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Bevezeto

Vildgszerte 13 millié korasziilott sziiletik évente. A mindenkori tokolitikus terapia
célja a korai fajastevékenység megsziintetése, ezaltal a korasziilés megakadalyozasa, a sziilés
idopontjanak lehetdség szerinti késleltetése, a perinatdlis morbiditds €s mortalitds
csokkentése. Ehhez azonban ismerniink kell azokat a tényezdket, amelyek a korasziilés
1étrejottében szerepet jatszanak. Az esetek 25 %-aban az intrauterin infekcidk szerepelnek
kivalt6 okként. Sajnos, a jelenleg alkalmazott farmakoldgiai kezelések hatékonysiga
megkérddjelezhetd. A relative magas mértékti anyai €s magzati mellékhatasok csokkentése
céljabol egyre nd a tudomanyos érdeklédés a kiillonbozd tokolitikus szerek kombindcidja irdnt

A miometrium sejteken 1év6 P,-adrenerg receptorok izgalma a receptorhoz kapcsolt
Gs -fehérjék aktivicidjdhoz vezet, mely a tovabbiakban az adenil-cikldz enzim milkodését
stimuldlja, és ezzel az ATP-b6l val6 cAMP képzddést katalizdlja. A miometrium
megnovekedett cAMP koncentricidéja relaxdciét idéz el6. A miometrium sejt cAMP
koncentraciéjanak kialakitdsdban azonban nemcsak az adenil-cikldz vesz részt, hanem a
cAMP-t a hatastalan 5’-AMP-vé hidrolizalé foszfodiészterdz enzim is. A foszfodiészteraz
enzim gétlasaval felerOsithetd a cAMP-medialt miometrium relaxacio.

Kovetkeztetésképpen, a [,-AR agonistdk és a miometriumban megtaldlhatd
foszfodiészteraz-4 (PDE4) enzim szelektiv gatldinak kombinécidja javithatja a tokolitikus

terdpia hatékonysagat.

Célkitiizések

1. A nem-szelektiv PDE gatl6 teofillin és a szelektiv PDE4 gatlé rolipram uterusz relaxal6
hatdsanak vizsgdlata izoldlt szervi kisérletekkel intakt, terminusban 1évd 22 napos és LPS-

sel indukalt korasziilés esetén 20 napos vemhes patkanyokon, in vitro.

2. A PDE4 gitl6 rolipram és a >-AR agonista terbutalin kombindcidjanak uterusz relaxald

hatdsdnak vizsgélata intakt és LPS-kezelt patkdnyokon, in vitro és in vivo.

3. Terbutalin és rolipram kombinécidjdnak kontrakcidkra kifejtett hatdsdsnak tesztelése

normadl terminusbdl €s korasziilésb6l szarmazo, human uterusz mintakban, in vitro.



4. Terbutalin és az AKAP-PKA interakciét giatl6 FMP-API-1 kombindciéjanak hatdsanak

vizsgalata intakt vemhes patkany uteruszban, in vitro.

5. A cAMP szint meghatdrozdsa enzim immunoassay segitségével rolipram és terbutalin
kiilon illetve egyiittes jelenlétében terminusban és korasziilés idején a patkdny és humdn

uterusz mintdkban, illetve terbutalin és FMP-API-1 jelenlétében patkany uteruszban.

6. A human miometriumban expresszalod6 PDE4B és PDE4D fehérjék kimutatdsa normal

teminusbdl és korasziilésbdl szarmazé mintakban, Western blot technikaval.

Anyagok és médszerek

Allatkisérletek
In vivo kezelés
Kisérleteinket egyrészt intakt, terminusban 1év0 22-napos vemhes éllatokon végeztiik,
masrészt a vemhes dllatok egy csoportjdban bakteridlis lipopoliszachariddal (LPS, i.p. 125

pg/map) a vemhesség 20. napjara korasziilést indukéltunk.

