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Bevezetés

Sokaig a zsirszovet csak az energiaraktarozo szerepérdl volt ismert. Az elmult évtizedekben
egy Uj koncepcid keriilt elfogadasra, amely a zsirszovet endokrin funkcidin alapult, €s ma mar
sz¢les korben ismert, hogy az adipocitak szdmos biologiailag aktiv anyagot képesek termelni,
melyeket 6sszefoglaldan adipokineknek neveziink. A kiilonb6z6 adipokineknek elsésorban az
anyagcsere-folyamatokat moduldlo hatasai ismertek, de a reprodukcios folyamatok
szabalyozasaban betdltott szerepiiket is dokumentaltdk mar korabban.

A leptin kiemelt szereppel bir az ¢étvagy, az energiahomeosztizis és a lipidanyagcsere
szabalyozasaban. Ennél is Iényegesebb tulajdonsaga, hogy informaciot kozvetit a kdzponti
idegrendszer felé a szervezet energiaraktarainak allapotarol, illetve mediatorként szerepel a
reproduktiv tengely és a kdzponti idegrendszer kozott. Amellett, hogy a HPG tengely egyik
fontos szabalyozodjaként ismerjiik, a leptin simaizom miikddésre gyakorolt hatisai is jol
dokumentaltak. Ismert, hogy terhesség alatt elsésorban a placenta felelds a leptinszekrécidért,
mely tény magyardzza a terhesség soran megemelkedett anyai plazma koncentraciot, és a
sziilést kovetden tapasztalt gyors csokkenést a vérszintben. A leptin receptor, melynek hat
izoformaja ismert, a citokin receptorok I-es csalddjaba tartozik. Stimuléacidja elsésorban a
JAK2/STAT ¢és a MAPK jelatviteli utvonalak aktivalodasat eredményezi, ezek feleldsek
els6dlegesen a leptin hatasok kialakitasaért.

Az adiponektin a legnagyobb mennyiségben eléforduld adipokin az emberi plazméaban. A
leptinnel ellentétben szérumszintje forditottan aranyos a BMI-vel. Az adiponektin
gyulladascsokkentd és antiatherogén hatasa jol ismert, emellett szabalyozza a lipidanyagcserét
¢s a gliikozfelvételt is. Ezen hatasait két {6 receptoron keresztiil fejti ki: AdipoR1 és AdipoR2.
A receptorok stimulaldsa az AMPK, a p38 MAPK ¢és a PPARa kaszkadok aktivalodasat
eredményezi. Ezenkiviill egy APPLI1 nevii adaptor fehérjérél is beszamoltak, amely a
szakirodalom szerint a receptorok jelatvitelében kozvetitd szerepet tolt be. Az adiponektin
rendszer jelenlétét a periférias reproduktiv szovetekben kordbban mar igazoltak. Mégis, a
korabbi eredmények arra utalnak, hogy az adiponektinnek nincs jelentds szerepe a reproduktiv
rendszer megfeleld miikodésében. A keringd adiponektin koncentracido a terhesség korai
szakaszaban szintén emelkedett. Szakirodalmi adatok alapjan azonban a plazmaszint negativ
korrelaciot mutat az anyai BMI-vel, tehat a terhesség vége fel¢ haladva a vérszintben csokkenés
tapasztalhatd. Az adiponektinnek a méh aktivitdsara gyakorolt hatdsara vonatkozoan kevesebb
bizonyiték all rendelkezésre, de feltételezhetd, hogy az anyagcsere-allapot és a terhesség

kimenetele kozotti 6sszefliggésekben az adiponektinnek is szerepe van.



Az elmult évtizedekben az egyik legtobbet vizsgalt neuropeptid a kisspeptin volt. A
kisspeptinek egy nagyobb inaktiv preprohormon proteolitikus hasitdsanak termékei. Minden
fragmens képes kotddni és aktivalni a Kiss1r receptort, amely egy G-fehérje kapcsolt receptor.
A kisspeptin/Kiss1r rendszer elemeit a periférias reproduktiv szovetekben mar azonositottak
koradbban. A kisspeptin azonban leginkabb a kozponti idegrendszerben kifejtett szabalyozo
szerepérol ismert: fokozza a GnRH szekréciot, ezaltal szabalyozza a pubertaskori fejlodést.
Annak ellenére, hogy elsésorban a neuroendokrin szerepe ismert, a kisspeptint gyakran soroljak
az adipokinek koz¢, azon tények alapjan, hogy a szintézisében a zsirszovet is rész veszt, illetve

mediator szerepet tolt be az energiahomeosztazis és a reproduktiv rendszer kozott.
Célkitiizések

