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KIVANALMAK | REQUIREMENTS

Szerz8ink figyelmébe

A Magyar Néorvosok Lapja hiteles forrisként jeleniti meg a sziilészet-n6-
gyégydszat hivatds teljes spektrumit, beleértve a hatirtudomdnyokat is
(perinatolégia, orvosi genetika, négyégydszati onkolégia, reprodukciés endok-
rinologia, asszisztilt reprodukcié, urogynaecologia, menopauzilis medicina,
gyermeknégyogyiszat, sziilészet-nGgyogydszati pszichoszomatika, csaldd- és
névédelem, stb.). A folyéirat lektori eljirdst koveten kozol eredeti tudomdnyos
beszamolokat mind a kisérletes, mind a klinikai kutatdsok teriiletérél. Ezen kiviil
a lap publikdl szakmai 6sszefoglalokat, tanulsigos esettanulmdnyokat, szakmai
irinyelveket, leveleket a Szerkeszt6hoz, konyvismertetéseket, szakmai esemé-
nyekrél sz616 beszamolokat, illetve a Magyar N6orvos Térsasdg hireit.

A KEZIRATOK BEKULDESENEK ALTALANOS IRANYELVEI:

A kézirat benyijtisinak feltétele, hogy

1. a dolgozatot kordbban még nem publikiltik (kivéve el6adis-kivonat vagy
PhD-tézis formdjaban), illetve a kézirat a szerkesztdségi feldolgozis alatt mds
laphoz nem keriilt pirhuzamosan benyjtdsra;

2. a kéziratot valamennyi szerzd jovihagyta, és annak elkészitésében a nemzetko-
zi publikdciés alapelveknek megfelelden érdemi részt villalt;

3. a dolgozat nem sérti a Helsinki Deklaricié eléirdsait;

4. a humin vizsgilatok az illetékes etikai bizottsig jovahagydsival torténtek;

5. a laboratériumi 4llatkisérletek a vonatkoz6 szabilyzatok szerint torténtek;

6. a kézirat megfelel az Orvostudomdnyi Folyéiratok SzerkesztGségeinek Nem-
zetkozi Bizottsiga (ICMJE) szerinti legutols6 ajanlisnak (www.icmje.org).

A kézirat elkészitése sordn kérjik, torekedjen a pontos, tomor megfogalmazisra.

A kézlemény céljai legyenck egyértelmien meghatirozva, a levont kovetkezteté-

seket és véleményeket tudomédnyosan kelléen megalapozott eredmények timasz-

szdk ald.

A Magyar Néorvosok Lapja egységes nyelvezetének érdekében a megjelené mun-
kik helyesirdsindl az Orvosi helyesirisi szotir (Akadémiai Kiadé, Budapest,
1992) dltal ajanlott irdsmédot tartjuk irinyadénak. A kéznyelvben meghonoso-
dott idegen szavak irhaték magyar helyesirds szerint, e tekintetben a kozlemény
irasmédja egységes kell, hogy legyen.

KEZIRATOK ELKULDESE:

A kéziratok teljes anyagat dbrikkal, tiblizatokkal egyiitt, oldalszimozva, kisé-
rélevéllel, csatolmdnyként kérjiik elektronikus uton elkiildeni a kovetkezé e-mail
cimre: mnl.obgyn@med.u-szeged.hu

Els6 lépésben a bekiildott kdzleményeket a folyéirat szerkesztGsége tekinti dt.
Amennyiben a kozleményt a szerkesztdbizottsig megfelelonek itéli, a kézirat
lektorokhoz keriil véleményezésre. Az eljirds sordn a kézlemény minden szerzéje
elektronikus tton értesitést kap, illetve a szerzéknek nyilatkozniuk kell a pub-
likdlni kivint munkdban valé tényleges kozremikodésrsl. A kézirat elfogadisa,
elutasitdsa, vagy javitds sziikségessége esetén a szerz6k elektronikus tton tdjékoz-
tatdst kapnak.

A Magyar Néorvosok Lapjiban a lektorilt és elfogadott kéziratok kozlése ingye-
nes.

A KEZIRATTAL KAPCSOLATOS FORMAI KOVETELMENYEK:

A kézirat szoveges részét Microsoft Word (.doc, .docx), vagy kompatibilis (.rtf)

formitumban, Times New Roman 12pt betiimérettel, dupla sorkozzel, széles

margéval (3-3 cm) sziikséges benyujtani. A téblizatok formituma Microsoft

Word (.doc, .docx), vagy Microsoft Excel (.xls, .xlsx) legyen. A tiblizatokat és

az dbrikat fekete—fehér szerkesztésben, egymistdl elkilonitve, kiilon oldalakon

kérjiik benytjtani. Kérjiik, hogy az esetleges képeket, fotokat szepariltan, TIFF,

JPEG (.tiff, .jpg) minéségben bocsdssik rendelkezésiinkre.

A kézirat szoveges részétdl kiilonall kisérdlevél tartalmazza a publikicié cimét,

a szerzGk nevét, elérhetdségét (levelezési cim, e-mail cim), illetve a kapcsolattar-

t6 szerzd megnevezése is sziikséges. Kérjiik, hogy a kézirathoz csatoljik az elsé

szerz6 fényképét is.

A kéziratnak a kovetkezdket kell tartalmaznia: 1. Cimoldal; 2. Osszefoglalis,

kulesszavak; 3. Szoveg; 4. Koszonetnyilvinitds; 5. Erdekeltségek, timogatasok; 6.

Irodalomjegyzék 7. Angol nyelvii cim és Ssszefoglalds, angol kulcsszavak; 8. Tab-

lazatok; 9. Abrik, fotok 10. Abraaldirdsok és magyardzatok jegyzéke.

