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Bevezetés

A perinatalis megbetegedések ¢s haldlozasok leggyakoribb oka a
korasziilés. Ezen esetek szdma igen magas és nem csokkent jelentosen az
elmult években. A tokolitikus céllal a klinikai gyakorlatban magnézium-
szulfatot, B,-adrenerg receptor (3,-AR) agonistakat, ritkan prosztaglandin
gatlokat, kalcium-csatorna blokkolokat és oxitocin receptor antagonistakat
hasznalnak. Ezen farmakonok mellékhatas profilja és bizonyos esetekben
mutatott hatastalansaguk bizonyitja, hogy a tokéletes tokolitikus terapia
egyike a sziilészeti praxis legnagyobb kihivasainak. Kutatisainkat is a
tocolizis megoldatlan problémaja motivalta.

A spontan méh kontrakciok kialakulasa heterolog szabalyozas alatt
all, amelyben szerepet jatszanak a prosztaglandinok, az adrenerg rendszer,
az oxitocin, a connexinek és a szexual hormonok.

Az a-adrenerg receptorokon (a-AR) keresztiil alakulnak ki a méh
kontrakciok, mig a B-AR-okon uterusz relaxacidja jon 1étre. Ezek alapjan az
a-AR blokkolok elméletileg alkalmasak lehetnek tocolisis kivaltasara.

Az o,-AR altipusok megoszlasa és jelentdsége a patkany és human
méhmilkodés szabalyozasaban a terhesség alatt eddig fel nem tart teriilet.
Ennek vizsgalatara kivalo lehetoséget nydjt az antiszenz technologia.
Hagyomanyos vizsgélati modszerekkel limitalt a receptorok fizioldgias
szerepének vizsgalata. Az antiszenz hatas, melynek alapja a szelektiv gén
expresszid gatlasa antiszenz DNS, RNS vagy oligonukleotidok
hasznalataval, 0j lehetoséget nyujt az élettani funkcidkba torténd szelektiv

beavatkozasra és a receptorok élettani szerepének tanulmanyozasara.
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Célkitiizések

1. o,-AR altipusok denzitds ¢s farmakoldgiai reaktivitas
valtozasanak vizsgalata a terhesség végén patkany uteruszon. Az a;-AR
altipusok mRNS  expresszidjanak  valtozasat reverse-transcription
polymerase chain reakcioval (RT-PCR) vizsgaltuk a terhesség 18, 20 és 22.
napjan. Elektromos erdtéringerléssel (EFS) teszteltiik a terhes patkany
uteruszok farmakoldgiai reaktivitasat az adott idészakban.

2. oya-AR szerepének vizsgilata a terhes patkdny uterusz

kontrakcidinak szabalyozasaban. Célunk — nem megfeleld allatmodell
hianyaban - egy knock-down transzformans modell kifejlesztése, amely
alkalmas az oya-AR-ok szerepének vizsgalatdra. Erre az AON —ok
alkalmazasat tartottuk megfelelonek.
Az aya-AR ellen tervezett antiszenz oligodeoxynukleotidok (AON) receptor
szintézist gatld hatasat radioligand receptor kotési technikaval és Western
blot analizissel igazoltuk. EFS technikaval vizsgaltuk a post-partum
uteruszokban bekdvetkezett farmakologiai valtozasokat.

3. 0,-AR altipusok mRNS szintézisének vizsgalata nem terhes és

terhes human uteruszon RT-PCR technikaval.

Modszerek

RT-PCR vizsgalatok
Szdvet prepardlas — Patkany uterusz
A nem terhes ¢és 18, 20, 22 napos terhes patkany uteruszt eltavolitottuk,

folyékony nitrogénbe helyeztiik, RNS kivonasaig -70°C-on taroltuk.



Humdn uterusz

Mintéainkat nem terhes human uteruszbdl a cervixtdl a fundusig tartd
metszéssel nyertiik, majd a miometrium csikot egyenld részekre osztottuk
az RT-PCR vizsgalatokhoz. Terhes human uterusz mintaink
csaszarmetszésbol szarmaztak. Mintainkat folyékony nitrogénbe helyeztiik,
majd felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.
Total RNS tisztitisa Chomczynski és Sacchi szerint tortént. Az RNS-t
denaturaltuk, majd az elegyet M-MLV reverse transcriptase hozzaadasaval
37 °C-on 60 percig, majd 72 °C-on 10 percig inkubaltuk. A PCR-t cDNS,
ReadyMix REDTaq PCR elegy és primerek segitségével végeztilk. A PCR
termék kvantifiklasihoz o->*P-dCTP-t (1 pCi) adtunk a reakci6 elegyhez.
A PCR termékeket 2%-os agaroz gélen elektroforézisnek vetettilk ala;
vakuumszaritds utan Phospholmager kazettdba helyeztik. A gélek

kvantifikalasa ImageQuant programmal tortént.

AON-ek szintézise
A harom AON ¢és a kontroll oligonukleotidok szintézise Bottka
Sandor iranyitdsdval a Biologiai Kutato Kozpont Novénybioldgiai

Intézetében tortént.

