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1. BEVEZETES

Az aquaporinok (AQP) kis integralt membranfehérjék, amelyek a bioldgiai membranokon
keresztiili vizszallitasért felelosek és kulcsfontossagtiak a sejtek tulélésében €és az anyagcesere
folyamatokban. Miikddésiik szabdlyozhatd genetikai modositassal, foszforilacioval ¢és
kiilonb6z6 kornyezeti tényezok, mint példaul a pH-érték, a hémérséklet, vagy az oldott anyagok
kulcsszerepet jatszva a viz homeosztazisanak fenntartasaban. Tizenegy AQP izoformat
azonositottak napjainkig az emlds reproduktiv rendszerben. Nokben az AQP-0k szabalyozzak
a magzatviz dramlésat, a méhlepény miikodését, a myometrium 6sszehuzodasait és a méhnyak
érését. A reproduktiv rendszer vizhdztartasdinak AQP-okon keresztiili egyensulya
elengedhetetlen az egészséges terhességhez ¢€s sziiléshez.

Az AQPS5 a klasszikus aquaporinok csaladjaba tartozik, szelektiven vizet szallit, de eldsegitheti
kismolekulak, mint példaul a H2O2 és a CO» athaladasat is a membranokon. Széles korben
expresszalodik szekrécids szovetekben, belsé szervekben, reproduktiv szdvetekben és
neurologiai strukturakban is. A reproduktiv rendszerben az AQP5 jelen van a terhes méhben,
ahol a terhesség alatt dinamikusan valtozik az expresszidja. Ezt a valtozast a progeszteronszint
ingadozésa erdsen befolyadsolja. Az AQPS expresszid valtozdsai a terhes méhszovetben
korrelalnak a méhmiikodéssel és a sziilés meginduldsanak kezdetével.

Korasziilésként a betoltott 37. terhességi hét eldtt torténd sziilést definialjuk. A korasziilés a
csecsemoOkori mortalitds €s morbiditasok egyik vezetd oka. A Kklinikumban jelenleg olyan
tokolitikumokat alkalmaznak a korasziilés kezelésére, mint példaul a f-mimetikumok, COX-
gatlok, kalciumcsatorna-blokkolok, magnézium-szulfat és oxitocin receptor-antagonistak. Ezek
a kezelések azonban csak rovid ideig képesek késleltetni a sziilést, illetve sok mellékhatassal
jarhatnak, ami indokolja az 0] terapias lehetoségek feltérképezésének sziikségességét. Az AQP-
ok, kiilondsen az AQPS5, igéretes célpontok lehetnek az uterus simaizom-aktivitasanak és a
sziilés meginduldsanak szabalyozasaban.

A tranziens receptor potencial (TRP) csatornacsalad nem szelektiv kalcium-permeabilis
fehérjékbdl all, amelyek kiilonb6z6 ingerek molekularis szenzoraként miikodnek. A TRPV
(vanilloid) alcsalad hat tagot foglal magaban (TRPV1-6), amelyek koziil a TRPV4 dont
szerepet jatszik az ozmotikus szabalyozasban és a mechanoszenzoros érzékelésben. A TRPV4
széles korben expresszalodik a simaizomsejtekben, beleértve a méhet is, ahol hozzajarul a

kalcium-homeosztazishoz és a kontraktilitas szabalyozasahoz.



Az AQP és a TRPV4 csatorndk tobb fiziologiai rendszerben, tobbek koézott az agyban, a
vesékben ¢€s a légzdrendszerben is kolcsonhatasba 1épnek. A reproduktiv rendszerben az AQP5
¢s a TRPV4 inverz expresszios mintdzatot mutat a terhesség alatt, amelyet a progeszteron
szabalyoz. Az AQPS5 expresszidja progeszteron hatdsara nd, mig a TRPV4 expresszidja
csokken. A sziiléshez kozeledve a progeszteronszint csokken, ami fokozott TRPVA4-
expressziohoz  és  kalcium-bearamlashoz  vezet, ez  pedig hozzajarulnat a
méhosszehtizodasokhoz. Ez a kolcsonhatds arra utal, hogy az AQPS5-TRPV4 kdlcsonhatas

célzott kezelése 1j terapias megkozelitést jelenthet a korasziilés megeldzésére.
2. CELOK