A kézirat lapjait folyamatosan, kozépen, feliil, arab szimokkal szimozzik.

A cimlap legyen az elsé oldal.

1. Cimoldal: A cimoldalon sorrendben a kévetkezdk szerepeljenek:

2. a kézirat cime magyar nyelven, amely roviditést nem tartalmazhat. Alcim ese-
tén azt a kovetkezd sorban kell kezdeni.

- a kézirat rovid cime (3-5 sz6).

- a szerz6k neve. Kérjiik valamennyi szerz6 teljes nevét kiirni (pl.: Kovics Pé-
ter Akos dr.).

- a szerz6k munkahelyének pontos, hivatalos megnevezése a helységnévvel,
valamint az intézmény vezetSjének nevével egyiitt. Eltéré intézmények ese-
tén, azok szerz6héz valé rendelése felsé index hasznilatival torténjen (pl.:
Kovécs Péter Akos dr.!, majd: 'Semmelweis Egyetem, 1. sz. Sziilészeti és
Négyogyiszati Klinika, Budapest). Egyéb kozlends (hallgatéi mindség,
kapcsolodis, stb.) jelolése felsé indexbe irt csillaggal és annak magyard-
zata libjegyzet hasznilatival térténjen (pl.: Szabé Lilla®, majd: *Szegedi

Tudoményegyetem, Altalinos Orvostudomdnyi Kar, libjegyzetbe: *orvostan-

hallgaté).

3. Osszefoglalds: Ebben a szakaszban a szoveget 4 bekezdésre kell elkiilonite-
ni: ,Célkitizés”, ,Anyag és Modszer”, ,Eredmények”, ,Kovetkeztetések”.
Attekint6 jellegi kozlemények esetén ez a szakasz folyamatos, tagolds nélki-
li legyen. Az osszefoglalds maximalis hossza 350 sz6 lehet. Az Gsszefoglaldst
kovetéen 35 kulcsszo felsoroldsa sziikséges. A kulesszavak lehetéleg az Index
Medicus terminolégidjahoz alkalmazkodjanak.

4. Szoveg: A kézirat szovegrésze tartalmazza a kovetkezd részeket: »Bevezetés”,
»Anyag és médszer”, ,Eredmények”, »Megbeszélés”. A szovegezés legyen fo-
lyamatos, de alcimekkel és bekezdésekkel tagolhaté.

5. A szovegrész terjedelme lehetdleg ne haladja meg a 3200 szét. Kazuisztikus
kozlemények esetében pedig a terjedelem lehet6leg ne legyen tobb 1500 széndl.
Az irodalmi hivatkozdsokat az eléfordulds sorrendjében, arab szimmal, szégle-
tes ziréjelben [ ] kell feltiintetni. A roviditéseket az els6 haszndlatkor fel kell
tiintetni. A dolgozatban alapvetéen SI mértékegységek hasznilata elfogadott,
azonban vérnyomdsértékek Hgmm egységben adhatéak meg.

6. Koszonetnyilvinitds: A megbeszélés részt kovetben, de az irodalomjegyzék elé
keriiljon.

7. Erdekeltségek, timogatdsok: Kérjik, hogy a szerzék soroljik fel minden tény-
leges, illetve lehetséges érdekeltségiiket (pénziigyi, személyes vagy egyéb),
amely hatdssal lehetett a cikk megirdsira. Amennyiben a szerz6k nem rendel-
keznek érdekeltségekkel, akkor is sziikséges a kovetkez6 mondat feltiintetése:
A szerzi(k)nek nincsenek érdekeltségei(k).”. Ebben a részben sziikséges feltiintet-
ni, ha a kutatds anyagi timogatdsban részesiilt cégek vagy pilydzatok utjan.

8. Irodalomjegyzék: Az irodalomjegyzékben minden megjelent vagy megjelenés-
re elfogadott hivatkozist felsorolunk, a még nem elfogadott kozleményeket és
a személyes kozléseket azonban nem. Az irodalomjegyzék osszedllitisa az idé-
zés sorrendjében torténjék, a szovegben eléfordulé sorszdmot szogletes zdré-
jelbe helyezve. Eredeti kézlemények esetében maximum 40, 6sszefoglalé koz-
lemények esetén maximum 60, kazuisztikus kozlemények esetében nem tobb,
mint 15 irodalmi hivatkozds lehetséges. Referencia kézlemények esetében 6
szerz6ig minden szerz6 neve legyen feltiintetve. Amennyiben a referencia koz-
lemény 6 szerzonél tobbel rendelkezik, akkor a hivatkozds médja 3 szerz6 neve
és ,et al.”, magyar kozlemények esetén ,és mtsai.”.

9. Hivatkozis folyéirat kézleményekre: A szerzik vezetékneve kiirva, keresztne-
veinek kezdébetiije, kozlemény cime, folydirat nemzetkézileg elfogadott révi-
ditése, publikicié éve, kotet, els6 és utolsé oldal.

Példaul:

[9] Kiss AA, Pap E, Falus A, Pallinger E. Mikrovezikulumok immuno-
légiai szerepe az anya-magzat kommunikdcioban. Magy Néorv L
2008;71(6):269-76.

[10]8eri I, Tulassay T, Kiszel J et al. Effect of low-dose dopamine infusion
on prolactin and thyrotropin secretion in preterm infants with hyaline
membrane disease. Biol Neonate. 1985;47(6):317-22.

- Hivatkozis konyvekre: a szerzok, vagy szerkeszt6k vezetékneve, keresztne-
veinek kezdGbetdje, ha szerkeszt, akkor utina zir6jelben ed. (ed.), a konyv
cime, a kiadds helye, a kiad6 neve, a kiadds éve.

Példaul:

[11] Zoltdan I (ed.). N6gydgydszat. Budapest, Medicina Kényvkiads, 1975.