A LEPR, AdipoR ¢és Kisslr szerepét €s ontogenezisét a vemhesség alatt kordbban még nem
tisztaztak. Ellentmondasos adatok allnak rendelkezésiinkre a leptin, az adiponektin és a
kisspeptin méh simaizomzat miikodésre gyakorolt hatasairdl. Kutatasunk f6 célja, hogy tovabbi
informaciokat gytijtsiink az endometrialis és a miometridlis receptorok jelentdségérdl, valamint
arrol, hogy ezek hogyan befolyésoljak a leptin, az adiponektin és a kisspeptin hatasat a nem
terhes és terhes méhosszehuzodasokra. Ezeknek a tisztazasara az alabbi célokat tliztiik ki:

* Els6 célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a leptin, az adiponektin és a kisspeptin hatasat

a nem terhes és az 5, 15, 18, 20 és 22 napos terhes méh kontraktilitasara.

* A vizsgélat mésodik célja a LEPR, az AdipoR1, az AdipoR2 ¢és a Kisslr receptorok

expresszidjanak mérése volt a nem vemhes méhszovetben, valamint ezen expressziok

valtozasanak vizsgalata a vemhesség alatt.

+ Kovetkezd célunk annak vizsgalata volt, hogy az endometriumban talalhat6 receptorok

modositjak-e a leptin, az adiponektin és a kisspeptin méh kontrakciokra kifejtett hatasat.

* Végiill a negyedik célunk az wvolt, hogy fluoreszcens immunhisztokémiaval

szemléltessiik a LEPR, az AdipoR1, az AdipoR2 és a Kissl1r receptorok eloszlasat a nem

vemhes méhszovetben, valamint ennek valtozasait a vemhesség soran.
Anyagok és modszerek

Az allatkisérleteket az Allatkisérleti Tudoményos Etikai Tanacs (engedélyszam:
IV./3071/2016.) engedélyével végeztiik. A kisérleteinkhez ivarérett, nem vemhes, ciklusban
1év6 Sprague-Dawley ndstény patkanyokat valasztottunk ki. A him és ndstény patkanyokat egy
specidlis ketrecben paroztattuk. A paroztatastdl szamitott 4-5 o6ran beliil a ndstény allatokbol
hiivelykenetet vettiink. Pozitiv minta esetén a ndstény patkanyokat elkiilonitettiik, mint 1. napos

vembhes allatok.



In vitro kontraktilitasi mérések

Az éllatok CO; gazzal torténd termindlasat kovetden 5 mm hosszi uterusz gytiriiket
metszettiink. A preparalt szoveteket karbogénnel ataramoltatott de Jong puffert tartalmazéd
izolalt szervfiirdé kadba helyeztiik, melynek homérsékletét 37°C-on tartottuk. Ezt kdvetden 1,5
g-os elofeszitést alkalmaztunk, majd a szoveteket 60 percen at inkubaltuk, mikozben a puffert
kontrakciokat idéztiink eld. Ezt kdvetden felvettiik a kisspeptin (10712-1077 M), leptin (101210
$ M), illetve adiponektin (1071210 M) kumulativ d6zis-hatas gdrbéjét. Az adipokinek hatsat
a KCI altal kivaltott kontrakciokhoz viszonyitottuk és a kontrakcios gorbék alatti teriiletet
vizsgaltuk a kontroll AUC-hez viszonyitva. A kisérleteket denudalt szoveteken is elvégeztiik.
A kisspeptin hatdsdt 5 napos vemhes uterusz szoveteken, kisspeptin-234 trifluoroacetat
jelenlétében is vizsgaltuk. Az uterusz kontrakcidkat SPEL Advanced ISOSY'S Data Acquisition
System (MDE Ltd., Budapest, Hungary) segitségével regisztraltuk és dolgoztuk fel.

RT-PCR vizsgalat

Az RT-PCR vizsgalatokat nem vemhes és vemhes patkdny uterusz szoveteken végeztiikk. A
teljes RNS-t guanidinium tiocianat-sav-fenol-kloroformmal, Chomzynski €s Sacchi protokollja
CT TM Step One Kit ¢és ABI StepOne Real-Time cycler hasznalataval végeztiik. Minden
mintdval harom parhuzamos mérést végeztiink, kontrollként B-actint hasznaltunk. A probak

fluoreszcens intenzitasat a PCR ciklus szdm fiiggvényében abrazoltuk.