Allatok kezelése AON-okkal

A patkanyok kezelése 2-3 ordval sziilés utan urethan narkézisban,
harant  laparotdmia utan tortént. Az AON-okat ¢és  kontroll
oligonukleotidokat specialis vivoanyag keverékben (pluronic gél, DOTAP)
injektaltuk az uterusz szarvakba. Tovabbi vizsgalatainkat az expoziciot

kovetd 24. draban eltavolitott uteruszon végeztiik.
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Radioligand-receptor kétési vizsgalatok

Radioligand kotési  kisérleteket patkany uterusz membranon
végeztik. Az o-AR-ok telitési analizisét [*H]prazozinnal és jeldletlen
fentolaminnal hajtottuk végre. Displacement vizsgalatokhoz [*H]prazozint
és jeloletlen ligandot (prazozin, WB4101) hasznaltunk. A reakciét minden
esetben a membran hozzdadasaval inditottuk. A receptor-ligand complex
radioaktivitasat folyadék szcintillacios szamlaloban mértiik. A nem

specifikus kotést jeloletlen fentolamin jelenlétében vizsgaltuk.

Western blot analizis

Fehérje mintat SDS-poliakrilamid gélen elektroforézisnek vetettiik
ala, majd a szétvalasztott fehérjéket attranszformaltuk nitrocelluloz
membranra. A membrant blokkoltuk, majd anti-ajz-, o4p-, ap-AR
poliklonalis antitesttel inkubaltuk. Mosas utan tormaperoxidazzal konjugalt
IgG-t adtunk a rendszerhez. Az antitest kotést kemilumineszcencia
reagenssel detektaltuk, az expoziciot Kodak X-Omat filmen végezztiik.

Kontrollként anti-f-actin monoklonalis antitestet hasznaltunk.

Elektromos erotér ingerlés

Az AON kezelt és kontroll uteruszokat 24 oraval a sziilés utan tavolitottuk
el. Az uterusz szarvakbol 0,5 cm hosszu izom gylrlit metszettiink ki,
melyeket két platina elektréd kozé fiiggesztettiink fel szervfiirdébe,
melyben 37 °C-os, karbogénnel (95% O, / 5% CO,) ataramoltatott puffer
volt. Maximalis ritmikus kontrakcidkat valtottunk ki digitalis,
programozhaté ingerlovel, korabban meghatarozott jelszélességgel (60 s),
periodus id6vel (200 ms) és 40 V fesziltséggel. A szovetgylrik
kontrakcidit transzducerrel mértilk, a gorbe regisztraldsat és az adatok

értékelését IsosysData Acquisition System segitségével végeztiik. Nem-
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kumulativ ddzis-hatas gérbét vettiink fel a szelektiv o;x-blokkold S5-metil-
urapidilre (5-MU) és a WB4101-re, o,g-antagonista BMY7378-ra, o p-
blokkold ciklazozinra és [,-agonista terbutalinra. A dozis-hatas gorbe és a
gorbék alatti teriilet (AUC) értékelése és statisztikai elemzése Prism 2.01
programmal tortént. A statisztikai szamitdsokat ANOVA Neuman-Keuls

teszttel végeztik.

Eredményeink

o;-AR altipus mRNS expresszioja és farmakologiai reaktivitasa
patkany uteruszban a terhesség végén

Patkanyban a terhesség 18. napjatol a 22. napjaig az oa-AR
mRNS mennyisége fokozatosan novekedett, mig az o;p-AR mRNS
expresszidja nem volt kimutathaté RT-PCR analizissel. Az o;p-AR mRNS
szintézise a 20. napon mutatott maximumot, majd a 22. napon csdkkent.
Elektromos er6tér ingerléssel a terhesség 18, 20 és 22 napjan dozisfiiggden
gatolhaté volt a méh kontrakcid o,-antagonista 5-MU-el. A vizsgalt
koncentracié tartomanyban a szelektiv o;p-AR antagonista ciklazozinnal
nem talaltunk szignifikdns valtozast a stimulalt kontrakcidk gatlasaban csak
nagy dodzisban. o,p-AR antagonista BMY7378 dozisfiiggden gatolta az
uterusz kontrakcidkat. A dézis-hatds gorbék alapjan kiszamitott EC50
értékei az alabbiak voltak: o 4-AR antagonista 5-MU 6,3x10° M (18. nap),
2,9x10° M (20. nap), 1,9x10° M (22. nap); o;p-AR antagonista BMY 7378
1,09x10° M (18. nap), 4 x 10° M (20. nap), 3.6 x 10 M (22. nap).
Szoros korrelacidt talalunk o4-AR mRNS expresszid és az 5-MU ECS50
értéke (1"=0,9712) tovabba az a;p-AR mRNS expresszio és a BMY 7378
EC50 értéke kozott (1°=0,9936).



o 4-AR-0k szerepének vizsgalata patkany uteruszban AON-
okkal

A szintetizalt harom AON koziil a 480-AON csokkentette az o ,-AR

denzitasat idofiiggden a kezeletlen és random-oligonukleotiddal kezelt
csoporthoz képest.
A sziilést kovetd 12. és 24. draban eltavolitott, 480-AON-el kezeletlen
uteruszban lehetett mérni a legjelentdsebb o 4-AR denzitas csokkenést. A
480-AON-el tortént 12 6ras inkubacio 58,7%-0s (Bna=12,04 £ 0,86), a 24
oras 53,0%-08 (Bpax =3,69 + 0,42 fmol/mg) csokkenést okozott a B
értékében. Szignifikdns valtozds a tobbi AON esetében nem volt
kimutathato.

