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Bevezetés

Az uterus spontdn kontraktilitissal rendelkezik, de terhesség idején a placenta 4ltal szekretdlt
progeszteron gétolja az 8sszehtizédasokat a foetus védelme érdekében, a cervix ugyanakkor
z4rt marad. Terminusban a cervix megérik, felpuhul, az uterus kontraktilitisa fokozddik,
gyakoribba és rendszeressé valik. A valtozasok pontos mechanizmusa egyel6re nem tisztazott.
Az 6sztrogén és progeszteron ardnyanak valtozasa, a foetdlis szteroid szekrécid, €s az uterus
fal tenzi6janak valtozdsa a foetus ndvekedésével parhuzamosan egyarant szerepet jétszanak a
sztilés meginduldsiban. Bizonyos esetekben az id6é eldtti cervix dilatdcié korasziiléshez
vezethet, amely rontja a magzat életkilatdsait.

Azon hatéanyagok, melyek fokozzik a cervix rezisztenciat, elénydsek lehetnek a korasziilés
megeldzésében, ugyanakkor az ilyen hatdsi anyagok szdma korldtozott. A progeszteron
felelds a magas cervix rezisztencidért, az antigesztagének a cervix érését okozzdk. A
progeszteron szubsztiticids terdpidja nehezen kivitelezhetd a nagy dézisok miatt, bar ez a
médszer napjainkban az Egyesiilt Allamokban el6térbe keriilt. A prosztaglandin elleni szerek
(nem-szteroid gyulladasgatlok, NSAID-ok) valamint a nitrogén monoxid szintén elénydsen
hatnak a cervix rezisztencidra annak idd elbtti érése esetén. Ugyanakkor a nem-szteroid
gyulladasgatlok foetdlis mellékhatdsaik miatt nem alkalmazhaték a klinikumban. A nitrogén
monoxid szintdz gatlok (NOSI-k) paradox hatdssal birnak a terhes uterusra; bar a cervix
rezisztencigjat fokozzak, de novelik az uterus kontraktilitisat is, igy szintén nem
alkalmazhatok tokolitikus célokra. Ezek alapjan kijelenthetjik, hogy azon vegyiiletek, melyek
ismertek cervix rezisztencia ndvelé hatasukrél, terdpids szempontokbdl sulyos hatranyokkal
rendelkeznek és/vagy nem tesztelték azokat human terhességben.

A Br-adrenoceptor (B2-AR) agonistdkat évtizedek 6ta alkalmazzék a tokolitikus terdpisban,
Jelenleg is elsbdlegesen vélasztandé szernek szamitanak fenyegeté korasziilés esetén, bar
eldnylik més szerekkel szemben (Ca®” csatornablokkolék, NSAID-ok, magnézium, etanol)
megkérddjelezhetd.

A terbutalin terhesség-indukalt relaxdns hatas cstkkenése késé-terhes patkdny

méhizomzaton

Kisérleteink sordn meghataroztuk, hogy miként befolyasolja a terhesség a B-mimetikumok
hatasét patkany myometriumon



A terhesség 15, 18, 20 és 22. napjén a terbutalin koncentracié fliggd médon gatolta az
elektromos er6tér ingerléssel kivaltott kontrakcidkat. A dézis-hatds goérbék maximuma
folyamatosan csokken a terhesség el6rehaladtaval (1. 4bra), tehit a terhesség késéi
szakaszaiban a terbutalin egyre gyengébben képes gatolni a myometrium kontrakciéit.
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1. dbra A terbutalin g4tl6 hatdsdnak viltozisa elektromos er6tér ingerléssel kiviltott uterus
kontrakciékon, kés6-terhes patkdnyban, in vitro. A 22. napa terhesség utols6 napja.