- Hivatkozds kényvrészletre: a konyvrészlet szerzéinek vezetékneve, kereszt-
neveinek kezdébetdje, In: a konyvet szerkesztSk vezetékneve, keresztnevei-
nek kezdébetdje, zdrdjelben ed. (ed.), a kényv cime, a kiadds helye, a kiad6
neve, a kiadds éve, a fejezet els6 és utolsé oldala.

Példdul: . :

[12] Olive DL, Haney AE. Endometriosis. In: De Cherney AH (ed.).
Reproductive failure. New York, Churchill Livingstone Inc., 1986, PpP-
153-201.

10. Angol nyelvii cim és dsszefoglalds, angol kulcsszavak: A szerzok és a cim kii-
16n sorban, majd a magyar nyelvii 6sszefoglalds és a kulcsszavak angol meg-
felelgje sziikséges.

11. Tdbldzatok: A tablizatokra a szovegben sorszimmal kell hivatkozni (1. tib-
ldzat, 2. tibldzat, stb.). A tdbldzat felett bal oldalon a tibldzat sorszima, majd
cime szerepelien. A tdbldzat ald rovid magyarizé szoveg sziikséges, amely
nem része a tiblizatnak, és amely alapjin a tiblazat 6nmagdban is értelmez-
het6. Ide kérjiik a tablizatban el6fordulé roviditések magyardzatit is. A tib-
lizatok vonatkozisiban segitségként mintik talilhatéak a Magyar Néorvos
Tirsasig honlapjin (www.mnt.hu), az MNL meniipont alatt.

12. Abrik és foték: Az dbrikra és a fotokra a szovegben sorszimmal kell hi-
vatkozni (1. dbra, 2. dbra, stb.). Az dbra alatt bal oldalon az dbra sorszdma,
majd cime szerepeljen. Az dbrikhoz tartozé tovibbi magyardzatot kiilén ol-
dalon felsorolva (Abraaldirisok és magyardzatok jegyzéke) kérjiik feltiintetni.
Az dbrik és fotok nem tartalmazhatnak vetitett képekre, prezenticidkra jel-
lemz6 diszitéseket.

13. Abraaldirdsok és magyardzatok jegyzéke: Itt szerepeljen az dbrik sorszima,
cime, rovid magyardzé szoveg, mely alapjin az dbra 6nmagdban is értelmez-
hetd. Itt kérjiik feltiintetni az dbrin el6fordulé réviditések magyardzatit, illet-
ve a tobb tagbél ll6 dbrik részeinek megnevezését is.
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A cimlapon:

Az utolsé hagyominyos japin korszak az un. Edo kor (1603-
1867) a Tokugawa korményzat, a ségunitus kora, melyre a kiil-
foldiek el6li bezarkézds volt jellemzs. Mivészetében fontos sze-

Alapot kiadja a Magyar Néorvos Tarsasag. Kezilleteknek (kBnyvtdrak, kérhdzak stb.) és nem ;epc volt ak; g nek, J}:jd a (’ o 661?]11::];“ k)hl:t(ljv:l tevé
" / ametszeteknek. Az un. Ukiyo-e (a lebegé vi pei) kiilonleges

et L :i’;‘b’g‘;'tm;""a“ e igénybevetelt bird papirra késziiltek, elészr fekete fehér, késdbb
(A Tarsasag honlapja: www.mnt.hu) WA szines viltozatban. Minden szinre kiilén fa dicot alkalmaztak,
Alapot . A lap kéthavonta jelenik meg, 1250 példanyban. t(")bb;xyirc cseresznyefibol. Témai életképek és tijképek, eldszere-
szerkeszti smw‘. tettel a n6i szépség, a kabuki szinhdz és a Avﬂ‘g\.' Bals

¢ s ] 801»

Szerkeszt Bizottség posta cime: A nyomdai kivitelezés es a terjesztés lebonyolitdsa sokszor erotikus toltésti abrizolisok voltak. A korszakot lezird

MH EK Szillészeti és Nogyogyaszati Osztaly
1062 Budapest, Podmaniczky u. 111.

Szerkesztd Bizottsag elérhetdsége:
Tel.: 06/1/475-2568

Szerkesztd Bizottsag e-mail cime:
mnl.obgyn@med.u-szeged.hu

Szerkesztdségi munkatars: Chibané Wagner Gydrgyi
e-mail cim: chibagyorgyi@gmail.com

Mobil: +36 30 398 1002

(igyvezetd: Czéh Attila.

Nyomés: Grafit Pencil Nyomda Kft.
1046 Budapest, Klauzél utca 9.

elérhet6ségeinken jelezzék.)

a Tibuktu Kiado és Produkciés Szolgéltato Bt.
1139 Budapest, Réppenty(i u. 73/D.

e-mail: mnol@printpoint.hu gondozaséban torténik.

(Keérjiik, hogy az esetleges cimvaltozésokat a fenti

polgirhdbord hatdsdra az orszdg megnyilt a kiilféldiek el6tt, a fa-
metszetek ismertté viltak, igen nagy hatdssal sok eurépai festd,
kéztiik Degas, Monet, van Gogh, Rippl-Rénai mivészetére is.
Magyarorszdgon gréf Vay Péter tett szert 6ridsi gydijteményre,
melyb6l 1910-ben, majd 2009-ben nyilt kidllitis Budapesten.

