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Bevezetés

A korasziilés napjainkban a sziilészeti gyakorlat egyik legnagyobb kihivésa:
gyakorisagat az elmult évek eréfeszitéseinek ellenére sem sikeriilt 10 % ald szoritani. A 32.
gesztacios hét elott sziiletett csecsemOknél kialakult komplikaciok jelentés mértékben
felelosek az ¢élet egészét bearnyékold, tobbnyire 1égzo-, illetve idegrendszeri korképek
kialakulasaért. A sziiletés idejének késobbre tolasa a magzat talélési esélyeit ndveli, az
éretlenségbdl adodo allapotok kialakuldsanak valdszintiségét, sulyossagat csokkenti.

Uj hatdanyagok ¢s hatdsmechanizmusok keresése. Az egyik ilyen 0j célpont lehet az op,-
adrenerg rendszer. Az a,-adrenerg receptorok (o -AR) a szimpatikus idegrendszerben elso
sorban mint autoregulatoros receptorok preszinaptikusan helyezkednek el és altalaban
pertussis toxin (PTX) szenzitiv G; proteinhez kapcsoltan miikddnek. Aktivalodasuk
kovetkeztében adenilat-ciklaz mukodése csokken, ami a ciklikus 3°,5’-adenosin monofoszfat
(cAMP) szint csokkenéséhez vezet. Emellett gatlodik a Ca®", valamint fokozodik a K
ioncsatorndk vezetoképessége, melynek eredményeként a célsejt valaszkészsége mérséklodik.

Koréabbiakban beszamoltak arr6l, hogy szdmos faj, igy a patkany és a human uterus
simaizomzatdban is megtaldlhatéak az o,-AR-ok. A cervix vonatkozasaban Kovacs és
munkatarsai igazoltdk a funkcionalisan eltéré o,-AR altipusok jelenlétét a human cervixben.
A rendelkezésiinkre 4ll6 altipus szelektiv antagonistdk lehetdséget nyujtanak arra, hogy
segitségével megvizsgdljuk, hogy az o,-AR-ok jatszanak-e szerepet a terhes patkany

miometrium kontrakciok, illetve a cervix rezisztencia szabalyozasaban.

Célkitiizések

1. A miometriumban, illetve a cervixben expresszalodd o,-AR altipusok mRNS, illetve

fehérje denzitasanak kimutatdsa RT-PCR, illetve Western blot technikékkal

2. lIzolélt szervi vizsgélatok segitségével a miometrium kontraktilitas és a cervix rezisztencia
befolydsolhatosaganak vizsgalata altipus szelektiv o,-AR antagonistdk (BRL 44408 —
oxa-AR, ARC 239 — app-AR, spiroxatrin — apc-AR) jelenlétében in vitro



3. A noradrenalin (NA) altal stimulalt szovetekben felszabaduld6 cAMP mérése az egyes

receptor altipusokon

4. A hatadsosnak bizonyuld hatéanyagok vizsgalata korasziilési modellbdl szarmazé

szoveteken, in vitro.

Modszerek

RT-PCR vizsgalatok

A vizsgalt szoveteket folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és felhasznaldsig -70 °C-on
taroltuk. A sejtek teljes RNS tartalmat guanidium-tiocianat-sav — fenol — kloroform
extrakcioval vontuk ki. Az izopropanolos precipitaciot kovetéen az RNS mintdkat hideg,
75%-0s etanollal mostuk és szaritottuk. A PCR-reakciot az el6zéekben kapott cDNS 5 pl-nyi
mennyiségével, valamit 25ul ReadyMix REDTaq PCR elegy, és 50 pM sense ¢€s antisense
primerek segitségével hajtottuk végre. Az RT-PCR termékeket etidium-bromiddal festett, 2%-
os agaroz gélen valasztottuk el és UV fényben detektaltuk. Az eredmények statisztikai

elemzését ANOVA Newman-Keuls teszttel végeztiik.

