Szegedi Tudomanyegyetem
Gydgyszerésztudomanyi Kar

Gyogyszerhatastani és Biofarmaciai Intézet

A nociceptin és a nocisztatin
uterusz kontraktilitasra kifejtett hatasanak

vizsgalata in vitro

Ph.D. tézis 6sszefoglalo

Dedk Beata



Szegedi Tudomanyegyetem
Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola

Ph.D. program: Gyogyszerhatastan, biofarmacia és klinikai gyogyszerészet
Programvezeto: Dr. Falkay Gyorgy MTA doktor

Intézet: Gyodgyszerhatastani és Biofarmaciai Intézet

Témavezeto: Dr. Gaspar Robert Ph.D. és Dr. Klukovits Anna Ph.D.
Szigorlati Bizottsag:

Elnok:
Dr. Zupko Istvan Ph.D.

Tagok:
Dr. Benyhe Sandor MTA doktor
Dr. Foldesi Imre Ph.D.

Biraloi bizottsag:

Elnok:
Dr. Hohmann Judit MTA doktor

Opponensek:
Dr. Helyes Zsuzsanna MTA doktor
Dr. Santha Péter Ph.D.

Tag:
Dr. Juranyi Zsolt Ph.D.

Titkar:
Dr. Lazar Laszlo Ph.D.



Bevezetés

A korasziilés jelentés népegészségiigyi probléma. Magas ujsziilott kori mortalitds és
morbiditds jellemzi mind a neonatalis iddszakban, mind pedig a fejlodés késébbi
szakaszaiban. Mivel a kivaltd tényez6k és a szigndlmechanizmus ez idaig nem teljesen
tisztazott, érdemes megvizsgalni az endogén anyagok részvételét az uterusz kontraktilitdsanak
szabalyozasaban 1 tokolitikus irdnyvonalak keresése céljabol.

A nociceptin peptidet (N/OFQ) 1995-ben izolaltdk el6szor. Receptora (NOP) az opiat
receptorokéhoz hasonld szerkezetli, valamint a peptid is hasonlésagot mutat aminosav
Osszetételében az endogén oOpiatokéhoz. A N/OFQ az agyban neurotranszmitterként
viselkedik, amely szabalyozza a nociceptiv és a lokomotor viselkedést. Szerepet jatszik a
gyulladdsos folyamatok szabdlyozdséban, javitja az étvagyat és anxiolitikus peptidként a
stresszhez vald adaptacioban is részt vesz. Ellensulyozza a kadbitdszerek altal okozott euforiat
és a tanulasi képességet is gatolja. Olyan koros allapotokban, mint a ndéi fibromyalgia
szindroma és a sziilés utani depresszio, szintje emelkedik az emberi plazmaban. A férfi nemi
milkodés szabalyozasaban az FSH hatasokban mediatoranyagként viselkedik, valamint
szabalyozza az LH kidramlést és a petefészek miikodését is. A N/OFQ szintek valtozasa
szerepet jatszik a néi és férfi nemi mitkodésben. A NOP receptor a kozponti idegrendszerben
szamos helyen expresszalodik, de megtalalhatdo példaul a patkany bélben, onddvezetékben,
retinaban és a szivben, a sertés gastrointesztinalis rendszerben és vesében, valamint a tengeri
malac ganglionokban is.

A nocisztatint (NST) szarvasmarha agybol izolaltdk €s antinociceptiv hatdssal bir. Nem
kotédik a NOP receptorhoz. A feltételezett receptora G protein kapcsolt. Az endogén opiatok
izomrelaxans hatasat alapul véve valdsziniisithetd, hogy ezek a neuopeptidek részt vesznek a
méhmiikodés szabalyozasaban.

Célkitiuzések

1. A kutatas f6 célkitlizése a N/OFQ ¢és a NST méhmiikodés szabalyozasaban betoltott
szerepeének tisztazasa €s a jelatviteli folyamatok felderitése terminusban levé patkany
€s csaszarmetszésbdl szarmazd human mintdkon terminusban és korasziilésben

egyarant.