A boritén szerepld mivet Utagawa Yoshitordnak tulajdonitjik,
munkissiga (1850-1880) a korszak végét képviseli. A kb. 1880-
ban késziilt fametszet a terhesség hdrom harmadit egyiitt, jobb-
rél-balra haladva dbrizolja, kéziilik a boriton az elérehaladott
terhesség lathato.
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EREDETI KOZLEMENY | ORIGINAL ARTICLE

Ras homologous A / Rho-associated
coiled-coll containing protein kinase
rendszer a terhes patkany uterusban:
Uj target potencialis tocolyticumok
fejlesztésére

Domokos Déra, Ducza Eszter dr., Falkay Gyorgy dr.
Szegedi Tudominyegyetem, Gyégyszerésztudomanyi Kar, Gyégyszerhatdstani és Biofarmdciai Intézet
(igazgaté: Gaspar Rébert dr.)

OSSZEFOGLALAS

Célkitiizés: Az RhoA és a Rho-kindzok (ROCK) szdmos sejten beliili folyamat szabilyozdsiban vesznek részt, tobbek
kozétt a simaizom kontrakcioban a miozin kénnytdlinc és a miozin foszfatiz foszforildlisin keresztiil. Vizsgilataink
célja az RhoA és ROCK messenger RNS és protein expresszié ontogenetikai viltozdsinak meghatirozisa terhes patkiny
uterusban, valamint az RhoA és ROCK inhibitorok uterus relaxilé hatdsainak vizsgilata j potencidlis tocolyticumok
jovébeni fejlesztése szempontjibél.

Anyag és Modszer: Real-Time PCR és Western blot analizissel meghatiroztuk az RhoA, a ROCK I és a ROCK 1I
mRNS és fehérje expresszi6jit nem terhes és 5, 9, 13, 15, 18, 20, 22 napos terhes, sziilés kozbeni és postpartum patkény
uterusban. Valamint in vitro izoldlt szervi kisérleteket végeztiink, mely sordin RhoA inhibitorként simvastatint alkal-
maztunk nem terhes illetve 5, 18, 20 napos terhes, sziilés kozbeni és postpartum myometriumon. A ROCK gatlisinak
a vizsgalatit nem terhes, 20 napos terhes, sziilés kézbeni és postpartum uteruson végeztiik Y-27632 alkalmazasival.
Eredmények: Az RhoA messenger RNS és fehérje expresszidja a terhesség elején szignifikinsan lecsokkent és nem vil-
tozott jelentésen a terhesség 22. napjdig. Sziilés kozben a szintje drimaian megemelkedett, majd postpartum lecsdkkent.
A ROCK T expresszidja a terhesség 5. napjin, a ROCK II pedig a terhesség 9. napjin szignifikinsan lecsékkent és nem
véltozott a terminusig. Sziilés kozben erételjes emelkedést mutatott, majd postpartum jelentésen csokkent.

Az in vitro vizsgilatok azt mutattik, hogy a simvastatin uterus relaxalé hatdsa rosszabb a terhesség 5. napjin, illetve
postpartum, amikor az RhoA expresszié alacsony. Az Y-27632 uterus relaxdlé hatdsa sziilés kozben a legkifejezettebb,
amikor a ROCK mRNS expresszidja és fehérje szintézise a legmarkansabb.

Kivetkeztetések: Az RhoA és a ROCK expresszijanak, valamint fehérje szintézisének terhesség alatti viltozdsait (onto-
genezis) in vitro farmakolégiai gitlé szerekkel (simvastatin, Y-27632) is megerdsitettiik. Kimutattuk, hogy az RhoA és
a ROCK expresszi6ja a sziilés alatt a legkifejezettebb, amikor az inhibitorok relaxilé hatisa a legerételjesebb. Mindezek
alapjan, 4j RhoA és Rho-kindz gitlék potencidlis tocolyticumok lehetnek a jévében.

KULCSSZAVAK
patkiny uterus, RhoA és ROCK expresszi6, terhesség

250 MAGYAR NOORVOSOK LAPJA | JOURNAL OF HUNGARIAN OBSTETRICIANS AND GYNAECOLOGISTS | 2015; 5




RhoA/ROCK terhes patkany uterusban | RhoA/ROCK in pregnant rat uterus Domokos Déra, Ducza Eszter, Falkay Gyorgy

Déra Domokos, Eszter Ducza, MD, Gyérgy Falkay, MD

Ras homologous A / Rho-associated coiled-coil containing
protein kinase in the pregnant rat uterus: new target for the
developoment of potential tocolytic agents

ABSTRACT

Aim: RhoA/ ROCK takes part in several cellular function, including smooth muscle contraction via phosphorilation of
myosin light chain and myosin phosphatase. The aims of the present study were to investigate the changes of RhoA and
ROCKs mRNA expression and protein synthesis during pregnancy and postpartum in rat. The myometrial relaxant ef-
fects of RhoA and ROCK inhibitors (simvastatin, Y-27632) were also investigated.

Materials and Methods: Real-Time PCR and Western blot analysis were used for determination of mRNA and protein
expression of RhoA, ROCK I and ROCK II in non-pregnant and 5,9,13,15,18,20,22 days of pregnancy, during partu-
rition and postpartum in rat uterus.

The tocolytic effects of RhoA and ROCK inhibitors simvastatin and Y-27632 were investigated in an in vitro tissue bath
system.

Results: The mRNA and protein expression of RhoA significantly decreased at early stage of pregnancy then remained
constant till end of pregnancy. The level of RhoA markedly increased during parturition and less expression was ob-
served during postpartum period. The ROCK I and ROCK II mRNA expression significantly decreased on day 5 and
day 9 of pregnancy respectively and then remained at low level till parturition. Similarly to RhoA, the ROCKSs expres-
sion dramatically increased during parturition and decreased postpartum. The pharnacological reactivity of RhoA and
ROCK inhibitors was significantly more pronounced in the tissue samples, where the expfession of target proteins was
higher.

Conclusions: From our results it can be concluded that the RhoA/ROCK expression is not stationery, it dynamically
changes during pregnancy. These findings were supported by pharmacological investigations.