In vitro izolalt szervi kisérletek

Kisérleteink sordn 20 és 22 napos vemhes patkdny uterusokat hasznaltunk. Az allatok
ledlése utdn az uteruszbol Smm hosszisdgu gytirliket metszettiink. A preparatumokat
karbogénnel dtdramoltatott de Jongh oldatot tartalmazd, 37 °C-os szervfiirdoben inkubéltuk.
A kontrakcidkat 25 mM KCl-dal véltottuk ki. Kisérleteinkben FMP-API-1, teofillin, rolipram
és/vagy terbutalin (10"%-10° M) jelenlétében kumulativ dézis-hatds gorbéket vettiink fel,
kontrakcié gatlé hatdsukat a KCIl 4ltal kivaltott kontrakcidkhoz viszonyitottuk és a
kontrakcids gorbék alatti teriiletet értékeltiik a kontroll AUC-hez viszonyitva. A gorbék
regisztraldsat, az adatok rogzitését és feldolgozasdt ISOSYS DataAcquisition System
segitségével végeztik. Az eredmények statisztikai elemzését a Prism 4.0 segitségével

ANOVA Newman-Keuls teszttel végeztiik.

In vivo kontraktilitas vizsgalatok
Az in vivo kisérleteinket 22 napos intakt és 20 napos LPS-kezelt vemhes patkdnyokon
végeztiik. Altaldnos érzéstelenitésben a vizsgdlt farmakonok intravénds adagoldsdra a nyaki

véndba kaniilt vezettiink. A bal uterusz szarvra egy beiiltethetd erdmérét varrtunk az uterusz



felszinére. Az éllatokat ezutdn Faraday-kalitkdba helyeztiik Az elektromos jelek regisztraldsa
és értékelése S.P.E.L. Advanced ISOSYS Data Acquisition System program segitségével
tortént.

Az intravéndsan adott terbutalin €s rolipram uterusz kontraktilitdsra kifejtett hatdsat
detektaltuk. Ot perces intervallumokban az elsé két alkalommal 0.5 pg/kg terbutalint, majd tiz
alkalommal 1 pg/kg terbutalint adtunk. A kombindcids kisérletekben a terbutalin addsat
egyetlen 500 pg/kg dézis rolipram adédsa el6zte meg. Az AUC-ket 4 perces periédusokban
kiértékeltiik; a terbutalin vagy terbutalin + rolipram relaxdlé hatdsat a spontdn aktivitds

szazalékaban fejeztiik ki.

cAMP akkumulaciéo meghatarozas

Az intact 22 napos €s LPS-kezelt 20 napos vemhes patkdnyokbdl szarmazd uterusz
mintdkat a fent emlitett médon de Jongh-oldatban inkubdltuk.. A cAMP akkumuléciét
meghatiroztuk ondlléan terbutalin (1077 M) vagy rolipram (107° M) jelenlétében, és
kombinécidjuk esetén, illetve terbutalin és FMP-API-1 egyiittes addsaval A mintdk cAMP
tartalmat Enzim Immunoassay Kit (EIA) segitségével meghataroztuk, majd pmol/mg szovet
egységben fejeztiik ki. Az eredmények statisztikai elemzését egyutas ANOVA Newman-

Keuls poszt-teszttel végeztiik.

Humdn szovetmintdkon végzett kisérletek

Izolalt szervi miometrium kontraktilitas vizsgalat

A csdszarmetszésbdl szarmazé human miometrium mintdk gyljtése a terhesség utolséd
trimeszterében (32-41. gesztacios héten) tortént, melyeket két csoportba osztottunk: normal
terminusos (37-41. geszticiés hét) és korasziiléses mintdk (32-36. geszticids hét). A
preparatumokat karbogénnel ataramoltatott Krebs-Henseleit oldatot tartalmazé, 37 °C-os
szervfiirddbe helyeztiik, inkubdltuk, majd 10°® M oxitocinnal kontrakcidkat véltottunk ki.
Kisérleteinkben, teofillin rolipram vagy terbutalin jelenlétében nem-kumulativ dézis-hatés
gorbéket vettiink fel. A terbutalin uterusz relaxalé hatdsit 10° M rolipram jelenlétében is
megvizsgaltuk. A terbutalin és rolipram hatdsdra az AUC valtozdsdbol kovetkeztettiink a
kontroll AUC-hez viszonyitva. Az eredmények statisztikai 6sszehasonlitdsat parositatlan t-

prébaval végeztiik.