Western blot analizis

25 ng fehérje mintat hasznaltunk zsebenként elektroforézishez 4-12% NuPAGE Bis-Tris gélre
XCell SureLock Mini-Cell Units késziilékben. A fehérjét nitrocellul6z membranra
transzformaltuk iBlot Gel Transfer alkalmazasaval. A mintdkat Kisslr, AdipoR1, AdipoR2
vagy LEPR els6dleges poliklonalis antitesttel egy éjszakat inkubalodni hagytuk blokkolod
oldatban. Az antitestek kotddését Western Breeze® Chromogenic immunodetection kit
segitségével detektaltuk. A képek elemzése az EDAS290 képalkotd rendszerrel, az
immunreaktiv savok optikai denzitdsanak meghatarozasa Kodak ID Images szoftverrel tortént.

Belso kontrollként B-aktint hasznaltunk a szemi-kvantitativ eljarashoz.



Immunhisztokémiai vizsgalat

A nem vemhes ¢és vemhes uterusz szoveteket eldkészitettik az immunhisztokémiai
vizsgalatokhoz. A kisspeptin esetében a szoveteket blokkold oldatba helyeztiik, melyhez nyul
anti-Kiss1r elsédleges antitestet, valamint anti-nyul Alexa Fluor 488 masodlagos antitestet
adtunk. Az adiponektin, illetve leptin esetében az inkubaciot nyul anti-AdipoR1, egér anti-
AdipoR2 vagy csirke anti-Leptin R elsédleges antitest hozzdadasaval végeztiik. Ezutdn az
inkubaciot anti-nyal Alexa Fluor 488, anti-egér CyTM3 ¢és anti-csitke Alexa Fluor 647
masodlagos antitesttel végeztiikk. Fluoreszcens festékként 4’°,6—diamidino—2—fenilindolt
alkalmaztunk. A metszeteket kameraval felszerelt fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk,

illetve azokrdl felvételeket készitettiink.

Statisztikai analizis

A kisérleti adatokat a Prism 5.01 szamitogépes program segitségével értékeltik ki, az
eredmények statisztikai elemzését parositatlan t-probaval, valamint ANOVA Tukey teszttel
végeztik.

Eredmények

In vitro eredmények

A leptin gatolta a nem vemhes méhosszehuzodasokat, az endometrium eltdvolitdsa azonban
jelentdsen gyengitette ezt a hatast. A vemhesség korai szakaszaban a leptin relaxélta az ép
uterusz szoveteket, de a vemhesség vége felé a hatas dramai csokkenését tapasztaltuk. Ezzel
szemben, az endometrium hianya esetén a leptin meg tudta Orizni relaxal6 hatdsat a vemhesség
teljes idoszaka alatt. Az Emax €értékeket 6sszehasonlitva elmondhat6, hogy a leptin altal kivaltott
relaxalé hatas az 5. és 18. vemhességi napon szignifikdnsan lecsokken, ha elézdleg
eltavolitottuk az endometriumot. A 20. és 22. napon ezzel szemben a hatds ndvekedését

tapasztaltuk (1. abra, 1. tablazat).
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1. abra: A leptin dozis-hatas gdrbéje nem vemhes és vemhes uteruszon, illetve miometriumon.

EC50 (M £ S.E.M.) Emax (% = S.E.M) Ep és denudlt uterus
osszehasonlitasa
Uterusz Denudalt uterusz Uterusz Denudalt uterusz EC50 Emax
nem vemhes | 4.9x107"°+1.7x10"° 1.1x10"°+2.1x10™" 61.2+29 51.4+19 i i
5. nap 7.7x10"°+ 5.3x10™" 3.3x10"" + 6.9x10"2 63.0£5.1 30.9+£2.0 ns i
15. nap 2.9x10" £ 1.6x10™2 2.5x10" + 6.5x10712 57.1+£3.3 46.0 +£2.9%** ns ns
18. nap 6.0x10""'+ 1.8x10™2 2.4x10™"" +£5.0x10™"2 56.9+4.5 39.7+2.6 ns i
20. nap 3.0x1071°+ 1.9x10™ 2.1x10" £ 3.9x107"2 322 £2.2%%* 40.3+2.3 ns #
22. nap 1.1x107+ 5.5x101° 1.0x10"°+ 4.7x10" -4.5 + 3.4%** 377435 ns i

