilészetben.

A B2-AR agonista hatasok mellett az a-AR antagonista hatasok sem voltak ismertek a
cervixben. Az ai-AR altipusok koziil valamennyit sikeriilt kimutatnunk a cervixben a
vemhesség 18., valamint 20-22. napjain. A nem vemhes cervixhez képest mindegyik altipus
expresszioja jelentdsen megemelkedett a vemhesség 18. napjara, ugyanakkor tovabbi
valtozast nem tapasztaltunk. Rédadasul az inverz agonista altipus szelektiv szerek koziil csak
az aua-AR antagonista WB4101 volt képes fokoznia cervix rezisztenciat, a tobbi altipuson
keresztiil hatast nem tudtunk kivaltani. Az oua-AR-0k gatlasaval a cervix rezisztencia a
vemhesség eldrehaladtaval egyre er6sodott, a legintenzivebb hatast a vemhesség utolso két
napjan tapasztaltuk, mely valtozast a cervix szdvetben mért, PTX szenzitiv G-protein

aktivalodas is igazolt. Mivel a PTX a Gi-fehérjék aktivaciojat gatolja [175], igy az aia-AR
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gatlassal 1étrejovo cervix rezisztencia fokozodas is feltehetdéen Gi-fehérjékhez kapcsolodik.
Az aua-AR gatlasa fokozza a cervix rezisztenciat és €z hozzdadddik az uterusz kontrakciot
gatld hatashoz, mely egyiittesen szintén igéretes lehet potencialis tokolitikus szerek j
hatdsmechanizmusaként.

Az a1-AR altipusokhoz hasonloan az ao-AR altipusok szerepérdl sem allt rendelkezésre
semmilyen informacié a cervix rezisztencia tekintetében. Mindharom a2-AR altipust
azonositottuk a vemhesség 18. és 20-22. napjain. A receptor fehérje expresszid valtozasai
hozzavetdlegesen 1 napos késéssel kovették az mRNS-szintek valtozasait. A kiilonbozé o2-
CAMP szint valtozassal parhuzamosan mértiik az uterusz esetén mar alkalmazott altipus
szelektiv gatlo vegyiiletek jelenlétében. A NA 4ltal kivaltott cervix rezisztencia valtozdsok
teljes Osszhangban voltak az intracellularis cAMP szint valtozasaval. A 18. napon az
ARC239 jelenlétében csak az o2a-AR-0k maradtak szabadon; ennek az altipusnak a
stimulalasa a CAMP-szint csokkenésével egylitt novelte cervix rezisztenciat, mig ugyanez a
20. napon ellentétes hatast eredményezett. A o2a-AR szerepét alatdmasztotta, hogy a
BRL44408 (o2a-AR -antagonista) képes volt blokkolni a NA hatasat. Masrészt a
spiroxatrine (a2c-AR-antagonista) jelenlétében a NA hatasa megsziint. Mivel a
rendelkezésre allo antagonistakkal nem tudunk tiszta aa-AR stimulaciét biztositani, igy
csak feltételezhetjiik, hogy a NA 4ltal kivaltott cervix rezisztencia valtozasokban az axa-AR
is részt vesz. Ezt tamasztja ala, hogy a ozac-AR-0K egyiittes blokkolasa (BRL44408 +
spiroxatrine) szintén gatolta a NA hatasat.

Az a2-AR klasszikusan a PTX-érzékeny Gi-fehérjéhez kapcsolt [176], de bizonyos
koriilmények kozott a Gs-fehérjékhez is kapcsolodhatnak, ami az adenil-ciklaz aktivalasahoz
vezet [177]. A 18. vemhességi napon a PTX jelenlétében a bazalis szoveti CAMP szint
fokozodott és a cervix rezisztencia csokkent. A NA 6nmagaban és ARC239 jelenlétében
(02a-AR stimulacio) kifejtett hatasat a PTX megsziintette, ami az a2a-AR (és esetleg az aac-
AR) Gi-kapcsoltsagat jelzi a vemhesség 18. napjan. A 20. vemhességi napon a PTX
elokezelés nem valtoztatta meg a cervix rezisztenciat, a CAMP-szintet vagy a NA 6nallo,
illetve az ARC239 jelenlétében kifejtett hatasat, ami arra utal, hogy a 20. napon az aza-AR
(és o2c-AR) Gs-fehérje kapcsolt lehet. Az a2-AR-0k hajlamosak a homo- és
heterodimerizaciora, illetve, ha az oza-€s azc-AR-ok egyidében expresszalddnak, akkor
nagyobb a valosziniisége annak, hogy a két AR inkabb heterodimereket képez [178,179].

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az ezen altipusokon keresztiil kozvetitett hatasok
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azonosak; ezért feltételezziik ezen altipusok dimerizaciojat a vemhes patkany cervixben. A
21. vemhességi napon a NA cervix rezisztenciat novelt, és meglepd modon ez a hatas a
spiroxatrine jelenlétében is megmaradt. Ebbol arra lehet kovetkeztetni, hogy ezen a
vemhességi napon a hatas kozvetitésében valdsziniileg az awa- és ars-AR-0K jatszanak
szerepet, mig az azc-AR nem vesz részt a hatasban. PTX-kezelést kovetéen a NA 6nallo,
illetve spiroxatrine jelenlétében kifejtette hatasa megsziint, azaz a 21. vemhességi napon az
agonista hatas tilnyomorészt Gi-fehérje kapcsoltan valosul meg.

A 22. napon azonban a NA nem tudta befolyasolni az egyébként jelentésen csokkent cervix
rezisztenciat, valamint nem volt hatassal a cAMP termelédésre sem. Mivel valamennyi
altipus kimutathat6 a cervixben a 22. vemhességi napon is, ezért feltételezziik, hogy o-AR-
ok G-fehérje kapcsoltsaga a vemhesség utolsé napjan lényegében megszlinik és nem lehet
hatast kifejteni a receptorokon keresztiil.

A vemhesség 18-22. napjain a cervikalis a2-AR-0K cervix rezisztenciara kifejtett hatasat és

G-protein kapcsoltsagat a 2. tablazat foglalja 6ssze.

Patkany cervix a2a-AR a28-AR a2c-AR
Vemhességi G-fehérje Rezisztencia G-fehérje Rezisztencia G-fehérje Rezisztencia
napok
18. Gi né - = Gi né
20. Gs csokken - - Gs csokken
21. Gi nd Gi né - -
22. - - - - - -

2. tablazat. Az o-AR-0k G-protein kapcsoltsaga és cervix rezisztenciara kifejtett hatisai a vemhesség
kiilonb6z6 napjain patkanyban.

Mindezek alapjan patkdnyban a vemhesség végén a vemhességi napoktol fliggéen valtozhat
az altipus szelektiv a-AR antagonistak hatasa, az azg/c-AR gatlok a cervix rezisztencian

keresztiil 6sszességében kedvezd hatést fejthetnek ki a korasziilés megakadalyozasara.

6.2. Az adrenerg kombinaciok jelentésége a vemhes uterusz kontrakciok
gatlasaban

A korasziilés okai Osszetettek és részben tisztazatlanok, igy nem vérhato, hogy
monoterapiaban barmely hatéanyag is képes legyen a tokolizis soran megfelelni a terapias
elvarasoknak [180]. Ezért olyan hatéanyag kombinaciokkal végeztiink preklinikai

vizsgalatokat, melyek alkalmasak lehetnek e terapias kihivas megoldésara.
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6.2.1. B2-AR agonista kombinaciok jelentésége

A legtobb kombinécios variaciot a B2-AR agonista hatoanyagokkal teszteltiik tekintettel arra,
hogy a B2-AR agonistakkal all rendelkezésre a legtobb klinikai tapasztalat a tokolizis
kapcsan, bar mellékhatasaik és korlatozott hatékonysaguk miatt 6nalléan nem nyujtanak
kielégité terapiat és egyes iranyelvek szerint -féleg a mellékhatasok miatt— nem
alkalmazhatok tokolizisre [181]. Ugyanakkor kombinacioban az alkalmazando dozis és
ezaltal a mellékhatasok is csokkenthetdk.

Legel6szor azt vizsgaltuk, hogy a P4 el6kezelés képes-e fokozni a terbutalin vemhesség
végére csokkend relaxald hatasat. Mindezt arra a korabbi eredményre alapoztuk, mely
szerint a P4 jelenléte vagy hianya megvaltoztathatja a B2-AR agonistak vemhes uteruszra
gyakorolt hatasat [182]. Egy vizsgalatban izolalt human miometriumon mar igazoltak a P4
potencialo effektusat a B2-AR agonista ritodrin relaxald hatasara, de a mechanizmust nem
tisztaztak [183]. Az altalunk 1 hétig végzett P4 kezelés megemelte a plazma P4 szintjét, de
nem valtoztatta meg az E2 szintet, amivel a vemhesség 22. napjara csokkent az E2/P4 aranyt.
A megemelkedett P4 szint jelentdsen fokozta a vemhesség 22. napjan a terbutalin relaxalo
hatasat, igy bizonyitottuk, hogy a P4 meghatarozé tényezd a terbutalin uterorelaxans hatasa
szempontjabol. A fokozddas hatterében részben a P4 -mdasok altal is leirt és altalunk is
igazolt- B2-AR expressziot fokozo hatasa all az uteruszban [184]. Korabbi eredmények
alapjan azt is feltételezhet6 volt, hogy az uteruszban a nemi hormonok szerepet jatszanak a
G-fehérjék szabalyozasaban is [185]. Ennek kapcsan igazoltuk, hogy P4 kezelés képes
modositani a terbutalin kivaltotta B2-AR-on keresztiili G-fehérje aktivaciot a vemhesség
utols6 napjan, és a G-protein aktivalddas csokkenésébdl novekedést eredményezett. Ezek
alapjan azt feltételezziik, hogy a terbutalin hatdsanak csokkenését a késdi vemhességben a
P4 plazmaszintjének esése 0kozza, ami a P2-AR-okhoz kapcsolt aktivalt G-fehérjék
mennyiségének jelentds csokkenését eredményezi. gy P4 szint emelése patkanyban a
vemhesség végén eldsegiti a f2-AR agonista hatas fokozodasat. Ennek tovabbi igazolasara
in vivo korasziilés modellben vizsgaltuk meg a kombinacié hatdsossagat. Vizsgélatainkban
B2-AR agonistaként salmeterolt hasznaltunk, mivel a hatdéanyaggal kapcsolatosan
rendelkezésre allt olyan dozis a szakirodalomban, amivel sikeriilt izomndvekedést indukalni,
azaz szisztémas hatast elérni patkanyban [83]. Igy abbél indultunk ki, hogy a szisztémas
hatast salmeterol nagy valosziniiséggel vemhes méhizomzat gatlo hatast is képes Kifejteni.
A salmeterollal kombinacidoban mind P4-t, mind pedig a terapiaban preventiv céllal sok évig

hasznalt 170HP-t hasznaltunk ozmotikus minipumpdban, mely 7 napon keresztiil
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folyamatos hatdanyagleadast biztositott. A hormonalisan kivaltott korasziilést a gesztagén
kezelés 6nmagaban nem akadalyozta meg, azonban a salmeterol kezelés hatékonyan
késleltette a korasziilést, és ez a hatds megkétszerezddott a gesztagénnel valdo kombinacio
soran fiiggetleniil a kezelés kezdd napjatdl: mar a mifepristone és a PGE> beadasa elotti 1
napos gesztagénkezelés is potencirozta a salmeterol hatasat. Mindez azt sugallja, hogy a
gesztagének szinergizalo hatasa gyorsan, 1 napon beliil kialakulhat. Feltételezziik, hogy a
hormonalisan indukalt korasziilésmodellben a salmeterol és a gesztagén vegyiiletek
kombinacioi altal kifejtett gatld hatas érvényesiilhet klinikai koriilmények kozott is. Ha
figyelembe vessziik, hogy mind 2-AR agonistak, mind a gesztagének farmakokinetikajuk
és toxicitasuk tekintetében jol ismertek, akkor a kombinaciojuk varhaté terapias kockazata
viszonylag alacsonynak tlinik. A kombinacio alkalmas lehet a fenyegetd korasziilés
A B2-AR agonistikat Ca?* -csatorna blokkolékkal is kombinaltuk, melyre nifedipint
hasznaltunk. A Ca2+ -csatorna blokkolok mellékhatasaik és korlatjaik ellenére is jelentOs
szerepet tolthetnek be a tokolitikus terapiaban kombinacids alkalmazas soran is [186].
Korabban kimutattak, hogy a dihidropiridineket kot L-tipusti Ca®* csatornak expresszidja
tobb mint haromszorosara né a vemhesség végén patkany miometriumban [187], ezért
vizsgalatainkat a vemhesség utolso, 22. napjan végeztiik. Emellett lehetéségiink volt human
csdszarmetszéses szoveteken is mérni, illetve a kombindcié hatdsossagat hormondlis
korasziilésmodellen is teszteltik patkanyban. A nifedipin potencirozta a terbutalin
uterorelaxans hatdsat mind patkanyban, mind a huméan széveten. Humén uteruszon a
nifedipin jelenlétében a terbutalin relaxalé hatasa mar nagyon alacsony koncentracioban is
megndtt, ami azt sejteti, hogy a B2-AR agonistak mellékhatasai nifedipinnel torténé egyiittes
alkalmazas sordn doziscsokkentéssel mérseékelhetok lehetnek. A biztato in vitro eredmények
alapjan a nifedipin-salmeterol kombinacio hatékonysagat hormonalisan indukalt korasziilés
modellben is megvizsgaltuk. A korabbi vizsgalatokban mar bevalt salmeterol dozis
alkalmaztuk, mig a nifedipin esetén a vemhes patkanyokban a hatéanyagra megadott
farmakokinetikai paraméterck felhasznalasaval terveztik meg az adagolast, mely az
irodalmi adatok alapjan nem okoz jelentds valtozasokat a szivfrekvencidban vagy a
vérnyomasban, de kifejezett uterorelaxans hatassal bir [188]. A 16. vemhességi napon
megkezdett, csak nifedipinnel torténd kezelés hatékonyabban késleltette a korasziilést, mint
a salmeterol, és a salmeterol-nifedipin kombinacio is 1ényegesen nagyobb hatast fejtett ki,

mint a salmeterol-gesztagén kombinaci6. A salmeterol-nifedipin kombinacié 18.
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vemhességi napon megkezdett rovidebb tava kezelés soran ugyanolyan hatasos volt, mint a
16. vemhességi napon megkezdett kezelés esetén. A korasziilés kivaltasa el6tt egy nappal
elinditott kombinacioés kezelésben a nifedipin a salmeterol ©nalld hatasat mintegy
megharomszorozta, és az ellés idejét kitolta a 21. vemhességi nap végéig. Ez patkany
esetében a leghosszabb id6tartamu ellést késlelteté hatasnak bizonyult korasziiléses
vizsgalataink soran és ezért igéretes kombindcionak tlinik egy esetleges klinikai kiprobalasra
els6sorban preventiv céllal, bar akut esetben sem zarhat6 ki hatasossaga.