A [*S]GTPyS kotddési vizsgalatban, a 22. napon, a terbutalin nem ndovelte a G protein
aktivalodas szintjét, sét, jelentés mértékben csokkentette az aktival G proteinek mennyiségét
(2. 4bra). Az aktivélt G proteinek cstkkent mennyisége is elegendd a terbutalin relaxans
hatasanak kozvetitéséhez, valamint a cs6kkent G protein aktivécio upregulaci6t valthat ki a -
AR szintézisében, a celluldris receptor homeosztazis helyreallitdsanak érdekében.
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2. dbra A terbutalin killonbz6 koncentrici6i 4ltal kiviltott [*S]GTPyS kot6dés viltozis 15, 18, 20 és 22
napos terhes patkdny uterusbél szirmazé membrin-mintikban



Korabbi vizsgilatok bizonyitottak, hogy a progeszteron jelenléte vagy hidnya befolyasolja a
B2-AR agonistdk myometriumra gyakorolt hatdsit a terhesség sordn. A terhesség végére
jellemzd hormonszintek ismeretében az allatokat 7 napig progeszteronnal kezeltik. A
progeszteron szubsztitici6 visszadllitotta a terbutalin csdkkent relaxéciés hatdsét a terhesség
22. napjén (3. 4bra). Ezek az adatok egyértelmiien bizonyitjak, hogy a progeszteron jelenléte
meghatéroz6 faktor a terbutalin uterus-relaxans hatasénak kialakuldsaban.
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3. ibra A progeszteron kezelés kdvetkezménye a terbutalin kontrakci6-gdtlé hatdsdra, terhes 22 napos
terhes patkdny myometriumon in vitro

A progeszteron kezelést kovet6 B,-AR stimulélas fokozta az aktivalt [*>S]GTPyS molekulakat
a 22 napos terhes allatok myometriumaban. A terbutalin hatasa a [>*S]GTPyS kétédésre tehat
éppen forditott, mint a nem kezelt mintdk esetében (4. dbra) Ezek szerint a terbutalin
hatdsdnak gyengiilése a késdi terhességben a progeszteron plazmaszint csdkkenésének
kévetkezménye, ami a B-AR-okhoz kapcsolédé G proteinek aktivalodasanak szignifikéns

cstkkenését okozza.
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4. ibra A progeszteron kezelés hatdsa a [*S|GTPyS kot6désre, 22 napos terhes patkdny uterus
membrdnban, a terbutalin killsnb5z6 koncentrici6i mellett

[**SIGTPyS kitsdés %-os viltozisa




Célkitiizések

1. Célul tliztik ki egy 0] modszer kifejlesztését, amely alkalmas a cervix rezisztencia
vizsgalatira nem terhes és terhes (15, 18, 20, 21 és 22 napos) patkany mintakon in vitro.

2. Ezen in vitro médszer segitségével vizsgdltuk a B,-AR agonista terbutalin és hérom
altipus szelektiv a;-AR inverz agonista (a1a-AR: WB 4101, a;p-AR: AH 111104, és
aip-AR: BMY 7379) hatdsat a cervix rezisztencidra nem terhes és késé terhes patkany
mintdkon.

3. A B2- és az a;-AR altipusok mRNS szintjének és protein denzitdsinak meghatérozasat
nem terhes és terhes patkdny cervixekbdl reverz transzkripciés polimeraciés
lancreakciéval (RT-PCR) és Western blot technikédval végeztitk.

4. A vizsgélt anyagok Ba- és a;-AR altipusokra kifejtett hatdsdnak megértése érdekében
[*S]GTPYS kotodés vizsgalatokat végeztiink. Azért, hogy ezen AR-ok pontos mitk8dését
tisztazzuk, bizonyos vizsgélatokat antagonistak ill. egy esetben pertussis toxin (PTX)
jelenlétében is elvégeztik.

Moédszerek

A cervix rezisztencia meghatirozasa

Kisérleteinkben nem terhes és késéi terhes (a terhesség 18., 20., 21. és 22. napja) allatokat
hasznaltunk. Az 4llatok ledlése utén a cervixet eltavolitottuk. A cervixet kiildnvalasztottuk, a
lumenbe két fémhurkot vezettink fel, majd a szdvetet 10 ml de Jongh puffer oldatot
tartalmazé szervfiirdébe helyeztik. A szervfirdén 95% O, - 5% CO; gazkeveréket
dramoltatunk 4t, a homérsékletet 37 °C-on tartottuk. A szdvetet a szbvettartd aljahoz
rogzitettilk, feliilrd] egy izometrids mérdfejre akasztottuk. A mérések kezdete eltt a cervixet
1 6ran keresztiil inkubaltuk, a puffert minden 15. percben kicseréltiik. A kezdeti feszités 1,00
g volt.