A aqa-szelektiv WB 4101 két kotohelyet ismert fel a (Kg=0,011 és
15,05 nM) a nem kezelt uteruszon, mig a 480-AON-el kezelt allatoknal csak
egy kotohely (K; = 36,12 nM) volt kimutathato.

Western-blot analizis soran 480-AON hatasara 1étrej6vé aya-AR
denzitas csokkenést detektaltuk.

EFS vizsgalatokban az uterusz kontrakciok AUC értékeiben
szignifikans csokkenést tapasztaltunk a kontroll, operalt kontroll, DOTAP-
kezelt kontroll, 480-missmatched AON és 480-scrambled AON kezelt
kontrollokhoz viszonyitva.

Tovabba EFS vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a kontroll
uterusz gylrtn kivaltott ritmikus kontrakciokat az o 5-szelektiv antagonista
5-MU 75%-ban, é¢s a WB 4101 70%-ban gatolja. 480-AON-el kezelt
uteruszon a kontrakcidk gatolhatosaga 25 és 20% volt. Az IC50 értékek az
5-MU esetében 3,8 x 10°M a WB 4101-nél 9,5 x 10° M volt a kontroll
uterusznal. A ritmikus kontrakcidk gatolhatosaga a 480-AON kezelt
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uteruszon op-antagonista BMY 7378-al és B-mimetikus terbutalinnal nem

mutatott eltérést a kontrollokhoz viszonyitva.

o;-AR altipusok mRNS szintjének viltoziasa human uteruszban

Az o,-AR altipusok (oja-, oyp-, o;p-AR) mRNS jelenlétét
detektaltuk nem terhes uteruszban, o.;3-AR mRNS dominancia mellett. ;-
AR mRNS szintje az uterusz corpus részében mutatott maximumot és
szintje a fundus felé csokkent. Az az-és a;p-AR mRNS expresszidja a
cervixben a legalacsonyabb, szintje a fundus felé no.

CsaszarmetszésbOl szarmazo szovetmintakban oa-, ojp-, oip-AR
mRNS expressziojat mutattuk ki. Ezekben a mintadkban o;p-AR mRNS-t

detektaltunk a legnagyobb mértékben.

Osszefoglalas

1. Vizsgalataink soran bizonyitottuk, hogy a terhes patkany uterusz
kontraktilitasaban az aya- és o p-AR-ok involvaléodnak, melyek koziil
kiemelt szerepe az o;4-AR altipusnak van a terhesség végén.

2. Az oyp-AR mRNS expresszidja és ezen receptor altipus
farmakologiai reaktivitdsa nem volt mérhetd patkany uteruszban a terhesség
végén. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az a,3-AR-ok valdsziniileg nem
jatszanak kiemelkedd szerepet a terhes patkany uterusz kontraktilitasanak
szabalyozasaban.

3. Szoros korrelacidt igazoltunk az o;x-AR és o p-AR mRNS
mennyisége €s a receptorok farmakologiai reaktivitasa kozott a terhesség

végén patkanyban. Ez a korrelacié nagy jelent6ségli lehet, mivel a



9

leggyakrabban hasznalt tokolitikumoknak (B,—mimetikumok) a receptor
deszenzitizacio miatt csokken hatékonysaguk.

4. AON-ok lokalis alkalmazasa, mellyel megvizsgalhatjuk egyes
receptorok szerepét az uterusz mikodésében, Uj eljaras az experimentalis
farmakoldogiaban. Ezen j modell hasznalataval kifejlesztettiink egy o;5-AR
knock-down transzformans allatmodellt, melyre az eddigi farmakologiai
modellek nem adtak lehet6séget.

5. AON-dal végzett vizsgalatainkban bizonyitottuk az a,,-AR-ok
jelentds szerepét az uterusz kontraktilitasanak szabalyozasaban.

6. Nem terhes human uteruszban o,;3-AR mRNS, csaszarmetszésbol

szarmazd mintakban o;p-AR mRNS dominanciat igazoltunk.

Eredményeink tiikrében feltételezziik, hogy az o;4-AR és a;p-AR
jelentds szerepet jdtszanak a terhességben a miometridlis kontraktilitas
szabalyozasaban. Tovabba megallapithatiuk, hogy az a;p-AR altipus nem
involvalodik jelentGsen a terhes uterusz kontraktilitasanak szabalyozdsdba.
Tovabbi vizsgadlatok sziikségesek az «-AR altipusok terhes humdn
uteruszban betoltott szerepének meghatdarozdasara és egy uj uterusz szelektiv

a;-AR blokkolo tokolitikumként valo kifejlesztéséhez.
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