2. Célul tiztik ki a N/OFQ és a NST uterusz kontraktilitisra kifejtett hatasanak
vizsgalatat izolalt szervrendszerben in vitro, terminusban levé patkany és human

uteruszban és korasziiléses human mintakon.



3. A N/OFQ és NST expresszidjat a patkany miometriumban radioimmunoassay
technikdval és a kozos prekurzor PNOC mRNS jelenlétét RT-PCR modszerrel

prébaltuk kimutatni.

4, Célul tiztik ki a N/OFQ ¢és a NST jelatviteli folyamatainak tanulmanyozasat az
uteruszban [*S]GTPyS koté technikaval, enzim immunoassayvel és in vitro
kontraktilitasi vizsgalatok segitségével. A Ca®*-fiiggé K* csatornak (BKcs) és a
szenzoros neuropeptid, a kalcitonin génrelacios peptid (CGRP) felszabadulas
lehetséges szerepét is megvizsgaltuk, valamint a Ca* szegény kornyezet befolyasat a

NST+naloxon (NX) kombinacié uterusz relaxald hatasaban.

Anyagok és modszerek
Szévetmintdk

Ivarérett ndstény és him Sprague-Dawley patkanyokat paroztattunk a hajnali 6rakban. Néhany
ora elteltével a ndstény allatokbdl hiivelykenetet vettiink és mikroszkop alatt vizsgaltuk.
Amennyiben himivarsejteket talaltunk, akkor az allatot elkiilonitettilk és a vizsgalat napjat
tekintettiik a vemhesség 1. napjanak. A human csaszarmetszésbOdl szarmazdé mintak a
terhesség harmadik trimeszterében lettek kivéve. Két csoportba soroltuk Oket: terminusban

1év0 (37-41. terhességi hét) valamint korasziilésbdl szarmazd mintakra (33-36. hét).

PCR vizsgalatok

A vemhesség végén (18, 20 és 22. napon) a patkanyokat CO,-dal telitett altatokadban ledltiik,
kivettilk az uteruszokat, megtisztitottuk és a placentat eltavolitottuk. A patkany és a human
mintakat egyarant folyékony nitrogénben azonnal lefagyasztottuk és -70 °C-on taroltuk a
felhasznalasig. A teljes RNS-t TRIsure Kit-tel izolaltuk. A total RNS-bdl 1 pg-ot hasznaltunk
minden mintabol a reverz transzkripcidhoz és amplifikacidhoz (TagMan RNA-to-C+ 1-Step
Kit és a Sensi FAST Probe Hi-Rox One-Step Kit).

N/OFQ és NST szint mérés patkany uteruszban radioimmunoassay (RIA) technikaval

Az uteruszban a N/OFQ tartalmat nem vemhes és 22-napos vemhes allatokban mértiik,
valamint a NST szintet is meghataroztuk kiilonb6z6 vemhességi napokon (nem vemhes, 15,
18, 20 és 22 napos vemhes allatokban). A N/OFQ ¢és a NST kivonasa az uteruszbol validalt
modszerrel tortént. A kivonatokat 1 pg/ml-es minimum szenzitivitasa 2°1-N/OFQ RIA Kit-re

és 10 pg/ml-es minimum szenzitivitasa 125|_Nocistatin RIA Kit-re vittik fel. Az adatok



értekelése Isodata 20/20 és RIA-Mat 280 programmal tortént. A szignifikancia értékeket
ANOVA Newman-Keuls teszttel és parositatlan t-probaval szamoltuk.

Radioligand-kotés vizsgdlatok

A méréseket nem vemhes és 22 napos vemhes allatok uteruszan végeztiik. A fehérje tartalmat
Bradford modszerrel hatdroztuk meg. A specifikus kotés meghatarozasakor az osszes kotott
tartalombol kivontuk a nem-specifikusan kotott molekuldkat. A kisérleteket értékeltiik és

meghataroztuk a Bnax €s a Ky értékeket.