A kutatas {6 célja az AQPS méhdsszehuzddasokban betdltott szerepének vizsgalata és ezaltal a
korsziilés folyamataban betoltott szerepének meghatarozasa. Vizsgalataink célja (1.) az
ozmotikus utvonal, azon beliil az AQP5 és a TRPV4-csatorndk egyiittmiikodésének vizsgalata
volt a patkany méhben, a természetes TRPV4 antagonista citral segitségével in vitro és in vivo
kisérletekben egyarant. Tovabba bizonytani szerettiik volna (I1.) az AQPS5 fiziologias szerepét
a sziilésben, az uterus kontrakcidokra gyakorolt hatdsdra Osszpontositva siRNS allatmodell
segitségével. Kovetkez6 célunk (111.) a receptor-kozvetitett Gitvonal feltarasa volt az AQPS5 és
az adrenerg rendszer kozotti kdlcsonhatés vizsgalataval, terbutalin, doxazozin és HgCl2 kezelés
segitségével. Végezetiil (IV.) megvizsgaltuk az AQP5 expresszids mintazatat human uterus-,
placenta- és plazmamintakban a terhesség kiilonb6z6 szakaszaiban, valamint az elhizashoz

kapcsolddo terhességi szovodményekben valo lehetséges részvételét.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. ALLATKiSERLETEK

A Sprague-Dawley patkanyokat ellendrzott koriilmények kozott tartottuk (22 + 3 °C, 30-70%
paratartalom, 12/12 oras vilagos/sotét ciklus). Standard ragcsalotapot és vizet ad libitum kaptak.
Az allatokon végzett kisérleteket az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs jovahagyasaval
végeztiink (nyilvantartasi szam: 1V/2767/2020). Az ivarérett patkdnyokat iddzitett kapuval
ellatott ketrecekben paroztattuk. Hiivelykenetek vételével allapitottuk meg a vemhességet.
3.1.1. Invivo vizsgalatok

Citral kezelés és korasziilés modell: A patkanyokat 6t csoportra osztottuk: kontroll, vivéanyag-
kontroll (olivaolaj, per 0s), citral (240 mg/kg, per os), LPS (50 pg, i.p.) és LPS+citral. A
korasziilés megindulasat a mobilitas, a fészeképités és a hiivelyi vérzés alapjan hataroztuk meg.
SIRNS kezelés: Az éallatokat a vemhesség 21. napjan kezeltiik AQPS5 siRNS-sel (1 mg/kg, i.p.),

meghataroztuk az ellés idejét, €s megmértiik az AQPS expresszi6 valtozasait.
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Terbutalin és doxazozin kezelés: A patkanyokat terbutalinnal (10 mg/kg, s.C.) és doxazozinnal
(5 mg/kg, per os) kezeltiik, majd a kezelés utan 30, 60 és 90 perccel gyiijtottiink méhszoveteket.
3.1.2. In vitro vizsgalatok

A 22 napos vemhes patkanyok uterus szoveteit eltavolitottuk, és izolalt szervfiirdébe helyeztiik.
Ezt kovetéen a KCl-oldattal kivaltott myometrialis kontrakciokat mértiik, és értékeltiik a citral,
az siRNS ¢és a HgCl2 kezelések hatésat.

3.2.  HUMAN VIZSGALATOK

Mintagytijtés: A Szegedi Tudoményegyetemen elektiv csdszarmetszésen atesett normalis és
elhizott (BMI > 30 kg/m?) terhes nék keriiltek felvételre. Befogadasi kritériumok: magzati
kockazattal jaro egyes, tehat nem ikerterhességek. A human vizsgalati protokollt a Szegedi
Tudomanyegyetem Klinikai Kutatasietikai Bizottsaga hagyta jova (Ref. sz. 57/2020-SZTE). A
vizsgalatot a Helsinki Nyilatkozat elvei szerint végeztiik. Minden résztvevd teljeskori
tajékoztatast kovetden irasbeli beleegyezést adott. Uterus, placenta és vérmintakat gytijtottiink.
3.3.  MOLEKULARIS BIOLOGIAI VIZSGALATOK

