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Bevezetés

A sziilészet legnagyobb kihivasai kozé tartozik a korasziilés gatldsa. A statisztikdk szerint a
fejlett orszdgokban a korasziilések szama tovabbra is szamottevo.

Szdmos vegyiilet rendelkezik korai fajastevékenységet gatld, tn. tokolitikus hatdssal.
Azonban az alkalmazott gydgyszeres terdpia ellenére az epidemioldgiai paraméterek nem
javulnak, ezért az eddiginél hatdsosabb gydgyszerek fejlesztése sziikséges, ami a
reprodukcids farmakoldgiai kutatdsok egyik fontos teriiletét képezi.

A méhkontrakcidk sordn a simaizom-sejtek az extracelluldris Ca**-ionokat haszndljdk. A
Ca**-antagonistak az L-tipusii Ca**-csatorndn keresztiil szelektiven gétoljdk a Ca**-ionok
sejtekbe valé bedramldsat. Mindazok a gyégyszerek, amelyek a szabad Ca®*-ion szintet
csokkentik, gatoljdk a miometrium kontrakci6jat. Ezzel a mechanizmussal a Ca®*-csatorna
gatlok alkalmazhatéak a korasziilés terdpidjdban. A Ca2+—antagonisték koziil a legtobb
klinikai tapasztalat a nifedipinnel all rendelkezésre, azonban ennek hatékonysaga sem
teljesen kielégit6. Ugyanakkor, ha a nifedipint sikeresen tudndnk kombindlni mads
szerekkel, melyek erdsitik a kivant hatdst és csokkentik mellékhatdsat, akkor annak

komoly terdpids jelentdsége lehet.
Célkitiizések

A szakirodalomban nem ismertek olyan kisérleti eredmények, amelyek a nifedipinnek mds
szerekkel valé kombinacidja kapcsan beszdmolnanak az uterus-relaxalé hatékonysagarol.

Ebbdl kiindulva a kovetkezd kisérleti célokat hatdroztuk meg:

1. A miometrium kontrakcidk befolydsolhatésdganak vizsgalatit nifedipin jelenlétében a
vemhesség kiilonb6z0 napjain (15, 18, 20, 22) patkdny miometriumon in vitro

2. BK¢,-csatorna (szelektiv (paxillin) és nem szelektiv (tetraetil-ammoénium) blokkoldk,
progeszteron ¢€s terbulatin nifedipinre gyakorolt hatdsanak vizsgdlatat patkdny
miometriumon in vitro.

3. Miometrium kontrakcidk befolydsolhatésdgdnak vizsgdlatit nifedipin — Pr-agonista
kombindcid esetén in vitro csdszdrmetszésbol szarmazé human uteruson.

4. A nifedipin, nifedipin — progeszteron, ill. nifedipin — szalmeterol kombin4ci6é hatdsanak

vizsgalatat hormondlis korasziilési modellen vemhes patkanyban in vivo.



Anyagok és médszerek

Ivarérett ndstény (180-200 g) és him (240-260 g) Sprague-Dawley patkanyokat
paroztattunk. A pdroztatds kezdetétdl szamitott 4-5 Ordn beliil a ndstény dallatoktol
hiivelykenetet vettiink és mikroszkép alatt himivarsejteket kerestiink. Amennyiben a
keresés pozitiv eredménnyel zarult, akkor az éallatot elkiilonitettiik, mint az 1. napos
vemhes ndstényt.

In vitro kisérletek

Uterus prepardldsa, nifedipin hatdsdnak vizsgdlata patkany miometrium kontrakciokra

Kisérleteink sordn 15, 18, 20 és 22 napos vemhes patkany uterusokat hasznaltunk. Az
allatok ledlése utan az uterusbdl Smm hosszisagu gylriiket metszettiink. A preparatumokat
karbogénnel 4tdramoltatott de Jongh oldatot tartalmazd, 37 °C-os szervfiirdoben
inkubdltuk. A kontrakcidkat 25 valamint 100 mM KCl-dal valtottuk ki, majd mindegyik
kisérletben nifedipin (10™"'-10° M) jelenlétében nem-kumulativ dézis-hatds gorbéket
vettiink fel. A nifedipin gtlé hatasat a KCI éltal kivaltott kontrakciokhoz viszonyitottuk és
a kontrakcids gorbék alatti teriiletet értékeltiik a kontroll AUC-hez viszonyitva. A gorbék
regisztraldsat, az adatok rogzitését és feldolgozasat ISOSYS DataAcquisition System
segitségével végeztiik. Az eredmények statisztikai elemzését a Prism 4.0 segitségével

ANOVA Newman-Keuls teszttel végeztiik.