[°S1GTP5-kétés vizsedlat

A N/OFQ hatasat NX (10° M) jelenlétében vizsgaltuk. A N/OFQ és NX G fehérje aktivalo
hatasat 500 ng pertussis toxin (PTX)/ml jelenlétében is megmértiik.

cAMP szint meghatarozas az uteruszban

Az uterusz szovetmintakat de Jongh oldatban inkubaltuk 37 °C-on. A cCAMP szinteket a nem
specifikus foszfodiészteraz gatlo 3-isobutil-1-metilxantin (IBMX; 10 M; 10 perc), OFQ (10
M; 10 perc) illetve annak NX-nal valé kombinaciéjanak, NST (10 M; 10 perc), illetve annak
a N/OFQ-nel vagy NX-nal térténd kombinaciojanak, valamint az adenil ciklaz aktivator
forskolin (10 M; 10 perc) jelenlétében hataroztuk meg. Az uterusz cAMP szinteket cAMP

enzim immunoassay (EIA) kittel mértiik.

In vitro kontraktilitasi vizsgalatok

Allatkisérletek: A vemhesség 22. napjan (terminus) az allatokat CO, belélegeztetéssel ledltiik,
az uteruszokat eltavolitottuk és elokészitettiik az in vitro kontraktilitasi vizsgalatokra.

Az izolalt uterusz szarvakat azonnal karbogénnel ataramoltatott, 37 °C-0s, de Jongh oldatot
tartalmazé vizfiirdébe helyeztiik, letisztitottuk és a placentdkat eltavolitottuk. Az izolalt
uterusz gylriikben 25 mM-0s KCI-dal ritmikus kontrakciokat valtottunk ki. A N/OFQ és a
NST uterusz kontrakcidkra kifejtett hatasat 102 — 10° M koncentracios tartomanyban
vizsgaltuk, nem kumulativ moédon. Mas mérési elrendezésnél a méhdsszehuzodasokat 108 M-
os oxytocinnal valtottuk ki, és a N/OFQ hatdsat a nem-szelektiv K™ csatorna blokkold
tetractilammonium (TEA; 10 M) és a BKc, csatorna-szelektiv gatld paxillin (PAX; 5x10°®

M) jelenlétében vizsgaltuk.



A NST és a NX kozos hatasat alacsony Ca**-tartalmu (0,5 mM CaCl,) de Jongh pufferben is
tanulmanyoztuk, amely a standard de Jongh pufferhez képest fele koncentraciéban tartalmazta
aCa®*-ot. A Ca2+-f1'igg6 K" csatornaknak a NST hatasanak kozvetitésében betoltott szerepét is
megvizsgaltuk, ebben az esetben a kisérleteket a szelektiv BKc, csatorna blokkolé PAX
(5x10°® M) jelenlétében végeztiik el, spontan uterusz kontrakciokhoz viszonyitva.

A NST hatéskifejtésében a CGRP lehetséges szerepét is tanulmanyoztuk az uterusz szdveten.
Ebben az elrendezésben kapszaicint (1 uM, 10 perc) alkalmaztunk a CGRP-nak az uterusz
szenzoros idegvégzddésekbdl valo kitiritésére. Alapos kimosas utan, a szoveteket CGRP-vel
inkubaltuk (0.1 pM; 20 perc) és ujra atmostuk Oket, ezutan a NST hatasait a fenti moédon

vizsgaltuk.

Human vizsgalatok: A szovetmintakat sziilés utan nyertiik az anyai miometriumbo6l, de még
azel6tt, hogy az anya oxytocint kapott volna. Krebs—Henseleit oldatot tartalmazé 37 °C-0s
szervfiirdSben az izolalt uterusz gyiiriikon 10° M-os oxytocinnal ritmikus kontrakciokat
valtottunk ki. A N/OFQ és a NST uterusz kontrakciokra kifejtett hatasat 10™2 — 10° M
koncentracios tartomanyban vizsgaltuk, nem kumulativ modon. A NST uterusz relaxalo
hatasat N/OFQ jelenlétében is megvizsgaltuk, ugyanakkor a N/OFQ hatdsat is megmértiik
NST jelenlétében.