The main message of our results is that RhoA and ROCK expression markedly increased during parturition and can be
inhibited effectively, when the motor activity of the pregnant uterus is the strongest. We were led to the conclusion that
the inhibition of RhoA/ROCK by new selective inhibitors may result in new potential tocolytic agents in the future.

KEYWORDS
rat uterus, expression of RhoA/ROCK, pregnancy

Az Osszes tobbi tocolyticus szer csak uj indikdcios terii-

BEVEZETES

letet jelent az adott gyégyszercsoport szdmdra, pl. a B2-

A korasziilés, vagyis a 37. geszticiés hét elétt bekovet-
kez8 sziilés, a neonatilis mortalitds és morbiditds ve-
zeté okdnak tekinthets. 2005-ben 12.9 millié koraszii-
lést regisztriltak a vildgon [1], 2010-ben ez a szdm mir
14,9 milliéra emelkedett [2]. A korai fijastevékenység
és a korasziilés terdpidjiban alkalmazott tocolyticumok
(B2- adrenerg receptor agonistik, Ca-csatorna blokkoldk,
oxytocin antagonistik, progesztogének, NO donorok) —
melyek leginkdbb a 34. hét elstt bekovetkezd, spontin
korasziilések esetén keriilnek alkalmazdsra — nem csék-
kentik a korasziilés gyakorisigit, s6t a korasziilés mind
a fejlett, mind a fejlédé orszdgokban emelkeds ten-
denciat mutat [3]. A klinikai gyakorlatban alkalmazott
tocolyticumok kéziil csupin az oxytocin antagonistik
fejlesztésénél volt cél a korasziilés hatékonyabb terdpidja.

mimetikumokat az asthma terdpidjira fejlesztették, majd
az indikdciés teriiletet terjesztették ki a korasziilés keze-
lésére. Tl a gyogyszerfejlesztés financidlis problémako-
rén, hatdsosabb tocolyticumok fejlesztésének a nehézsége
abban rejlik, hogy a terhes uterus kontraktilitdsit sza-
bilyozé élettani mechanizmusokrél nagyon szegénye-
sek az ismereteink. Az experimentilis farmakolégia és
a klinikai kutatds szdmdra viltozatlanul siirgets feladat
Uj targetek feltirdsa és hatékonyabb tocolyticumok fej-
lesztése.

A simaizom midkodésében fontos szerepet jitsza-
nak a vékony (aktin) és a vastag (miozin) filamentumok,
az Osszehuzédisért a kozottik kialakulé kereszthidak
(aktomiozin komplex) és azok szinkronizilt elmozduli-
sa a felelés [4]. Az aktomiozin komplex — eziltal a kont-
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rakcié — kialakuldsinak a feltétele a miozin kénnytlinc
(myosin light chain, MLC) enzimatikus foszforilicidja,
melyet a miozin kénnyilinc kindz (myosin light chain
kinase, MLCK) katalizil [5]. A relaxicié pedig a miozin
foszfatiz (myosin phosphatase, MLCP) defoszforiliciés
aktivitisinak az eredménye [6]. Az RhoA (ras
homologous GTP binding protein member A) és ROCK
(RhoA-activated protein kinase) Ca-fiiggetlen jeltviteli
utvonal, az MLC foszforilalt dllapotban maradésit indu-
kilja aziltal, hogy inaktivilja a MLCP-t, valamint direkt
foszforililja a MLC-t, ami simaizom kontrakciét eredmé-
nyez [7]. Ezek alapjin az RhoA, valamint a ROCK akti-
vitdsdnak a gitldsa az uterus relaxdcidjit eredményezheti.

A Rho-kindz két izoformijit azonositottik, ROCK
I és ROCK II. ROCK I mRNS expressziét mutattak ki
az agyban és az izomszovetben és ROCK II-t azonositot-
tak az agyban, az izomban, a szivben, a tiidében és a pla-
centdban [8].

Az irodalomban nincs konzekvens vizsgilat az RhoA
és a ROCK messenger RNS és fehérje expresszié vil-
tozdsinak (ontogenezis) a vizsgilatira terhes patkiny
uterusban, valamint ellentmondésok vannak az eddig pub-
likalt eredmények kozott, kiilonos tekintettel az RhoA és
a ROCK mRNS expresszi6janak viltozdsira terminusban.
Ezért jelen vizsgilatainkkal célul tdztiik ki, hogy megha-
tirozzuk az RhoA és a ROCK messenger RNS és fehérje
expresszié viltozdsit terhes patkdny uterusban. Tovib-
bid megvizsgiltuk az irodalombél ismert RhoA inhibitor
simvastatin [9], valamint ROCK inhibitor Y-27632 [10]
hatdsit a terhes uterus kontraktilitisira in vitro izoldlt
szervi rendszeren. Az inhibitorok alkalmazdsival vilaszt
kaphatunk arra, hogy az RhoA, illetve ROCK gitlisa po-
tencidlisan alkalmas lehet-e a korai fijistevékenység terd-
pidjdra.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Az 4llatkisérleteket a Szegedi Tudominyegyetem Mun-
kahelyi Allatetikai Bizottsiginak és a Csongrdd Megyei
Mezbgazdasigi, Szakigazgatisi Hivatal Elelmiszerlinc
Biztonsigi és Allategészségiigyi Igazgat6siginak az enge-
délyével végeztiik. (Engedélyszim: 1V/198/2013).

Allatok paroztatasa

Ivarérett him (240-260g) és néstény (180-200g) Sprague-
Dawley patkinyokat paroztattunk specidlis ketrecben.
A piroztatis kezdetétdl szimitva 4-5 6rin beliil a néstény
patkdnyoktdl vett hiivelykeneteket mikroszkép alatt meg-
vizsgiltuk, himivarsejteket kerestiink. Azokat a nésténye-
ket, amelyeknél az eredmény pozitiv lett, elkiilonitettiik,
és 1. napos vemhes dllatoknak tekintettiik.