1. tablazat: A leptin kalkulalt EC50 és Emax értékei. *: el6z6 vemhességi naphoz viszonyitva; #: ép

uteruszhoz hasonlitva; #p<0.05, ###p<0.001, ***p<0.001, ns: nem szignifikans




Az adiponektin csokkentette mind a nem vemhes, mind a vemhes patkany méh kontraktilitasat
(2. 4bra). Az endometrium eltavolitasa szignifikdnsan csOkkentette a relaxald hatast nem
vemhes szovetekben. A vemhes uterusz kontraktilitdsanak vizsgélatakor az Emax értékben
novekedést figyeltiink meg az 5. naptdl a 18. napig, majd a 20. naptol a hatds csokkenését
tapasztaltuk. Az adiponektin relaxalé hatdsa az utols6 vemhességi napon gyakorlatilag eltlinik.
Endometrium hidnyaban, a vemhesség korai szakaszaban az adiponektin jelentdsen gatolta a
kontrakciokat, hatdsa azonban a 22. vemhességi napon jelentésen lecsokkent. A denudalt
uterusz esetében a kalkulalt Emax értékek szignifikdnsan magasabbak voltak az 5., 15. és 22.

napon (2. tdblazat).
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2. abra: Az adiponektin dozis-hatas gorbéje nem vemhes és vemhes uteruszon, illetve miometriumon.



Ep és denudalt uterus
EC50 (M £ S.E.M.) Emax (% + S.E.M)
osszehasonlitasa
Denudalt
Uterusz Denudalt uterusz Uterusz EC50 Emax
uterusz

nem vemhes 4.0x10'" + 8.6x10°12 2.3x101°+9.9x10!! 62.7+2.6 46.4+£2.8 ns HHE

5. nap 5.2x101+ 1.6x10712 4.7x1012 £ 7.8x10°13 30.2+2.5 48.8+2.8 iH# it

15. nap 2.1x1010+ 1.1x10! 2.3x101% £ 6.0x10°13 37.6+3.0 49.7+2.9 i i

18. nap 2.3x1011+ 7.9x10712 1.6x101 £ 5.7x10°12 50.8 £ 2.7%%* 459+3.7 ns ns

20. nap 1.1x10" £ 1.5x10°12? 2.6x1012+£59x10°13 36.2 +£2.8%* 32.9+£2.5%* i ns

22. nap 8.4x1010+ 6.8x10°!! 2.8x1011 £ 7.3x10°12 6.5+ 6.8%*%* 17.0 £ 6.4%* ns i

2. tablazat: Az adiponektin kalkulalt EC50 és Enax értékei. *: el6z6 vemhességi naphoz viszonyitva; #:

¢ép uteruszhoz hasonlitva; #P<0.05, ##p<0.01, #H#p<0.001, **p<0.01, ***p<0.001, ns: nem szignifikans

A KISS1 94-121 fragmens csOkkentette a nem vemhes méhszovet kontraktilitasat (3a és 3b
abra). Az endometrium eltavolitasa azonban szignifikdnsan fokozta a relaxald hatast (3.
tablazat). A KISS1 94-121 képes volt gatolni a vemhes méh kontrakcioit is, simaizom relaxaléd
hatdsa a vemhesség 5. napjan volt a legerésebb. Bar a szamitott Emax értékek fokozatos
csokkenést mutattak a vemhesség végéhez kozeledve, a relaxaléd hatas még a vemhesség utolso
napjan is kimutathat6 volt. Ezzel szemben a denudalt uterusz kontraktilitasdnak vizsgalatakor
nem tapasztaltunk hasonlo, fokozatosan csokkend tendenciat a hatasban. A 18. és 22. napon
jelentds csokkenést, mig a 20. napon atmeneti novekedést tapasztaltunk. A kalkulalt Emax
értékek alapjan a KISS1 94-121 hatékonyabban relaxalta a méhizomzatot a vemhesség végén,
amikor az endometriumot elézdleg eltavolitottuk, bar az Emax értékek kozotti kiilonbség csak a

20. napon volt szignifikans.
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3. abra: A kisspeptin do6zis-hatas gérbéje nem vemhes és vemhes uteruszon (a), illetve miometriumon

(b).



ECso (M £ S.E.M.)