RT-PCR vizsgalatok: A total RNS-t patkany €s human uterus szovetekbdl a Chomczynski és
Sacchi altal leirt guanidinium-tiocianat-fenol-kloroform extrakcios eljarassal nyertiik ki. Az
AQPS5 és a TRPV4 génexpresszidjanak elemzésére valos idejii, RT-PCR-t alkalmaztunk. A
PCR technologia kivitelezéséhez ABI StepOne Real-Time késziiléket hasznaltunk,
reakcioelegyként pedig a TagMan RNA-to-Ct-Step One Kit szolgalt. Minden minta mRNS
tartalmanak meghatarozasat haromszor ismételtiilk meg. Az attorési ciklusszam a fluoreszcens
jel alapjan Cr-ként lett definialva.

Western Blot analizis: A fehérjemintakat homogenizaltuk, 50 pug fehérje mintat hasznaltunk az
elektroforézishez 4-12%-0s NUPAGE Bis-Tris gélen XCell SureLock Mini-Cell Units
késziilékben. A fehérjéket a gélekrdl nitrocelluldz membranra transzformaltuk iBlot Gel
Transfer System segitségével. A membranokat AQP5, TRPV4 ¢és B-aktin elsddleges
poliklonalis antitesttel (1:200) egy éjszakat inkubaltuk blokkold oldatban. Az antitestek
kotddését Western Breeze® Chromogenic immunodetection kit segitségével detektaltuk.
ELISA vizsgdlatok: Az AQPS5 koncentraciot human plazmaban és a CREB szinteket patkany
uterus szovetmintakban ELISA kitekkel mértiik. A vérmintakat EDTA-val bevont polietilén
csovekbe gyijtottik, 1500 g-vel centrifugaltuk 10 percig 5 °C-on, ezutan pedig -80 °C-on

crer

koncentraciot a patkany uterus szovetben ELISA Kitek segitségével a gyartd utasitasait kovetve



mértiik meg. Az optikai denzitas értékeket SPECTROStar Nano mikroplate spektrofotométerrel
allapitottuk meg 450 nm-en.

3.4. STATISZTIKAI ANALIZIS

Az adatokat a Prism 10.2.1 szoftver (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
segitségével elemeztiik. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszt (Dunnett's post hoc
teszttel) vagy parositatlan t-proba segitségével hataroztuk meg, és az eredményeket atlag + az

atlag standard hibgja (SEM) formdjaban mutattuk be. A szignifikancia szintje p < 0,05 volt.
4. EREDMENYEK

4.1. AZ ALLATKISERLETEK EREDMENYEI
4.1.1. Citral kezelés

4.1.1.1. Kontraktilitasi vizsgalatok
A KCI 4ltal indukalt kontrakcios valaszt a citral kezelés (10°-102 M) dézis fiiggden gatolta a
22 napos vemhes patkany uterusban (1. dbra). A relaxald hatas alacsonyabb koncentracioban
(108-10° M) kevésbé volt szignifikans, mint a magasabb koncentracioknal (10%-102 M), ahol
meredeken nott. A citrdl maximalis relaxald hatasa 62,9% =+ 2,5 volt, mig az ECsp érték 2.16 x

10 +6.07 x 10°° M volt.
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1. dbra. A citral kezelés (10°-102 M) in vitro kumulativ koncentricio-valasz gorbéje 22 napos
vembhes patkany uterusban. A kontrakci6 valtozasat a gorbe alatti teriilet (AUC) modszerrel hataroztuk
meg, €¢s a KCI altal kivaltott kontrollkontrakciok AUC-javal &sszehasonlitva % + S.E.M. értékben
fejeztiik ki. n = 6.

4.1.1.2. Molekularis biologiai vizsgalatok
A 22 napos terhes uterusok in vitro citral kezelését (10 uM 2 6ran keresztiil) kovetden az AQPS
mRNS és fehérje expresszidja szignifikansan megnétt a kontrollhoz képest (2. dbra A, B). A

TRPV4 expresszidjanak valtozasa azonban nem volt szignifikans (2. dbra C, D).
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2. abra. Az AQP5 mRNS (A) és fehérje (B, 35 kDa), valamint a TRPV4 mRNS (C) és fehérje (D,
105 kDa) expressziéjanak valtozasa 22 napos vemhes patkany uterusban citral kezelést kovetéen,
in vitro. p-aktint (43 kDa) hasznaltunk endogén kontrollként. C: kontroll uterus, Cit: citrallal kezelt
uterus, ns > 0,05; *** p <0,001; a kontroll uterus mintahoz hasonlitva. n = 6.
4.1.1.3. A vemhesség hosszanak in vivo vizsgalata