cAMP szint meghatarozas

A normdl terminusos és korasziiléses humdn uterusz mintdkat a méar emlitett
koriilmények kozott izolélt szerv rendszerben inkubdéltuk. Rolipram jelenlétében (10° M; 10
min), terbutalinnal (10% 10 10* M; 10 min) illetve forskolinnal (10° M; 10 min)

stimulaltuk a cAMP akkumulaciot.

Western blot vizsgalatok

A humdan mintdkbdl szdrmazé proteineket Macherey-Nagel Nucleospin Kit-tel
izoldltuk. A protein koncentraciét BioSpec-nano-val éllapitottuk meg. Mintaként 60 pg
fehérjét elektroforézisnek vetettiink ald 4-12% NuPAGE Bis-Tris gélen. A fehérjéket
nitrocellul6z membrédnra transzferdltuk, blokkolast kovetben PDE4B és PDE4D poliklondlis
antitesttel inkubdltuk. Az immunreaktiv sdvokat WesternBreeze Chromogenic Western blot
immundetektald kit segitségével lathatéva tettiik, majd Kodak 1D Images analizis szoftverrel
meghatdroztuk a mintdk optikai denzitidsit (O.D.). Az eredmények statisztikai elemzését

egyutas ANOV A Newman-Keuls poszt-teszttel végeztiik.

Eredmények

Allatkisérletek
In vitro miometrium kontraktilitasi vizsgalatok

Bar a nem szelektiv PDE inhibitor teofillin relaxalé hatdsa igen csekély a 22 napos
vemhes patkdny uteruszon, jéval hatdsosabb az LPS-kezelt uteruszon. A szelektiv PDE4 gatl6
rolipram kontrakcié gatld hatdsa hasonld tendenciat mutat: a kontrakcid gatlas mértéke a
fiziologids terhesség elOrehaladtdval csokken, és LPS-indukalta korasziilés idején a
legerételjesebb.

A B>-AR agonista terbutalin uterusz relaxalé hatdsat 6ndlléan €s rolipram jelenlétében
egyardnt teszteltiik. (1/A. abra). 10° M rolipram mellett, a terbutalin 74.02+2.98 S.E.M.%-
kal csokkentette a kontrakcidkat.(p<0.05). A 20 napos LPS-kezelt dllatokban (1/B. abra) a
terbutalin 6nmagédban 64.25+3.60 S.E.M.%-kal, mig rolipram jelenlétében 90.15+5.21
S.E.M.%-kal csokkentette a kontrakcidkat (p<0.01).
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1. abra. Rolipram hatdsa a terbutalin uterusz relaxdlé hatdsdra 22 napos intakt (m) (A), valamint az LPS-kezelt
20 napos (V) (B) vemhes patkdnyokban, in vitro ..n=8 mindegyik csoportban.

A terbutalin 6nmagaban a KCl-kivaltotta kontrakciok 60.77%-os gétlasat hozta 1étre
terminusban. Az AKAP-PKA interakcié-gatld FMP-API-1 jelenlétében, a maximalis
kontrakci6 gatl6 hatasa 75.09%-ra emelkedett (p<0.05).

In vivo kontraktilitasi vizsgalatok

A terbutalin és rolipram kombinacidjdval elérhetd maximdlis kontrakcié gatlas
mértékében a 22 napos vemhes (2/A. abra) és LPS-kezelt (2/B. abra) patkdnyok kozott nem
volt eltérés.
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2. abra. Terbutalin kontrakcié gatl6 hatdsa rolipram jelenlétében, in vivo. Rolipram beadésit kovetéen (m), 0.5-
11 pg/kg terbutalin kontrakcidé gétlé hatdsa szignifikdnsan magasabb volt 22 napos (A) és LPS-kezelt 20 napos
vemhes patkdnyokban (B), mint csak terbutalin addsa esetén (®). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.



s

Rolipram felerdsitette a terbutalin uterusz relaxdlé hatdsat, amely elsésorban a
terbutalin alacsony dézisa mellett volt megfigyelhetd. Rolipram jelenlétében, mar a kezdo
terbutalin dozis (0.5 pg/kg) szignifikdnsan hatékonyabban (p<0.001) csokkentette az uterusz

kontrakcidkat az LPS-kezelt uteruszon (2/B.abra), mint a normal terminusban lev uteruszon.