A PDE-gatlokkal val6 kombinaci6 soran a patkany kisérletekben a normal vemhességbdl
szarmazo uterusz mellett az LPS indukalt, gyulladasos korasziilés modellb6l szarmazo
szoveteken is végeztink vizsgalatokat. Mivel a gyulladas szerepet jatszik a Korai
fajastevékenység 1étrejottében [189], ezért eldnyds lehet gyulladascsokkenté hatassal
rendelkez6 tokolitikumok alkalmazasa is. Mind a B2-AR agonistak, mind a PDE4-gatlok
gyulladascsokkent6 hatasa is ismert [190-192], igy kombinacidjuk is igéretes a gyulladasos
hatterli korasziilés kezelésében. Az immunsejtekben, ahol a PDE4 nagy mennyiségben
fordul eld, a megndvekedett cAMP-szint gatolja a gyulladasos mediatorok, citokinek és a
ROS szintézisét ¢és felszabadulasat [193]. A PDE4 gatlok klinikai alkalmazasa behatarolt,
mivel monoterapia esetén mellékhatasként nehezen toleralhatd hanyinger és hanyas
jelentkezhet [194], de egy hatasos kombinacio esetén a PDE4 gatlok dozisanak
csokkentésével ezen mellékhatas intenzitasa is mérsékelhetd. Vizsgalatainkban a rolipram
fokozta a terbutalin relaxalé hatasat mind az intakt, mind pedig az LPS-kezelt patkanyokban.
A legintenzivebb hatast az LPS-kezelt patkany uteruszon észleltiik, ami tovabbi
megerdsitése annak, hogy a CAMP-fliggd mechanizmusok gyulladas esetén jelentds szerepet
jatszanak a méhben. Az uteruszban a terbutalin vagy a rolipram Onmagaban csak
kismértékben tudta fokozni a szoveti cAMP-szintet. A terbutalin és a rolipram
kombinaciojanak jelentGs uterorelaxans hatasat a szoveti cAMP-szint emelkedés is igazolta,
a legmagasabb értékeket az LPS-kezelt patkanyoknal talaltuk. Megfigyeléseink
Osszhangban vannak azzal a korabbi klinikai megfigyeléssel, hogy a cAMP lebomlasanak
PDEA4-gatlokkal torténd megakadalyozadsa erdsiti a B2-AR agonistak simaizom relaxans
hatasat a 1égutakban asthma bronchiale és kronikus obstruktiv tiidébetegség esetén [195].
Gyulladas esetén a kés6i vemhes uterusz nagyobb érzékenységgel reagalt a CAMP-fiiggd
relaxacioés mechanizmusokra, ami a tokolitikus terapia szempontjabdl elonyds lehet. Ezt az
elényt igazoltuk a humén uteruszon veégzett vizsgalatainkban, mely sordn normal
terminusbol és korasziilésbdl szarmazd csdszarmetszéses mintakon teszteltiik a kombinacio
hatékonysagat, illetve megmértiik a CAMP mennyiségét és a PDE4 altipusok expresszidjat
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is. A rolipram a human uteruszban is fokozta a terbutalin relaxald hatisat a normal és
korasziiléses terhességbdl szarmaz6é mintakon, potencialé hatasa a legkifejezettebb
alacsonyabb terbutalin koncentraci6é és korasziilés esetén volt. A széveti cAMP-szintek
0sszhangban voltak az in vitro kontraktilitasi vizsgalatok eredményeivel, ami arra utal, hogy
a szinergizmus hatterében az intracellularis cAMP-szint emelkedése all. Korabbi
tanulmanyok kimutattak, hogy négy PDE4 izoenzim expresszalodik a human terhesség
végén a miometrium citoszol frakciojaban [196], valamint, hogy a PDE4 gatlok nagyobb
hatékonysagot mutatnak a terhes, mint a nem terhes miometriumban [197]. Az is ismert volt,
hogy a PDE4 izoenzimjei szerepet jatszanak a gyulladasos folyamatokban [198], de
vizsgalatainkig nem voltak adatok arra vonatkozoan, hogy miként expresszalodnak a
korasziilésbdl szarmazd human uteruszban. Korasziiléses mintakban a PDE4B expresszio
novekedését mutattuk ki a normal terminusbdl szarmazo szovetekhez képest, ami a
korasziiléshez vezet6 gyulladasos folyamatok kovetkezménye lehet. A PDE4D expresszidja
kisebb volt a normal terhességbdl szarmazo mintakban a PDE4B-hez képest, ami egybevag
a korabbi tapasztalatokkal [199], ugyanakkor az expresszidja jelent6sen csokkent a
korasziiléses mintdkban. Ezek alapjan a PDE4D gatlasa valosziniileg nem célravezetd a
hatékony tokolizishez, ugyanakkor a PDE4B-szelektiv gatlok fejlesztése indokolt lehet,
mely azzal az el6nnyel jarhat, hogy jelentésen csokken, vagy akar megsziinik a
nemkivanatos hanyast okoz6 mellékhatas [200]. Ezek alapjan a B2-AR agonistak és a
szelektiv PDE4-gatlok lehetséges terapids kombindcidi fokozhatjdk a human tokolitikus
terapia hatékonysagat. Az ilyen gyogyszerkombinaciok eldnye, hogy lehetdvé teszik a Po-
AR agonistak alacsonyabb dozisainak beadasat, ezaltal késleltetve a P2-AR receptorok
hatascsokkenését. Az 1) PDE4B-szelektiv gatlok fejlesztése tovabb fokozhatja a tokolizis
hatékonysagat és tovabb mérsékelheti a mellékhatésokat.

Az egyik kiilonleges B2-AR agonista kombinacio az AKAP-PKA gatléval torténd egyiittes
alkalmazas volt vemhes patkany uteruszon. Az FMP-API-1 gatolja az AKAP-PKA
interakciot, és ezaltal hatassal van az adenil-ciklaz aktivitasra, fokozta a B2-AR-okon
keresztiil indukalt cAMP-termel6dést a 22. napos vemhes patkany uteruszban. Az AKAP-
eredményezett a szoveti cAMP szintben, ami a maximalis kontrakcio gatld hatas jelentds
emelkedésében is megnyilvanult. A szinergizmus hatterében feltehetéen az AKAP150-PKA
kapcsolodas gatlasa all, mely felelés a miometrialis kontrakciok erdsitéséért [201]. Ezek az
eredmények azt jelzik, hogy a cAMP-szintézis szabalyozasat a miometriumban - a

szivizomsejtekhez hasonléan - a P2-AR stimuldcidja &ltal indukalt cAMP-szintézist
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megsziinteté AKAP-PKA kapcsolodas szabalyozza. Igy az AKAP-PKA rendszerre hato kis
molekulas inhibitorok a B2-AR izgatokkal adva szintén egy lehetséges 0j kombinacio a
Az aua-AR antagonistakkal (5-MU, WB4101) val6 kombinaci6 jelentésen novelte a B2-AR
agonistak (terbutalin, ritodrin) uterorelaxans hatasat. Onmagaban a vizsgalt két oua-AR
antagonista hatékonysaga elmaradt a P2-AR agonistakétol, ami azt sejteti, hogy
monoterapiaban valoszinlileg nem lesznek elegendok a megfeleld terapias hatashoz.
Ugyanakkor a kombinacioban tapasztalt f2-AR agonista ECso érték jelentés csokkenése és
az Emax novekedése lehetdséget adhat B2-AR agonista dozis csokkentésére, igy kisebb lehet
a tokolitikus terapia stlyos mellékhatasainak kockazata, amelyet altalaban a nagy dézisban
alkalmazott B.-AR agonistak okoznak. Az oua-AR antagonistakkal valé kombinacié
alkalmas lehet a terhességi toxémia (preeclampsia) kezelésére is, mely fokozott szimpatikus
aktivitassal jar egyiitt [202]. A kombinaci6 eldnyds lehet még olyan terhesség esetében is,
ahol az anya hipertoniaban szenved, mivel az o1a-AR antagonista vérnyomascsokkentd
hatast is kifejthet, raadasul magas vérnyomas esetén egyébként is nagyobb a korasziilés
kockazata [203]. Az aua-AR antagonistakat a sziilészeti gyakorlatban nem alkalmazzak,
ugyanakkor érdemes lenne Klinikailag is megvizsgalni a 2-AR agonistakkal vald egylittes

alkalmazasuk lehetséges elonyeit a tokolitikus terapiaban.

6.2.2. a1-AR antagonista kombinaciék jelentésége

A nemi hormonoknak és az adrenerg rendszernek is jelentds szerepe van a terhesség alatti
uterusz kontrakcidokban, ezért megvizsgaltuk az E2 és a P4 el0kezelés hatasat az a:-AR
altipusok mitkodésére és expresszidjara a késéi vemhes patkany uteruszban in vitro. A NA
a1-AR-szelektiv hatasat az a2-AR gatlo yohimbin és a nem szelektiv B-AR antagonista
propranolol egyiittes adasaval értiik el. Az E2 és P4 elokezelés dozisat és idGtartamat olyan,
részben sajat korabbi vizsgalatok alapjan valasztottuk ki, melyben a kezelést kovetden
kimutathat6 volt a hormonok [2-AR expresszidt és miikodést megvaltoztatd hatasa patkany
uteruszon [81,204]. Azt feltételeztiik, hogy ezek a dozisok elegenddk ahhoz, hogy a tobbi
adrenerg receptoron is valtozasokat indukaljanak. E feltételezésiink helyessége az
eredmények alapjan beigazolodott.

Mivel korabban igazoltuk, hogy ais-AR-ok nem mutathatok ki a késéi vemhes patkany
uteruszban [67], ezért a kombinacios vizsgalatok soran csak aia- és aip-AR-okra

fokuszaltunk. Az E2 eldkezelés csokkentette az a1-AR-okon keresztil a NA maximalis

130



gaspar.robert 93 23

MTA Doktori Ertekezés 2023 Gaspar Robert

0sszehiz6 hatésat €s jobbra tolta a NA koncentracio-valasz gorbét, ami a receptorok NA
iranti csokkent érzékenységét jelzi. Ez ellentétes a korabbi megfigyeléssel, mely szerint az
ellés elétt 6 oraval végzett E2-elokezelés az a1-AR-0K expressziojanak novekedését és
fokozott valaszkészséget okozott [205]. A P4 el6kezelés tobb mint felére csokkentette a NA
maximalis 6sszehiz6 hatasat, dsszhangban a korabbi megfigyelésekkel [206]. Az altipus
szelektiv a1-AR blokkolok jelenlétében a NA hatdsa csokkent, ami megerdsiti, hogy mind
az aua-AR, mind pedig az aip-AR részt vesz az uterusz kontrakciok 1étrehozasaban.

Az a1a-AR blokkold6 WB4101 jelenlétében a NA csak az aip-AR-okat stimulélta. Sem az
E2, sem a P4 nem valtoztatta meg az aip-AR-0K MRNS expresszidjat, ami nem ad
magyarazatot arra, hogy a P4 elékezelés miért csokkentette a NA hatasat. Az E2 eldkezelés
nem okozott semmilyen valtozast, mig a P4 elokezelés az aip-AR-0n keresztiil csokkentette
a NA ECso és Emax értékeit. A jelenség okainak feltardsa érdekében végeztiik el a [*°S]GTPyS
kotédési vizsgalatokat. Ismert, hogy az ai-AR-ok elsdsorban Gg11-proteinhez kapcsolodnak
[207], ugyanakkor a [**S]GTPyS kotddési vizsgalat a teljes G-protein aktivaciot méri. A
WB4101 jelenlétében a NA mérsékelten novelte a [*°S]GTPyS aktivalodast, amit a P4
elokezelést tovabb fokozott. Mindez magyardzhatja a P4 okozta csdkkent kontrakcids
valaszt. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy az ai-AR-0k bizonyos esetekben Gi-
proteinhez is kapcsolodhatnak [208], ezért megvizsgaltuk a [°S]GTPyS aktivalodast a Gi-
protein gatld PTX jelenlétében. PTX és WB4101 jelenlétében a NA G-protein kotodést
serkentd hatdsa csokkent, st gatlasba fordult at, mely a P4 elokezelést kovetden volt a
legmarkansabb. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a P4 dominancia esetén az a1p-AR Gi-
proteinhez is kapcsolodik, valamint, hogy a P4 elékezelés az aip-AR Ggui-protein
kapcsolodas gatlasahoz vezet, ami az intracellularis Ca?* és a NA 4altal kivaltott kontrakciok
csokkenését eredményezheti.

A BMY7378 jelenlétében a NA csak az aua-AR-okat tudta stimulalni. A P4 eldkezelés nem
valtoztatta meg az aia-AR expresszidjat, azonban az E2 eldkezelés csokkentette azt, ami
magyarazatot adhat a NA csokkent 6sszehtizo hatasara, ugyanakkor nem magyarazza a P4
kontrakciot gatld hatasat. A [®S]GTPyS-kétési vizsgalatokban az oua-AR keresztiil a NA
fokozta a G-protein aktivalodast. Az E2 eldkezelés nem valtoztatta meg a NA hatasat, mig
a P4 novelte azt. A PTX kezelést kovetden a P4 eldkezelés kivaltotta G-fehérje stimulécio
gatlassa valtozott, ami azt jelenti, hogy a P4-kezelést kdvetden az aia-AR esetében is
csokken a Gg11-protein kapcsoltsag.