A cervix rezisztencia mérésekor a szSvet fokozatos nyujtisra adott relaxdcids valaszat
vizsgaltuk. A cervixet lépcsBzetesen nyijtottuk, melyeket 5 perc relaxdciés idd kovetett.
Minden 5 perc utan a k&vetkezd nyujtasi értéket allftottuk be, az alabbi sorrendben: (g-ban
kifejezve): 1;2;3;4;5;6;7;8;9; 10; 11 és 12.

A nynjtasi teszt értékelésekor a kezdeti nyujtas értékének filggvényében dbrazoltuk az 5 perc
elteltével tapasztalhaté feszillés mértékét. A pontokra linedris regressziéval egyenest
illesztettiink és az egyenesek meredekségével jellemeztik a cervix rezisztencidjat. A

meredekebb egyenes nagyobb rezisztenciét jelent.

Terbutalinnal végzett izoldlt szervi vizsgilatok

A terbutalin hatasénak vizsgalatakor 10" M (a 21. napon 10°°-10"* M koncentraciékban is 107
M propranolol jelenlétében, valamint nélkiile) hatéanyagot adtunk az izolaltszerv fiirdébe, és
a szdveteket 5 percig inkubdltuk a feszités kezdete el6tt.

A terbutalin bazilis (2 g eléfeszités az inkubacié kezdetekor) és kdzepesen elbfeszitett (5 g
elbfeszités az inkubécié kezdetekor) cervix tenzidra gyakorolt hatdsanak vizsgélatakor kumulativ
dézis-hats vizsgélatot végeztiink a WB 4101 3x10® - 3x10° M dézistartoméanyéban, 21. napos

terhes cervixen.

Az a-AR inverz agonistdk in vitro hatdsainak vizsgilata

A hatéanyagok hatisanak vizsgalatakor az altipus szelektiv a,-inverz agonistakat, igy a WB
4101-et, az AH 11110A-t ill. a BMY 7378-at 10 M-os koncentriciéban adtuk a
szervilirdGbe, majd a sz8vetet 5 percig inkubaltuk a nytjtasi teszt kezdete eldtt. A kisérleteket
elvégeztik a 22 napon a WB 4101 10® - 10* M koncentréciéival, 10® M fentolamin
jelenlétében, illetve nélkiile is.

A WB 4101 bazilis (2 g elbfeszités az inkubéci6 kezdetekor) és kdzepesen eléfeszitett (5 g
elofeszités az inkubacié kezdetekor) cervix tenzidra gyakorolt hatdsdnak vizsgalatakor kumulativ
dézis-hatas vizsgalatot végeztilnk a WB 4101 10* - 10* M dézistartomanyaban, 22. napos terhes

cervixen.



RT-PCR vizsgilatok

A vizsgélt cervixeket nem terhes és 18., 20,, 21. €s 22. napos terhes (n = 6, minden vizsgéalati
napon) patkényokbo6l metszettiik ki. A szbveteket folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és
felhasznalasig -70 °C-on téroltuk.

A sejtek teljes RNS tartalmat guanidinium-tiocianat-sav — fenol — kloroform extrakciéval
vontuk ki. Az izopropanolos precipitdciét kdvetéen az RNS mintakat hideg, 75%-os etanollal
mostuk és szdritottuk. A PCR-reakei6t az elézdekben kapott cDNS 5 pl-nyi mennyiségével,
valamint 25 pl ReadyMix REDTaq PCR elegy, és 50 pM sense és antisense primerek
segitségével hajtottuk végre. Az RT-PCR termékeket etidium-bromiddal festett, 2%-os agar6z
gélen vélasztottuk el és UV fényben detektaltuk.