A cAMP szint valtozasa vemhes uteruszban

Meghatéroztuk a cAMP akkumuléciét vemhes patkény uteruszban terbutalin (107" M),
rolipram (107 M), illetve kombindciGjuk jelenlétében (3 dbra). A cAMP szintjét a két
farmakon kombindcidja esetén szignifikdnsan magasabbnak taldltuk a normadl terminusban
1évd és LPS-kezelt patkdny uteruszban is, mint Ondlléan terbutalinnal (p<0.001) vagy

ondlléan roliprammal (p<0.001) torténd stimulaciét kovetéen. A kombindcié magasabb

cAMP szintet eredményezett az LPS-kezelt, mint az intakt patkdnyokban (p<0.01).
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3. abra. Intracelluldris cAMP szint terbutalin vagy rolipram, és kombindcidjuk esetén.
##%: p<0.001; ###: p<0.001; **: p<0.01. n=6 mindegyik csoportban.

Terbutalin indukélta cAMP akkumulacié szignifikdnsan emelkedett (p<0.05) az FMP-

API-1 minden alkalmazott dézisanal.

Humdn miometrium vizsgdlatok

In vitro kontraktilitas vizsgalat

A teofillin és a rolipram egyarant csokkentették az oxitocin indukélta kontrakcidkat a
csaszdrmetsz€sbol szdrmazé humdn mintdkon. A rolipram kontrakcid gatld hatadsa
szignifikdnsan magasabb volt, mint a teofilliné (p<0.001).

10° M rolipram jelenlétében, a terbutalin hatékonyabban csdkkentette az uterusz

kontrakcidkat, normdl terminusos és korasziiléses csoportban is. Korasziiléses mintdkban 10



M terbutalin relaxdlé hatdsa tobb mint kétszeresére nétt 10° M rolipram jelenlétében

(p<0.001) (4. abra).
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4. abra. Terbutalin és/vagy rolipram kontrakcié gatlé hatdsa csdszarmetszésb6l szarmazé normdl terminusos és
korasziiléses human uterusz mintdkban. 10"'°~10* M terbutalin kontrakci6 gitlé hatdsa onalléan (e) vagy 10° M
roliprammal kombindlva (m) normal terminusban (A) és korasziilésben (B).

Human uterusz mintak cAMP szintjének mérése

A cAMP szint meghatarozasa 10'8, 10'6, 10* M terbutalin és 10° M rolipram
kombindcidjaval torténd stimuldciét kovetden tortént normdl terminusos €s korasziiléses
humén uterusz mintdkban, melynek eredményeképpen koncentracio-fiiggé cAMP szint
emelkedést tapasztaltunk mindkét csoportban. 10° M terbutalin roliprammal kombindlva
szignifikdnsan magasabb a cAMP szintet idézett el a korasziiléses mintdkban, mint a normél
terminusosban (p<0.05). 10 M vagy 10™* M terbutalin addsakor nem volt lathat6 szignifikdns

kiilonbség.