Mindezek alapjan kijelenthetd, hogy az oa-AR expresszidja erdsen E2-érzékeny,

ellentétben a korabbi adatokkal. A P4 eldkezelésnek nincs hatdsa az aia-, vagy aip-AR
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mRNS expresszidjara, viszont hatassal van a G-protein kapcsoltsagra: a Gga11-protein
Kapcsoltsag gatlasa révén csokkenti a vemhes uterusz kontrakciokat. Osszeségében ezek az
eredmények ramutatnak arra, hogy a nemi hormonok szintjének valtozasa jelentdsen
befolyasolhatja az a1-AR altipusokon végbemend jelatviteli folyamatokat, a P4 el6kezelés
erdsiti a potencidlisan tokolitikus antagonistak uterorelaxans hatasat. Bar a preventiv P4
kezelés hatékonysaga vitatott, de egyes vizsgalatok szerint mégis meghosszabbitja a
gesztacios idot [209], igy a P4 prevencidoban részesiilt veszélyeztetett varandosok ai1-AR
altipus szelektiv antagonistakkal valo kezelése fokozhatja az uterorelaxans hatast és ezaltal

a tokolitikus terapia hatékonysagat.

6.2.3. a2-AR antagonista kombinaciék jelentésége

Mivel feltételeztiik, hogy a n6i nemi hormonok hatassal vannak az a2-AR-0k expresszidjara
¢s mikodésére is, ezért olyan kisérletsorozatot is végeztiink, amelyben kifejezetten az oo-
AR altipusok uterus kontraktilitidsban jatszott szerepének valtozasat vizsgaltuk E2 vagy P4
elokezelést kovetden. Az eldkezelések dozisa és idotartama megegyezett az ai-AR esetén
végzett kisérletsorozatéval. A kisérleteket az a1-AR blokkold doxazosin és a nem szelektiv
B-AR blokkold propranolol jelenlétében végeztiik, hogy elkeriiljik a NA oi- vagy B-
adrenerg hatasait. Az a2-AR altipusok szerepét szelektiv vagy részben szelektiv antagonistak
segitségével vizsgaltuk a NA kontrakciot fokozo képességének valtozdsan keresztiil 22.
napos vemhes patkany uteruszon in vitro.

Az E2 eldkezelés csokkentette az a2-AR altipusainak mRNS- és fehérjeexpressziojat, €s az
o2-AR-okon keresztiil csokkentette a NA altal kivaltott kontrakciot is, ami hasonld volt az
01a-AR eredményeinkhez [104]. Ugy tiinik, hogy az E2 eltérden befolyasolja az a,-AR-0k
expresszigjat a kiillonb6z6 szovetekben, mivel az uterusszal ellentétben a gerincveldben és a
bor artériakban noveli a receptorok expressziojat [172,177].

Az izolalt szervfiirdd-vizsgalatokban az E2 elokezelés csokkentette az az2-AR-okon keresztiil
a NA altal kivaltott kontrakciok nagysagat, de nem modositotta az a2a-AR-okon keresztiil a
relaxalo hatast. Ugyanakkor megsziintette az a2g-AR-okon keresztiil az 6sszehuzodast
fokozo hatast. Mivel nem 4llnak rendelkezésre olyan antagonistak, amelyek csak a2c-AR
stimulaciot valthatnank ki (azaz o2a/8-AR blokkolok), igy csak valésziniisithetd, hogy az E2
nem modositotta az az2c-AR-okon keresztiili relaxalo hatast sem.

Annak érdekében, hogy magyarazatot talaljunk az E2 eldkezelést kovetd, axs-AR altipuson
keresztiili gyengébb kontrakciokra, megmértiik az uteruszban a cAMP-szintet, mivel a

cAMP részt vehet az ax-AR-0k uteruszra gyakorolt hatasanak kozvetitésében, mivel azok
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nemcsak a Gi-fehérje a-alegységéhez, hanem a Gs-fehérjékhez is kapcsolodhatnak [177]. Az
E2 eldkezelés novelte a cAMP-szintet, ami alatamasztja az a2-AR-okon keresztiili csokkent
NA hatast. Az E2 elokezelés nem modositotta a NA indukélt cAMP-szint valtozast az aoa-
AR-on keresztiil, ugyanakkor fokozta azt az az2s-AR-okon keresztiil, ami magyarazatot adhat
a NA gyengébb kontrakcios hatasara.

Az 6sztrogének csokkentik az 02-AR-0k G-fehérjéhez vald kapcsolodasat [210]. A tapasztalt
CAMP-véltozasok hatterének tovabbi tisztazasa érdekében megmértiik az az-AR altipusok
NA stimulacidja soran mérhetd [*S]GTPyS aktivaciot E2 elékezelést kovetden és PTX
jelenlétében. Az E2 nem modositotta a NA aza-AR-on keresztiili [P°S]GTPyS aktivaciojat
(ARC239 jelenlétében), azonban PTX kezelést kovetden az aza- €s a2-AR-okon keresztiil
(spiroxatrine jelenlétében) csokkent a NA [*°S]GTPyS aktivaloédasra gyakorolt hatésa,
lényegében a stimulacid gatlasba fordult 4t. Ezek alapjan az E2 el6kezelés elsdsorban az ozg-
AR G-protein kapcsoltsagat modositja, mig az axa-AR G-fehérje kotddését nem valtoztatja
meg. Ennek tovabbi bizonyitasara megmértiik az azs-AR altipuson keresztiili [*°S]GTPyS
aktivaciot spiroxatrine + BRL44408 jelenlétében. Az E2 elékezelés csokkentette az aktivalt
G-fehérje mennyiségét, ami az ozs-AR kapcsan lehetséges, hogy az E2 indukalt G-
fehérjéktol valo szétkapcsolodas kovetkezménye [210]. Ugyanakkor ez nem befolyasolta a
NA kontrakcids hatasat a hormonkezelt kontrollhoz képest. Az E2 elokezelés csokkentette
az az-AR altipusok expresszidjat, és a vemhes uterusz cAMP-szintjének emelkedéséhez
vezetett, de nem modositotta az aza- és a2c-AR-okon keresztiil medialodo uterusz relaxalo
hatast. E receptorok esetében feltételezziik, hogy az E2 elsésorban a Gi-fehérje Py
alegységének aktivalodasat idézi eld, ami a simaizom cAMP-szintjének emelkedését valtja
ki, mivel ez az aktivacio feliilirja a Gi-fehérje o alegységének aktivaciojat kiséré6 cAMP gatld
hatast [211].

A P4 elokezelés fokozta a 22 napos vemhes uteruszban az az-AR altipusok mRNS és fehérje
expressziojat, de csokkentette a NA altal kivaltott kontrakciokat, ami megegyezik az a:-AR
kapcsan mért P4 okozta valtozasokkal. A P4 elkezelés gyakorlatilag megsziintette a NA
a2a-AR-on keresztiili kontrakcidos hatasat, emellett gatolta az a2s-AR-0n keresztiili
(BRL44408 és spiroxatrine jelenlétében) 6sszehuzo hatasat is. Feltételezziik, hogy a P4 az
axc-AR megndvekedett szama és fokozott miikodése révén idézi elé6 a NA hatasaban
tapasztalhato csokkenést. A P4 elokezelés megnovelte az uteruszban a cCAMP-szintet, ami
az az-AR-okon keresztiili csokkent NA hatast magyarazza. Az oxa-AR-on keresztiil

(ARC239 jelenlétében) nem ndvelte, azonban az axs-AR-on keresztiil (Spiroxatrine +
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BRL44408 jelenlétében) fokozta a CAMP-szintet, ami magyarazhatja a NA gyengébb
kontrakcios hatésat.

Ismert, hogy az ax-AR-0k Gi/Gs-protein aktivald tulajdonsaga patkanyokban a vemhesség
soran megvaltozik, ami kiilonbségekhez vezet a vemhesség kdzepén €s a terminusban is az
uterusz adenil-ciklaz aktivitasanak szabalyozasaban [172]. Ezenkiviil a1-AR kapcsan
igazoltuk, hogy a P4 6nmagaban is valtozast idéz el6 az aiap-AR Gg/Gi-protein aktivalo
tulajdonsagaban. Ezért azt is megvizsgaltuk, hogy a P4 mddositja-e az a2-AR altipusok
[*®*S]GTPyS aktivalo képességét a Gi fehérje blokkold PTX jelenlétében a vemhesség végén.
A PTX kezelés utan a P4 nem valtoztatta meg az oza-AR-on keresztiili, ugyanakkor
kifejezetten gatolta az azs-AR-on keresztiili [**S]GTPyS aktivaciét. Ebbél arra
kovetkeztetiink, hogy a P4 tulsulya esetén az o2s-AR -legaldbb részben- Gs-fehérjéhez
kapcsolodik, ami az adenil-ciklaz aktivalédasahoz vezet, és csokkenti a NA altal kivaltott
kontrakciot. A P4 noveli az egyes a2-AR altipusok expresszidjat, és csokkenti a NA altal
kivaltott uterusz kontrakciot a receptor altipusok Osszességén keresztiil. A P4 gatolja a G-
fehérje-kapcsolast és a cAMP-termelddést az axa-AR-on. Az ozc-AR esetében, feltehetden
az E2 el6kezeléshez hasonldan, a P4 a Gi-fehérje Py alegységének aktivalodasat indukalja,
¢s igy emeli az uterusz CAMP szintjét [211]. Az az2s-AR esetében a Gs-protein kapcsoltsag
meghatdroz6 tényezd a P4 kezelést kovetden, ami a cAMP-szint emelkedéséhez és a
kontrakcio csokkenéséhez vezet.

A human sziilés soran 6sztrogén talsuly van [212,213], ugyanakkor az is el6fordulhat, hogy
magzatvizben kialakulé magas E2 szint fijasgyengeséggel parosul [214]. igy az sztrogén
szint terhesség alatti diszregulacidja valtozasokat okozhat az az2-AR altipusok miikodésében,
¢s akar korasziilést vagy talhordast eredményezhet. Masrészrél a P4 iranti uterusz
érzékenység csokken a terhesség végén, ami alapjan azt feltételezziik, hogy ez fokozza az
02-AR-0K szerepét a kontrakciok létrejdttében. Osszességében igy gondoljuk, hogy az aac-
AR agonistak P4-nal val6 egylitt adasa terdpias értékli lehet egy kombinacios tokolitikus

fejlesztés soran.

6.3. A peptid tamadaspontok jelentésége a vemhes uterusz kontrakciok

gatlasaban

A peptid tdmadaspontok vizsgdlata sordn a nociceptin, nocistatin, kisspeptin, leptin,

adiponectin és a gyulladasos citokinek vemhes patkany uteruszra, illetve a nociceptin és
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nocistatin esetén human terhes uteruszra gyakorolt gatld hatasat, illetve ezek lehetséges

mechanizmusait vizsgaltuk.

6.3.1. Nociceptin és nocistatin

A nociceptin és a nocistatin hatdsat ¢és élettani szerepét elsGsorban a kozponti
idegrendszerben vizsgaltak. Mindkét peptid a PPNOC prekurzor fehérjébél szarmazik, mely
jelentds mennyiségben expresszalodik az agyban és a gerincvel6ben, de az endogén
opiatokhoz hasonldan a periférian is megtalalhatéd (pl. fehérvérsejt, borszovet, petefészek,
here) [215-217]. Szamos endogén peptid vesz részt a méh Kkontraktilitdsanak
szabalyozasaban (pl. oxitocin, tachykininek), amelyek elsegitik a kontrakciokat [218,219],
de ismertek relaxalo peptidek is, mint amilyen a CGRP [111]. Mind a CGRP, mind pedig a
tachykininek a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégzddésekben lokalizalodnak [220]. A
vajudas és a sziilés fajdalommal jar, a nociceptin és nocistatin pedig szerepet jatszanak a
fajdalom percepcidjaban [221], ezért logikusnak tiint megvizsgalni, hogy ezek a PPNOC
eredeti peptidek a fajdalomérzet szabalyozasa mellett részt vesznek-e az uterusz
kontrakciok szabalyozasaban is.

Igazoltuk, hogy a PPNOC lokalisan expresszalodik a vemhes patkany és a terhes human
uteruszban is. Patkanyban a vemhesség végén 1ényegesen nagyobb expressziot mértiink, mig
a terhes human mintakban a korasziilésbdl szarmazo uteruszokban volt magasabb a PPNOC
expresszio. Patkanyban a vemhesség végén az uteruszban megemelkedik a nociceptin és
receptoranak (ORL1) expresszidja. A nocistatin esetében szintén a vemhesség végén
mérhetd a legmagasabb szint az uteruszban. ugyanakkor a plazméban mérhet6 szintje nem
valtozik. Mindezek az eredmények azt tamasztjak ala, hogy PPNOC és a bel6le keletkezd
nociceptin és nocistatin jelen vannak az uteruszban és lokalisan szabalyozzak a miitkodését.
Vizsgaltuk azt is, hogy a nociceptin és nocistatin hogyan hatnak az uterusz kontrakciokra
vemhes patkany és human terhes uteruszon. A nociceptin gatolta a KCI altal kivaltott
ritmikus Osszehuzodasokat. Annak érdekében, hogy kizarjuk az Opiat receptorokon
keresztiili hatést, nociceptin hatasat NX jelenlétben is megmeértiik. A NX jelentésen novelte
anociceptin relaxald hatésat, azonban 6nallo relaxald hatdsa nem volt. igy a NX nociceptint
potencirozo hatasa varatlan, ugyanakkor vannak human adatok arra nézve, hogy opiatok
intratekalis beadasat kovetden a sziilés soran er6sodik a méhkontrakcido [222], amibdl
kiindulva esetleg az endogén opiatoknak kontrakci6 fokozé hatasa lehet, melyet a NX

csillapithat.
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Az ORL1 jelentés homologiat mutat az Opiat receptorokkal, Gi-protein kapcsolt receptor,
gatolja az adenil-ciklaz aktivitast és csokkenti a cAMP képzOdést, aktivalja a K'-csatornakat
és gatolja a fesziiltségfiiggd Ca®* csatornakat [223]. Megvizsgaltuk a nociceptin G-protein-
aktivalo hatasat kés6i vemhességbdl szarmazo patkany uteruszokon, és azt talaltuk, hogy a
nociceptin az ORL1 receptorokon keresztiil fokozza az aktivalt G-proteinek mennyiségét. A
NX jelenléte csokkentette a G-protein aktivaciot €s ndvelte a nociceptin uterusz relaxald
hatésat és a szoveti cAMP szintet is. A NX és a Gi-protein gatlé PTX egyiittes jelenlétében
a nociceptin G-protein aktivald képessége tovabb csokkent, a szoveti cAMP szint pedig
tovabb emelkedett. Mindez azt sejteti, hogy az ORL1 valosziniileg mind Gi-, mind pedig Gs-
fehérjékhez is kapcsolodik a késéi vemhes patkany uteruszban. Feltételezziik, hogy a
nociceptin és a NX verseng az intracellularis Gi-fehérje aktivalasaért. Ismert, hogy a GnRH
receptorok tobb utvonalat is képesek aktivalni a kiillonboz6é G-fehérjékhez valo
kapcsolodassal [224]. A B-AR-ok Gs-fehérjékhez vald kapcsolodasa az adenilat-ciklaz és
aktivalodasdhoz és a PKA foszforilacidjdhoz vezet, amely foszforildlja a receptort és
csokkenti a Gs-proteinhez valdé kapcsolodasat, ugyanakkor noveli a Gi-fehérjéhez vald
kotodését [225]. Valosziniileg ehhez hasonloan a NX beavatkozik a nociceptin altal aktivalt
intracellularis Gtvonalakba, és eldsegiti a Gs-fehérjéhez valo kapcsolodasat, ami az uterusz
CAMP-szintjét emeli és csokkenti a kontrakciokat.