Szovetgylijtés

A Real-Time PCR és a Western blot analizishez nem
terhes, valamint 5, 9, 13, 15, 18, 20, 22 napos terhes,
sziilés kozbeni és posztpartum (sziilés utin 1 nappal)
myometrium mintékat tivolitottunk el. A szoveteket fizi-
olégids séoldatban mostuk, ezutin ribonukledz inhibitort
tartalmazé oldatba (RNAlater) helyeztiik egy éjszakira 4
°C —on. Ezt koveten folyékony nitrogénben lefagyasztot-
tuk és tovibbi felhasznaldsig -70 “C-on téroltuk.

Real-Time PCR analizis

A folyékony nitrogénbe fagyasztott mintikat mecha-
nikusan poritottuk majd ezekb6l RNS-t izoldltunk.
Az RNS quantitativ meghatdrozisira fotometrids tech-
nikdt alkalmaztunk. A kisérlet sorin a kovetkezé prime-
reket haszndltuk: ROCK I (Rn00579490_m1), ROCK
II (Rn00564633_m1), RhoA (Rn04219609_m1) és en-
dogén kontroll pB-aktin (Rn00667869_m1), valamint
a SensiFAST Probe Hi-ROX One-Step Kitet hasznaltuk
(Bioline, Csertex Ltd., Hungary). A Real-Time PCR mé-
réseket ABI StepOne Real-time cycler késziiléken végez-
tiik.

Western blot analizis

A mintikat a Sartorius Mikro Dismembrator U (Sartorius
Goettingen, Németorszig) késziilékkel poritottuk, majd
RIPA (radioimmunoprecipitation assay buffer) lizis puf-
fert, PMSF-t (phenylmethylsulfonyl fluoride), nitrium
ortovanadit és protedz inhibitort tartalmazé elegyben ho-
mogeniziltuk. Az elektroforézis 50 pg fehérje felhaszni-
lasaval 4-12 %-os NuPAGE Bis-Trisgélen tortént, majd
nitrocellul6z membrianra traszferiltuk. Ezutin RhoA,
ROCK I, ROCK II és B-aktin poliklondlis antitestekkel
1 6rin keresztiil inkubdltuk a mintdkat. Az immunreaktiv
helyeket WesternBreeze Chromogenic Western blot
Immundetection Kit alkalmazdsival tettik lithatéva.
Az optikai denzitis meghatirozdsit Kodak 1D Images
Software segitségével végeztiik.

In vitro vizsgalatok

Az uterus motoraktivitasinak a vizsgilatihoz nem terhes
(6sztrusz ciklusban levé) valamint 5, 18, 20 napos ter-
hes, sziilés kozbeni és postpartum (sziilés utin 1 nappal)
uterus szoveteket alkalmaztunk. A patkinyokat CO,-al
lesltik, majd a myometriumbdl 5 mm hosszisigia gyi-
riket metszettiink ki. A mintikat karbogénnel (95 %
O,+ 5 % CO,) dtiramoltatott szervfiirdsbe helyeztiik,
amely 37 °C-os 10 ml de Jongh oldatot tartalmazott. 1
6ra inkubdldst kovetden oxytocinnal kontrakcickat viltot-
tunk ki. RhoA inhibitor simvastatint, valamint a ROCK
inhibitor Y-27632-t (10%-10"* M) alkalmaztunk kumulativ
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médon (kumulativ: névekvs koncentriciéban, a szervfiir-
débél valé kimosés nélkiil adagoltuk a vizsgdlni kivint in-
hibitort). A kontrakciékat egy traszducer elektromos jellé
alakitotta at, amit az ISOSYS S.E.L Advanced szoftverrel
regisztraltunk. A kiértékelést a GraphPad Prism 5.0 prog-
ram segitségével végeztiik. A statisztikai kiértékelés one-
way ANOVA és t-teszt alkalmazdsival tortént.

1.6 - |
1.4 - f
1.2 i
1.0 -
0.8
0.6
0.4 -
0.2 -
0.0 -

ns

RQ (RhoA) + SEM

terhességi napok

RhoA
(24 kDa)

B-aktin s N— —
(43kDa)

N . | . - R A a—

OIS

5 9 13 15 18 20 22

A

1. dabra Az RhoA mRNS expresszidja a terhesség

soran. Az RQ (Relative Quantity) értékek statisztikai
dsszehasonlitasat a nem terhes mintahoz viszonyitva adtuk
meg. np: nem terhes, ns: nem szignifikans, * p< 0.05,
S.E.M: standard error of mean, n=5 (alul), az RhoA fehérje
expresszidja a terhességi napok fliggvényében, endogen
kontroll: B-aktin.
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2.4bra Az RhoA mRNS expresszidja 22 napos terhes, szlilés
kézbeni és posztpartum patkany uterusban. Az RQ (Relative
Quantity) értékek statisztikai 6sszehasonlitasat a 22 napos
terhes minta értékeihez viszonyitva tintettik fel. dp: szllés
kdézben, ppl: posztpartum (szllés utan 1 nappal)., ns: nem
szignifikans, *** p< 0.001," p<0.05, S.E.M: standard error

of mean, n=5 (alul), az RhoA fehérje expresszioja, endogen
kontroll: B-aktin.