A miometrium gytriik kontrakci6it nyulasmérével mértiik. A gorbék regisztralasat, az
adatok rogzitését és feldolgozasat SPEL Advanced ISOSYS Data Acquisition System
segitségével végeztik. A NST, N/OFQ és NX gatlé hatasat a KCl/oxytocin altal kivaltott
vagy a spontan ritmikus kontrakciokhoz viszonyitottuk €s a kontrakcios gorbék alatti teriiletet
(AUC) értékeltiik (4 és 6 perces regisztratumét) a kontrol gorbe alatti teriilethez viszonyitva.
Az eredmények statisztikai elemzését Prism 4.0 program segitségével ANOVA Newman-

Keuls teszttel végeztiik.
Eredmények
Allatkisérletek

N/OFQ és NST szoveti mérések

22 napos vemhes patkany uteruszban a N/OFQ koncentracié magasabb (P<0,05) volt a
nem vemhes uteruszban mért értéknél. A NST szint az uteruszban a vemhesség

elorehaladtaval emelkedett.



Radioligand-kétés vizsgalatok

A NOP receptorok jelenlétét radioligand-kotés vizsgalatokkal mértik az uteruszban. Nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a nem vemhes ndstény allatok és a 22 napos vemhes

patkanyok uteruszaban mért Bmax és Kq értékek kozott (P>0,05).

[*S]GTPyS-kétés vizsgalat

A N/OFQ-indukalt G protein aktivaciot 22 napos vemhes patkdnyok uteruszan mértiik (1.
abra). A N/OFQ stimulalta a [*°S]GTPyS kotédést a NOP receptorokon keresztiil. NX
jelenlétében a N/OFQ-indukalt G protein aktivacio csokkent. A G;j protein gatlo PTX és NX
jelenlétében azonban a maximalis G protein aktivacid tovabb csokkent, egészen az

alapaktivitas szintje ala.
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1. abra. Nociceptin (N/OFQ) hatasa az aktivalt G protein mennyiségére vemhes patkany miometriumban in vitro.
n=6; *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

In vitro kontraktilitasi vizsgalatok

A N/OFO, NST és NX uterusz relaxalo hatasanak vizsealata

A N/OFQ csokkentette a KC1 4ltal kivaltott ritmikus kontrakcidkat a vemhes patkany
uteruszban, koncentraciofiiggd modon. Az opiat-antagonista NX (10° M) jelenlétében a
N/OFQ maximalis kontrakcio gatld hatasa nétt (2.A abra). A NST Onmagaban is
koncentraciofiiggéen csokkentette a KCI altal kivaltott kontrakciokat, N/OFQ-nel (10 M)
vald egyiittadaskor viszont nétt a NST maximalis koncentracido gatlo hatasa is; P<0,05 (2.B

abra). A NX (10°® M) csokkentette a NST maximalis kontrakcio gatlo hatasat; P<0,001. A



NX a NST+N/OFQ kombinacié maximalis kontrakcid gatld hatasat is csokkentette; P<0,05

(2.B abra).
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2. abra. A nociceptin (N/OFQ), nocisztatin (NST) és naloxon (NX) kontrakcié gatlé hatiasa vemhes patkany uteruszon
in vitro. n=8; *P<0,05, ***P<0,001.

BKca csatorndk szerepének vizsgalata a NIOFQ és a NST hatdsanak kozvetitésében

Mivel a N/OFQ és a NX kozponti idegrendszeri hatasainak kozvetitésében a BK¢, csatornak

aktivaldsa és a neuronok hiperpolarizacidja szerepet jatszik, a N/OFQ vemhes patkany

uteruszon Kifejtett hatdsat a nem szelektiv K* csatorna gatlo6 TEA (10° M) és a BKca

csatorna-szelektiv gatlo PAX (5x10° M) jelenlétében is megvizsgaltuk (3.A abra). A TEA és

a PAX gatolta a N/OFQ hatasat az oxytocin kivaltott ritmikus kontrakciokon.