A cAMP-szint valtozasa mellett mas intracellularis jelatvonal is szerepet jatszik a nociceptin
uterusz relaxald hatdsaban az ORL1-en keresztiil. A nociceptin fokozza a kifelé iranyulo K*
-aramot, ami csokkenti az idegsejtek ingerelhetdségét €s a transzmitterek felszabadulasat az
agyban [223]. Az uteruszban a BKca nagy mennyiségben fordul el6, és fontos szerepet
jatszik a depolarizaci6 gatlasaban, ezaltal a relaxacidban. Human miometrialis sejtekben a
BKca egy CAMP-fligg6 foszforilacios kaszkad aktivacioja alatt all [226]. Kisérleteinkben a
K" csatornak TEA vagy PAX altali blokkolasa csokkentette a nociceptin vagy a nociceptin
¢és NX relaxalo hatasat, ami arra utal, hogy a nociceptin vemhes patkany uteruszra gyakorolt
hatasat részben a BKca kozvetiti. Mivel nem volt kiilonbség a TEA és a PAX gatlo hatasa
kozott, ezért feltételezziik, hogy a BKca dontd szerepet jatszik a nociceptin hatdsaban. TEA
vagy PAX jelenlétében azonban a nociceptin relaxalo hatasa nem sziinik meg teljesen, amely
feltehetéen a cAMP-szintre gyakorolt emel$ hatasnak kdszonheto.

Vizsgéltuk a nocistatin szerepét is az uterusz kontrakcidkban. A nocistatinnal kapcsolatosan
vizsgalatainkat megel6zéen senki nem szamolt be periférias hatasokrol. A nocistatin
expresszidja a vemhesség utolsd napjan magas a korabbi vemhességi napokhoz képest,

melynek mértéke kortilbeliil 10-szerese volt a nociceptinhez képest, igy ugy tlinik, hogy a
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vemhes uteruszban a PPNOC mRNS nagyobb aranyban transzlalodik nocistatinna, mint
nociceptinné. Mivel a nocistatin plazmaszintje nem valtozott a vemhesség végén, igy
val6szinii, hogy az uteruszban talalt nocistatin els6sorban helyileg termelédik és nem a
vérarammal szallitodik oda.

A nocistatin nem befolyasolta az oxitocinnal kivaltott uterusz kontrakciokat, ugyanakkor
gatolta a KCI altal kivaltott 6sszehuzodasokat, melyet a nociceptin tovabb erdsitett, igy a
kozponti idegrendszerben tapasztalt antagonista interakcido helyett szinergizmust
tapasztaltunk a két peptid kozott az uterusz simaizomzatan. A nocistatin 6nalld gatlo hatasa
nagyobb volt, mint a nociceptiné. Tovabbi érdekesség, hogy a NX gatolta a nocistatin hatasat
Oonmagaban és a nociceptin jelenlétében is, ami azért is meglepd, mert a nocistatin nem
kotodik sem a klasszikus opiat receptorokhoz, sem pedig az ORL1-hez [118], igy ez a gatlas
valosziniileg nem az opiat receptorok altal kozvetitett. Mivel a NX a befelé iranyulé Ca?*-
aramokat indukalja [227], ezért megvizsgaltuk, hogy a nocistatin gatlo hatasaban szerepet
jatszanak-e a Ca?*-aramok. A Ca?*-szegény kornyezetben a NX nem gatolta a nocistatin
hatasat, igy feltételezziik, hogy alacsony extracellularis Ca?*-koncentracié esetén a NX nem
képes indukalni a Ca?*-bearamlast. A koncentracio-hatds gorbék balra toloddsa a normal
Ca?*-tartalmii pufferhez képest valosziniileg a gyengébb szoveti osszehuzodasnak és a
konnyebb gatolhatdsagnak koszonhetd, amelyet az alacsonyabb Ca?*-tartalom okoz.

A nociceptinhez hasonldéan a nocistatin esetében is megvizsgaltuk a BKca szerepét az uterusz
relaxalo hatasban. A PAX a nocistatin esetén is gatolta a relaxaciot, igy a BKca a nocistatin
esetén is szerepet jatszik az intracelluldris jelatvitelében.

A nocistatin gatolja a hiperalgéziat és az allodiniat, igy szabalyozo szerepe van a fajdalom
érzékelésben, ami megmagyarazhatja funkcionalis jelentdségét a sziilés soran. Emellett a
gyulladdsos mediatorok is szerepet jatszanak a sziilés meginduldsaban, melyek koziil a
CGRP relaxal6 hatassal rendelkezik. A CGRP gatolja a simaizom 6sszehtizodasat szamos
szovetben, beleértve a vemhes patkany uteruszt is [111]. Ezért a CGRP lehetséges szerepét
IS megvizsgaltuk a nocistatin relaxaldo hatasaban. Ismert, hogy a kapszaicin a CGRP
kitiriilését okozza a szenzoros idegvégzodésekbdl, amit az idegvégzddés képes ujra felvenni
[228,229]. Vizsgalatainkban a kapszaicin kezelés blokkolta nocistatin relaxalé hatasat,
amely azonban helyreallt, miutan a szovetmintdkat CGRP-vel inkubaltuk. Ez alapjan
feltételezziik, hogy a CGRP is fontos tényezé nocistatin uterorelaxans hatasaban.
Feltételezziik, hogy nocistatin az opioid peptidekhez és a nociceptinhez hasonldan
elosegitheti a neuropeptidek felszabadulasat az érzdidegekbol [230]. Egyuttal ez a

mechanizmus magyarazhatja nocistatin hatastalansagat az oxitocin altal kivaltott
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kontrakciokra, mivel a CGRP-agonista adrenomedullin szintén nem képes gatolni oxitocin
altal kivaltott 6sszehuzodasokat, mig a spontan €s a bradikinin altal kivaltott kontrakcidkat
csokkentette [231].

A nocistatin - a nociceptinhez hasonléan - fokozta az intracellularis CAMP-szintet a vemhes
uteruszban. A nociceptin jelenlétében ez még tovabb fokozodott, ami a CGRP felszabadulas
CAMP-akkumulalo hatasaval magyarazhat6 [232]. Az in vitro kontraktilitasi vizsgalatokkal
Osszhangban a NX csokkentette nocistatin CAMP-szintet emel6 hatasat, ami arra utal, hogy
a NX a G-protein aktivacio szintjén is beavatkozik nocistatin hatasba.

A nociceptin és nocistatin relaxald hatasat megvizsgaltuk human szévetmintakon is. Mind a
nociceptin, mind pedig a nocistatin gatolta az oxitocin kivaltotta kontrakciokat, de egymas
hatésat csak ugy tudtdk fokozni, ha a nocistatin jelenlétében vettiik fel a nociceptin dozis-
hatas gorbét. Ez jelent6s eltérés a patkany eredményekhez képest és felveti annak
lehet6ségét, hogy human uteruszon a CGRP medialt hatas nem igazan jelentds, de lehet
annak is a kovetkezménye, hogy a limitalt méreti és mennyiségli human szovetek, melyek
kimetszésekor a lehetd legkisebb artalmat kivantak okozni, csak részben szarmaztak olyan
szoveti teriiletr6l, mely aktivan részt vesz a kontrakciok kialakitasaban. Mindez nem
kisebbiti az ORL1-en keresztiili tokolitikus hatéas lehetdségét.

Osszegezve elmondhatd, hogy a nociceptin és a nocistatin lokalisan szintetizalédik mind a
patkany vemhes, mind pedig a human terhes uteruszban, ahol gatoljak a kontrakciokat. Bar
a CAMP-emelkedésre és az azt kovetd BKca megnyilasara gyakorolt hatasuk alapvetden
azonos, ugy tiinik, hogy f6 hatasmechanizmusuk eltéré. A nociceptin direkt modon, mig a

nocistatin a CGRP felszabadulasan keresztiil gatolja a méhosszehuzodast (94. abra).
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94. dbra. A nociceptin és a nocistatin vemhes uteruszra gyakorolt relaxaléo hatasanak feltételezett
mechanizmusai. A nociceptin a nociceptin receptorhoz (ORL1) kapcsolodik, a Gs-fehérje és az adenil-ciklaz
(AC) aktivalasan keresztiil szoveti CAMP-szint emelkedést idéz eld. A megemelkedett cAMP hatasara nyilik
a BKca, @ K*-ionok fokozott kidramlasa hiperpolarizaciot és simaizom relaxaciot eredményez. A nociceptin
képes stimulalni a Gj-protein utvonalat is, de nem ismert, hogy ez az Gitvonal hogyan jarul hozza a relaxaciohoz.
A nocistatin fokozza a CGRP felszabadulasat a szenzoros idegvégzddésekbdl. A CGRP kotédik receptorahoz
(CGRP-R), noveli az intracellularis cAMP-szintet és megnyitja a BKca-csatornakat, ami a nocistatin 6
relaxaciot kivalto mechanizmusa a vemhes uteruszban.

Mindkettd képes a masik relaxald hatasat erdsiteni, bar a nociceptin beadasat a human
uterusz estén meg kell eléznie nocistatin bevitelének. Tovabbi vizsgalatokra van sziikség a
nociceptin és nocistatin fiziologiai, patofizioldgiai szerepének ¢és a terhes méh
kontraktilitdsra gyakorolt hatdsainak minden aspektusdnak tisztazdsdhoz. A fajdalom és a
méhosszehtizodasok elvalaszthatatlanok a sziilés soran. E természetes szabalyozasi
folyamatok és tarsfunkciok mélyebb megértése segithet feltarni a sziilés meginduldsanak és
a korai 0sszehizodasok okait. A nociceptin €s nocistatin analdgok 0j hatdsmechanizmussal

szolgalhatnak a tokolitikus terapia szamara.

6.3.2. Kisspeptin
A kisspeptin és a KissIR mar korabban azonositasra keriilt az uteruszban [126,233], de a

méhosszehuzodasokban betdltott szereplik nem volt tisztazott, ezért vemhes €s nem vemhes
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patkany uteruszokon in vitro vizsgélatokat végeztiink. Az altalunk hasznalt fragmentum
(KISS1 94-121) 28 aminosavbol all, nagy affinitast a KisslR irant, j6 vizoldékonysagu,
valamint sokkal jobb stabilitassal rendelkezik, mint a Kkisspeptin mas, rdévidebb
fragmentumai [234]. A kisspeptin mind a nem vemhes, mind pedig a vemhes uteruszon
koncentracid fliggben gatolta a kontrakcidkat. Specifikus Kiss1R antagonista jelenlétében a
hatas csokkent, igy igazoltuk, hogy a relaxal6 hatas valoban a Kiss1R-0n keresztiil valosul
meg.

A Kisspeptin relaxal6 hatdsa a nem vemhes és a korai vemhes (5. nap) uteruszokban volt a
legerésebb, mig a vemhesség elOrehaladtaval a gatlé hatasa fokozatosan csokkent, a
legalacsonyabb értéket a vemhesség utols6 napjan (22. nap) tapasztaltuk. Hasonld
csokkenést talaltunk a Kiss1R mRNS és fehérje expresszidjaban, valamint az immunfestédés
intenzitdsanak valtozasaban is. Bar az immunhisztokémiai vizsgalat nem volt kvantitativ, a
nem vemhes, illetve az 5. és 22 napos vemhes mintak kozotti kiilonbségek latvanyosak
voltak. A legintenzivebb KisslR festddést a nem vemhes szoveteken tapasztaltuk, mig a
legalacsonyabb receptor-expressziot az utols6 vemhességi napon talaltuk, amikor a fest6dés
gyakorlatilag csak a miometrialis rétegben volt kimutathaté. Altalanossagban a receptorok
tilnyomoérészt a miometrium hosszanti, kisebb részben korkoros izomrétegében
helyezkedtek el, mig a leggyengébb expressziot az endometriumban talaltuk. Ezt
alatamasztotta az endometrium eltavolitdsa is, amely nem moddositotta jelentésen a Kiss1R
fehérje expressziojat egyik vemhességi napon sem, s6t még a nem vemhes uteruszban sem.
Ezek alapjan a Kiss1R leginkabb egy miometrialis receptor, amely kozvetleniil részt vesz a
méh simaizom Osszehtizodas gatlasaban. Mindezt tovabb erdsiti, hogy a KisslR
legmagasabb expressziojat a nem vemhes és az 5. napos vemhes mintakban talaltuk. A nem
vemhes méh kontraktilitdsa patkanyokban altalaban alacsony, mig az 5. vemhességi nap
patkanyokban az embrié beagyazodasanak idészaka, ami az uterusz aktivitasanak
viszonylagos nyugalmat igényli [235].

A Kisspeptin az endometrium eltavolitasaval erdsebb uterorelaxans hatast fejtett ki a nem
vemhes és a 20. napos vemhes szoveteken, illetve megsziint a kisspeptin relaxalo hatasanak
fokozatosan csokkend tendencidjat a vemhesség elérehaladtaval, ami arra utal, hogy a
miometriumhoz képest jelentéktelen mennyiségli endometrialis Kiss1R mégis meghatarozo
lehet a méhkontrakciokban. Elképzelhetd, hogy az uterusz kontraktilitas szabalyozasaban a
KisslR jelenleg ismeretlen mechanizmuson keresztiil (pl. mas receptorokkal vagy
endometrialis szekrécios valaszokkal vald kapcsolodas révén) is részt vehet. A kdzponti

idegrendszerben és a reproduktiv szervekben 1év6 kisspeptin neuronokkal mar bizonyitott a
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kapcsolat [236,237], de az uteruszra vonatkozoan nem allnak rendelkezésre adatok e
tekintetben.