Ep és denudalt uterus

e Denudaltuterusz osszehasonlitasa
nem vemhes 1.1x1071°9 + 4.5x10°10 4.8x1011 £3.2x10!! a
5. nap 1.5x1070 % [.4x1010m 2.8x107T £ 9.8x10712% b
15. nap 4.0x1012+ 1.2x1011 ns 15100 £ 1.1x1011 ns oS
18. nap 6.0x107"2 £ 5.4x10712 s 7.1x1072 £8.9x10711 s ns
20. nap 8.2x102 £ 4.2x10712 14x1071 = 5.6x1012 ™ s
22. nap 3.3x10-1" + 8.4x109 ™ 9.0x10 1 £ 2.2%1010 ns s

Emax (% = S.E.M.)

Ep és denudalt uterus

Uterusz Denudalt uterusz ssszehasonlitisa
nem vemhes 341+£2.0 453+1.8 a
5. nap 50.3+£23° 41.7£1.7 ns
15. nap 441£1.8m 473+£1.4m ns
18. nap 404£1.6 31.8+1.8°¢ ns
20. nap 375+£14n 46.6£1.1°¢ c
22. nap 274+1.2° 307£1.5¢ ns

3. tablazat: A kisspeptin kalkuldlt EC50 és Emax értékei. ns: nem szignifikans, aP<0.05, bP<0.01,
cP<0.001

A kontraktilitasi vizsgélatokat az 5. napos vemhes uterusz esetében, kisspeptin-234 trifluor-
acetat (Kisslr antagonista) jelenlétében is elvégeztiik annak igazolasara, hogy a hatds valoban
a Kiss1r receptoron keresztiil jon létre. A kisspeptin-234 trifluoracetat gatolta a KISS1 94-121
relaxalo hatasat, hiszen a maximalis hatas 40%-os csokkenését tapasztaltuk (4. abra, 4.

tablazat).
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4. abra: A kisspeptin dozis-hatas gorbéje 5 napos vemhes uterusz esetében, a Kisslr antagonista

kisspeptin-234 trifluoroacetat jelenlétében.

ECso (M + S.E.M.) Emax (0/0 + S.E.M.)
5 napos vemhes uterusz 2.1x10710 £ 3.3x10°10 49.0+3.1
5 napos vemhes uterusz + antagonista 1.5x10710 & 1.0x10-10ns 29.1+3.1¢

4. tablazat: A kisspeptin kalkuladlt EC50 és Enmax értékei Kisslr antagonista jelenlétében. ns: nem
szignifikans, cP < 0.001

RT-PCR és Western blot analizis eredménvei

Kijelenthetd, hogy a LEPR receptorok jelenléte szignifikdns mind a nem vemhes, mind a
vemhes patkany méhszdvetben. A legmagasabb mRNS és fehérje expressziot az 5. vemhességi
napon, valamint a vemhesség késoi szakaszdban mértiik. A 15. és 18. napon az expresszioban
atmeneti csOkkenést tapasztaltunk. Az endometrium eltadvolitasa csak a vemhesség 5. napjan

eredményezett szignifikdns csokkenést az mRNS ¢és fehérje mennyiségében (5. dbra).

10
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5. abra: A RT-PCR és Western blot analizis eredményei. A LEPR mRNS és fehérje expresszioja nem
vembhes, illetve vemhes €p (teli oszlopok), valamint denudalt (sdvozott oszlopok) méhszévetben. NP:
nem vemhes ép uterusz, NP-M: nem vemhes denudalt uterusz (miometrium), #: el6z6 vemhességi

naphoz viszonyitva; *: ép uteruszhoz hasonlitva; *p<0.05, #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001

Az AdipoR1 expresszidja a nem vemhes és az 5 napos vemhes méhszdvetben volt a
legnagyobb. Nem vemhes szovetekben az endometrium eltdvolitdsa szignifikansan
csOkkentette az mRNS ¢és fehérje expressziot. Vemhesség sordn a 15. naptdl mérsékelt
csokkenést tapasztaltunk a receptor expresszidban. A 18. vemhességi naptdl az endometrium
eltavolitasa nem csokkentette szignifikdnsan az mRNS ¢és a fehérje mennyiségét (6. abra).