Western blot vizsgalat

A PDE4B és PDE4D izoenzimek expresszi6jat Western blot analizissel hataroztuk
meg normdl terminusos €s korasziiléses humdn mintdkban. A PDE4B expresszidja (6/A.
abra) szignifikansan magasabb (p<0.01) volt korasziilésben, mint normal terminusban. A
PDE4D optikai denzitdsa ugyanakkor, terminusban volt szignifikdnsan magasabb, mint

korasziilésben (p<0.05) (5/B. dbra).
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5. abra. PDE4B (A) és PDE4D (B) expresszié normdl terminusos és korasziiléses humdn mintakban. n=4
minden csoportban

Megbeszélés

A korasziilés megel6zését célzé gydgyszeres terdpidk maig sem bizonyultak kelléen
hatékonynak. A tokolitikus terdpia megkezdésekor, eltekintve a késdi terhességben eléforduld
manifeszt fertézésektol, a korai méhkontrakcidkat kivaltd ok tobbnyire ismeretlen. Az anya és
a magzat védelme érdekében alapvetd fontossdgi a maindl hatékonyabb és biztonsdgosabb
gyogyszeres terapidk kidolgozasa.

A gyulladds a korasziilések mintegy 25%-4dban szerepel kivalté okként, mely
esetekben felvetddik a gyulladascsokkentd hatdssal rendelkez6 tokolitikumok alkalmazédsa. A
B>-AR agonistdk és a PDE4 gétlok gyulladdscsokkent6 hatdsardl tobb tanulmdny is beszamolt
kordbban. Immunsejtekben, ahol a PDE4 enzimek nagy szdmban megtaldlhatéak, a cAMP
emelkedett szintje pro-inflammatorikus mediatorok, citokinek és oxidativ szabadgyokok
szintézisének és felszabaduldsdnak gatldsdhoz vezet. Az uterusz aktivitdsat a B,-AR agonistdk
azonnal és eroteljesen befolyasoljak. Kedvezdtlen mellékhatasaik ellenére (tachikardia és
pulmondris hipertenzié kockazata), a B,-AR agonistdk a mai napig hasznalatban vannak a
tokolitikus terdpidban. Tobb publikacié javasolta PDE4 gatlok alkalmazdsat tokolitikus
célokra, bar a klinikai vizsgdlatok eredményei ellentmonddsosak. A kedvezdtlen
mellékhatasként jelentkezd hanyinger, hdnyis eddig akaddlyoztdk a rolipram vagy a
roflumilast monoterdpidban valé felhasznalasat. A hényds létrejottében a PDE4D enzim
gatlasdnak, mig az LPS el6idézte gyulladdsos folyamatok kialakuldsdban a PDE4B enzimnek

tulajdonitanak szerepet.



Jelen vizsgélataink aldtdmasztottdk, hogy intakt patkdnyokban az alacsony dézisu
terbutalin uterusz-relaxdlé hatdsit markansan potencirozta a PDE4 gatl6 rolipram,
terminusban levd patkdnyokban €s human uterusz mintdkban in vitro és in vivo. Hasonl6an
fokozta a terbutalin hatdsat az AKAP-PKA interakciot gatl6 FMP-API-1 a terminusban levo
patkdnyokban. A cAMP szint véltozdsok Osszhangban voltak a kontrakcids vizsgalatok
eredményeivel. A Western blot vizsgdlatok szemléltetik a PDE4B up-reguldcidjat a
korasziilésbol szarmazé human mintakban, ezzel ismét bizonyitva, hogy a PDE4 enzimnek
fontos szerepe lehet a korasziilést provokdlé gyulladdsos folyamatokban. A PDE4D
expresszio kisebb mértékii volt norméal terminusban 1év0 és korasziiléses mintdkban is.

Eredményeink tiikkrében megallapithatjuk, hogy a B,-AR agonistdk és szelektiv PDE4
gatlok / AKAP-PKA interakcidt gatlok kombindcidja a tokolitikus terdpia hatékonysédgat
kedvezden befolydsolhatja. A B,-AR agonistdk mds farmakonokkal kombindci6ban torténd
alkalmazasa elOny0Os lehet, mert ezdltal a [,-AR agonistdk dézisa csokkenthetd, ami ily
modon késlelteti a receptorok deszenzitizacidjat és csokkenti a kedvezdtlen kardiovaszkuldris
mellékhatasokat. Ugy véljiik, hogy uj szelektiv PDE4B gatlok fejlesztése fokozhatja a

tokolizis hatékonysagat.
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