Eredményeink arra utalnak, hogy a Kiss1R relaxalo hatast kozvetit a nem vemhes és vemhes
patkany uteruszban. Ahogy a vemhesség elérehaladtaval az 6sszehuzodasok intenzivebbek
lesznek, a Kiss1R expresszioja fokozatosan csokken, ami az uterusz nyugalmi allapotanak
fenntartasaban betoltott szerepére utal. Az endometridlis Kiss1R uterusz relaxéacioban
betoltdtt pontos szerepe nem tisztazott, valoszinileg eddig fel nem tart rendszerekkel lehet
kapcsolatban. A Kiss1R aktivacidjanak fenntartasa a terhesség alatt csokkentheti a vetélés
vagy a korai 6sszehuzodasok kockazatat, és a jovoben 1j gyogyszercélpontként szolgalhat a

korasziilés megakadalyozasa érdekében, valoszintileg preventiv céllal.

6.3.3. Leptin, adiponectin

Ismert, hogy az adipokinek befolyasoljak a simaizomzat miikodését. A leptin gatolja az
kontrakciot mind patkany, mind pedig human uteruszon [238]. Arrdl azonban nem alltak
adatok rendelkezésre, hogy a leptin hatasa hogyan valtozik a vemhesség elérehaladtaval. Az
adiponectin tekintetében pedig egyaltalan nem voltak ismertek az uterusz hatasok. Mivel az
adipokinek szamos metabolikus és gyulladasos folyamat résztvevoi, ezért fontosnak
tartottuk, hogy a fent emlitett két adipokin uterusz kontraktilitasra kifejtette hatasat és annak
hatterét megvizsgaljuk.

A molekularis (RT-PCR, WB) és az immunhisztokémiai vizsgéalataink alapjan a LEPR
foként a nem vemhes méh miometrialis rétegében expresszalodik. Bar az endometrium
eltavolitasa az LEPR expressziot nem csokkentette jelentdsen, mégis a nem vemhes
miometriumban a leptinre adott relaxacios valasz csokkenését észleltiik. A vemhesség korali
szakaszaban (5. vemhességi nap) a LEPR expresszioja jelentdsen megndvekedett, kiillondsen
az endometriumban. A vemhesség kdzepén (15. és 18. nap) azonban az expresszio csokkent,
¢és a receptorok tobbsége ujra a miometriumban helyezkedett el. A leptin altal kivaltott
relaxalo hatas az uteruszban a vemhesség vége felé fokozatosan csokkent, de az
endometrium réteg eltavolitasaval a relaxald hatas fenntarthatd, bar méréseink alapjan az
endometrialis receptor expresszié szinte elhanyagolhato. Hasonlé jelenséget tapasztaltunk a
KisslR esetén is [129]. A leptin relaxalo hatasanak valtozasa nem all parhuzamban a LEPR
expressziojanak valtozasaval a vemhességi alatt, ami arra utal, hogy a jelatviteli utak vagy a
LEPR ¢érzékenységének megvaltozasa lehet a felelds a gyengébb, vagy akar megsziind géatld
hatasért a terminusban. Mivel a LEPR f6 jelatviteli utvonala a JAK/STAT kaszkad,

lehetséges, hogy a kiilonbozo fehérjék megvaltozott foszforilacidja/defoszforilacidja felelds
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a valtozasért [132]. Emellett a leptin szamos mas jelatviteli mechanizmust befolyasolhat,
példaul az intracellularis Ca®" szint novelésével vazokonstrikciot indukéalhat az erekben
[239], vagy a neuralis NOS expresszidjanak indukalasaval endothel fliggé relaxaciot idézhet
el6 [240]. E mechanizmusok barmelyikének valtozasa modosithatja a méh simaizomzatanak
valaszat is, ugyanakkor ezek tisztazasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Az adiponectin rendszer esetén az AdipoR1 ¢és AdipoR2 jelenlétét korabban mar
azonositottak korai vemhes sertés uteruszban [241], a vizsgalatainkban pedig igazoltuk,
hogy az adiponectin gatlé hatassal van az uterusz kontrakciokra. Az adiponectin hatasa
Osszetettebb a leptinhez képest, mivel két receptor is kozvetiti. Ezeknek a receptoroknak a
stimulalasa els6sorban az AMPK ¢és a PPARa Utvonalakat aktivalja [242]. Az AdipoR1
expresszidja jelentésen csokkent az endometrium eltavolitasa utan a nem vemhes mintakban,
mig az AdipoR2 féként a nem vemhes miometriumban expresszalodott. Az adiponectin
relaxalo hatasa az endometrium hianyaban csokkent, ami azt sugallja, hogy az AdipoR1
kulcsfontossagu a hatashoz, és az endometrialis AdipoR1 jelentds szerepet jatszik a nem
vemhes méh relaxacidjaban. Vemhességben az adiponectin relaxalé hatasa megmaradt,
azonban a vemhesség utols6 napjan hatdsa megsziint, akar teljes uteruszon, akar
miometriumon vizsgaljuk. Ezzel parhuzamosan mindkét AdipoR expresszioja csokkent a
vemhesség elérehaladtaval, a valtozdsok immunhisztokémiai modszerrel is egyértelmiien
kimutathatok mind a miometrium, mind az endometrium rétegeiben. Ugy tiinik, hogy az
endometrialis AdipoR-0k vemhességben inkabb a méh kontrakciokban jatszanak szerepet,
hiszen az 5. és 15. vemhességi napon az adiponectin relaxaldé hatasa az endometrium
hianyaban fokozddik. Feltételezziik, hogy a korai vemhességben az endometridlis AdipoR-
ok simaizom Osszehuzd hatast kozvetithetnek. Ugyanakkor a vemhesség 18., 20. és 22.
napjan nem mértiink szignifikans kiilonbségeket az uterusz és a miometrium relaxald
hatasban, ami arra utal, hogy az endometrialis AdipoR-oknak késé vemhességben nincs
jelent6s szerepiik a kontrakciokban. Az utolsé vemhességi napon azonban az endometrium
eltavolitdsa ismét fokozza a relaxdciot. A maximalis gatlo hatas értékének novekedése
azonban kisebb, mint a leptin esetében, ami arra utal, hogy az endometrialis LEPR fontosabb
szerepet jatszik a terminusban. Az adiponectin relaxald hatasanak modosulasa
parhuzamosan zajlott az AdipoR-ok valtozasaval, ami arra utal, hogy az AdipoR1 és
AdipoR2 érzékenysége és jelatviteli mechanizmusa valoszintileg nem valtozik jelentésen a
vemhesség alatt.

Ezek alapjan mind a leptin, mind pedig az adiponectin szerepet jatszik a vemhes patkany

crer
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Feltételezziik, hogy mindkét adipokinnek szerepe van az uterusz nyugalmi allapotanak
fenntartasaban a vemhesség elején és kozepén. Egyéb tényezdk mellett az endometridlis
LEPR ¢és AdipoR szabalyozd szerepet jatszik a méhdsszehuzddasok finomhangolasdban
mind nem vemhes, mind pedig vemhes allapotban. Hasonloan a kisspeptinhez, a leptin és
adiponectin analogok is alkalmasak lehetnek a korasziilés megel6zésében, mint 1j

hatdsmechanizmusu hatéanyagok.

6.3.4. Obezitas és gyulladas: adipokinek és citokinek hatasa a kontrakciokra

Az elhizas jelent6sen befolyasolhatja a terhesség kimenetelét, megvaltoztathatja a gesztacios
iddt, amelyben a zsirszovetben termelédd adipokinek nem pontosan feltart szerepet
jatszanak [146]. Az obezitas és a gyulladas vemhes uterusz kontrakciokra gyakorolt
kovetkezményeit, illetve az adipokinek és a terbutalin hatdsmodosulasat kétféle vemhes
patkany modellben vizsgaltuk.

Az elhizast HFHSD segitségével idéztik eld [243]. A 9 hetes (beleértve a 3 hetes
vemhességet) HFHSD novelte a testtomeget ¢és csokkentette a gliikoztoleranciat, ami
megerdsiti a HFHSD hatékonysagat az elhizas, illetve a kovetkezményes prediabéteszes
allapot kialakulasaban [244]. A HFHSD csokkentette az uterusz, a placenta és a magzatok
tomegét, illetve fokozta a magzat/placenta tomeg aranyt, mely valtozasok korabbrol vemhes
patkany obezitas modell esetén mar ismertek [245]. Ezek a valtozasok magyarazattal
szolgalnak arra, hogy miért nem kiilonbozott szignifikdnsan a testtomeg az SD és a HFHSD
csoportok kozott a vemhesség utolsd napjan. EQy vemhes patkany uteruszban a magzatok
atlagos szama 6-10 kozott van, ezért tomegiik csokkenése jelentdsen befolyasolja a vemhes
allat teljes testtomegét.

A HFHSD moddositotta a teljes zsirtomeget €s a kiilonbozd tipusu zsirszovetek eloszlasat is.
Bér a barna zsirszovet ardnya valtozatlan maradt, a viszcerdlis és a pink zsirszovetek
jelentds, mig a gonadalis zsirszovetek mérsékelt novekedést mutattak. Ugyanakkor az
emlOmirigyben a szubkutan fehér zsirszovetbdl differencialodo pink zsir ardnya csokkent a
viszceralis vagy gonadalis zsirokhoz képest. Mivel a pink zsirszévet donté fontossagu a
laktacié fenntartasahoz [246], igy az elhizas nemcsak a magzatok méretét és méhen beliili
novekedését csokkenti, hanem kedvezétleniil befolyasolhatja patkanyoknal a laktaciot is.
Az altalunk vizsgalt adipokinek koziil elhizasban a leptin megemelkedik és részt vesz a kis
intenzitasi gyulladasos folyamatokban [247]. Az adiponectint az elhizas okozta oxidativ
folyamatokat kiegyenstlyozo, gyulladascsokkenté adipokinnek tartjak [248], mig a
kisspeptin az elhizasban inkabb adipokinként viselkedik [249]. Kisérleteink soran a HFHSD
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novelte a Kiss1R és LEPR, de nem valtoztatta meg az AdipoR-0k expresszidjat a 22. napos
vemhes uteruszban. Az adipokinek koziil csak a leptin plazmaszintje emelkedett. Mind a
receptor-expresszio, mind a plazmaszint novekedése fokozhatja az adott adipokin hatésat,
mely alapjan eredményeink arra utalnak, hogy a leptin utvonalnak van a legerésebb, mig az
adiponectin utvonalnak lehet a leggyengébb hatisa a HFHSD altal kivaltott
méhosszehtizodas modosuldsdban. Emellett a HFHSD jelentdsen megnovelte a 22. napos
vemhes patkanyok P4 szintjét, ami az uterusz relaxaciot tamogatja [250]. Ez azonban
ellentétes azzal a korabbi megfigyeléssel, miszerint a LEPR expressziot a vemhesség alatt a
magas E2 szint noveli [251]. Ezek alapjan ugy tlnik, hogy a LEPR expresszidja
multifaktorialis kontroll alatt all, melyet patkanyokban nem kizarélagosan csak a nemi
hormonok ardnya hatdroz meg.

A zsirszovet tomegének novekedése altalaban a gyulladdsos citokinek magasabb szintjét
eredményezi [252], mi azonban azt talaltuk, hogy bar a gyulladascsokkenté citokin IL-10
plazmaszintje csokkent, két masik gyulladaskelté citokin (KC ¢és TNFa) szintje is
mérsékl6dott. A zsirszovetekben is jelentdsen csokkent a gyulladaskelt6 citokinek (IL-1,
IL-6 és TNFa) szintje. Osszességében e citokinek egyiittes véltozasa inkdbb a
gyulladascsokkent6 folyamatok talstlyara utal.

A HFHSD okozta valtozasok a nemi hormon, adipokin és citokin szintekben eldrevetitették
az uterusz kontraktilitas valtozasait. A spontan 6sszehtizodasok csokkentek, mig az oxitocin
vagy a PGF2q altal kivaltott valaszok nem valtoztak, ami arra utal, hogy az elhizés csokkenti
az alapaktivitast (valosziniileg a magas P4 és leptin, illetve az alacsony gyulladaskelté
citokin szintek miatt), de nem befolyasolja a vemhes uterusz stimulalhatosagat. Korabban a
HFHSD indukalt elhizasrol feltételezték, hogy patkdnymodellben csokkent uterusz
kontrakciokat okoz [245], amit izolalt szervi eredményeink alatamasztanak. Az adipokinek
uterusz kontrakciokra gyakorolt hatdsat oxitocin vagy a PGFa. éaltal kivaltott
Osszehuzodasokkal szemben vizsgaltuk, mivel mindkét anyag szerepet jatszanak a
fiziologias 6sszehuzodasokban és a cervix érésében [253]. Korabban a nem elhizott vemhes
¢s nem vemhes uterusz mintak esetén a peptid hatéanyag vizsgalatoknal KClI-dal valtottuk
ki a kontrakciokat, aminek elsdsorban az volt az oka, hogy a nem vemhes és a vemhes
uterusz szoveteknek (gesztacids 1dotdl fiiggden) eltérd az oxitocin és PGF2q érzékenysége
[254,255], ami az ontogenitasi vizsgalatokban lehetetlenné tette volna az dsszehasonlitast.
Az obezitas modellben azonban csak 22. napos vemhes uteruszt hasznaltunk, igy minden

szovet egyforman érzékeny volt ezekre hatdanyagokra. Az oxitocin altal kivaltott
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0sszehtizodasok esetében a HFHSD megsziintette a Kisspeptin relaxalé és a leptin kontrahald
hatasat. Korabbi mérésekben azt talaltak, hogy a leptin nem modositotta sem a spontan, sem
az oxitocin altal kivaltott kontrakciokat [136], bar egy masik kisérletben bizonyitottak
relaxalé hatasat human uteruszon [256]. Egy vizsgalat bebizonyitotta, hogy a leptin a NO és
cGMP 1tvonalakon keresztiil gatolja a spontan és az oxitocin altal kivaltott
méhkontrakciokat késoéi vemhes egerekben [257]. igy a leptin oxitocin kontrakciét fokozo
hatasa nem vart és patkanyspecifikus jelenség lehet, amit azonban az elhizas megsziintet. A
vizsgalt adipokinek koziil az adiponectin az oxitocin kontrakciokra nem valtott ki semmilyen
hatast sem az SD, sem pedig a HFHSD csoportban.