Az AdipoR2 mRNS és fehérje expresszidja a 15. napon volt a legmagasabb. Az endometrium
eltavolitdsa dramaian csokkentette a receptor mRNS expresszidjat a 15. és 20. napon, valamint
a fehérje expressziot a vemhesség teljes idoszaka alatt. A vemhesség késdi szakaszaban az

AdipoR2 jelenléte a miometriumban gyakorlatilag minimalis volt (7. abra).
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6. abra: A RT-PCR és Western blot analizis eredményei. Az AdipoR1 mRNS ¢és fehérje expresszioja
nem vembhes, illetve vemhes ép (teli oszlopok), valamint denudalt (savozott oszlopok) méhszovetben.
NP: nem vemhes ép uterusz, NP-M: nem vemhes denudalt uterusz (miometrium), #: el6z6 vemhességi

naphoz viszonyitva; *: ép uteruszhoz hasonlitva; **p<0.01, ***p<0.001, #p<0.05, ##p < 0.01
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7. abra: A RT-PCR és Western blot analizis eredményei. Az AdipoR2 mRNS ¢és fehérje expresszioja
nem vembhes, illetve vemhes ép (teli oszlopok), valamint denudalt (savozott oszlopok) méhszovetben.
NP: nem vembhes ép uterusz, NP-M: nem vemhes denudalt uterusz (miometrium), #: el6z6 vemhességi

naphoz viszonyitva; *: €p uteruszhoz hasonlitva; *p<0.05, ***p<0.001, #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001

A Kisslr expressziojanak meghatarozasakor a legmagasabb mRNS szintet a nem vemhes €s az
5 napos vemhes méhszdvet esetében, a legalacsonyabb expressziot pedig a 15. vemhességi
napon észleltiik (8. dbra). Az endometrium eltavolitasa csak a nem vemhes méhszovet esetében
okozott szignifikdns csokkenést a receptor mRNS mennyiségében. A legmagasabb Kisslr
receptor fehérje szintet a nem vemhes ép, illetve denudalt uteruszban mértiik (9. dbra), de
szignifikans expresszidt tapasztaltunk az 5. napon is. Jelentds csokkenés figyelhetd meg a
Kiss1r receptor fehérje mennyiségében az 5. naptdl a 15. napig. Az endometrium eltavolitasa
csOkkentette az expresszalt Kiss1r mennyiségét, de ezek a valtozdsok nem voltak statisztikailag

szignifikansak.
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8. abra: A Kisslr mRNS expresszidjanak valtozasa a vemhesség soran €p (teli oszlopok), valamint
denudalt (savos oszlopok) uteruszban. +: €p uteruszhoz hasonlitva; * és #: el6z6 vemhességi naphoz
hasonlitva. np: nem vemhes ép uterusz, np_m: nem vemhes denudalt uterusz (miometrium), +P<0.05,

#H#P<0.001, ***P<0.001, n=4
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9. abra: A Kisslr fehérje expresszidjanak valtozasa a vemhesség soran ép (teli oszlopok), valamint
denudalt (savos oszlopok) uteruszban. * €s #: el6z6 vemhességi naphoz hasonlitva. np: nem vemhes ép
uterusz, np_m: nem vemhes denudalt uterusz (miometrium), ***P<0.001, ##P<0.01, ###P<0.001, n=4-

7
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Fluoreszcens immunhisztokémia

A LEPR receptorok festddésének intenzitdsa erds volt mind a nem vemhes, mind a vemhes
uterusz mintdkban, azonban a receptorok expresszidja a nem vemhes szovetek simaizom
rétegeiben volt a legmarkansabb. A vemhes szovetek esetében is a LEPR jelenléte elsdsorban
a miometriumra korlatozodott, kivéve az 5. napot, amikor az endometriumban nagyobb

intenzitast észleltiink (10. abra).
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10. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek nem vemhes és vemhes patkany

méhszovet metszeteir6l LEPR immunhisztokémia utan. A: nem vemhes, B: 5. nap, C: 15. nap, D: 18.

nap, E: 20. nap, F: 22. nap, MM: miometrium, EM: endometrium. Skala: 50 um

Az AdipoR1 receptorok esetében a nem vemhes €s korai vemhes mintak izom- és endometrialis
rétegei erdés immunfestodést mutattak, amely azonban a vemhesség végéhez kozeledve
lecsokken (11. abra). Az AdipoR2 mért legmagasabb expressziojat a 15. napon a fluoreszcens
mikroszkopos felvételek is igazoljak. A legalacsonyabb festddési intenzitds a nem vembhes, az
5 és a 18 napos vemhes szovetekben volt tapasztalhatd. Az AdipoR2 endometrialis expresszidja

jelentds volt a vemhesség kozépso €s késdi szakaszaban (12. abra).
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11. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek nem vemhes és vemhes patkany

méhszovet metszeteirdl AdipoR1 immunhisztokémia utan. A: nem vemhes, B: 5. nap, C: 15. nap, D:

