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Bevezetés

A korasziilés -mint a neonatalis morbiditas és mortalitas legfobb oki tényezdje vilagszerte- egy
igen silyos kozegészségiigyi probléma tekintve a haldlozasokat, a hosszi tavi negativ
kdvetkezményeket és az egészségiigyi kiadasokat. A széleskorii felismerés ellenére —mely szerint a
korasziilés megakaddlyozasa a legjclentdsebb perinatdlis kihivds, kiilsndsen az iparosodott
orszagokban- a korasziilések szama az elmiilt években folyamatosan nét.

A myometrium kontraktilitisanak dsszetett szabdlyz6 rendszere -mely tébbek kozott magiba
foglalja az adrenerg rendszert, az oxytocint, a szexudlszteroidokat és a prosztaglandinokat- szimos
teripids modszer kidolgozisat inspirilta. Ezek a mddszerek a legkiilénbszobb hatéanyagokat
probiltik meg alkalmazni, azonban a szimos cljiris koziil egyik sem hozott igazan komoly attorést,
cgyik sem bizonyult képesnek csokkenteni a korasziilések aranyat.

Jelenleg a rendelkezésre allé hatéanyagok koziil a (,-AR agonistik a leggyakrabban
alkalmazott tocolytikumok, bar hatékonysagukat ellentmonddsok évezik, kiilondsen tartés alkalmazis
esetén. Akut esetekben az e szerekre kapott vialasz kielégitd, de a terhesség idStartamanak szamottevd
meghosszabbitasa tartés B:-AR agonista kezeléssel jelenleg is vitak tirgyat képezi. Mindemellett a
B2-AR agonistak haszndlata szimos esetben —tachycardia, diabetes mellitus, arrhythmia-
kontraindikalt. Ugyanakkor amennyiben kontraindikacié nem all fenn, a kezelést gyakran kisérik
nemkivanatos mellékhatasok, melyek akar életveszélyesek is lehetnek. Ezek a mellékhatasok
leggyakrabban a cardiovascularis és a cardiopulmonalis rendszert érintik a legnagyobb mértékben
(tachycardia, arrhythmia, pulmonalis oedema).

Szamos tanulmdny igazolta, hogy a [»-AR agonistak hatékonysiga a receptorok
deszenzitizacidjanak eredményeként csokken a terhesség végéhez kodzeledve. Ennck megfelelen a
korai méhkontrakciok ledllitisahoz a terhesség eldrehaladtival egyre nagyobb doézisok sziikségesck,
ami pedig kovetkezményesen fokozza a dézisfiiggd mellékhatasok gyakorisigat és siilyossigat.

Korabbi vizsgalatok kideritették, hogy a f2-AR-ok mellett az a-adrenerg receptorok is jelentds
hatast gyakorolnak a myometrium kontraktilitasara. Allatkisérletekben bizonyitast nyert, hogy az a-
adrenerg receptor (oq-AR) antagonistak képesek gatolni a patkany méhizomzat 6sszehtizédasait. A
terhes patanyuterusban az o/B-AR slirliség-hanyados értéke emelkedik a terminus felé haladva, mely
emelkedés elsésorban nem a csékkent B-AR denzitds, hanem a névekvd oy-AR siirliség eredménye.
Toviabbi vizsgilatok kimutattak, hogy az o-AR-ok hirom altipusa koziil az oy altipus az, amely
elsédlegesen felelés az emlitett ndvekedésértés, és kideriilt, hogy e receptor tipus blokkoldsival a

patkanyuterus kontrakcioi jelentés mértékben gatolhatok.



Mindemellett ismeretes, hogy az altipus-szelektiv ay1-AR antagonistik koziil, néhany az oa-
AR-ok mellett kitédnek a szerotonin-1A (5-HT) ) receptorokhoz is és azokon agonista hatast fejtenek

ki.

Célkitiizések

A jelenleg rendelkezésre all6 ismeretek alapjan célkitiizéseinket harom csoportban foglaltuk ssze:
Bir a $-AR denzitis a terhes patkdnyuterusban nem mutat jelentds csSkkenést az utolsé

trimeszterben, a f(-AR agonistakkal szemben mutatott farmakoldgiai reaktivitisban kifejezett

cs6kkenés tapasztalhatd. Ezért els6 1épésben a myometrium csékkent vilaszkészségénck molekularis

hatterét probaltuk felderiteni a harmadik trimeszterben.