A kontroll patkdnyoknal az ellés id6pontja altalaban a 22. vemhességi nap reggelére esett (t =
11,9 £ 0,5 6ra). A vemhességi id6szak hossza szignifikdnsan megnétt (a 22. napi atlagos ellési
1d6: 15,9 = 0,9 h) a vivoanyaggal (olivaolajjal) torténd kezelést kdvetden. A citral kezelést
kovetden a vemhességi idészak tovabb hosszabbodott (t = 28,6 + 2,3 h) normal vemhességhez
viszonyitva (3. dbra A). A vizsgalatok soran egyik csoportban sem tapasztaltunk adverz
hatasokat.

A gyulladas altal indukalt korasziilés modellben (LPS-kezelés) az ellés idépontja a vemhesség
20. napjanak éjszakajara esett (t=0,8 + 1,5 6ra). Az LPS-kezelt allatokban az ellés idépontjaban
(t = 1,6 £ 1,0 h) a vivoanyag-kontroll kezelést kovetden nem észleltiink szignifikans
valtozéasokat. A citral kezelés szignifikdnsan hosszabb vemhességi id6t eredményezett az LPS-

kezelt patkanycsoportban, az ellés idépontja a vemhesség 22. napjanak hajnalara tolodott Ki (t

=54+ 5,5h) (3. dbra B).
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3. abra. A normal vemhesség (A) és a bakterialis lipopoliszacharid (LPS) altal indukalt korasziilés
(B) ellési idejének valtozasai. C: kontroll, O: olivaolajjal kezelt, Cit: citrallal kezelt, LPS + O:
lipopoliszachariddal és olivaolajjal, LPS + Cit: lipopoliszachariddal és citrallal kezelt allatok. ns > 0,05,
*p < 0,05, *** p < 0,001; a kontroll vagy LPS-sel kezelt allatokhoz képest. n = 6-8; kontroll n = 16
4.1.2. siRNS-sel torténé vizsgalatok

Az siRNS kezelés szignifikdnsan csokkentette az AQP5 mRNS és fehérje expresszigjat a
kontroll csoporthoz képest (4. abra A), amely azt mutatja, hogy a kezelés hatasara az AQP5
csatornak down-regulacioja kovetkezett be a vemhes patkany uterusban. A kontroll allatok
fiziologias sooldatot kaptak, és a vemhesség 22. napjanak reggelén ellettek (11,88 + 0,4848
ora), ezzel szemben az AQP5 siRNS-sel kezelt csoportban az allatok vemhességi ideje rovidebb
volt (7,95 + 1,758 ora), szignifikansan korabban ellettek, mint a kontroll vemhes patkanyok (4.
abra B). A patkanyok AQPS siRNS-sel torténd kezelése jelentdsen megnovelte (kiillonbség:
148,2 £ 57,56 %) a KCI altal kivaltott in vitro méhdsszehtizodasokat a kontroll allatokhoz
képest (4. abra C).
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4. abra. Az siRNS-kezelés hatasai. Az AQPS5 mRNS és fehérje expressziojanak valtozasa (A), az ellés
ideje (B) és az in vitro uterus kontrakciok (C) a kontroll és az AQP5 siRNS-sel kezelt patkany uterusban.
*p < 0,05 és **p < 0,01 a kontrollhoz képest. n = 6

4.1.3. Terbutalin és doxazozin kezelés

30 és 60 perccel a terbutalin beadasat kovetden az AQPS expresszidja szignifikdnsan megnott
a vemhes patkany uterusban, és szignifikansan csokkent a 90. percben vett uterus mintakban
(5. dbra A). Az AQPS5 fehérje expresszidjanak valtozasai kovették az mRNS expresszio
valtozasait, és 30 perccel a beadast kovetden tetdztek (5. dbra B). A doxazozin beadasat
kovetden nem volt szignifikans valtozas az AQP5 mRNS és fehérje expressziojaban (5. dbra