A PGF2. kontrakciok esetében a kisspeptin relaxalé hatasa erdsebb volt a HFHSD
csoportban. Az adiponectin csak a HFHSD csoportban valtott ki relaxalo hatast, mig a leptin
hatastalannak bizonyult. Az adipokinek hatasa SD patkanyokban Osszhangban van az
korabbi ontogenitasi vizsgalatokban kapott eredményekkel, mig a HFHSD csoportban
mutatott relaxaldo hatasuk tovabb erGsiti az elhizas okozta kontraktilitasi gyengeség
valdszinliségét.

A cervix rezisztencia és érés szintén donté fontossagu a terhesség fenntartasa és a sziilés
szempontjabol. A gyulladaskelté és gyulladascsokkentd citokinek aranyanak megvaltozasa
befolyasolhatja az érési folyamatot [258]. Bar human obezitasban ismert, hogy a cervix érése
gatolt a PG-okkal szembeni kisebb érzékenység miatt [259], az adipokinek cervix
rezisztenciara gyakorolt hatasairol korabban nem alltak rendelkezésre adatok.
Vizsgalatainkban a kisspeptin és az adiponectin a SD patkanyokban csokkentette a cervix
rezisztenciat, mig a leptin hatastalan volt. A human tapasztalatokkal ellentétben az elhizas
csokkentette patkanyokban a cervix rezisztenciat, amit a kisspeptin jelenléte fokozott. A
HFHSD csoportban az adiponectin hatastalan volt, mig a leptin rezisztenciacsokkentd
hatassal birt. Ezek alapjan az elhizas és az adipokinek cervix rezisztenciara gyakorolt ered
hatdsa komplexitasuk miatt nehezen meghatarozhato, lehetséges, hogy patkdnyokban a
rezisztencia fokozo és csokkentd tényezOk kompenzaljdk egymast a vemhesség végén.
Osszességében az elhizés a vizsgalt adipokinek uterusz relaxald és cervix rezisztencia noveld
hatasat nem erdsiti, s6t, kifejezetten gyengitheti. igy ezen adipokin célpontok valdsziniileg
nem ¢élveznek prioritdst az elhizdssal jard terhességek sordn fellépd korasziilési
komplikaciok csokkentésében. Azonban azt is hangsulyozni kell, hogy patkany esetén a
gesztacios obezitas nem teljesen jol modellezi a human valtozasokat, ami leginkabb a
gyulladaskelt6 citokinek csokkenésében mutatkozik meg a human esetben tapasztalt

emelkedés helyett.
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Az obezitasban kialakul6 kis intenzitasu gyulladas mellett azt is megvizsgaltuk, hogy miként
befolyasolja az intrauterin gyulladds a tokolitikus terdpidban kordbban sokaig
egyeduralkodo B2-AR agonistak relaxalo hatasat vemhes patkany modellen. Az LPS-kezelt
patkanyok uterusza érzékenyebb volt terbutalinra, amit a koncentracio-hatas gorbe balra
tolodasa jelzett. A B2-AR expresszidja nem valtozott a gyulladas kovetkeztében, azonban
megnovekedett a terbutalin hatdsara keletkezd intracellularis cAMP mennyisége, ami
magyarazatot ad a fokozott érzékenységre. Ismert, hogy TNFo hatasara human epitelialis
sejtekben megnovekszik a CAMP-mennyisége, mivel fokozza az adenil-ciklaz aktivitasat
[260]. Emellett human 1éghti simaizomsejtekben az epidermalis ndvekedési faktor
receptorok transzaktivalasa révén az adenil-ciklaz enzim raf-1 kindz altal kozvetitett
foszforilacigjat és aktivalodasat is eredményezi [261], ami szintén fokozza a CAMP szintet.
Ezek alapjan feltételeztiik, hogy az LPS indukalt gyulladasban is szerepet jatszo TNFa lehet
a felelds a terbutalin hatas érzékenyitésért. Ezért a méréseket elvégeztiik a TNFo gatld
thalidomide [262] jelenlétében is. A thalidomide elokezelés kivédte a TNFo LPS altal
kivaltott emelkedését és megakadalyozta a terbutalin koncentracid-hatas gorbéjének balra
tolodasat, valamint a cAMP szint ndvekedését is. Ezzel igazoltuk, hogy gyulladas miatt
megndvekedett TNFa szint lehet felelds az uteruszban tapasztal terbutalinra adott relaxacios
valasz érzékenyitéséért a fokozott cAMP termelddésen keresztiil. Ezek alapjan a tokolitikus
terapia sordn a gyulladas indukalta korasziilés kapcsan a TNFo gatlas biztosan csokkenti a
gyulladés intenzitasat, de egyuttal csokkentheti a tokolitikumok hatékonysagat, legalabbis a
B2-AR agonistak esetén. Autoimmun korképekben a TNFa, gatld antitestek terhesség alatti
alkalmazasa lehetséges, az elsé trimeszterben nem jutnak at a placentan, a masodik és
harmadik trimeszterben is csak alacsony kockazatot jelentenek [263], igy esetlegesen a

tokolitikus kezelés soran fellépd interakcionak lehet klinikai jelentdsége.
6.4. Antioxidans hatas jelentdsége az uterusz és cervix kontraktilitasaban

Fiziologias koriilmények kozott a mitokondrialis ROS-termelés és az antioxidans rendszerek
(pl. szuperoxid-dizmutaz, katalaz és glutation-peroxidaz) kozott egyensuly van. Oxidativ
karosodas vagy oxidativ stressz akkor kovetkezik be, amikor a szabad gyokok szintje megnd
az antioxidans szinthez képest [264]. A ROS egyes ligandumok, koztik kiillonbozo
novekedési faktorok és az adrenerg szignalmechanizmus masodlagos hirvivéjeként is

miikodik [265], melyek szerepet jatszanak a vemhes méh simaizomzatanak szabalyozasaban
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is. Ezért feltételeztilk, hogy az antioxidansok kolcsonhatasba léphetnek a B-AR-ok
szignalmechanizmusaval. Az interakcid jelent6ségét noveli, hogy a varandosok gyakran
fogyasztanak antioxidans tartalmu étrendkiegészitOket egészségi allapotuk javitasa és

fenntartasa, valamint a komplikaciomentes terhesség érdekében [266].

6.4.1. B2-AR agonista hatas médositiasa antioxidanssal

Az antioxidans tokoferol jelenléte nem befolyasolta a B2-AR agonista terbutalin uterusz
relaxalo és cervix rezisztenciat fokozo hatasat. A 7 napig tartd P4 elékezelés, mely fokozza
a B2-AR expressziot [184], megnovelte terbutalin hatasat mind az uteruszon, mind pedig a
cervixen, melyet a szoveti cAMP szint véltozas is igazolt. A tokoferol azonban jelentdsen
csokkentette a P4 elkezelt szoveteken a terbutalin cervix rezisztenciat noveld hatasat, ami
a CAMP szintben cs6kkenésben is megmutatkozott. Ezek alapjan a ROS sziikséges a f2-AR-
hoz kotott cAMP-szint emeléshez a P4 indukalt cervixben, mig a vemhes uteruszban
jelentésége elhanyagolhat6. Mindez felveti a ROS termelédés P2-AR-stimulaciot kovetd
szovetspecifikus szabalyozasat a simaizomzatban.

Egy adott szovet ROS termelése a TOS ¢és TAS meghatarozasaval jellemezhetd, amelyek
aranya adja az OSI-t, az oxidativ statusz elfogadott paraméterét [267]. Bar az altalunk
alkalmazott metodika nem tudott kiilonbséget tenni a ROS ¢és a szabad gyokok kozott,
korabbi vizsgalatok soran a ROS talstlyat mutattak ki az uteruszban lejatszodo
folyamatokban [268]. Méréseinkben a cervixben nagyobb OSI értéket kaptunk, mint az
uteruszban. Erdekes médon a terbutalin altal kivéltott hatast a tokoferol csak a cervixben
gatolta, ahol az OSI nagyobb volt, mig hatastalan maradt az uteruszban. Feltételezziik, hogy
a magasabb szoveti OSI érték a ROS/szabad gyokok nagyobb jelentéségét vetiti eldre a [3o-
AR szignalmechanizmusaban. A nem vemhes szovetek OSI értékei magasabbak voltak a
vemhes mintakhoz képest, ami alatimasztja a korabbi megallapitasokat, melyek szerint az
antioxidans enzimek aktivitasa a terhesség alatti fokozodik [269,270]. Eredményeink
alapjan az antioxidans hatas ronthatja a B2-AR agonistak cervix rezisztenciat fokozo hatasat

a terhesség végén, ami csokkentheti tokolitikus hatékonysagukat.

6.4.2. Az antioxidans COX-gatlo hatast modosito effektusa
Azt is megvizsgaltuk, hogy a COX-gatlok uterusz és cervikalis hatasat hogyan befolyasolja
az antioxidans jelenléte. A PGE2, PGFa,, és a COX szintje eltéré a nem terhes és a terhes

méhben [271,272]. A COX allitja el6 a PG-okat, melyek fontos szerepet jatszanak a sziilés
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folyamataban, ugyanakkor vitatott, hogy az izoenzimek (COX-1, COX-2) szerepe milyen
mértéki a folyamatban [27]. Patkany endometriumban ismert, hogy az ellés idején a COX-
1 expresszidja megnd, mig a COX-2 aktivitas csokken [273]. Mas vizsgalatok szerint az
ellés soran a COX-2 expresszidja egér uteruszban fokozodik, ezért a COX-2-bdl szarmazd
PG-oknak lehet nagyobb jelent6sége [274]. Human terhesség soran a COX-2 fokozott
expresszioja magas PGE2-szinthez vezet, a COX-1 expresszidja pedig alacsony marad, ami
a terhesség eldrehaladtaval sem valtozik [275].

Méréseink alapjan patkdnyban a nem vemhes méhben a COX-1 és COX-2 aktivitas
nagyjabol azonos volt, mig a vemhes uteruszban a COX-2 aktivitasa kisebbnek mutatkozott.
Emellett a vemhes méh teljes COX aktivitasa magasabb volt a nem vemheshez képest. A
szelektiv COX-2 gatlé rofecoxib relaxald hatdsa nagyobb volt a diklofenakhoz hasonlitva
mind a vemhes, mind pedig a nem vemhes szoveteken. Az eredmények arra utalnak, hogy
mind a COX-1, mind a COX-2 enzimek szerepet jatszanak a méhosszehtizodasokban, de a
relaxacios hatas kifejezettebb a COX-2 gatlasan keresztiil. A diklofenak és a rofecoxib
relaxal6 hatasa erdsebb volt a nem vemhes méhben, ami a kisebb mértékii COX-1 és COX-
2 aktivitassal magyarazhato.

A tokoferol képes csokkenteni sejttenyészetben a spontan vagy az LPS indukalt COX-2
aktivitast [276,277]. Ugyanakkor hatasa nem volt ismert a funkcionalé (kontrahalo)
uteruszon. A tokoferol nem befolyasolta a nem szelektiv COX-gatlo diklofenak és a
szelektiv COX-2 gatld rofecoxib relaxald hatasat a nem vemhes uteruszon, azonban vemhes
szoveteken mindkét COX-gatld hatasat fokozta. A tokoferol 6nmagaban indukélta a COX
enzimeket, nagyobb mértékben fokozva a COX-2 aktivitasat. Amikor a COX-1-et szelektiv
inhibitorral (SC-560) blokkoltuk, a rofecoxib relaxald hatasa nmagaban is megndtt, ami
tovabb fokozodott tokoferol jelenlétében. Amikor azonban a COX-2-t a rofecoxib gatolta, a
diklofenak koncentracid-hatas gorbéje balra tolodott, a tokoferollal torténd elékezelés utan
a gOrbék kozotti szignifikans kiilonbség gyakorlatilag megsziint. Mindez azt sejteti, hogy a
vemhes méhosszehuzddasban a COX-2 termékek dominalnak, a tokoferol COX-2 aktivitast
noveld képessége pedig a COX-gatlok relaxacios hatasanak novekedéséhez vezethet.

Az antioxidans tokoferol modositd hatasat megvizsgaltuk cervixen is. Korabban tobb
tanulmany vizsgalta a PG-0k szerepét a cervix terhesség alatti atalakulasaban. A PGE2 noveli
a human cervikalis kollagendz aktivitast és a gyulladdsos valaszt, eldsegitve a méhnyak
felpuhulasat [278], ami indometacinnal gatolhato [279]. Emellett a PG-ok emelik a citokin
szintet is [280]. Azt is kimutattak, hogy a COX-2 fokozott szintje és a PG-dehidrogenaz
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csokkent aktivitasa dont6 fontossagu a PGE; altal indukalt érési folyamat szempontjabdl a
cervixben [281].

A korabbi eredmények alapjan azt vartuk, hogy a COX-gatlok a PG-ok szintjének
csokkentése révén fokozni fogjak a vemhes cervix rezisztenciajat (a nem vemhes esetben
semmilyen hatast nem lehet kimutatni a rendkiviil er6s alaprezisztencia miatt). Meglepd
modon azonban COX-1 szelektiv gatldé SC-560 nem volt hatasos, mig a nem szelektiv gatlo
diklofenak és a COX-2 szelektiv gatld rofecoxib csokkentette a rezisztenciat a vemhes
mintakon. Mivel méréseinket a 22. vemhességi napon végeztiik el, igy a cervix mintdk mar
atestek az érési folyamaton.

Az elmult években a cervix simaizomzatanak terhességben betoltott jelentdségével
kapcsolatban 1) megkozelités sziiletett. Korabban elsdsorban a kollagéntartalomra
fokuszaltak és aldbecsiilték a simaizomzat jelentdségét, a cervikalis elégtelenséget kizardlag
a kollagénhalozat zavaraként értelmezték [282]. Ugyanakkor felmeriilt, hogy a cervikalis
simaizomzat szerepet jatszik az érés soran lejatszodo remodelling folyamataban is [283]. A
COX-gatlok hatasaban mutatkozo kiilonbségek is arra utalnak, hogy a COX felelds a
cervikélis simaizomzat miikodéséért is. Ugy tiinik, hogy a cervix érés és a spontan ellés
szempontjabol a COX-2 fontosabb, mint a COX-1. Bar a cervikalis COX-2 aktivitds nem
valtozott jelent6sen patkanyban a vemhesség végére, de a COX-1/COX-2 arany a COX-2
dominancia iranyaba tolodott el. Mindez némileg ellentmondasos azzal a korabbi
megallapitassal, miszerint a COX-2 expresszidja fokozodik a vemhesség végén patkanyban,
de abban a kisérletben csak a COX fehérjeexpressziojat mérték, a valos enzimaktivitas
detektalasa nem tortént meg [161].