BKc,-csatorna blokkolok vizsgdlata patkdny miometrium kontrakciokra

Kisérleteink sordn 22 napos vemhes dllatokat hasznéltunk. Az uterus gyuriiket a fent leirt
médon izoldlt szervfiirdébe helyeztiik, és 10° M oxitocinnal ritmikus kontrakcidkat
véltottunk ki. Mindegyik kisérletben paxillin (5 pM) vagy TEA (10° M) jelenlétében
kumulativ médon nifedipin (10" — 10°® M) dézis-hatds gorbéket vettiink fel. A nifedipin
gatld hatdsadt az oxitocin altal kivaltott ritmikus kontrakcidkhoz viszonyitottuk. Az

eredmények statisztikai elemzését ANOVA Newman-Keuls teszttel végeztiik.



Nifedipin és terbutalin hatdsdnak vizsgdlata patkdny miometrium kontrakciokra

Kisérleteink sordn 22 napos vemhes dllatokat hasznéltunk. Az uterus gyuriiket a fent leirt
modon izoldlt szervfiirdébe helyeztiik, és 25 mM KCl-dal ritmikus 6sszehuzédasokat
valtottunk ki. Mindegyik kisérletben nifedipin (10™''-10° M) és terbutalin (107 M) vagy
terbutalin (10"° — 10™* M) és nifedipin (107 M) jelenlétében nem-kumulativ dézis-hatds
gorbéket vettiink fel. A nifedipin—terbutalin kombinacié hatdsat alacsony kalcium tartalmu
pufferben is megvizsgaltuk. 0,5 mM kalcium taralmi de Jongh puffert hasznéltunk az
alacsony kalcium tartalmi kornyezet kivaltdsdra. Az inkubdlds utdn a normdl kalcium
tartalmu de Joung puffert lecseréltiik az alacsony kalcium tartalmu de Joung pufferre. A
kombindci6 hatdsdra a gorbe alatti teriilet (AUC) valtozasabdl kovetkeztettiink a kontroll
AUC-hez viszonyitva. Az eredmények statisztikai elemzését pdrositatlan t-teszttel
végeztik.

In vivo kisérletek
Hormondlisan indukdlt korasziilési modell

A kisérletek soran vemhes Sprague-Dawley patkdnyokat haszndltunk.

A korasziilést 3 mg/0,1 ml mifepriszton kezeléssel €s 0,5 mg/dllat prosztaglandin E,
kombinéciéval indukdltuk a vemhesség 19. napjdn. A progeszteron-antagonista
mifeprisztont olivaolajban szuszpendaltuk, €s sc. adagoltuk reggel 9 6rakor. Ugyanezen a
napon, délutan 4 6rakor az allatok PGE, kezelést is kaptak, melyet kozvetleniil a cervixre
vittiink fel. A kezelés sordan a mifepriszton-kezelés €s az elsd utéd megsziiletése kozotti

idotartamot 6rdkban mértiik és hasonlitottuk 6ssze a kiilonboz6 kezelési csoportok esetén.
Kezelések, kisérleti elrendezés

A nifedipin oldatot vagy annak olddszerét, valamint a szalmeterol-xinafoatot vagy annak
oldészerét ozmotikus minipumpdba toltottiik, és izoflurdn anesztézia mellett a patkanyok
hatbore ald iiltettiikk a terhesség adott (16, 18) napjain. A progeszteront sc. adagoltuk a
terhesség 15. napjatol kezdve a sziilés napjaig.

A kezelt terhes patkdnyokat csoportokra osztottuk aszerint, hogy milyen tokolitikus
kezelést kaptak. Csoportonként 8 éllatot vizsgaltunk. Az A csoportba (kontroll) keriiltek

azok a korasziilés indukdlt allatok, amelyek nem részesiiltek egyéb kezelésben, a B



csoportba pedig azok, amelyeket csak vivOanyagokkal kezeltiink. A C csoport nifedipin
tartalmi minipumpat kapott. A D csoportba Kkeriilt allatok esetében nifedipin és
szalmeterol-xinofoat kezelést alkalmaztunk. Az E csoport nifedipin tartalmd mini pumpét,
tovabba minden reggel sc. progeszteront kapott.

Az egyes kezelések hatékonysdgat a kontroll csoporthoz viszonyitottuk. A statisztikai

analizis soran az ANOV A Newman-Keuls-tesztet hasznaltuk.