18. nap, E: 20. nap, F: 22. nap, MM: miometrium, EM: endometrium. Skéla: 50 um

12. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek nem vemhes és vemhes patkany
méhszovet metszeteirdl AdipoR2 immunhisztokémia utan. A: nem vemhes, B: 5. nap, C: 15. nap, D:

18. nap, E: 20. nap, F: 22. nap, MM: miometrium, EM: endometrium. Skéla: 50 um
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A Kisslr receptorok legintenzivebb festddését a simaizomrétegekben tapasztaltuk, mig a
receptorok endometrialis jelenléte kevésbé volt szignifikans (13. dbra). A nem vemhes és az 5
napos vemhes méhszovetben a receptorok jelenléte markans volt, de az expresszid a vemhesség
vége felé fokozatosan csokkent, és ez a csokkenés kiilonosen az endometriumban volt
latvanyos. A 18. vemhességi naptol kezdve a receptorok elsdsorban a méh simaizomrétegeiben

expresszalodnak.

13. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek nem vemhes és vemhes patkany
méhszovet metszeteirdl Kisslr immunhisztokémia utdn (z6ld). A sejtmagok jeldlésére DAPI-t
hasznaltunk (kék). P: perimetrium, ML: hosszanti simaizomzat, MC: korkorés simaizomzat, E:

endometrium, &:ér.

Diszkusszio

Eredményeinkkel igazoltuk, hogy a leptin, az adiponektin és a kisspeptin jelentdsen
befolyasoljak a nem vemhes, illetve a vemhes patkany méhizomzat kontraktilitdsat. Bemutattuk
tovabba a miometrialis és endometridlis receptorok expressziojanak valtozasait a vemhesség
soran, valamint azt, hogy ezen adipokinek hatdsai hogyan modosulnak a vemhességi id6szak
alatt.

Megerdsitettiikk a korabbi feltételezéseket, melyek szerint a LEPR expresszalodik a
méhszovetben. Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a leptin receptorok a nem vemhes
méh simaizomszovetében fejezddnek ki elsdésorban. Bar az endometrium eltavolitdsa utan
tapasztalt csokkenés az expresszioban nem volt szignifikans, a leptin altal kivaltott relaxalo
hatasban jelentds csokkenést tapasztaltunk. Eredményeink arra utalnak, hogy az endometrialis
receptorok modosithatjak a leptin méh kontraktilitdsra gyakorolt hatasdt a nem vemhes

szovetekben. Korai vemhességben a LEPR nagy mértékben expresszalodik az
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endometriumban, a receptorok szama azonban a vemhesség kdzepén lecsokken, és a receptorok
kifejez6dése a miometriumban valik jelentdssé. A vemhesség vége felé kozeledve mind az
endometrialis, mind a miometridlis receptorok mennyisége ujra megemelkedik. A leptin altal
kivaltott relaxalo hatas a vemhesség soran fokozatosan csokkent, az endometrium hidnyaban
azonban a leptin a vemhesség ideje alatt végig gatolni tudta a méhkontrakciokat. Az
immunhisztokémiaval szemléltetett valtozasok a receptorok disztribicidjaban jol korrelaltak
mind az RT-PCR, mind a Western blot vizsgalatok eredményeivel. Eredményeink alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy nem vemhes esetekben, valamint a vemhesség korai és kozépsod
szakaszaban mind az endometrialis, mind a miometrialis leptin receptorok relaxald hatést
kozvetitenek. A hatasban bekodvetkezett mddosulasok azonban nem voltak Osszhangban
azokkal a valtozasokkal, amelyeket a receptor mRNS és fehérje mennyiségekben tapasztaltunk.
Feltételezziik, hogy a megfigyelt relaxalé hatas csokkenésének hatterében a jelatviteli
mechanizmus vagy a leptin receptor érzékenységének esetleges megvaltozasa allhat.