Western blot mérések

Mintanként 20 pg fehérjét 10% Na-dodecilszulfat tartalmi poliakrilamid gélen
elektroforizaltunk. Ezutdn a fehérjéket nitrocelluléz membranra helyeztiik 4t, félszaraz blot
technika alkalmazasaval. Mosas utan a blot-okat 1 érén 4t inkubéltuk szobahdmérsékleten, B-
, 0L1a-, OB, p-AR és B-actin poliklonaris antitest jelenlétében. Az antitest kstédést Western
blot immunedetekciés készlettel végeztik. A kvantitativ analizis a gél denziometrikus
szkennelésével tortént.

[**SIGTPyS kotési vizsgalatok

A patkéany cervixébél késziilt membranfrakcidkat (10 pg/minta fehérjedenzitis) 60 percen at
inkubaltuk 30 °C-on Tris-EGTA pufferben ( pH 7,4). A puffer tartalmazott 20 MBq/0,05 em’
[*SJGTPyS- t (0,05 nM), és terbutalint novekvé koncentriciéban (107°-10° M), vagy a
megfeleld altipus szelektiv a-adrenerg receptor antagonistit (WB 4101, AH 11110A vagy
BMY 7378) vagy az altipus-nemszelektiv o;-AR agonista fenilefrint ndvekvd koncentraciéban
(10°-10° M) 30 uM GDP mellett. 21 napos terhes patkdny mintakon a terbutalin vizsgalatot
propranolol jelenlétében (107 M) is megismételtik. A WB 4101 G; protein-aktival6é hatasanak
tisztaz4sa érdekében a méréseket 500 ng PTX jelenlétében is elvégeztik. A nem-specifikus



kotést 10 uM GTPyS-sel meghataroztuk majd kivontuk. A kotott és a szabad [*°S]GTPyS-
molekulat vékuum-sziiréssel elkiilonitettiik, mely miiveletekhez Whatman GF/B filtert és
Millipore csdveket hasznltunk. A sziirbket 3x5 ml jéghideg pufferrel atmostuk, és a
megszéritott sz{irk radioaktivitasat toluen-béazisi szcintillaciés koktélben mértiik meg. A mérést
Wallac 1409 szcintillaciés szamlaléval végeztiik. A terbutalin, valamint az altipus szelektiv oy~
antagonisték altal okozott szdzalékos stimuldci6t a hatbanyag koncentriciéjanak fliggvényében
abréazoltuk.

Eredmények

Izolalt szervi vizsgilatok

Izolalt szervi kisérleteinkben a kezeletlen nem terhes patkdny cervix gyakorlatilag nem
relaxalt, magas rezisztencidjunak talaltuk. Az érték a terhesség 18. napjatél a sziilésig
folyamatosan cstkken, legalacsonyabb a 21. és 22. napokon. (5. 4bra, mintas oszlopok). A
terbutalin a 18. naptdl fokozatosan ndvelte a szdvet nyijtassal szembeni rezisztencidjt, a

hatds a 21. és 22. napon volt a legjelentdsebb (5. 4bra, fekete oszlopok).

exzzza kontrol
m—terbutalin 10 M

nem terhes 18. nap 20. nap 21. nap 22. nap
terhességi napok

5. dibra. A terbutalin hatdsa a cervix rezisztencidra nem terhes
és kés6i terhes patkiny mintékon, in vitro (n=8)

A rezisztencidt a kisérleti gorbe alapjdn szdmolt egyenesek meredekségével jellemeztitk. Az Y-tengelyt két
részre osztottuk, a valtozasok kiemelése érdekében.
ns: nem szignifikdns, *: p<0,05; ***: p<0,001

A WB 4101 a nem kezelt szévetekhez hasonlitva nem fejtett ki semmilyen hatést a nem terhes
és 18. napos terhes szdveteken, de n6velte a cervix rezisztencijat a 20. napt6l a 22. napig. A

7.



hatas a 21. és 22. napokon volt a legkifejezettebb (6. 4bra, mintas oszlopok). Az AH 11110A
nem fejt ki hatdst a cervix rezisztenciéjara in vitro (6. 4bra, fiiggblegesen csikos vonalak), a
BMY 7378 csak a 21. napon ndvelte azt (6. 4bra, vizszintesen csikos vonalak).