Humdn szovetmintdk

A csédszarmetsz€s a terhesség utolsé trimeszterében, a 34-40. geszticids héten tortént. A
preparatumokat karbogénnel ataramoltatott Krebs-Henseleit oldatot tartalmazo, 37 °C-os
szervfiirdébe helyeztiik, inkubdltuk, majd 10°® M oxitocinnal kontrakcidkat véltottunk ki,
és mindegyik kisérletben nifedipin (10"'=10™ M) és terbutalin (10”7 M) vagy terbutalin
(101107 M) és nifedipin (107 M) jelenlétében nem-kumulativ dézis-hatds gorbéket
vettiink fel. A nifedipin és terbutalin hatdsdra a gorbe alatti teriilet (AUC) valtozasabol
kovetkeztettiink a kontroll AUC-hez viszonyitva. Az eredmények statisztikai elemzését

parositatlan t-teszttel végeztiik.
Eredmények
A patkanyKkisérletek eredményei
In vitro eredmények
Izol4lt szerven a nifedipin (10"'=10° M) dézisfiiggéen gétolta a 25 és 100 mM KCl-dal
kivaltott méh kontrakcidkat (1. abra).
A BKc,-csatorna gatlé paxillin és TEA nem befolydsolta a nifedipin maximalis gatlé

hatdsat és nem modositotta az ECsy értékeket sem, habar a nifedipin dézis hatds gorbéje

paxillin jelenlétében nem szignifikdnsan balra tolédott.
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1. abra: A nifedipin 100 mM (a) és (b) 25 mM KCI stimuldlta patkany uterus kontrakcidkra gyakorolt hatdsa
a terhesség kiilonb6z6 napjain (15, 18, 20, 22) in vitro (®15. nap, A 18. nap, ¥ 20. nap, ¢ 22. nap)

Az 4lland6 koncentraciéban adott terbutalin (107 M) a nifedipin dézis-hatds gorbéjét balra
tolta (p<0,05), ugyanakkor csokkentette a nifedipin maximadlis gatld hatdsat. A felére
csokkentett, 0,5 mM Ca**-tartalmd pufferben azonban a terbutalin nem befolyésolta a
nifedipin maximalis gatl6 hatasat.

Az alland6 koncentrdcidban adott nifedipin (10'7 M) szintén balra tolta a terbutalin dozis-
hatds gorbéjét, ugyanakkor ez a balratolédds nagyobb mértékii volt (p<0,01), mint a
nifedipin dézis-hatds gorbéje esetében. Emellett a nifedipin fokozta a terbutalin maximalis
gatl6 hatdsat. Az alacsony Ca**-ion tartalmd pufferben a nifedipin csokkentette a terbutalin

ECs értékét, de nem befolyésolta a terbutalin maximaélis gatld hatdsat.
In vivo eredmények

A kontroll (A) csoportban az allatok a mifepriszton kezeléstdl szdmitva 24 6ra mulva
korasziiltek, a 20. vemhességi napon reggel 9 o6ra koriil. A vivéanyagok (B csoport)
onmagukban nem késleltették a hormonélisan indukalt korasziilést a kontroll csoporthoz
viszonyitva.

A vemhesség 16. napjan kezdett nifedipin (C csoport) kezelés hatékonyan, 6,6 Ordval
késleltette a korasziilés kezdetét. A D csoportban (nifedipin — szalmeterol kombinécid) a
kezelés kifejezetten hatékonynak bizonyult, a kontroll (A) csoporthoz képest a kombinacio

24 6raval tolta el a sziilés kezdetét.



A vemhesség 18. napjatol adagolt nifedipin (C csoport) kezelés nem volt hatdsos. Ezzel
ellentétben a nifedipin — szalmeterol kombinacié (D csoport) hatdsos volt, a sziilés kezdete
25 oraval tolédott. A kombindcié (C és D csoport) hatékonysdga kozotti kiilonbség a 18.
napon kezdett kezelés esetében volt a legmarkédnsabb (2.a dbra).

A nifedipin — progeszteron (E csoport) kombindcié esetében a progeszteron kezelés

csokkentette a nifedipin (C csoport) hatasat (2.b abra).
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2. abra: A terhesség 18. napjan kezdett nifedipin, nifedipin — szalmeterol (a) és nifedipin — progeszteron (b)
kezelések eredményei patkdny korasziilési modellen.

Az egyes oszlopok jelentése: dtlag SEM, 8 kisérletbdl szamitva. A statisztikai dsszehasonlitdst a kontroll
csoporthoz viszonyitva tiintettiik fel. A kontroll csoportba a nem kezelt korasziilt 4llatok keriiltek.