Korabbi kisérletek mar bizonyitottdk az adiponektin receptorok jelenlétét a patkany
méhszovetben. Eredményeinkkel azonban igazoltuk, hogy jelentds kiilonbségek vannak a két
vemhes endometriumban jelentds, mig az AdipoR2 foként a simaizomszdvetben van jelen. Az
adiponektin csokkentette a kontrakciokat mind az ép, mind a denudalt méhszovet esetében,
azonban az endometrium hidnya csokkentette ezt a hatast. Eredményeink arra utalnak, hogy az
endometrialis AdipoR1 képes fokozni az adiponektin altal kivaltott relaxalé hatast. A
vemhesség elérehaladtaval az adiponektin relaxald hatasdban szignifikdns csokkenést
tapasztaltunk. Ezzel 6sszhangban a receptorok mennyisége is lecsokken a vemhesség végére,
melyet immunhisztokémiai vizsgélatokkal is igazolni tudtunk. Feltételezziik, hogy a korai
terhességben az endometridlis receptorok a kontraktilitas fokozasaban jatszanak szerepet,
jelentdségiink azonban a vemhesség végére lecsokken.

A kisspeptin/Kiss1r rendszer elemeit szintén azonositottak korabban a méhszovetben, de eddig
nem alltak rendelkezésre egyértelmli adatok a kisspeptin uterusz kontraktilitasra gyakorolt
hatasairol. Vizsgalatainkban a KISS1 94-121 gatolta a kontrakciokat mind a nem vemhes, mind
a vemhes méh esetében. Bebizonyitottuk, hogy a kisspeptin valoban a Kisslr receptorhoz
kotédve fejti ki ezen hatasait, hiszen a KISS1 94-121 relaxaldé hatdsat a kisspeptin-234
trifluoroacetat, amely egy Kisslr antagonista, szignifikansan csokkentette az 5 napos vemhes
méhszovet vizsgalatakor. A KISS1 94-121 a vemhesség korai szakaszaban, amikor a Kisslr
mRNS és fehérje mennyisége is szignifikans volt, jelentdsen csokkentette a méhkontraktilitast,

azonban a vemhesség vége fel¢ kozeledve szignifikans csokkenést tapasztaltunk a relaxalo
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hatasban. Ismert, hogy a nem vemhes méh aktivitasa patkdnyok esetében altaldban alacsony,
mig a vemhesség 5. napja az embrid bedgyazodasanak idészaka, amely folyamathoz szintén a
méh relativ nyugalmi allapota sziikséges. A Kisslr expressziojanak csokkenését az
immunhisztokémiai vizsgalatok eredményei is megerdsitették, mivel a vemhesség végének
kozeledtével a Kisslr festddése egyre gyengébb intenzitast mutatott. Eredményeink alapjan
kijelenthetjiikk, hogy a kisspeptin receptorok a vemhesség soran tilnyomorészt a méh
simaizomszovetben expresszalodnak. Feltételezziik, hogy az endometridlis receptoroknak
mégis fontos szerepe lehet a kisspeptin relaxald hatdsanak szabalyozasaban. Ismert ugyanis,
hogy az endometrium szerepet jatszik a kontraktilitds szabalyozasdban azaltal, hogy a
simaizomzat miikodését befolyasoldo anyagokat termel. Eredményeink arra utalnak, hogy
bizonyos, jelenleg még nem teljesen ismert endometridlis mechanizmusok befolyasolhatjk a

Kiss1r jelatvitelét, €s ezaltal a kisspeptin hatasat.
Konkluzié

Igazoltuk a leptin, az adiponektin és a kisspeptin receptorok jelenlétét a nem vemhes és vemhes
méhszovetben, valamint bemutattuk ezen adipokinek méhkontraktilitdsra gyakorolt hatasait.
Eredményeinkbdl arra kdvetkeztetiink, hogy az endometridlis leptin, adiponektin és kisspeptin
receptorok fontos szerepet toltenek be ezen adipokinek méhkontrakciokra gyakorolt hatasainak
szabalyozasaban. Eredményeink alatamasztjdk azt az elképzelést, mely szerint egyes
adipokinek hozzajarulnak a méh nyugalmi allapotanak fenntartasahoz a terhesség korai és
kozépso szakaszaban, de azt is jelzik, hogy a vemhesség végéhez kozeledve ezen adipokinek
szerepe egyre kevésbé jelentdssé valhat. Osszefoglalva, elséként mutattuk be a leptin,
valtozdsokat a vemhes méhszovetben, valamint ezen adipokinek méh simaizomszdvetre

gyakorolt hatdsainak médosulasat a terhesség eldrehaladtaval.
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