C, D).
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5. abra. Az AQP5 mRNS (A) és fehérje expresszidjanak valtozasa terbutalin (B) és doxazozin

kezelés (C, D) utan a vemhes patkany uterusban. ns > 0,05; *p < 0,05, ***p < 0,001; a kontroll uterus

mintakhoz képest. n = 8
4.1.4. HQCl. vizsgalatok

A 22 napos vemhes patkany uterusok in vitro izolalt szervfiirdé vizsgalataban a HgCl> kezelés
ndvelte az uterus kontrakciok aktivitasat, amit a spontan dsszehuzddasok megndvekedett AUC

(gorbe alatti teriilet) értékei alapjan mértiink. A mésik csoportban a HgCl kezelést kovetden a

noradrenalin (NE) altal kivaltott 6sszehtizodasok dramaian csokkentek (6. dbra A).

A HgClz-dal kezelt csoportokban az AQPS5 mRNS expresszioja jelentdsen csokkent a
kontrollcsoportokhoz képest (6. @bra B). A HgCly szignifikansan csokkentette a fehérje

expressziojat NE jelenlétében az NE-vel kezelt kontrollcsoportban 1év6 uterusokhoz képest (6.

dbra C).
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6. abra. Az uterus simaizom osszehizédasanak (A), az AQP5 mRNS (B) és a fehérje
expresszidjanak (C) gorbe alatti teriillet (AUC) értékeinek valtozasa a spontan és NE-indukalt
méhosszehuzédasokban a HgCl, kezelés elétt és utan. ns p > 0,05, *p < 0,05, **p < 0,01 a kontrollhoz
képest. #p < 0,05 az NE-vel kezelt uterushoz képest.

Az NE koncentraciofiiggd uterus kontrakciot valtott ki, amelyet a HgClz kezelés csokkentett.
Terbutalin jelenlétében az NE koncentracio-valasz gorbéje lefelé tolodott, ez a relaxald hatas
koncentraciofiiggd csokkenését jelentette. A HgClz kezelés megsziintette az NE relaxalo
hatasanak ezt a koncentraciofiiggését terbutalin jelenlétében (7. dbra A). A propranolol nem
modositotta az NE uterus kontrakciot serkentd hatasat, de a doxazozin lefelé tolta azt.
Propranolol jelenlétében a HgCl> kezelés az NE hatasat relaxéciora forditotta, ami doxazozin

jelenlétében nem valtozott (7. dbra B).
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7. abra. A noradrenalin (NE, 10! — 107 M) dozisfiiggé hatisa a terhes uterus kontrakciékra (22.
nap) onmagaban vagy HgCl,, terbutalin (Terb) 107 M, propranolol (P) és doxazozin (Doxa) 10~

M kombinaciéban.

Substance EC50 (M) Emax (%)

NE 44+1.1x10° 629+ 11.1
NE+T 49+ 1.4x 10" 63.0+9.7
NE+HgCl, 28+0.7x10° 28.1 + 6.4%*
NE+HgCl+T 3.1 4 1.8 x 107 0x -50.8 & 8.3%++

1. tablazat. A noradrenalin ECs, és Emax értékek valtozasa HgCl, kezelés nélkiil vagy azt kovetéen
terbutalin jelenlétében vagy onmagaban. NE: noradrenalin (101'-107 M), T: terbutalin (107 M),
ECso: fél maximalis hatékony koncentracid, Emax: maximalis kontrakcidés hatds (a negativ eldjel
relaxaciot jelent), *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.

Substance EC50 (M) Emax (%)
NE+P 75+1.9x10® 63.0+15.6
NE+P+Doxa 1.5+0.6 x 10°%* 8.6+ 3.1%*
NE+P+HgCl, 3.0 % 1.2 x 107Hhex 40,0 + 8.1%¥x
NE+P+HgCl,+Doxa 9.1 +2.7 x 107 6.7 + 9.5%%*

2. tablazat. A noradrenalin ECso és Ennax értékek valtozasa HgCl, kezelés nélkiil vagy azt kovetoen
propranolol vagy propranolol-dexazozin kombinacié jelenlétében. NE: noradrenalin (101-107 M),
P: propranolol (107 M), Doxa: doxazozin (107 M), ECso: fél maximalis hatékony koncentracid, Emax:
maximalis kontrakcio hatas (a negativ elGjel relaxaciot jelent), p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.