A vizsgilatok misodik szakaszdban a 3,-AR agonistik méhkontrakciét gatld hatdsat vizsgaltuk
altipus-szelektiv 4-AR antagonistik jelenlétében. A kisérletek célja a két hatéanyagtipus kézétti

interakcié meghatirozasa volt.

Harmadik célkitiizésiink az oya-AR antagonistik szerotonerg aktivitasinak a kontrakeié gitlo
hatasban betsltétt szerepének meghatarozasa volt. Az 5-HT), agonista hatds szerepének vizsgalatit a

hatéanyagok szerotonerg aktivitasanak gatlasan keresztiil végeztiik.

Anyag és modszer
Az allatok paroztatisa
A paroztatas ivarérett, Sprague-Dawley patkdnyokkal tortént egy erre a célra kialakitott,
specidlis ketrecben. 4-5 6riaval a lehetséges pdrzas utin hiivelykenetet vettiink a néstényektdl,
melyeket mikroszkép alatt megvizsgaltunk. Amennyiben a kenetben spermiumok voltak lithaték,
vagy a kenetvétel nem volt kivitelezhetd sperma aggregitum jelenléte miatt, a ndstényeket

elkiildnitettiik és az adott napot tekintettiik a terhesség elsé napjanak.

[PS)GTPS kistési vizsgdlatok
A terhes patkinyokbdl szarmazé uterus szoveteket pufferben homogenizaltuk és
centrifugdltuk. A feliiliszékat 4°C-on taroltuk, a pelleteket reszuszpendaltuk és tjra centrifugéltuk.

Ezt kivetden a feliiliszokat centrifugdltuk, majd a pelleteket azonnal felhasznaltuk, vagy -70°C-on



pufferben inkubdltuk, feleslegben adott GDP mellett. A kotott és szabad [**S]GTP4S frakciok
vikuumsziiréssel lettek elkiilonitve. A szlirck radioaktivitisa mosés utdn szcintillaciés szamlaloval keriilt

meghatdrozasra.
Reverz-transzkripcios polymeraz lancreakeio (RT-PCR) vizsgalatok

Szovet izolalas
A terhesség 22. napjin cervikalis diszlokaciot kévetéen a ndstények uterusait eltivolitottuk. Az uterus
mindkét szarvabdl 2-2 gyiiriit kimetszettiink az izolaltszervi vizsgilatokhoz, a megmaradt szévetet

ribonukleaz inhibitort tartalmazo pufferben homogenizaltuk.

Teljes RNS prepardcio

A teljes cellularis RNS izolaldsa guanidinium-thiocyanit-sav-fenol-kloroformos kivondssal tértént.
Precipiticio utin az RNS-t RNase mentes DNase I-gyel kezeltiik, majd fenollal extrahaltuk, alkohollal
precipitdltuk végiil diethyl-pyrokarbondt kezelt vizben reszuszpendaltuk. Az RNS koncentraciét az

optikai denzitds alapjan hataroztuk meg.

RT-PCR

Az RNS-t reakcidelegyben denaturialtuk. Az elegyet lehiitése utin M-MLV reverz transzkriptizt és
RNase H Minus-t adtunk a rendszerhez és az elegyet inkubdltuk. A PCR kivitelezéséhez cDNA,
ReadyMix REDTaq PCR reakcio elegy és 50 pm sense és antisense primer keriilt felhaszndilasra.
Belsé kontrolként patkany GAPDH probat alkalmaztunk. A PCR termékeket ethidium bromid
tartalmi gélen vizualizaltuk. A mennyiségi analizishez denzitometrids scanninget alkalmaztunk. Az 5-

HTA/GAPDH és az o, A-AR/GAPDH hanyadosokat kiszamoltuk minden RNS poolra vonatkozdan.
Tzoldltszervi vizsgalatok

Szovet preparalas
A terhes SPRD patkinyokbdl kimetszett uterus gytiriiket két platina elektrod kozé fliggesztettiik, majd
10ml de Jongh oldatot tartalmazd 37°C-os szervfiirdbe helyeztiik és 1.5 g eléfeszités mellett 90

percig inkubaltuk.