Western-blot vizsgalatok

Mintanként 20 pg fehérjét 10%-os natrium-dodecilszulfat poliakrilamid  gélen
elektroforézisnek vetettiink ala. A fehérjét a nitrocelluloz membranra helyzetiik at, félszaraz
blottold eljarassal. Mosas utan a membrant szobahémérsékleten opa-, op-, oac-AR és B-aktin
poliklondlis antitestekkel, blokkolo pufferben 1 6ran at inkubaltuk. Az immunreaktiv sdvokat
WesternBreeze Chromogenic Western blot immundetektald kit segitségével lathatova tettiik,
majd meghataroztuk a mintdk optikai denzitdsit. Az eredmények statisztikai elemzését

ANOVA Newman-Keuls teszttel végeztiik.

Izolalt szervi miometrium kontraktilitas vizsgalat

Kisérleteinkben nem terhes és késdi terhes (22. nap) allatokat hasznaltunk. A szoveteket a
koradbban leirtaknak megfeleléen preparaltuk, inkubdltuk, majd az o, illetve B hatasok
kikiiszobolése végett doxazozin (10° M) és propranolol (10 M) jelenlétében NA névekve

koncentraciéival (10° M — 10*° M) kumulativ dozis-hatds gorbét vettink fel. Mosas és



pihentetés utdn az altipus szelektiv antagonistakkal (107 M) kezeltik a szoveteket, majd
ismételten felvettilk a NA dozis-hatas gorbéket. Az antagonista hatdsara a gorbe alatti tertilet
(AUC) valtozasabol kovetkeztettiink a kontroll AUC-hez viszonyitva. A gorbék regisztralasat,
az adatok rogzitését és feldolgozasat ISOSYS DataAcquisition System segitségével végeztiik.

Az eredmények statisztikai elemzését a Prism 4.0. segitségével kétmintas t-probaval végeztiik.

Hormonalisan indukalt korasziilés modell

A korasziilési modellben az allatokat a terhesség 19. napjan, reggel 9 o6rakor 3 mg/allat
szubkutan mifepristonnal, majd délutan 0,5 mg/allat prostaglandin E,-vel kezeltiik, melynek
kovetkeztében az allatok a terhesség 20. napjan, reggel 9 és 10 ora kozott korasziiltek. A
vizsgalatba vont szoveteket mindig a 20 nap reggel 9 orakor tavolitottuk el, és NA-al

stimulaltuk az adott altipus szelektiv antagonista jelenlétében.

A cervix rezisztencia meghatarozasa

A 18, 20, 21 és 22 napos terhes allat ledlését kovetden a cervixet eltavolitottuk, majd
preparaltuk. A cervix rezisztencia mérésekor a szdvet fokozatos nyutjtasra adott relaxacios
valaszat vizsgaltuk. A cervixet 1épcsézetesen, 1-t0l 12 grammos feszitési értékig nyuhjtottuk.
Minden egyes feszitési érték beallitast 5 perc relaxacios idé kovetett. Ertékeléskor a kezdeti
nyujtas fliggvényében abrazoltuk az 5 perccel késdbb mért tenziot, a pontokra regresszios
egyenest illesztettliink. Az egyenesek meredeksége jellemzi a cervix rezisztenciajat, a nagyobb
meredekség nagyobb rezisztenciat jelent.

A nyujtasi teszt kezdete el6tt doxazozin (10° M), propranolol (10° M) valamint az egyes
altipus szelektiv antagonistak (10° M) jelenlétében inkubdltuk a szoveteket. A kontroll
értékeket NA jelenlétében (10™ M), vagy anélkiil vettiik fel.

A G; fehérjét blokkold PTX cervix rezisztenciara kifejtett hatasanak vizsgalatakor a mintakat
400 ng/ml PTX-al 2 oran at inkubaltuk a feszitések el6tt. Az adatokat Prism 4.0. szamitogépes
program segitségével értékeltiik ki, az eredmények statisztikai értékelését ANOVA Newman-

Keuls teszttel végeztiik.