- ontrol

Bl W 4104 10° M

[DAH 111104 10® M
Elevy 1378 10° M

20. nap

terhességi napok

6. ibra. Az a,-AR altipus-szelektiv inverz agonistik hatidsa a cervix rezisztencidjira nem terhes és kés6i
terhes patkdny mintikon, in vitro (n=6)

A rezisztencidt a kisérleti gorbe alapjdn szamolt egyenesek meredekségével jellemeztik. Az Y-tengelyt két
részre osztottuk, a véltozésok kiemelése érdekében. Minden egyes napon a szignifikancia szinteket a nem kezelt
(kontrol) mintakhoz hasonlitva hatdroztuk meg.

ns: nem szignifikans; *: p<0,05

A terbutalin és a WB 4101 cervix rezisztencia fokoz6é hatdsa dozisfiiggé a vizsgalt
dézistartoméanyban. A dozis hatés gorbe 10”M propranolol (terbutalin vizsgélat) valamint 10
M fentolamin (WB 4101) jelenlétében jobbra tolédik. Sem a terbutalin, sem WB 4101 nincs
hatassal a bazalis ill. az elfeszitett cervix simaizom ténusra a terhesség 21. illetve 22. napjan
patkényban a vizsgalt dézistartomanyban.

RT-PCR és Western blot vizsgilatok

Az RT-PCR vizsgélatok a B,-AR mRNS szintjének emelkedését mutatték a 18 napos patkany
cervixben, tovabbi véltoz4s nem volt mérhetd. A Western blot analizis alapjan a B,-AR
optikiai denzitdsa kétszeresére emelkedett a terhesség 18. napjéra a nem terhes mintahoz
képest, ezutén a terhesség napjaig azonban véltozatlan maradt.

Az RT-PCR mérések alapjan az o;g-AR nem volt jelen a nem terhes mintékban, tovabbé az
o~ és aip-AR mRNS szint alacsony volt. A 18 napos terhes mintdkban mindhdrom a;-AR
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altipus szintje ndvekedett, tovabbi véltozésokat nem tapasztaltunk a terhesség végéig. A
Western blot vizsgdlat eredményei szerint a receptor fehérjék mennyiségének véltozdsa
$sszhangban van az RT-PCR eredményekkel.

[**S|GTPyS kotddési vizsgalatok

A terbutalin nem befolyasolta a (3’S]GTPyS kotddést a nem terhes patkiny cervix
preparatumokon. A terhesség 18. napjatdl a terhesség végéig sem fokozta, sét csdkkentette az
aktivalt G proteinek mennyiségét. A gatlas % mértéke a 18. és 20. napokon hasonlé mértékii,
a 21. és 22. napokon azonban még jelentésebb. A 21 napos terhes patkdny cervix mintdkon
végzett kisérletek alapjan a gorbe 10”7 M propranolol jelenlétében jobbra tolodott, mikézben a
maximum érték nem valtozott. Ezek alapjan valésziniisithetd, hogy a terbutalin G protein
aktivalédast cstkkentd hatdsa B-AR-okon keresztill medidlodik.

A WB 4101 az alap értékhez viszonyitva névelte a [SSS]GTPyS kotédést a nem terhes patkany
cervix membranprepardtumokban, és a terhesség ideje alatt a 22. napig (7/A 4bra). Az AH
11110A szintén fokozta a G-protein aktivaloddst, de ezen véltozidsok nem voltak
szignifikdnsnak (7/B 4bra). A BMY 7378 a terhesség maximalis hatdsit a 21. napon mutatta
(7/C 4bra). A PTX blokkolta a WB4101 [**S]GTPyS-kotddés-ndveld hatasat (7/D 4bra).