A NST terminusban levé vemhes patkdny uterusz spontan kontrakcidira kifejtett hatasat

megvizsgaltuk a szelektiv BKc, csatorna gatlo PAX (5)(10'6 M) jelenlétében is (3.B abra).

PAX jelenlétében a NST maximalis kontrakci6 gatlo hatasa csokkent.
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3.4abra. K* csatorna gatlok hatisanak vizsgalata a nociceptin (N/OFQ) és a nocisztatin (NST) vemhes kontrakcié gatlo
hatdsara in vitro. A) A kontrakciékat 10® M-os oxytocinnal valtottuk ki 22-napos vemhes patkany uterusz gyiirikon.
B) A spontan kontrakciokat 22-napos vemhes patkany uterusz gyiirikon rogzitettiik. n= 8; *P<0,05, **P<0,01,

***P<0,001.



A NST és a NX kontrakcié ¢4tlé hatdsénak vizsedlata Ca®* -hidnyos kizegben

Ca’*-hianyos kozegben a NST és a NX-nal egyiitt adott NST koncentracié—hatas gorbéje is
balra tolodott, a standard de Jongh oldatban felvett gorbékhez képest. A l0gECsq értékek is
mindkét gorbe esetén alacsonyabbak voltak a Ca**-szegény kdzegben (P<0,05). Ugyanakkor a
NX nem tudta gatolni a NST kontrakcié gatlo hatasat, ahogy azt tette a standard pufferben. A
NST maximalis kontrakcid gatld hatadsa nem kiilonbozott a NST+NX kombinacio kontrakeio

gatl6 hatasatol Ca2+-szegény pufferben (4. abra).
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4.abra. Nocisztatin (NST) és naloxon (NX) hatasa a vemhes uterusz kontrakciékra Ca2+-hiz'myos kozegben in vitro.
n=6; ***P<0,001.

CGRP szerepének vizsgalata a NST hatasanak kozvetitéseben

Mivel a NST pontos hatdsmechanizmusa tovabbra sem vildgos, ezért megvizsgaltuk, vajon a
kapszaicin-szenzitiv szenzoros idegvégzOodésekbdl torténd neuropeptid felszabadulas
befolyasolasan keresztiil is kifejti-e hatasat a vemhes patkdny uteruszban. A kapszaicin-
szenzitiv primer afferensekbdl torténd neuropeptid kiliritést kapszaicinnel idéztiik eld (5.
abra). A NST maximalis kontrakcié gatldo hatasat csokkentette a kapszaicines (1 uM)
eléinkubalas (P<0,01). A kapszaicin olddszere (kontrol) nem valtoztatta meg a NST hatasat
(P>0,05). Mikor a neuropeptid kitiritést CGRP (0,1 puM) hozzaadasa kovette, a NST
maximalis kontrakcidé gatld hatdsa nagyobb volt, mint a kapszaicines inkubalast kdvetden
(P<0,01). A CGRP hozzaadasa visszaallitotta a NST gatlo hatasat a kontrolhoz viszonyitva
(P>0,05).
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5. abra. A Kalcitonin gén-relacios peptid (CGRP) szerepe a nocisztatin (NST) kontrakcié gatlé hatasara in vitro. n=6;
*P<0,05, **P<0,01.