A: kontroll csoport; B: vivéanyag-kezelt (PEG400 : etanol : fiziol6gids séoldat = 6 : 6 : 4 ozmotikus
pumpdban + kukorica olaj sc.); C: nifedipin-kezelt; D: nifedipin — progeszteron kombinécié

A szignifikancia jel6lése: ns: nem szignifikans; ***: p<0.001.

A nifedipin és a nifedipin — progeszteron kombindciés kezelés kozott a kiilonbség szignifikdns volt

(p<0.001).
A human miometriumon végzett Kisérletek eredményei

A nifedipin (10°-10"" M) és terbutalin (10°-10""" M) koncentraciéfiiggden gatolta a 10
M oxitocin 4ltal kivaltott humdn miometrium kontrakcidkat. Az dlland6 koncentraciéban
adott terbutalin (10'7 M) nem befolyésolta a nifedipin maximaélis gatlé hatdsat, de az ECs
értékét 1,8 x 107 M-rél 1,5x 10° M-ra (p<0.05) csokkentette. Az allandé koncentracioban
adott nifedipin (10'7 M) fokozta a terbutalin maximalis gitl6 hatdsat, az Ep.x érték 60,8%-
6l 76,8 %-ra novekedett (p<0.01), de nem befolyasolta a terbutalin ECsp-értékét (3.a,b

abra).
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3. abra: A nifedipin—terbutalin kombindci6 hatdsa az oxitocinnal kivaltott humdn miometrium kontrakcidkra
in vitro (a) m nifedipin (10™"'-10° M); e terbutalin (107 M) + nifedipin (10™"'-10" M)
(b) m terbutalin (10™'-10”° M); e nifedipin (107 M) + terbutalin (10™''-10” M)

Az eredmények értékelése, kovetkeztetések

A terhesség sordn végbemend folyamatok eredményeként az uterus struktirdja dramai
valtozason megy keresztiil. A terhesség végén a fajastevékenység beinduldsdig a
miometrium kontraktilitisa enyhén fokozddik, majd sziiléskor ugrdsszerlien megnd.
Patkdnyban a vemhesség 22 napos, igy terminusban, vagyis a vemhesség utolsé napjan
végeztik a kisérleteket. A humén terhes méhkontrakciokhoz hasonléan ritmikus
osszehtizéddsokat véltottunk ki. Igy kisérleti osszedllitisunkban in vitro koriilmények
kozott modelleztiik a sziilés sordn fellépd kontrakcidkat.

A BKc,-csatorna gétlé paxillin és nem-szelektiv blokkolé TEA hatdsdnak vizsgélatara az
uterus kontrakcidkat oxitocinnal véltottuk ki, ugyanis ebben az esetben a KCl nem
alkalmas a kontrakcidk kivaltasara. Az eredmények azt mutatjdk, hogy a BKc,-csatorna,
sem mds K'-csatorndk nem befolydsoljdk a nifedipin uterus kontrakcidkra gyakorolt
hatdsat.

Kisérletes munkank tovéabbi célja az volt, hogy megvizsgaljuk, vajon az izoldlt szerven
lezajlott folyamatok €10 szervezetben is miikddnek-e. In vivo progeszteron elOkezelés és
szalmeterol hozzdadasaval vizsgaltuk a nifedipin hatdsat hormondlisan indukdlt patkdny
korasziilési modellen. Kisérleteinkben 19 napos terhes Sprague-Dawley patkdnyokat

hasznaltunk, mely koriilbeliill a humén terhesség 34-35. hetének felelnek meg. Mivel a



patkdnyokndl nincs korasziilés, a vizsgdland6 koérfolyamatot mifepriszton és
prosztaglandin E, kombinaciéjdval indukaltuk. A mifepriszton-PGE, kombinacids kezelés
hatdsara minden kisérleti allat a progeszteron-antagonista beaddsitdl szamitva 24 O6ra
mulva korasziilt.

Kordbban intézetiinkben mér kimutattdk, hogy a progeszteron kezelés dnmagdban nem
késleltette a hormonalisan indukalt korasziilést, szemben a szalmeterol és a szalmeterol —
progeszteron kombindciés kezeléssel. A mostani kisérletsorozatban Onmagdban a
nifedipinnel is sikeriilt még jobb hatast elérni a 16. vemhességi napon kezdett tokolitikus
kezeléssel, mint kordbban a szalmeterol €s a szalmeterol — progeszteron kombinécidval,
melyet a szalmeterol még tovabb fokozott.