Fenilefrinnel végzett vizsgalatok

Az altipus-nemszelektiv a;-AR agonisa fenilefrin 10® és 10* M koncentraciéban nem
befolyasolta a cervix rezisztenci4jat 22 napos terhes patkany mintdkban. Az a,-AR agonista
fenilefrin az aktivalt G protein minimalis cs6kkenését okozta a 22. napon (7/D 4bra).
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7. dbra: A [35S]GTPyS kitédés viltozdsa o,-AR altipus-szelektiv agonista kezelést kdvetden (A, B, C), fenilefrin jelenlétében (D), és WB 4101 kezelés kivetkeztében,
PTX jelenlétében (D) nem terhes és kés6i terhes patkény cervix membrédnon

Az 4brén a farmakon koncentriciéjanak fliggvényében dbrazoltuk a [*S]GTPyS kitddés szézalékban kifejezett valtozasat. A hatéanyag jelenléte nélkiil meglévé aktivélt G

protein mennyiséget tekintettiik 100%-nak. (A) Az emelkedd gorbék a WB 4101 jelenlétében létrejovd G protein aktivalédast mutatjék. (B) Az AH 11110A csak mérsékelten

befolyasolja a [**S]JGTPyS kotddést, A létrejové G-protein aktivalédés kevésnek bizonyult a cervix rezisztencia befolyasoléséra. (C) BMY 7378 a G protein aktivalodast a 21.

napon fokozta. (D) Az o;-AR agonista fenilefrin nagy koncentraciéban enyhén cstkkentette az aktivélt G protein szintet a 22 napos terhes patkény cervix mintdkon. A WB
= 4101 [*S]GTPyS kot6dés fokozo hatdsa PTX jelenlétében gtolhato.



Kovetkeztetések

1. Az izoldlt szerv vizsgilatainkban kimutattuk, hogy a cervix rezisztencidja folyamatosan
csokken a terminusig, ami 8sszhangban van az irodalmi adatokkal.

2. AB;-AR agonista terbutalin és az oya-AR inverz agonista WB 4101 fokozta a cervix
rezisztenciajat késd terhes patkany cervixekben, de hatastalannak bizonyultak nem terhes
mintdkon. Az a;p-AR szelektiv inverz agonista AH 11110A nem befolyésolta a cervix
rezisztenciat, mig az a,p-szelektiv BMY 7378 hatésa csak a 21. napon jelentkezett.

3. Mindegyik vizsgalt AR szintézise emelkedett a késdi terhességben a nem terhes
mintakhoz képest, de a kiilénbdz8 vizsgalt késdi terhes patkdny cervix mintdk kdzdtt nem
mutatkozott tovabbi killénbség.

4, A [¥S]GTPyS kotédési vizsgdlatokkal kimutattuk, hogy a terbutalin a G protein
aktivalédas csdkkenését okozza a vizsgalt terhességi napokon, de nem fejtett ki hatést a
nem terhes patkanyokbdl szarmazé mintdkon, Ugyanakkor az inverz agonistdk hatdsira G
protein aktivalodas fokozdodasat tapasztaltuk, elsbsorban az a;a-AR esetében és
mérsékelten az oyp- és ap-AR-ok esetében is. A WB 4101 altal okozott [”S]GTPyS
kétddés fokozo hatas gatolhatd volt pertussis toxin jelenlétében.

A Kklinikai tapasztalatok alapjan valdsziniisithetd, hogy a B2-AR agonistdk 6nmagukban nem
elegenddek a fenyegetd koraszillés kielégitd kezelésére, de kombinécidjuk valamilyen mas
hatékony uterus kontrakci6t gatlé szerrel klinikai elénytket eredményezhet. SzAmos adat
bizonyitja ezt a lehetdséget (pl. a terbutalin és a magnézium-szulfat hatékony kombinacidja
tokolizis kezelésére) anélkill, hogy a cervix érésre gyakorolt hatist figyelembe venné. A
terbutalin cervix rezisztencia fokozé hatdsa 0j perspektivakat nyithat a B-AR agonistak
szillészeti klinikai alkalmazisa elStt. Az a;a-AR inverz agonista WB 4101-et még nem
vizsgaltak a klinikai gyakorlatban, A hatdanyag cervix ténus fokoz6 valamint uterus relaxans
hatdsa egyiittesen felveti annak lehetdségét, hogy alkalmas lehet a korasziilés bizonyos
eseteiben preventiv céllal, vagy akdr kezelésként is. Tovabbi vizsgélatok sziikségesek a
klinikai gyakorlatban jelenleg alkalmazott szdmos B,-mimetikum, valamint mas aja-AR
inverz agonistak cervix rezisztencidra gyakorolt hatds4nak tisztdzasdra.
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