cAMP szint meghatarozas

A mintdkat izobutil-metilxantin (10° M), doxazozin, propranolol és a vizsgalt altipus
szelektiv op-antagonista jelenlétében 20 percig inkubaltuk. Ezt kdvetden az miometrium
esetében NA-al 10 percig, majd forskolinnal (10 M) tovabbi 10 percen 4t stimulaltuk. A

cervix esetében az inkubacié utin NA-al, majd forskolinnal, vagy csak forskolinnal



stimulaltunk. A G; fehérjét blokkolé PTX cervix rezisztenciara kifejtett hatdsanak vizsgélatakor
a mintdkat 400 ng/ml PTX-al 2 6ran at inkubaltuk a feszitések el6tt. A képzddott cAMP
mennyiségének meghatarozasadhoz a szoveteket folyékony nitrogén alatt poritottuk, hideg 5%-
os triklorecetsavval homogenizaltuk, majd 10 percen at 600 g-vel centrifugaltuk. A feliiliszot
vizzel telitett éterrel kiraztuk, majd a vizes fazist -70°C-on taroltuk. A mintdk cAMP tartalmat
Enzim Immunoassay Kit segitségével meghatidroztuk, majd pmol/mg szovet egységben

fejeztiik ki. Az eredmények statisztikai elemzését ANOVA Neuman-Keuls teszttel végeztiik.

Eredmények

RT-PCR vizsgalatok

RT-PCR vizsgalataink igazoltak, hogy mindharom oy-adrenerg receptor altipus mRNS
kimutathaté mind a nem terhes, mind pedig a 22 napos terhes patkdny miometriumbdl, ez
utobbi esetben markans opp-AR dominanciat mértiink. A cervix esetében minden vizsgalati
napon igazoltuk az op-AR altipusok mRNS-ének expressszidjat, ugyanakkor az egyes
receptor altipusok expressziojanak mértéke a kiilonbozo terhességi napokon eltért egymastol.
A 20. ¢és 21. napokon minden altipus mRNS expressziojanak fokozddasat tapasztaltuk. A 22.
napon ezzel szemben az apa €s az app altipusok mRNS expresszidja nem valtozott, mig az

oc receptor mRNS szintje nagy mértékben lecsokkent.

Western-blot vizsgalatok.

Western-blot vizsgalatainban mindharom o,-adrenerg receptor altipus fehérjét kimutattuk a
22 napos terhes patkany méhizomzatbol. Legnagyobb mennyiségben az a,p-AR
expresszalodott, mig az owa-AR fehérje optikai denzitdsa az onc -AR-hoz  képest
szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult. A cervix esetében minden vizsgalati napon
igazoltuk az o,-AR altipus fehérjék jelenlétét. A receptor fehérjék expresszidja megnétt a 21.

napon, majd a 22. napon nagymértékben lecsokkent.



kontrakcio6 fokozas

Izolalt szervi vizsgalatok

Az oz-AR antagonistak hatasa az miometrium kontrakciokra

A nem terhes miometriumon a NA nem fokozta a kontrakcidkat. A 22 napos terhes szoveten a

NA nagy mértékli kontrakcid fokozodast okozott, mely hatast az a,a-AR antagonista BRL

44408, az ac-AR antagonista, illetve e két hatdbanyag kombinacidja tovabb novelt Az a,p/c-

AR antagonista ARC 239 gatl6 hatast mutatott a kontroll gérbéhez képest. (1. abra)
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1. dbra: Az altipus szelektiv a,-AR antagonistak hatiasa a NA-altal kivaltott kontrakciokra
(kontroll) 22 napos terhes patkany miometriumon, in vitro (n=8). *: p<0.05; **: p<0.01.

Az oz-AR antagonistak hatasa hormonalisan indukalt korasziilés modellbél szarmazo

szoveteken

A NA-al kivaltott kontrakcié fokozas mértéke ebben a kisérleti elrendezésben elmaradt a 22

napos terhes szdveteken tapasztaltaknal. Az ARC 239 blokkolta a NA altal indukalt

kontrakcidkat.



Az o-AR antagonistak hatasa a cervix rezisztenciara

A 18 napos terhes cervixben a NA fokozta a rezisztenciat (mindhdrom a,-AR stimulécioja),
mely hatdst az ARC 239 tovabb fokozott (opa-AR stimulacid), mig a BRL 44408, a
spiroxatrin, illetve e két anyag kombindcioja felfiiggesztette a NA hatdsat. A terhesség 20.
napjan a NA nagymértékli tonuscsokkenést eredményezett, mely hatas csupan az ARC 239
jelenlétben volt fenntarthatd. A 21. napon a NA fokozta a cervikalis ellenallast, mely fokoz6
hatast egyediil a spiroxatrin tudott fenntartani (axa/s-AR stimulécid). A NA nem befolyasolta
a tonust a terhesség 22. napjdn sem Ondlloan, sem pedig az antagonistdk jelenlétében. (2.
abra)
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2. dbra: Az altipus szelektiv a,,-AR antagonistak hatasa a cervix rezisztenciara 18, 20, 21 és 22 napos

terhes patkanyban in vitro. A fehér oszlopok a nem kezelt, a fekete oszlopok a noradrenalin kezelt, a

sziirke oszlopok pedig a NA és az antagonsita altal egyarant kezelt cervixeken kapott eredményeket
mutatjak (n=6). *: p<0.05; **: p<0.01.