PNOC mRNS mérés a patkany uteruszban

A miometriumban a PNOC mRNS szintek szignifikdnsan novekedtek a terminus
kozeledtével. A PCR vizsgalat azt mutatta, hogy a PNOC mRNS/g-aktin mRNS szintek a
vemhesség 18. napjan voltak legalacsonyabbak. A PNOC mRNS-ének relativ expresszidja a
20. napon nem kiilonbozott szignifikdnsan a 18. nap értékeitdl, de emelkedett a 22. napon, az

ellés napjan; P<0,001 (6. abra).
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6.abra. PNOC mRNS expresszié a patkany uteruszban a vemhesség 18, 20 és 22. napjan.
n=3; ***P<0,001, ns: nem szignifikans; a szignifikancidkat az el6z6 oszlop értékeihez viszonyitottuk.

cAMP szint mérés az uteruszban

A N/OFQ cAMP szintet befolyasolé hatasat is megvizsgaltuk (7.A abra). A N/OFQ
onmagaban nem emelte a kontrolhoz képes a cAMP szintet az uteruszban (P>0,05). NX-nal
egyiitt adva viszont novelték a CAMP szintet az uteruszban (P<0,05). Ugyanakkor, ha a
mintakat el6inkubaltuk a G; protein gatlo PTX-nal (500 ng/ml), a N/OFQ+NX kombinacid
tovabb emelte a cAMP szintet (P<0,01), ami arra utal, hogy Gs-proteinek is szerepet jatszanak

a N/OFQ ¢és a NX jelatviteli folyamatdban a vemhes patkdny uteruszban.
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A cAMP szint emelkedés lehetséges szerepét is megvizsgaltuk a NST kontrakcio gatlo
hatasanak kifejtésében (7.B abra). A NST emelte a CAMP szintet az uteruszban az alap
aktivitashoz viszonyitva (P<0,001). N/OFQ jelenlétében tovabbi emelkedést tapasztaltunk a
CAMP szintekben (P<0,01). Azonban, ha NX-t adtunk egyiitt a NST-nal, akkor csokkent a
cAMP szint a NST 6nall6 hatasahoz viszonyitva (P<0,05).

401 *%
*
.
% © *k
5 o 1
N 5 2 LN
o >
E :g dkk
= 15 RIS
o 204 g‘)
E * E
o
Z 1 = s
O o 5
= H
A
0 0
kontrol N/OFQ N/OFQ+NX N/OFQ+NX+PTX kontrol NST NST+N/OFQ NST+NX

7.abra. A nociceptin (N/OFQ) és a nocisztatin (NST) hatisa az intracelluliris cAMP szintekre a vemhes patkiny
uteruszban. n=6; *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Human miometrium vizsgalatok

In vitro kontraktilitasi vizsgalatok terminusban 1évé human mintiakon

A N/OFQ onmagaban csokkentette az uterusz kontrakcidkat koncentraciofiiggd modon. A
NST (10 M) szignifikansan novelte a N/OFQ kontrakcio gatlo hatasat (P<0,001; 8.A 4abra).
A NST 6nmagaban uterusz kontrakciokat csokkentd hatast fejtett ki. Ugyanakkor N/OFQ-nel
(108 M) egyiitt adva nem véltozott ez a gatl hatas (P>0,05; 8.B 4bra).
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8. abra. A nociceptin (N/OFQ) és a nocisztatin (NST) kontrakcio gatlo hatasanak vizsgalata terminusban levé human
miometriumon in vitro. A kontrakciékat 10 M-os oxytocinnal valtottuk ki. n=6; ***P<0,001.
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In vitro kontraktilitasi vizsgalatok korasziiléses human miometriumon

A N/OFQ 6nmagaban csokkentette az uterusz kontrakciokat koncentracio—fiiggd modon. A
NST (10® M) névelte a N/OFQ kontrakcié gatlé hatdsat (P<0,001; 9.A &bra). A NST
dnmagéaban uterusz kontrakciokat csokkentd hatast fejtett ki, amit a N/OFQ-nel (10® M) vald
egyiitt adas nem befolyasolt (P>0,05; 9.B abra).

A. B.
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Fig. 9. A nociceptin (N/OFQ) és a nocisztatin (NST) uterusz-relaxalé hatasanak vizsgalata korasziiléses human
miometriumon in vitro. A kontrakciékat 10 M-os oxytocinnal valtottuk ki. n=6; ***P<0,001.