4.1.5. CREB-esszé

Megvizsgaltuk a cAMP-reszponziv elem-kot6 fehérje (CREB) szintjét az uterusban, amelyet in

vitro kezeltiink noradrenalin (NE), HgCly, terbutalin és doxazozin kiilonb6z6 kombinacidival.
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A HgCl> kezelés nem okozott valtozast a CREB szintjében a NE-vel kezelt uterusban, azonban
a P2-receptor agonista terbutalin, szignifikdnsan csokkentette a CREB fehérjeszintjét NE-
kezelést kovetden, amit a HYCl, tovabb fokozott. Ezzel szemben az ai-antagonista doxazozin
nem okozott szignifikans valtozast a CREB fehérjeszintjében sem HgClo-dal, sem anélkiil (8.

abra).

—
g

ns

CREB koncentracioé (ng/ml)
()}

o

T T T T
NE NE+HgCl, NE+T NE+T+HgCl, D+NE D+HgCl,+NE

8. abra. A CcAMP-reszponziv elem-koté fehérje (CREB) koncentraciojanak valtozasa HgCly,
terbutalin (T) és doxazozin (D) Kkezelés utan noradrenalin (NE) altal kivaltott kontrakcios

mintakban. ns p > 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 az NE-vel kezelt uterus mintakhoz képest.

4.2. A HUMAN VIZSGALATOK EREDMENYEI

4.2.1. Az AQPS5 expressziojanak valtozasa a méhben és a plazmaban
Megvizsgaltuk az AQP5 mRNS és fehérje expresszidjanak valtozadsait a human uterusban
kiilonb6zé terhességi hetekben. Azt talaltuk, hogy mind az AQP5 mRNS-, mind a
fehérjeexpresszidja jelentdsen megnétt a 34. héten a 41. terhességi héthez képest (9. dbra A).
Mig a normal terhességi hetekben (36-41. terhességi hét) az AQPS expresszidja nem valtozott
jelent6sen, csak a fehérje expresszidja csokkent a 36. terhességi héten (9. dbra B).

A terhesség 34. hetébdl szadrmazd plazmamintdkban az AQPS5 koncentracidja jelentds
novekedését mutatott a nem terhes kontroll és a normal terhesség tobbi hetébdl szarmazo

mintakhoz képest képest (10. dbra).
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9. abra. Az AQP5 mRNS (A) és fehérje (B) expresszidjanak valtozasa a normal terhesség

kiilonb6z6 heteiben human uterus mintakban. ns p > 0,05, * p < 0,05, *** p < 0,001 a terhesség 41.

hetéhez képest.

2.0
c
3
BE 15-
£85
ég 1.0+
SE :
=< 3
gi
T 054
<3
=
0.0~

a1

o

39 38 36 34

terhességi hetek

c

10. abra. AQP5 koncentraci6 a kiilonb6zo terhességi hetekben normal terhes és nem terhes (C)

human plazmamintakban. ns: p > 0,05, ** p < 0,01 a kontrollhoz képest.

4.2.2. Az AQPS expressziojanak valtozasa elhizott terhes nokben

Az elhizott anyak méhében az AQPS5 mRNS ¢és fehérje expresszidja szignifikdnsan megnott

(11. abra) a normal sulyt anyakéhoz (kontroll) képest. Az elhizott anyak placenta szoveteinek

a kontrolléval vald Osszehasonlitasakor az AQP5 mRNS és fehérje expresszidjadban nem

tapasztaltunk valtozast (12. dbra).

>
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11. abra. Az AQP5 mRNS (A) és fehérje (B) expresszidjanak valtozasa normal silyd (non-Ob) és

elhizott (Ob) anyak méhében a terhesség harmadik trimeszterében; * p < 0,05, ** p < 0,01 a

kontrollhoz képest.
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12. abra. Az AQP5 mRNS (A) és fehérje (B) expressziojanak valtozasa a terhesség harmadik
trimeszterében elhizott (Ob) és nem elhizott (non-Ob) anyakbdl gyilijtott placenta

szovetmintakban; ns p > 0,05 a nem elhizott anyakhoz képest.