A terbutalinra adott valasz valtozasainak meghatarozdsa a terhesség végén
A terhesség 15, 18., 20. és 22. napjain ritmikus kontrakciokat valtottunk ki elektromos
erétéringerléssel (EFS). Terbutalin ndvekvé koncentricidit a rendszerhez adva megszerkesztettiik a

terbutalin nonkumulativ dézis-hatas gorbéit.

A fr-AR agonistik és az a;4-AR antagonistdk ké=étti interakeié meghatarozdasa

Megszerkeszteltiik a o;4-AR antagonista WB4101 és S-methylurapidil (5-MU) valamint a terbutalin
¢és a ritodrin nonkumulativ dézis-hatis gorbéit kiilon-kiilsn, majd ujra felvettik mindkét f,-AR
agonista dézis-hatds gorbéit az o A-AR antagonistik jelenlétében. A kontrakcidk kivéltisihoz itt is

EFS-t haszndltunk.

Az ay-AR antagonistak szerotonin (5-HT) okozta kontrakcickra gyakorolt hatasanak vizsgalata
Az ismertetett médon megszerkesztettiik az 5-HT ddzis-hatas gérbéjét 6nmagaban valamint WB4101

illetve 5-MU jelenlétében.

Az ay4-AR antagonistak szerotonerg aktivitasanak szerepe az uterus relaxalo hatasban
Az 0;4-AR antagonistik dozis-hatds 6sszefliggéseit hataroztuk meg elébb dnmagukban alkalmazva,

majd az 5-HT)s-receptor antagonista WAY 100135 kiilénbéz6 koncentracidinak jelenlétében.

Eredmények értékelése
A gorbe alatti teriiletek (AUC) statisztikai probdjit egy utas variancia analizissel (ANOVA) végeztiik
el a Neuman-Keuls féle post hoc teszttel kiegészitve. Az eredményeknél az atlagok és az atlagok

standard hibai (S.E.M.) vannak feltiintetve. Valamennyi kisérletben n 26.
Eredményck

A terbutalin doézisfiiggéen gitolta az EFS-sel kiviltott kontrakcidkat a 15., 18., 20. és 22.
terhességi napokon. A terminus fel¢ haladva a dézis-hatas gérbék egyre inkabb jobbra tolédtak. A
terbutalin EC50 értéke a 15. naptdl folyamatosan ndvekedett. Ezzel parhuzamosan a maximalis
kontrakcid gatlo hatasban csokkenés volt tapasztalhato.

A terbutalin a f,-AR-okon keresztiil stimulilta a [*S]GTPS kétést a 15., 18. és 20. napokon.
A stimulicié mértéke a 20. napon volt a legnagyobb, de ez csak kifejezetten magas koncentricioknal

jelentkezett. A 22. napon a terbutalin gitolta a GTP)S kétést, az alapszint ald csékkentve azt. A



maximdlis GTP4S kétés stimulicio 50%-dnak eléréséhez sziikséges terbutalin koncentracié (EC50) a
15. naptdl fokozatosan nétt. A 22. napon az inhibiciés EC50 rendkiviil magas volt.

Mindkét aya-AR antagonista dézisfliggen gitolta a patkdny myometrium EFS-sel kiviltott
kontrakcidit, bir kevésbé voltak hatékonyak, mint a terbutalin vagy a ritodrin.

A terbutaline dozis-hatds gorbéje jelentSsen balra tolédott WB4101 jelenlétében. S-MU-val
kombinicidban alkalmazva a terbutalin gorbéje még erételjesebben balra tolodott. A a-AR
antagonistak jelenlétében tapasztalt balratolodas eredményeként a terbutaline EC50-e szignifikdnsan
csokkent, mig a maximalis kontrakcid gatld hatisban szignifikians ndvekedés mutatkozott.

A ritodrin dozis-hatis gérbéje ugyancsak balra tolédott WB4101 jelenlétében, azonban a
balratolddis mértéke kisebb volt, mint a terbutaline esetében. 5-MU-lel egyiitt alkalmazva a ritodrin
g6rbéje még inkabb balra tolddott. A ritodrin a;4-AR antagonistakkal térténé kombinacidja a f>-AR
agonista EC50 értékének szignifikins csokkenését eredményezte, mig ezzel parhuzamosan a
hataismaximumban jelentds ndvekedés volt tapasztalhaté.

Az RT-PCR vizsgalatokban kimutattuk mind az o;4-AR mind az 5-HT,s-receptorok mRNS
expressziojat a terhesség 22. napjan. Az eredmények bizonyitottik, hogy mindkét receptor altipus
jelen van a terhes patkdnyuterusban.