PNOC mRNS mérés a human uteruszban

A PNOC mRNS szintek magasabbak voltak a miometriumban korasziiléses mintakban, a
terminusban levé mintakhoz viszonyitva; P<0,001 (10. abra).

351

w
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korasziilés terminus

10. abra. PNOC mRNS expresszi6 a huméan uteruszban korasziiléses és terminusos mintakon. n=3; ***P<0,001.
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Megbeszélés

Mivel a N/OFQ és a NST ko6zos prekurzoranak, a PNOC-nek az mRNS-e lokalisan
expresszalodik a patkany és human uteruszban, eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy a
N/OFQ ¢s a NST helyileg szintetizalodik. A RIA mérések megerdsitették a N/OFQ és a NST
jelenlétét a nem vemhes és a vemhes patkany uteruszban. Terminusban a NST sokkal
nagyobb mennyiségben van jelen, mint a N/OFQ, ami arra utal, hogy a PNOC mRNS-¢bdl
foként NST hasitodik. Jellemzé kotOhelyeket talaltunk a NOP receptorra is mind nem
vemhes, mind vemhes patkany uteruszban.

A N/OFQ gatolta mind a KCI-, mind pedig az oxytocin-indukalt ritmikus kontrakciokat. A
NX fokozta a N/OFQ uterusz relaxald hatasat. A N/OFQ novelni tudta a NST kontrakcid
gatlé hatasat is. Igy elmondhatjuk, hogy a NST nem fejt ki ellentétes hatast a N/OFQ-nel a
miometrium Kkontraktilitasara, ahogyan arra a kozponti idegrendszeri hatasuk alapjan
szamitottunk. A NX gatolja a NST kontrakcio gatlé hatasat. A NX egy befelé iranyulo Ca®*
aramot indukal, ezért Ca®* szegény kornyezetben vizsgaltuk a két anyag hatasat, amikor a NX
nem volt képes Ca®* bearamlast eléidézni, és igy nem tudta befolyasolni a NST altal okozott
relaxaciot sem. A NX a NST és N/OFQ ko6zos kontrakcio gatlo hatasat is csokkenteni tudta.
Szignifikans emelkedést tapasztaltunk a [*°S]GTPyS kapcsolodasban a NOP receptorokon
keresztiil. Ezért a G proteinek legalabbis részben, részt vesznek a N/OFQ hatdsainak
kozvetitésében az uteruszon. A NX csokkentette a maximalis [3SS]GTPyS kapcsolodas
mértékét. A NX valoszintileg kdlcsonhatasba 1ép a N/OFQ G; protein-aktivalo hatasaval. NX
és PTX jelenlétében azonban dramai esést tapasztaltunk a N/OFQ-indukalt G protein
aktivalasban.

A NX N/OFQ-nel valo egyiitt adasa emelte a cAMP szintet az uteruszban. Azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy a N/OFQ és a NX versengenek az intracellularis G; protein
aktivacioért. A NST is cAMP szint emelkedést okozott. N/OFQ jelenlétében a NST tovabb
emelte a CAMP szintet, ami a N/OFQ- és NST-indukalt CGRP-felszabadité hatasnak a cAMP
szintet emeld képességével magyardzhatdo. A NX csokkentette a NST &ltal okozott cAMP
szint emelkedést, ami arra utal, hogy a NX kolcsonhatasba 1ép a NST-nal a G-protein
aktivacio szintjén is.

Az uteruszban a BKc, csatornak nagy szamban vannak jelen és kulcsszerepet jatszanak a
ha a K' csatornakat TEA-val vagy PAX-nel gatoltuk, a N/OFQ uterusz relaxald hatasa
nagyrészt megsziint. A PAX pedig csokkentette a NST kontrakcid gatld hatasat. Azt
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feltételezziik, hogy a Ca®*-fiiggd K' csatornik szerepet jatszanak a N/OFQ és a NST
intracellularis jelatviteli folyamataiban.