5. DISZKUSSZIO

A korasziilés (KSz) tovabbra is egy Kritikus globalis probléma, a csecsemoékori morbiditas és
mortalitas vezetd oka. Tekintettel a KSz tobbtényezds okaira, a hatékony megel6zési stratégiak
meghatarozasa kihivést jelent. A KSz patomechanizmusanak interdiszciplinaris kutatésa,
beleértve az AQPS csatorna uterus kontrakcidkban betdltott szerepének megértését, a tokolizis
lehetséges terapias célpontjaihoz vezethet.

51. ALLATKIiSERLETES EREDMENYEK

A kutatdcesoport korabbi munkai inverz korrelaciot mutattak ki az AQPS expresszid és az uterus
kontrakciok kozott. Bebizonyitottuk, hogy az ozmotikus tutvonal az egyik kulcsmechanizmus,
ahol az AQP5 expresszios valtozasai befolyasoljak az ozmotikus egyensulyt a késéi vemhes
uterusban, befolyasolva a TRPV4 csatorna aktivitasat és moduldlva a myometrium
kalciumszintjét. Patkanyokon végzett in vivo kisérleteink megerdsitették ezt az utvonalat,
bizonyitva, hogy a TRPV4 és az AQPS expresszioja Osszefiigg egymassal. A citral - egy
természetes TRPV4-antagonista - hasznalata lehetdvé tette szamunkra, hogy ezt a
mechanizmust vemhes allatokban vizsgaljuk. A citralt a biztonsagi profilja miatt valasztottuk,
mivel farmakokinetikai paraméterei jol dokumentaltak, ellentétben a szintetikus TRPV4-
antagonistakkal, amelyekre vonatkozdan nincs elegendd adat. A citrdl megnyujtotta a
vemhesség hosszat és dozistiiggd uterus relaxaciodt idézett eld, ami tovabb erdsiti az AQPS-
TRPV4 koélcsonhatas jelentOségét az uterusban. Az olivaolaj, kiilondsen annak oleokantal

Osszetevdje, szintén uterus relaxald hatdst mutatott, valoszinlileg a kalcium/PGF2 utvonal

hatasa nem volt megfigyelhetd, ami dsszetett kdlcsonhatasara utal korasziilésben.
Tovabba, megvizsgaltuk az AQPS5 szerepét a sziilés megindulasaban AQPS5 siRNS segitségével,

amely szignifikdnsan csokkentette az AQPS expressziojat. Ez a géncsendesités fokozott uterus
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kontrakciot €s korabbi sziilést eredményezett, amely alatdmasztja azt a hipotézist, hogy a
csokkent AQPS expresszi6 indukalja a sziilést.

A receptor-kdzvetitett itvonal, amely potencialisan egyiittmiikddik az adrenerg rendszerrel, az
AQP5 masik szabalyozasi mechanizmusat jelenti. Az AQPS koézvetlen in vivo vizsgalata
tovabbra is kihivast jelent a szelektiv farmakoldgiai eszk6z0k hianya miatt. Korabbi vizsgalatok
azonban azt jelzték, hogy a cAMP befolyasolja az AQP5 expresszidjat, amint az kiilonb6z6
szovetekben, tobbek kozott a tido epitélsejtjeiben €és a myometridlis szOvetekben
megfigyelheté. Ugy tiinik, hogy a terhes uterusban az AQP5 expresszidjat a cAMP-szintet
emel6 szerek, példaul a terbutalin (B2-adrenerg receptor agonista) modulaljak, ami az AQP5
transzlokaciot indukalja és a PKA aktivalasan keresztiil noveli az expressziot. Ezzel szemben a
doxazozin, egy ai-adrenerg receptor antagonista nem valtoztatja meg jelentésen az AQPS5
expressziot, valdszinilileg azért, mert nincs hatdsa a cAMP szintre. Ezenkiviil a HgCly, egy
ismert AQP5-gatlo, csokkentette az AQPS5 expressziot és novelte a spontan
méhosszehtizodasokat. Noradrenalin (NE) jelenlétében a HgCl, csokkentette az g altal
kozvetitett 6sszehuzodasokat anélkiil, hogy befolyasolta volna a (-adrenerg valaszokat, ami
receptorspecifikus  kolcsonhatasokra wutal. A terbutalin dézis fiiggben gatolta a
meéhosszehtizodasokat, és ezt a hatast a HgCl, fokozta. A B-blokkold propranolol nem volt
a HgCl tovabb fokozott, ami az AQP5 részvételére utal. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy az AQPS5 expresszidja az adrenerg receptorok utjan modulalja az uterus kontraktilitasat.
Tovabba a CREB, amely egy CAMP altal aktivalt transzkripcios faktor, kritikus szerepet jatszik
a sejtek differencidlodasdban ¢€s talélésében. A Po-adrenerg receptorok terbutalinnal torténd
aktivalasa a cAMP-szint és a CREB foszforilacid novekedéséhez vezetett, csokkentve az uterus
kontrakciokat. A HgClz-kezelés csokkentette a CREB-szintet, ami a CAMP-szignal, az AQP5
és az uterus relaxacioja kozotti kapcsolatra utal.