A 18. ¢és 21. terhességi napon, a PTX Onmagaban is csokkentette a cervix rezisztenciat,
valamint megsziintette a NA hatasat mind 6nmagaban, mind pedig az ARC 239 jelenlétében.

A 20.napon a PTX eldkezelés nem befolyasolta a rezisztenciat és a NA hatasat.



cAMP vizsgalatok

Az a;-AR antagonistak hatasa a miometrialis cAMP szintre

cAMP vizsgalatainkban azt tapasztaltuk, hogy a szdveti cAMP szint valtozasok teljes
harmoénidban voltak a funkciondlis kisérletekben tapasztaltakkal. A 22 napos terhes
méhszovetben az ARC 239 nagymértékben megnovelte, mig a tobbi antagonista csokkentette

a NA altal stimulalt szovet intracellularis cAMP szintjét. (3. abra)
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3. abra. Az altipus-szelektiv a,-AR antagonistik hatdsa a NA altal felszabaditott miometriilis cAMP
mennyiségre (pmol/szovet mg = SEM) izobutil-metilxantin és forskolin (kontroll) jelenlétében 22 napos
terhes patkanyban (n=6). *: p<0.05; **: p<0.01.

Az a-AR antagonistak hatasa a cervikalis cAMP szintre

A cervix esetében a NA ¢és az ARC 239 kezelés szignifikansan lecsokkentette az
intracellularis cAMP termelést a terhesség 18. napjan, mig a 20. napon épp ellenkezd hatést
tapasztaltunk. Emelkedett cAMP szintet tapasztaltunk a NA hatdsara a terhesség 21. napjan,
de az ARC 239 nem befolyasolta szignifikdnsan az intracellularis cAMP mennyiségét. Nem
tapasztaltunk szignifikans valtozast a cAMP mennyiségében. a 22. terhességi napon.

A PTX jelenlétében végzett kisérletek ugyancsak kovették az izolalt szervi kisérletekben

tapasztaltakat.



Megbeszélés

A terhesség ¢és sziilés alatti komplikaciokat a miometrium korai kontrakcids
tevékenysége, illetve a cervix abnormalis érése okozhatjdk Napjainkig szdmos receptor
szerepét tisztdztdk a miometrium ¢€s cervix terhesség alatti miikodésében, ugyanakkor
mindezidaig nem rendelkeziink kellé informacidval arra nézve, hogy miként befolyasoljak az
op-receptor altipusok ezen rendszer mikodését.

RT-PCR ¢s Western-blot vizsgalatainkban igazoltuk mindhdrom o,-AR altipus
jelenlétét a miometriumban €s a cervixben is. Az altipus szelektiv antagonistak jelenlétének
funkcionalis kovetkezményeit a szoveti cCAMP mennyiségének valtozasaival parhuzamosan
detektaltuk. Kisérleteinkben ugy talaltuk, hogy az antagonistdk jelenlétében a NA hatdséara
bekovetkezett valtozasok teljes 6sszhangban voltak a szoveti cAMP szint valtozasaival.

Miometrium. Vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy a BRL 44408 jelenléte miatt
bekovetkezd apa-AR  blokdd a kontrakciok novekedéséhez vezet, melybdl arra
kovetkeztettiink, hogy az oa-AR altipuson gatlé hatas medialédik. Ugyanezt igazoltuk az
oxc-AR blokkolo spiroxatrin esetében is, azaz az oy altipusok is a kontrakcidk gatlasaért
felelosek. Kimutattuk, hogy az oup,c antagonista ARC 239 jelii vegyiilet gatolja a NA
Osszehizo hatasat. Mindez alatdmasztja azt az elébbi megallapitast, hogy az ana receptoron
gatld hatds jelenik meg. Az opp altipusok szerepének tisztazasara a BRL 44408 ¢és a
spiroxatrin segitségével blokkoltuk az o,a €s opc receptorokat, igy csupan az o receptorok
maradtak szabadon. Ebben az esetben a NA hatasa nagy mértékben felerdsodott, mely azt
bizonyitja, hogy az ayp-AR altipusok kontrakcio fokozasért felelések. A NA altal kivaltott

kontrakci6 fokozo hatas a harom a,-AR altipuson medial6do hatas ereddjének tekinthetd.