EREDMENYEK

A Real-Time PCR és a Western blot analizis eredményei
azt mutatjik, hogy az RhoA expressziés szintje szignifi-
kinsan lecsokkent a terhesség 5. és 9. napjin, majd nem
szignifikins emelkedd tendenciit mutatott a 18. napig,
ezutin enyhén csokkent (1. dbra). Sziilés kozben viszont
az mRNS és fehérje szint drimai emekedését figyeltik
meg (p<0.001) a terhesség 22. napjihoz viszonyitva, ami
postpartum jelentésen mérséklédott (2. dbra). A ROCK
I expresszi6ja a terhesség 5. napjin (3. dbra), a ROCK II
mRNS szintje pedig a terhesség 9. napjan (4. dbra) erétel-
jesen lecsokkent és a terhesség végéig alacsony szinten ma-
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3.abra A ROCK | mRNS expresszidjanak a véaltozasa

a terhességi napok fliggvényében. Az RQ (Relative Quantity)
értékek statisztikai 0sszehasonlitasat a nem terhes uterus
értékeihez viszonyitva adtuk meg. np: nem terhes, ns: nem
szignifikans, *** p< 0.001, S.E.M: standard error of mean,
n=5 (alul), a ROCK | fehérje expresszidja, endogen kontroll:
B-aktin
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4.abra A ROCK Il mRNS expresszidja a terhesség

soran. Az RQ (Relative Quantity) értékek statisztikai
Osszehasonlitasat a nem terhes myometrium értékeihez
viszonyitva adtuk meg. np: nem terhes, ns: nem szignifikans,
*** p< 0.001, S.E.M: standard error of mean, n=5 (alul),

a ROCK Il fehérje expresszidja a terhességi napok
fliggvényében, endogen kontroll: B-aktin.
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radt. A sziilés kozbeni mintikban azonban az expressziés
szint mindkét kindz esetében drasztikusan megemelkedett

-
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5.abra A ROCK | mRNS expresszija 22 napos terhes,
szlilés kdzbeni és posztpartum myometriumban. Az RQ
(Relative Quantity) értékek statisztikai 6sszehasonlitasat

a terhesség 22 napjahoz viszonyitva tlintettik fel. dp: szilés
kdzben, pp1: posztpartum (szilés utan 1 nappal)., *** p<
0.001, S.E.M: standard error of mean, n=5 (alul), a ROCK |
fehérje expresszidja, endogen kontroll: B-aktin.
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6.abra A ROCK Il mRNS expresszidja 22 napos terhes,
szllés kdzbeni és posztpartum patkany uterusban. Az RQ
(Relative Quantity) értékek statisztikai dsszehasonlitasat a 22
napos terhes myometrium értékeihez viszonyitva tlintettlik
fel. dp: szlilés kbézben, pp1: posztpartum (szulés utan 1
nappal).,”** p< 0.001," p<0.05, S.E.M: standard error of
mean, n=5 (alul), a ROCK Il fehérje expressziéja, endogen
kontroll: B-aktin.

(p<0.001) a 22. naphoz viszonyitva, majd postpartum le-
csokkent (5., 6. dbra).

Az in vitro vizsgilatok sorin az RhoA inhibitorként
alkalmazott simvastatin uterus-relaxdlé hatdsa kifeje-
zettebb ( az IC,

a nem terhes, 18 és 20 napos terhes myometriumon (7.

értékek szignifikinsan alacsonyabbak )

dbra) 6sszehasonlitva az 5 napos terhessel (p<0.01). A szii-
lés kozben mért gitlé hatds (8. dbra) jelentGsen nagyobb
(p<0.05), mint a postpartum uterus esetében, ahol az IC,
érték is lathatéan magasabb. A 7. és 8. dbra j6l mutat-
ja, hogy ahol alacsonyabb volt az RhoA expressziéja - 5
napos terhes (1. dbra) és postpartum (2. dbra) - a farma-
kologiai reaktivitds is rosszabb. Az Y-27632 kontrakcié
gitlé hatisa mérsékeltebb a 20 napos terhes uteruson és

postpartum, amikor az IC,  értékek nagyobbak. Sziilés
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2.0x10° 4
1.5x10¢ -

1.0x10°° -

IC 5o (M) + SEM

<
5.0x10 ns ns

0-
N ° N >
log [simvastatin] (M)

7. abra Az RhoA inhibitor, simvastatin, kontrakcié gatlé
hatésanak IC, értekei nem terhes, 5, 18, 20. terhességi
napokon. A statisztikai 6sszehasonlitast a nem terhes
uteruszhoz viszonyitva tlntettuk fel.np: nem terhes, S.E.M:
standard error of mean, n= 5, ** p<0.01, ns: nem szignifikans.
IC.: Az inhibitor altal kivaltott hatas 50%-a.

50°
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7.0x10°% 4
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ICso (M) + SEM
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8.abra Az RhoA inhibitor, simvastatin, uterus relaxal6é hatasa
patkany myometriumon. A statisztikai 6sszehasonlitast
egymashoz viszonyitva adtuk meg. dp: szllés kbzben, ppl:
posztpartum (szllés utan 1 nappal), S.E.M: standard error of
mean, n= 5, * p<0.05.
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9.4abra Az Y-27632 uterus relaxalé hatasa nem terhes és
20 napos terhes patkany myometriumon. A statisztikai
dsszehasonlitast egyméashoz viszonyitva tlintettik fel. np:
nem terhes, S.E.M: standard error of mean, n= 5, *p<0.05.
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10.4bra Az Y-27632 hatésa szllés kdzben és postpartum
patkany uteruson. A statisztikai dsszehasonlitast egymashoz
viszonyitva tiintettlk fel. dp: szlilés kézben, pp1: posztpartum
(sztilés utan 1 nappal) S.E.M: standard error of mean, n=5,
** p<0.01.

kézben és nem terhes esetben, amikor a Rho-kinizok
expressziGja is magasabb, az Y-27632 uterus relaxl6 hatd-
sa is szignifikinsan nagyobb (sziilés kozben : p<0.01, nem
terhes: p<0.05 ) (9., 10. dbra).