A tokoferol 6nmagaban is csokkentette a vemhes cervix rezisztencidjat, és fokozta mind a
diklofenak, mind pedig a rofecoxib rezisztencia csokkenté hatasat, mely hatas a COX-1
szelektiv gatld SC-560 jelenlétében is megmaradt. Mindez arra utal, hogy a COX-2 altal
kozvetitett PG felszabadulasnak dont6 szerepe lehet a cervikalis simaizom
0sszehuzodasaban a sziilés soran.

Tekintettel arra, hogy a COX gatlok és a tokoferol kombinacioja az uteruszon a korasziilést
gatlo, mig cervixen a korasziilést eldsegitd hatdssal bir, megvizsgaltuk in vivo ellési
modellben is, hogy a két ellentétes hatds ereddjeként hogyan modosul az ellés ideje. A
tokoferol és a rofecoxib a vemhességi idot atlagosan 16 6raval roviditi meg, ami arra utal,
hogy a két vegylilet kozos hatasaban a cervix rezisztencia csokkentés dominal az uterusz

relaxacioval szemben.
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Osszegezve megallapithatjuk, hogy az antioxidans tokoferol a terbutalin uterusz relaxaléd
hatasat nem befolyasolja, viszont gyengiti a cervix rezisztenciat fokoz6 hatasat. A COX-
gatlok uterusz relaxalo hatasat fokozza, ugyanakkor fokozza a cervix rezisztenciat csokkento
effektusukat is, ami 6sszességében patkanyban az ellési id6 lerdvidiiléséhez vezet. Az, hogy
ezek a hatdsok mennyiben fiiggenek 0ssze a tokoferol antioxidans vagy esetleg egyéb mas
effektusaval, tovabbi vizsgalatokat igényel. Valdszinii, hogy a tokoferol terhesség alatti
antioxidansként val6 hasznalata, kiilondsen gyulladasos folyamatok esetén, hozzajarulhat a
gesztacios 1d0 lerdvidiiléséhez, és értelemszerlien akar a korasziiléshez vagy a korasziilés

crer

retrospektiv klinikai vizsgalatok sziikségesek.
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7. Osszefoglalas

A korai fajastevékenység leallitasa (tokolizis) a korasziilés megakadalyozasanak egyik
kulcskérdése. Farmakoterapids szempontbdl e célra a legkézenfekvobb olyan hatéanyagok
alkalmazasa, melyek gatoljak a terhes méh kontrakciokat és megakadalyozzak, vagy
legalabbis lassitjak a cervix érési folyamatait, fokozzak a cervix rezisztenciat. Jelenleg nem
all rendelkezésre olyan gyogyszer vagy gyogyszeres kombinacio, amely tokolitikumként
hatékonyan gatolna a korai fajastevékenységet ¢s jelentdsen (hetekkel vagy akar
honapokkal) megnyujtand a gesztacios periodust. Eppen ezért Gjabb gyogyszer célpontokra
¢s hatasmechanizmusokra van sziikség, valamint az is valoszinisithetd, hogy a sikeres
terapiahoz nem egyetlen hatdéanyag, hanem a kiilonféle tamadasponta hatéanyagok optimalis
kombinacidjara van sziikség. A hangsuly az optimalis kombinaciora helyezddik, hiszen
voltak mar ilyen jellegli probalkozasok a klinikumban, melyek nem vezettek eredményre.
Erre klasszikus példa a nifedipin és salbutamol klinikai kombinacidjanak sikertelensége,
melyben beigazolodott, hogy a nifedipin klinikai hatasat a salbutamol nem tudta fokozni,
ugyanakkor tobb mellékhatast eredményezett [284].

Ezen szempontok alapjan a disszertacioban targyalt mechanizmusok és kombinaciok mind
azzal a céllal lettek megvizsgalva, hogy alkalmasak lehetnek-e a tokolitikus terapia jovobeli
gazdagitasara és erdsitésére.

A B2-AR agonista hatasok koziil a cervix rezisztencia fokozoé hatast vizsgaltuk és
megallapitottuk, hogy a vemhesség végén a B2-AR agonista hatasra fokozodik a cervix
rezisztencia, melynek hatterében a receptor Gi-protein kapcsoltsaganak dominanciaja all. Ez
alapjan a B2-AR agonista hatas mind az uterusz, mind pedig a cervix esetében a korasziilés
folyamatait gatolja, igy terapias alkalmazasa tovabbra is megfontolando.

Az ai1-AR altipus szelektiv gatlok kapcsan igazoltuk, hogy patkdnyban a vemhesség
eldrehaladtaval az ocua-AR gatlok uterusz relaxalo és cervix rezisztencia noveld hatasa
er6sodik (az ous-és aip-AR gatlok vagy hatastalanok, vagy a vemhesség elérehaladtaval
gyengiil6 hatast mutatnak), illetve azok az a.1a-AR-gatlok, melyek 5-HT agonista hatassal is
rendelkeznek, gyengébb uterorelaxans hatast fejtenek ki. gy tokolitikus céllal valésziniileg
a szerotonerg hatassal nem rendelkezé oua-AR-blokkolok fejlesztése lehet a helyes irany,
mivel mind uterorelaxans, mind pedig cervix rezisztencia fokozo hatéssal birnak.

Az a2-AR altipus szelektiv gatlok kapcsan igazoltuk, hogy ellés el6tt a vemhes patkany
uteruszban azs-AR dominancia van, mely az 6sszehuzodasokért felelds, ugyanakkor nem

elhanyagolhatd az ooa- és a2c-AR jelenlét sem, melyek csokkentik a kontrakcidkat.
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Amennyiben hasonlé megoszlas és funkcié talalhatdé a human uteruszban, akkor owa- és oc-
AR izgatok vagy oe-AR gatlok lehetnek potencialis tokolitikumok. Az altipus szelektiv o.o-
AR gatlok egyike sem volt képes befolydsolni a cervix rezisztencidt a vemhesség utolséd
napjan, ugyanakkor az utolso eldtti napon az owsic-AR gatlds képes volt novelni a
rezisztenciat. Az uterorelaxans ¢€s a cervikalis hatdsok 0sszegzése alapjan az ax-AR gatlok
koziil az a2s-AR gatlok tiinnek a legigéretesebb potencialis tokolitikumnak.

Az adrenerg kombinaciék koziil a legtobb vizsgalatot a £-AR agonistikkal végeztik.
Igazoltuk, hogy az 1 hétig tartd P4 elokezelés jelentdsen megndveli a P2-AR agonistdk
uterorelaxans hatékonysagat, melynek hatterében nemcsak a 2-AR expresszio novekedése
all, hanem a P4 hatasara a vemhesség utols6 napjan jelentésen fokozddik a Gs-protein altal
kozvetitett intracellularis cAMP emelkedés. A kombinacio6 in vivo Korasziilés modellen is
hatasosnak bizonyult, igy az egyik legbiztonsigosabban alkalmazhatd eszkoze lehet a
biztonsdgossdga ¢és toxicitdsa jol ismert. Ez alapjan a P4 prevencidoban részesiilt
veszélyezettet varandosok P2-AR agonistakkal valé kezelése fokozhatja az uterorelaxans
hatast. A P2-AR agonistdk uterorelaxans hatisa Ca?*csatorna blokkolok jelenlétében
fokozodik a legnagyobb mértékben, amit patkany izolalt szervi és in vivo korasziiléses
modellen is igazoltunk, valamint human terhes szdveten is kimutattuk. Patkanyban a
korasziiléses modellen ez a kombinacio Iényegében a normal vemhességi terminus végéig
nyUjtotta a gesztacios id6t, patkany és human szoveten pedig féleg a B2-AR agonista
alacsony koncentracidindl eredményezett jelentds hatasndvekedést. Habar ilyen jellegii a
kombinacioval volt mar korabban egy sikertelen klinikai vizsgélat, eredményeink alapjan
érdemes lehet ennek Gjra megvizsgalasa a B2-AR agonista dozis jelentds csokkentésével, ami
a mellékhatasok jelentds csokkenéshez vezethet a markans tokolitikus hatas megtartasaval.
A B2-AR agonistak PDE4 gatlokkal valé kombinacidja szintén igéretes uterorelaxans hatast
eredményezett, kiilondsen gyulladasos (LPS-indukalt) patkany korasziilés modellben, illetve
korasziilésbol szarmazé human mintdkon. A mechanizmus hatterében a két hatas
szinergizalo CAMP szint emel6 képessége all. Igazoltuk, hogy a gyulladasos vemhes és a
korasziiléses human uteruszban a PDE4B expresszid6 megnd, ezért PDE4B szelektiv
hatéanyagok fejlesztése jo lehetdség lehet a tokolitikus terdpia szdmara. A B2-AR agonistak
¢s a PDE4 gatlok kombindciojanak eldsorban a gyulladas miatt bekovetkezd korasziiléses
folyamatok gatlasaban lehet jelentésége. A P2-AR agonista AKAP-PKA gatloval valo

kombinacidja soran a vemhes patkany uteruszban fokozodott a Po-AR-okon keresztiili
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CAMP termelddés, melynek hatterében az AKAP-PKA gatlas miatti ugrasszerii szoveti
CAMP szint emelkedés all. Habar az AKAP-PKA gatloknak elsdsorban a szivizomzat
miikodésének szabalyozasaban tulajdonitanak nagy jelentdséget, a B2-AR agonistakkal vald
kombinaciojuk 0j utat nyithat a tokolitikus terapia szamara is. A B2-AR agonista aia-AR
antagonistdkkal valo kombinacidja szintén jelentésen novelte az uterorelaxans hatast. Ez a
potencialis tokolitikus kombinacié eldnyos lehet a megnovekedett szimpatikus aktivitassal
kisért preeclampsia, valamint terhességi hipertonia esetén is.

Az altipus szelektiv a1-AR gdtlok kapcsan igazoltuk, hogy az aia-AR expresszidja E2
szenzitiv (cs6kken), mig a P4 el6kezelés hatassal van mind az a1a-AR, mind pedig az aip-
AR G-protein kapcsoltsagara, valdszinlileg a Gguri-protein kapcsolodas gatlasa révén
csokkenti a vemhes uterusz kontrakcioit. Ezek alapjan a P4 elékezelés erésiti a aia- €s oip-
AR antagonistdk uterorelaxans hatasat, igy a P4 prevencioban részesiilt veszélyezettet
varandosok aia- és a1p-AR altipus szelektiv antagonistakkal valé kezelése fokozhatja az
uterorelaxans hatést és ezaltal a tokolitikus terdpia hatékonysagat.

Az altipus szelektiv ar-AR antagonistdk kapcsan igazoltuk, hogy valamennyi a.2-AR altipus
expresszioja csokken az E2 eldkezelés kovetkeztében, ugyanakkor ez a kontrakcids
valaszban csak az o2s-AR medialt kontrakcidt csokkenti, melynek hatterében a Gi-protein
alegységek valtozo aktivalasa allhat. Mindez tovabb erdsiti egy oos-AR-gatld, mint
lehetséges tokolitikus szer irdnti igényt. A P4 eldkezelés hatasara valamennyi receptor
altipus expresszidja fokozodik és jelentds kontrakcid csokkenés tapasztalhatd, melynek
hatterében a megvaltozott G-protein kapcsoltsag és a megemelkedett szoveti cCAMP szint
igazolhatd. Osszeségében P4 kombindcidban leginkabb egy ooc-AR agonista tiinik a
legigéretesebbnek, mint potencialis tokolitikum, mig egy o2s-AR antagonista hatasa ebben
a kombinacioban nem lenne kedvezd.

Tobb lehetséges peptid tamadaspontot és mechanizmust vizsgaltunk potencialis terapias
uterorelaxans hatas megtalalasa érdekében. Igazoltuk, hogy a nociceptin és a nocistatin a
gesztacios 1dészakban mind a patkany, mind pedig a human uteruszban helyileg termelddik
¢s mindkét neuropeptid szerepet jatszik a méhkontrakciok gatlasaban. A hatasuk
eredményeként emelkedik az intracellularis CAMP szint a simaizomzatban, amely BKca
aktivacioval jar. A nociceptin ezt a hatast direkt moédon az ORL1 receptoron keresztiil, mig
a nocistatin indirekt modon, a CGRP felszabadulasan keresztiil fejti ki. Mind a nociceptin,
mind a nocistatin analdogok potencialis tokolitikumok lehetnek, melyek a kontrakciok gatlasa

mellett esetleg kedvezden modosithatjdk a korai kontrakciokkal jaré fajdalmat is. A
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Kisspeptin, leptin és adiponectin kapcsan bizonyitottuk, hogy vemhes patkany uteruszban a
KCl indukalta kontrakciokat gatoljak, mely hatasuk a vemhesség eloérehaladtaval gyengiil,
Ez arra utal, hogy a gesztacios peridodus kezdeti és kozépsé szakaszaban elsGsorban az
uterusz nyugalmi allapotanak fenntartasaban jatszhatnak fontos szerepet. Ugyanakkor az
endometrialis Kiss1R, LEPR és AdipoR-ok pontos funkcidi a kontrakciok szabalyozasaban
egyeldre nem ismertek. A cervixre gyakorolt hatasuk tekintetében igazoltuk, hogy a
kisspeptin és az adiponectin a vemhesség végén csokkenti a cervix rezisztenciat, ami esetleg
hatranyos lehet a gesztacios periddus utolsé szakaszaban a tokolitikus terapia soran. Patkany
vemhességi Obezitisban a megemelkedett P4 ¢és gyulladascsokkent6 citokin szint
kovetkeztében a spontan kontraktilitds csokken, illetve megsziinik a kisspeptin és a leptin
oxitocin indukalt uterusz kontrakciot gatld hatasa, mig az adiponectin nem elhizott
allatokbdl szdrmazo szoveteken is hatdstalan. A PGF2q indukdlt kontrakcidk esetén az
clhizott allatok uteruszan a kisspeptin relaxalo hatasa fokozodik, a leptin a normal
uteruszhoz hasonléan hatastalan marad. Az adiponectin képes gatolni a kontrakciokat, de
csak az elhizott allatokbdl szarmazé uteruszon. Az obezitds megsziinteti a kisspeptin és az
adiponectin cervix rezisztenciat csokkent hatasat, ugyanakkor a leptin elhizasban csokkenti
a rezisztenciat. Osszeségében normal terhességben feltehetden a leptin analdgok lehetnek a
legalkalmasabbak egy tokolitikus vagy habitualis vetélést megakadalyozo szer
fejlesztésének kiindulopontjaként, mivel uterorelaxans hatassal birnak, de nem rontjak a
cervix rezisztenciat. Obezitasban azonban a kisspeptin vagy adiponectin analogok lehetnek
a legjobbak, mivel az obezitds noveli az uterusz relaxald képességiiket, és emellett
megsziinteti a cervix rezisztenciat csokkentd hatasukat. Gyulladasos korasziilés modellben
igazoltuk, hogy a megnévekedett TNF e szint szerepet jatszik a B2-AR agonista terbutalin
megndvekedett relaxacios hatasaban, melynek hatterében a fokozott cAMP termelddés
allhat. A TNFa gatlasa csokkenti ugyan a gyulladas intenzitasat, de ezzel a terbutalin
uterorelaxans hatasa is csokken, igy a TNFa gatlas hatranyos lehet a B2-AR agonista
tokolitikus terapia szempontjabol.