Kontrakcios valasz

Ol2A o2 a2c

22. nap ﬂ ﬂ ﬂ

Mivel a cAMP csokkenése kontrakcid fokozddassal, mig megndvekedett szintje
relaxacioval jar, ezért a cAMP vizsgélataink magyarazzak az altipus szelektiv antagonistdk
eltér6 hatasait a NA altal kivaltott kontrakciokra.

Végezetiil az app/c-szelektiv. ARC 239 hatédsat korasziiléses modellbdl szarmazo
szoveteken teszteltilk, melynek jelentdsége, hogy ebben az esetben valoban egy

hiperkontraktilis szoveten vizsgaljuk a gatld hatast antagonista hatdsat. Az ARC 239 hatasa a



NA-nal kivéltott kontrakcidkra ismét meggydzdnek bizonyult, igy a vegylilet igéretes lehet a

Cervix. Vizsgalataink sordn a 18. terhességi napon az ARC 239 jelenlétében
megnovekedett cervikalis ellenéllast és ezzel parhuzamosan csokkent cAMP szintet
tapasztaltunk, mig a 20. napon ezen hatas ellentétét figyeltik meg. Az on-receptorok
stimuldcioja miatt bekdvetkez6 cAMP szint emelkedés meglehetdsen ritka, ugyanakkor a
terhesség képes eldidézni az ap-receptorok Gi/Gs fehérjéket aktivald képességének
megvaltozasat. Eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy az a-AR altipusok (elsdsorban o -
AR) a terhes cervixben képesek Gy fehérjékkel is kapcsolodni. Ezen feltételezésiink
igazolasara PTX jelenlétében is elvégeztiik a kisérleteket. A PTX blokkolja a Gj fehérjéket,
igy alkalmazasaval kiilonbséget tudtunk tenni az esetleges G;, illetve G kapcsoltsag kozott. A
18. napon a PTX jelenlétében a NA hatdsa dnmagaban (nem-szelektiv a,-AR stimulacid) és
az oyp/c-receptor blokkold6 ARC 239 jelenlétében (szelektiv a,a-AR stimulacid) egyarant
megszint, melybdl arra kovetkeztettiink, hogy az oxa-AR-on megjelend agonista hatas G;
fehérjén keresztiil medialodik.. Ugyanakkor, a terhesség 20. napjan a PTX eldkezelés nem
befolyasolta a NA ¢és az ARC 239 hatasat, illetve a cAMP szintek sem valtoztak, feltételezve,
hogy ezen a napon az aps-adrenerg receptorok G fehérjével kapcsolodnak.

A 21. napon tapasztaltakbodl arra kovetkeztetlink, hogy ezen napon az opa- és az opp -
receptorokon keresztiil valosul meg a NA hatasa. PTX kezelés utdn a medialodo hatés
megszint, miszerint az agonista hatas ezen a napon G; fehérjén keresztiil jelenik meg. A 22.
gesztacios napon tapasztalt hatastalansag mogott a receptorok G fehérje kapcsoltsaganak

megsziinését sejtjik.

Ol2A o2 Qa2
G fehérje G fehérje G fehérje
kapcsoltsag | rezisztencia| kapcsoltsag |rezisztencia| kapcsoltsag |rezisztencia
18. nap G U - - G ﬂ
20. nap Gy ﬂ - - Gy ﬂ
21. nap G ﬂ G ﬂ - -
22. nap - - - - - -

Mindezen eredmények fényében ugy gondoljuk, hogy bar az o,-AR antagonistadk ©6nalld

alkalmazaséaval a teljes korasziilési folyamat nem allithatdé meg, a szelektiv antagonistak

bizonyos nagyobb hatékonysagi anyagokkal kombinalva klinikai jelentdséggel birhatnak
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