MEGBESZELES

A terhesség alatt végbemené rendkiviil bonyolult fo-

lyamatok eredményeként az uterus struktirdja és

a kontraktilitdsat szabalyozé szignil mechanizmusok
dramai dtalakulison mennek keresztiil. A fijistevékeny-
ség beinduldsakor a myometrium kontraktilitdsa fokoz6-
dik, melyet szamos jeldtviteli wt szabdlyoz (pl. oxytocin,
prosztaglandinok, adrenerg rendszer, K és Ca csatorndk).
Ezen mechanizmusokra épiilé tocolyticumok bir hatéko-
nyan gitoljdk a terhes uterus kontraktilitdsit, a klinikai
statisztikai adatok szerint a korasziilés gyakorisiga nem

javul [11]). Mindezek alapjdn az experimentdlis farmakold-

gia valtozatlan kihivdsa Gj mechanizmusokon alapul6, ha-
tékonyabb, 1j potencidlis tocolyticumok fejlesztése. Ilyen
alternativa lehet az RhoA/ROCK rendszer gitlasa.

Az RhoA/Rho-kindz jelitviteli it szdmtalan sejten
beliili folyamat szabilyozisiban vesz részt, tobbek ko-
z0tt a sejtprolifericiéban, sejtmigriciéban és a simaizom
kontrakciéban [12]. A GTP kapcsolt RhoA idltal akti-
vilt ROCK az aktomiozin komplex kialakuldsit indu-
kilja, ezaltal kontrakcié jon létre [13]. Az irodalomban
kozolt RhoA és ROCK expresszid, illetve sajit vizsgd-
lataink ko6zott szdmos ellentmondds van. Niiro és mtsai
mir 1997-ben vizsgiltik az RhoA és a ROCK mRNS
expressziéjit nem terhes és 20-22 napos terhes patkiny
myometriumban. Kimutattik, hogy az RhoA, a ROCK
I és a ROCK II nagyobb mennyiségben fordul el a ter-
hes patkdny uterusban, mint a nem terhesben [14]. Tahara
és munkatdrsai vizsgilatai szerint az RhoA expressziés
szintje nem véltozik a nem terhes, 12 napos, 18 napos
és 21 napos terhes patkdny uterusban, azonban a ROCK
mRNS mennyisége né a terhesség 18. és 21. napjin a nem
terhes dllapothoz viszonyitva [15]. Taggart és mtsai sze-
rint az RhoA és a ROCK expresszi6ja nem viltozik a ter-
hesség alatt (nem terhes, 16-20 napos terhes, 21/22 napos
terhes), viszont sziilés kozben szignifikinsan megemelke-
dik [16].

Vizsgilataink ezen ellenmonddsok felolddsit és tisz-
tdzdsit is céloztik. Ennek érdekében a terhesség alatt
7 id6pontban, valamint sziilés kozben és postpartum
is meghatiroztuk az RhoA és a Rho-kinizok mRNS
expresszidjit és fehérje szintézisét. Niiro és mtsai [14],
valamint Tahara és mtsai [15] eredményeivel ellentét-
ben az RhoA szintje koraterhességben csokken, majd
emelkedik. A ROCK vonatkozisiban szignifikins csok-
kenést taliltunk a terhesség elérehaladtival. Jelentss
RhoA és ROCK emelkedést mutattunk ki sziilés koz-
ben, mely megegyezik Taggart és mtsai [16] 4ltal kozolt
eredményekkel. Mindezek igazoldsira farmakoldgiai
vizsgdlatokat is végeztiink, melynek sorin abbél a posz-
tulitumbél indultunk ki, hogy egy inhibitor aktivitdsa
anndl kifejezettebb, minél nagyobb mennyiségben van
jelen a gitolni kivint aktiv fehérje (farmakolégiai cél-
molekula), esetiinkben az RhoA és a ROCK. Valéban,
in vitro kisérleteink azt mutattik, hogy a simvastatin
és az Y-27632 gitlé hatdsa anndl ersebb, minél na-
gyobb volt az adott myometrium mintdban az RhoA
é¢s a ROCK expressziéja. Szoros oOsszefiiggést taldl-
tunk a farmakolégiai reaktivitds, valamint az RhoA
é¢s a ROCK expresszidja kozott. Ez igazolja a Real-
Time PCR és Western blot technikikkal mért RhoA
é¢s ROCK mRNS expresszi6 dinamikdjinak a valéssi-
git. Moran és mtsai [17] valamint Lartey és mtsai [18]
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az RhoA és ROCK jelenlétét humén uterusban is ki-
mutattik. Igy feltételezhets, hogy az RhoA és a ROCK
gatldsa humdn uterusban is relaxdciét eredményez.

Ismert, hogy a korasziilés pathomechanizmusa nem
egységes. Ma legalibb ketté (spontdn és indikdlt) formajat
kiilonboztetjik meg. Ezekben az RhoA és ROCK szere-
pét még nem vizsgiltuk. Az erre alkalmas dllatkisérletes
modellekben az RhoA és a ROCK szerepének a vizsgi-
lata, valamint gitldsinak hatdsossiga a jové feladata lesz.

Osszefoglalva, eredményeink legfontosabb tj meg-
allapitdsa, hogy sziilés kozben az RhoA és a ROCK
expresszié ugrdsszeriien megemelkedik a myometriumban
és szelektiv inhibitorokkal hatisosan gitolhaté, mely ala-
pul szolgilhat j origindlis, szelektiv RhoA és ROCK
gitlok szintézisére, mely Gj mechanizmussal haté, felte-
hetSen a kordbbindl hatisosabb tocolyticumok fejlesztését
eredményezheti a jovében.
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