5.2. HUMAN VIZSGALATOK EREDMENYEI

Human vizsgalatokban az AQPS expressziojat a terhesség 34. €s 41. hete kozott mértiik. Az
AQPS5 szintje a 34. héten emelkedett, de a 36. hétre jelentésen csokkent, és a sziilésig alacsony
maradt, ami 0sszhangban van az AQP5-nek a méh kontraktilitdsat modulalé szerepére utald
allatkisérletes adatokkal. Az AQPS5 expresszidjanak valtozasait tovabba vizsgaltuk
plazmamintakban, és a 34. héten jelentds valtozasokat tapasztaltunk, amelyeket valoszintileg
befolyasolt a korasziilésnél gyakran alkalmazott gliikokortikoid-kezelés (betametazon). A
gliikokortikoidokrol ismert, hogy szabalyozzak az AQPS expresszidjat kiillonbozo szovetekben,

beleértve a tiidét, ahol ndvelik az AQPS expressziojat.
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Elhizott n6knél a sziilés megindulasa gyakran késik, és adataink arra utalnak, hogy az uterus
magasabb AQP5 expresszidja az uterus kontrakciok csokkentésével hozzajarulhat ehhez a
késéshez. Ez alatamasztja azt a hipotézist, hogy az uterus emelkedett AQP5-szintje mas
tényezokkel, példaul az oxitocinnal €s a progeszteronnal egyiitt befolyasolhatja a vajudas
idézitését. Erdekes modon az elhizott n6k méhlepényében nem talaltunk jelentés valtozasokat
az AQPS5 expresszidjaban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az AQPS5 potencidlis
célpontként szolgalhat a terapids stratégiak szdmara a sziilés id6zitésének kezelésére elhizott

néknél.
6. KONKLUZIO

A korasziilés tovabbra is jelentds globalis kihivast jelent, részben a kivalté mechanizmusainak
korlatozott ismerete miatt. Eredményeink ravilagitottak egy 0j szabalyozasi utvonalra, amely
az AQPS5 csatornat érinti, és amely potencidlis terapids célpontként szolgalhat a korasziilés
kezelésében.

Eredményeink azt mutattak, hogy (I) a TRPV4 citral altali gatlasa csokkenti az uterus
expanzidjanak elnyomasa és az ellés késleltetése révén. (I11) AQPS knockdown patkanymodellt
hasznalva megerdsitettiik az AQPS esszencialis szerepét az ellés meginditasaban. (111) Az
AQP5 és az adrenerg rendszer kozott a cAMP-n keresztiil funkcionalis kapcsolatot allapitottunk
meg, amelyet a terbutalin, doxazozin és HgCl» kisérletek bizonyitottak. (IV) Az allatkisérletes
eredményeink altal alatamasztott human vizsgalatok inverz korrelaciot mutatnak az AQP5
expresszio és az uterus kontraktilitdsa kozott, amely az elhizott ndk elhuz6dé terhességének
lehetséges kovetkezményeire utal.

Ezek az eredmények jelentGs bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy az AQPS5 tobb ttvonalon
keresztiil szabalyozza az uterus kontrakciokat, beleértve az ozmotikus és receptor-medialt
mechanizmusokat. Kutatasunk megalapozhatja a sziilés megindulasat modulaldé jovobeli

terapias stratégiakat.
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