Az antioxidans tokoferol a terbutalin cervix rezisztenciat fokozo hatasat gyengiti, a COX-
gatlok esetén tovabb fokozza a rezisztenciat csokkentd hatast, ami patkanyban a gesztacios
1d6 rovidiiléséhez vezet. Ezek alapjan a tokoferol terhesség alatti hasznélata gyengitheti mas
tokolitikus szerek hatékonysagat.

A vizsgalt célpontok és kombinaciok lehetséges tokolitikus jelent6ségét a 3. tablazat

foglalja Gssze.
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Célpont Hatas +E2 +P4 +CCB +PDE4i +AKAPI +oAARI +B,ARA +COXi TNFai NS NX
BAR agonista: UR, CR1 UR?TT UR?TT UR? (GYUL) UR? UR? (PE, GHT) -
ainAR antagonista: UR, CR? 0 UR? UR? (PE, GHT)
a1sAR antagonista: @
a1pAR antagonista: UR UR? URT
anAR agonista: UR, CR? (0} (0}
oz2eicAR antagonista: UR, CR?1 UR? -
acAR agonista: UR, CR| (0] UR?
ORL1 agonista: UR UR? UR?
KissR agonista: UR, CR| OB: UR
LEPR agonista: UR, OB: CR|
AdipoR agonista: UR, CR|, OB: UR
ROS

3. tablazat. Az értekezésben leirt lehetséges tokolitikus célpontok, hatismechanizmusok és kombinaciok. A kombinaciok esetén a zold szin a tokolitikus hatast noveld, a piros
tokolitikus hatast csokkentd, a kék a hatast nem befolyasold, mig a sziirke szin a nem vizsgalt kolcsonhatasokat jeloli. A zardjeles megjegyzések a kombinaciok specifikus
hasznalhatosagat jelolik egyes korallapotokban. A disszerticioban eddig nem hasznalt roviditések magyarazata: CCB: Ca?* csatorna blokkold; PDE4i: PDE4 inhibitor; AKAPi: AKAP-
inhibitor; B2ARA: B2-AR agonista; COXi: COX-inhibitor; TNFai: TNFa-inhibitor; NS: nocistatin; OB: obezitas; UR: uterorelaxans; CR: cervix rezisztencia; GYUL: gyulladés; PE:
preeclampsia; GHT: gesztacios hipertonia; 1: fokozas; 11: erds fokozas; | : gatlas; @: hatas nem valtozik
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8. Uj megallapitasok

1. Patkdnyban a vemhesség végén [2-AR agonista hatasra fokozodik a cervix rezisztencia,
melynek hatterében a $2-AR Gj-protein kapcsoltsagdnak dominanciéja all.

2. Patkanyban a vemhesség eldrehaladtaval az aia-AR gatlok uterusz relaxalo és cervix
rezisztencia noveld hatdsa erdsodik. A szerotonerg hatassal nem rendelkezd aia-AR-
blokkolok relaxalo hatdsa erdsebb.

3. Patkany uteruszban a vemhesség végén owp-AR gatlasa uterorelaxans és cervix
rezisztencia noveld hatdssal bir. A kontrakciok gatlasara az oa- és aoc-AR izgatok is
alkalmasak, az egyes a»-AR altipusok G-protein kapcsoltsaga a vemhesség utolsé napjain
jelentds diverzitast mutat.

4. A P4 elokezelés jelentésen megnoveli a B2-AR agonistak uterorelaxans hatasat, melynek
hatterében a vemhesség utols6 napjan a Gs-protein kapcsoltsag fokozasa all.

5. A B2-AR agonistak uterorelaxans hatasa patkanyban Ca?"csatorna blokkolok jelenlétében
nagymértékben fokozddik, korasziiléses modellen a kombindcié a normdl vemhességi
terminus végéig nyujtja a gesztacios idot.

6. A P2-AR agonistak PDE4 gatlokkal kombinalva elsésorban gyulladasos patkany
korasziilés modellben, illetve korasziilésbdl szarmazd huméan mintadkon hatékonyak. Utdbbi
szovetekben PDE4B izoenzim dominancia mérhetd.

7. A B2-AR agonistak AKAP-PKA gatloval valdo kombinacidja soran a vemhes patkany
uteruszban nagymértékben fokozodik a Po-AR-okon keresztiilli cAMP termel6dés és
relaxacio.

8. A PB2-AR agonistak auia-AR antagonistakkal valdo kombinacioja patkanyban noveli az
uterorelaxans hatast, mely elényds lehet preeclampsia és terhességi hipertonia esetén.

9. A P4 eclokezelés feltételezhetden a receptorok csokkent Ggui-protein kapcsoltsagan
keresztiil fokozza a aia- és a1p-AR antagonistak uterorelaxans hatsat.

10. Valamennyi ao-AR altipus expresszidja csokken E2 el6kezelés kovetkeztében, ami
csokkenti az o2s-AR medialt kontrakciot, melynek hatterében feltehetéen a Gi-protein
alegységek valtozo aktivalasa allhat. A P4 eldkezelés hatasara valamennyi receptor altipus
expresszioja fokozodik és kontrakcido csokkenés tapasztalhatd, melynek hatterében a

megvaltozott G-protein kapcsoltsag és a megemelkedett szoveti cCAMP szint igazolhato.
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11. A nociceptin €s a nocistatin a gesztacios idészakban mind a patkany, mind pedig a humén
uteruszban szintetizalodik és szerepet jatszik a méhkontrakciok gatlasaban. A nociceptin az
ORLI1 receptoron, mig a nocistatin a CGRP felszabadulasan keresztiil emeli az uteruszban
CAMP szintet.

12. A kisspeptin, leptin és adiponectin gatoljak a vemhes patkany uterusz kontrakciokat,
mely hatasuk a vemhesség eldrehaladtaval gyengiil, szereplik valdszinlileg az uterusz
nyugalmi allapotanak fenntartdsaban van. A cervixen a kisspeptin €és az adiponectin a
vemhesség végén csokkenti a rezisztenciat. Patkdny vemhességi obezitasban a
megemelkedett P4 ¢és gyulladascsokkentd citokin szint kovetkeztében a spontan
kontraktilitas csokken, a vizsgalt adipokinek relaxalé hatdsa nagymértékben fiigg a
kontrakciot kivaltd agenstdl, a cervix rezisztenciara pedig egyediil a leptin van hatassal,
melyet csokkent.

13.  Gyulladdsos  korasziilés modellben igazoltuk, hogy a megndvekedett
TNFa szint szerepet jatszik a [2-AR agonista terbutalin megnovekedett relaxacios
hatasaban, melynek hatterében a fokozott cAMP termelddés allhat.

14. Az antioxidans tokoferol a terbutalin cervix rezisztenciat fokozo hatasat gyengiti, mig a
COX-gatlok cervix rezisztenciat csokkentd hatast erdsiti, ami patkanyban a gesztacios 1d6

rovidiiléséhez vezet.
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12. Koszonetnyilvanitas

Tekintettel arra, hogy a doktori értekezésem két évtized kutatomunkajanak eredményeit
tartalmazza, igy nagyon sok embernek tartozom kdszonettel.

Halasan kdszondm néhai témavezetdm és mentorom, Prof. Dr. Falkay Gyorgy timogatasat
¢s segitségét, melyet 2016-ban bekdvetkez6 halalaig élvezhettem. Neki kszonhetem, hogy
a terhes uterusszal kapcsolatos reprodukcios farmakologiai vizsgalatokat elkezdhettem, és
tobb mint 20 évig egyiitt dolgozhattunk, a disszertaciot alkoté 30 kozleménybdl 16-ban
szerzOtarsam.

Halasan koszonom allando szerzétarsamnak és feleségemnek, Dr. Ducza Eszternek (a 30
kozleménybdl 19-ben tarsszerzd), hogy az elmult 25 évben egyiitt kutathattunk, kdszonom,
hogy a molekularis farmakoldgiai mérésekben nélkiilozhetetlen tamogatast nyujt
szakértelmével és precizitdsdval, és emellett harmonidban élhetjiik a magéanéletiinket

gyermekeinkkel.

Kozvetlen volt munkatarsaim koziil koszonom Dr. Marki Arpéd, Dr. Klukovits Anna, Dr.
Sztojkov-lvanov Anita, Dr. Mihalyi Attila, Dr. Csonka Dénes, Dr. Kolarovszki-SipiczKi
Zoltan, Dr. Seres Adrienn, Dr. Hajagos-Téth Judit, Dr. Reza Samavati, Dr. Csanyi
Adrienn ¢és Dr. Kothencz Anna segitségét, otleteit, szorgalmat ¢s kitartasat a kozos kutatas
soran, tobben koziiliik TDK és/vagy PhD hallgatoim is voltak.

K6szonom volt PhD hallgatéimnak (Dr. Galik Marta, Dr. Gal Adrienn, Dr. Verli Judit,
Dr. Deak Beata, Dr. Bota Judit, Dr. Hodi Agnes, Dr. Schaffer Annamaria és Dr. Barna
Tamara), hogy becsiiletesen, szorgalmasan ¢és tudasuk legjavat nyujtva végezték a
kutatomunkat, igen jelentdsen hozzajarulva a célok megvalositdsdhoz és a ko6zos
eredmények, publikaciok megsziiletés¢hez.

Koszonom jelenlegi kozvetlen munkatdrsaimnak, Dr. Sziics Kalmannak ¢és Dr.
Seyedmohsen Mirdamadinak, hogy idaig kitartottak mellettem és hogy a kutatdbmunkaban
mindig szamithatok alapossagukra, segitségiikre ¢és bizalmukra, valamint, hogy a
disszertacidé anyagahoz tartozd legutdobbi kozlemények elkészitésében kozdsen
dolgozhattunk.

Kiilon koszondm Csiszar Zoltanné laboratoriumi asszisztensnek, hogy tudoményos
diakkorods korom ota egyiitt dolgozhatunk és még jelenleg, nyugdij mellett is szamithatok a
munkajara és szakértelmére. Nagyon sok kisérleti probléma technikai megoldasaban nyujtott
nélkiilozhetetlen segitséget.

A kozvetlen munkatarsakon kiviil szamos egylittmi{ikodo partnernek tartozom kdszonettel a
doktori disszertacid kapcsan.

Ko6szondm Prof. Dr. Benyhe Sandor és Prof Dr. Borsodi Anna segitségét (Szegedi
Biologiai Kutatokozpont, Biokémiai Intézet) és szakértelmét a G-protein aktivalodasi
vizsgalatok soran.
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Koszonom Dr. Foldesi Imre segitségét (Szegedi Tudomanyegyetem Laboratoriumi
Medicina Intézet) a nemi hormon, valamint az oxidativ stressz index mérések soran.
Ko6szonom Dr. Kormanyos Zsolt (Szegedi Tudomdnyegyetem Sziilészeti és No6gyogydszati
Klinika) egylittmikodését a human uterusz mintak biztositasaban és az in vitro human
kisérletekben.

Koszoném Prof. Dr. Tekes Kornélia, Prof Dr. Szoké Eva, Dr. Tabi Tamas, Dr.
Bagaméry Fruzsina (Semmelweis Egyetem Gydgyszerhatdstani Intézet) egyiittmikodését a
nociceptin és nocistatin vizsgalatokban, valamint az elhizasos vemhességi modell soran az
adipokin, citokin és nemi hormon mérésekben.

Ko6szonom Dr. Szaszak Marta (Leibniz Institute for Molecular Pharmacology, Berlin)
egyiittmikodését, mely soran munkacsoportunk Osszekapcsolodott az AKAP-PKA
antagonista vizsgélatokkal foglalkozo6 kutatocsoporttal és kooperacios partnerek lehettiink.
Ko6sz6nom Dr. Bagyanszki Maria, Dr. Bodi Nikolett és Dr. Szalai Zita (Szegedi
Tudomdnyegyetem Elettani, Szervezettani és Idegtudomdnyi Tanszék) egyiittmiikodését az
adipokinek immunhisztokémiai vizsgélata soran.

Ko6szoném Grosz Gyorgy igazgatonak és Siile Miklés mérnoknek (MSB-MET Metodikai-
Szoftver- Biotechnologiai- Kutatd és Fejleszté Korlatolt Felelosségii Tarsasag) az izolalt
szervi €és in vivo mérési metodikdk fejlesztését és tdmogatasat az uterusz kontraktilitési
mérésekben.

Ko6szonom Dr. Sandor G. Vari (RECOOP HST, Cedars-Sinai Medical Center, Los
Angeles) a vemhes elhizasos patkanymodell és a hozza kapcsolodo citokin mérésekben valo
egyuttmiikodését és tamogatasat, valamint a RECOOP HST Senior Grant tamogatast.

Koszonettel tartozom munkahelyem volt és jelenlegi tanszékvezetdinek Prof. Dr. Varro

Andrasnak és Prof. Dr. Baczké Istvannak, hogy 2018. 6ta nyugodt és tamogato
kornyezetet biztositanak a kutatasi tevékenységemhez.
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