Az Opiat tipust nociceptiv peptidek neurotranszmitter felszabadulast okoznak a kapszaicin-
szenzitiv szenzoros neuronokbdl (ilyenek pl. a CGRP és a substance P is). A CGRP pedig
gatolja a simaizom kontraktilitast szdmos szovetben, beleértve a vemhes patkany uteruszt is.
Megvizsgaltuk a NST hatdsat kapszaicin-indukalt CGRP-depletalt uterusz mintdkon és
CGRP-val inkubalt és regeneralt mintakon is. A kapszaicin gatolta a NST kontrakcio gatld
hatasat, amit a CGRP-vel val6 inkubalas helyreallitott. Feltételezhetjiik tehat, hogy a CGRP
fontos tényezd a NST relaxacids jelatviteli folyamataban.

A human szdvetekben a NST adasanak meg kell eléznie a N/OFQ adasat annak érdekében,
hogy emelkedjen a kozos relaxalod hatas. Azt feltételezziik, hogy a NST CGRP-felszabadito
hatésa gyengébb relaxaciot eredményez, mint a N/OFQ K* csatorna-nyité potencialja. A NST
szamottevobb uterusz relaxald hatasa a N/OFQ-indukalt uterusz relaxaciora korasziiléses
mintakon Osszefiiggésben van azzal a megallapitassal, hogy a PNOC mRNS korasziilésnél

nagyobb mennyiségben van jelen.

Eredményeink tiikrében megallapithatjuk, hogy mind a N/OFQ mind pedig a NST
lokalisan képzddik és kontrakcido gatldo hatassal rendelkezik a terhes patkany és human
uteruszon, ¢és amikor egyiittesen vannak jelen, fokozni tudjak egymés hatasat. Ezt a
mechanizmust féként a Ca2+-ﬁigg6 K* csatornak és a kovetkezményes hiperpolarizacio
kozvetiti. A NST emellett a szenzoros neuropeptid CGRP felszabaditasan keresztiil is kifejti
hatasat. A NX fokozza a N/OFQ relaxald hatasat, azonban gatolja a NST altal kifejtett
relaxalo hatast a befel¢ iranyito Ca* csatornak aktivalasan keresztiil, valamint a NST cAMP-t
noveld képességének csokkentésével. Bebizonyitottuk, hogy a NOP receptorok tobbféle G
proteinhez is képesek kapcsolddni. Feltételezziik, hogy a N/OFQ vagy NOP receptorhoz
kapcsolodo (lehetdleg nem peptid szerkezetli) agonistak és a NST szarmazékok is igéretes
tokolitikus célpontokka valhatnak. Ennek az in vitro tanulmanynak az eredményeit in vivo
korilmények kozott is meg kell vizsgdlni, valamint tovabbi, human mintdkon végzett
kisérletek sziikségesek ahhoz, hogy relevans kovetkeztetéseket vonhassunk le jelen

megallapitdsok humén alkalmazasanak megvalosithatosagarol.
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Alulirott, Dr. Klukovits Anna egyetemi adjunktus nyilatkozom, hogy a ,,Nociceptin inhibits
uterine contractions in term-pregnant rats by signaling through multiple pathways”
cimti (szerz6k: Klukovits A, Tekes K, Giindiiz Cinar O, Benyhe S, Borsodi A, Deék BH,
Hajagos-T6th J, Verli J, Falkay G, Gaspar R; megjelenés helye és ideje: Biol Reprod. 2010
Jul;83(1):36-41.) els6 szerz6s kozleményemet Deak Beata PhD hallgaté a doktori fokozatédnak
megszerzéséhez szabadon felhasznalhatja.

Desk Beata a kozlemény kiemelkedd fontossagu szerzdje, aki a kisérletes munkaban aktivan

részt vett; az izolalt szervi vizsgélatokat és a cAMP méréseket irdnyitas mellett dnall6an

végezte. Emellett kozrem{ikodott az SZBK-ban végzett receptor vizsgalatok kivitelezésében.

Szeged, 2012. februdr 23.
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