A nifedipin és nifedipin — szalmeterol kombinacié gyors hatdsait is megvizsgaltuk. A 18.
vemhességi napon kezdett nifedipin kezelés onmagdban nem volt hatdsos, de a nifedipin —
szalmeterol kombinédcié ugyanolyan hatdsosnak bizonyult, mint a 16. vemhességi napon
kezdett kezelésnek. A nifedipin hatdsat a ,-agonista addsa megharomszorozta.
Kisérleteink sordn a progeszteron eldkezelés csokkentette a nifedipin uterus relaxald
hatdsat in vitro. A nifedipin in vivo hatdsat az éllatok egy hétig tartdé progeszteron
elOkezelése is rontotta. Feltételeztiik, hogy a progeszteron hatdsiara bekovetkezd
hatdscsokkenés lehetséges oka az lehet, hogy progeszteron jelenlétében az L-tipusu Ca®*-
csatorndk aktivitdsa csokken.

A Po-receptor agonistdk egyiittes addsa Ca®*-antagonistikkal kifejezett szinergizmust
mutatott izoldlt terhes patkdny miometriumon, habar a potencidlé hatds mértéke a két
hatéanyag adagoldsanak sorrendjétol fiiggott. A kis ddzisban adott terbutalin a nifedipin
dézis-hatds gorbéjét balra tolta, ugyanakkor csokkentette a nifedipin maximalis gatld
hatdsat. Az allandé koncentraciéban adott nifedipin szintén balra tolta a terbutalin dézis-
hatds gorbéjét, ugyanakkor ez a balratol6das nagyobb mértékli volt, mint a nifedipin dézis-
hatds gorbéje esetében. Emellett a nifedipin fokozta a terbutalin maximalis gatlo hatasat.
Az eltér6 mértékli szinergizmust magyarazhatja az az ismert tény, hogy a [P,-adrenerg
receptorok izgatdsa aktivdlja a G-proteineket, mely az intracellularis cAMP szint
emelkedéséhez vezet. A cAMP aktivdlja a protein kindz A-t, ezéltal nyitja az L-tipusu
Ca**-csatorndkat. A kalcium ionok belépése a sejtbe a fesziiltségfiiggd Ca**-csatorndn
keresztiil kontrakcidhoz vezet. Ez a mechanizmus a szivizomban jol ismert, és
valészintileg hasonldan zajlik a terhes miometriumban is. A terbutalin aktivélhatja az L-

tipusi Ca**-csatorndkat, mely a nifedipin maximalis hatdsdnak csokkenéséhez vezethet.



Azonban ha a kis dézisu nifedipin addsa megeldzi a terbutalint, a terbutalin mar kisebb
valdészinliséggel aktivalja a csatorndt a nifedipin okozta gatlas miatt.

A nifedipin — terbutalin kombindcié hatdsat human miometriumbdl nyert szoveten is
megvizsgéaltuk. Az dallatkisérletekhez hasonléan mind a nifedipin, mind a terbutalin
dozisfiiggben gdtolta az oxitocinnal kivéaltott miometrium kontrakcidkat. Az &lland6
koncentracioban adott terbutalin rontotta a nifedipin ECsp-értékét (a nifedipin dézis-hatés
gorbe jobbra tolddott), habar a nifedipin maximalis gatld hatdsat nem befolyésolta.
Ellenkez6 esetben, amikor a nifedipin addsa megelOzte a terbutalin addsat, fokozta a
terbutalin maximalis gatlé hatdsat, de az ECsy értékekben nem volt véltozds. Mindezen
eredmények alapjdn elmondhatjuk, hogy a patkdny miometriumban lezajlé valtozdsok
hasonl6an mennek végbe a human miometriumban is.

Eredményeink alapj4n feltételezziik, hogy sem a BKc,-csatorna, sem mds K'-csatorndk
nem jatszik meghataroz6 szerepet a nifedipin uterus kontrakciokra gyakorolt hatdsaban. A
nifedipin uterus kontrakciot gatld hatdsa progeszteron elOkezelést kovetden csokkent,
ugyanakkor B,-mimetikum adédsa a hatdst fokozta. A nifedipin és a [,-agonistak
kombindcidja terdpids jelentdségli lehet, a terbutalin addsa azonban nem el6zheti meg a
nifedipint, mert aktivdlja a Ca**-csatorndkat. A kombindcié humén kiprobalasat
eldsegitheti az a tény, hogy mind a nifedipin, mind a terbutalin farmakodindmias,
farmakokinetikai €s toxikologiai paraméterei ismertek, tehdt kombindcidjuk terdpids

kockézata elméletileg igen alacsony.
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