A 5-HT doézisfligeéen fokozta a patkiny myometrium kontrakcioit. WB4101 hatasara az 5-HT
dozis-hatas gorbéje jobbra tolodott, ezzel egyiitt az ECS0 értéke szignifikdns emelkedést mutatott,
ugyanakkor a hataismaximumban szamottevd viltozis nem volt tapasztalhaté. A WB4101 magasabb
koncentricidja esetén a jobbratolodias még kifejezettebb volt, de a hatismaximum ebben az esetben sem
mutatott érdemi véltozdst.

A fentiekhez hasonléan, 5-MU jelenlétében az S-HT gdrbéje jobbra tolddott és az ECS0 értéke
ndvekedést mutatott, mig a hataismaximumban enyhe csékkenés volt tapasztalhato. Az 5-MU magasabb
koncentriciéban torténd alkalmazasa esetén az S-HT doézis-hatis gorbéje ismét jobbra tolddott, de az
EC50 értékének novekedése mellett az 5-HT hatiasmaximumaban bekovetkezett csokkenés is
szignifikinsnak mutatkozott.

A WAY100135-tel eldidézett 5-HT) s-receptor blokad nem befolyisolta a WB4101 kontrakcid
2atlo tulajdonsigait, sem az ECS50-ben, sem a maximilis hatasban nem okozott szignifikins viltozist. Az
5-HT)a-receptor antagonitsa koncentrécidjanak egy nagysigrenddel torténd emelése sem modositotta a
dozis-hatds gorbe lefutdsat.

WAY100135 jelenléte mellett az 5-MU dozis-hatas gorbéje kismértékben balra tolédott, de ez

nem vezetett Iényegi csokkenéshez az ECS50 érték tekintetében. A maximalis kontrakeié gitld hatis



az 5-MU dozis-hatas gorbéjének tovibbi balratolédasat eredményezte. Az EC50 ebben az esetben sem

mutatott szamottevé eltérést de a maximalis kontrakcié gatld hatasban szignifikins emelkedés volt

tapasztalhato.
Megbeszélés

Csokkenés a terbutaline kontrakeio gatlé hatasaban

Az izoldltszervi vizsgilatok sordn, a terbutalin kontrakcié gitld hatisaban tapasztalt fokozatos
csokkenés gyengiilo B2-AR funkcidra utal. A B2-AR-oknak eme csékkent vilaszkészsége dsszhangban
all kordbbi vizsgilatok eredményeivel, melyck szerint agonista expoziciot kdvetéen a Ba-AR-ok
vilaszkéssége csokkent a receptorok deszenzitiziciéjanak eredményeként. Annak ellenére, hogy a
kisérleti allatok nem részesiiltek 3;-AR agonista kezelésben in vivo, a szovetmintak in vitro B-AR
agonistikkal valo kezelése kapcsdan felmeriilhet a kérdés, vajon ez az expozici6 elSidézheti-e a ,-AR-
ok deszenzitizacigjat?

Az G-protein kapcsolt receptorok agonista dependens deszenzitiziciéja magyarizatot adhatna
a csokkent valaszkészségre. Azonban irodalmi adatok igazoljik, hogy a késdi terhességbdl szarmazo
méhizomzat relaxdcios vélasza terbutalinra folyamatos, 30 perces expozicid utdn is viltozatlan marad.
Kisérleteinkben az uterus mintdk hozzivetélegesen 30 percig voltak kitéve a terbutalin jelenlétének,
igy a csékkent vilaszkészség nem magyarizhatd az agonista indukalta deszenzitizacidval. A jelenség
hatterének megismeréséhez a [J 5S]GTP')'S kotési vizsgalatok eredményei egy valdsziniibb magyarazattal
szolgalhatnak.

A [”S]GTPYS kotési kisérletekkel vilagosan lathatova valt, hogy a terhesség utolsé fizisdban a
terbutaline altal aktivilt G-fehérjék mennyisége naprél-napra fokozatosan csokken. A 22-ik napon a
terbutalin nem volt képes fokozni az alap G-protein aktivaciot, sét, magasabb koncentricidk esetén
csokkentette azt. Ez magyarazatot adhat a terhesség utolsé napjan a kontrakcid gitlo hatisban
tapasztalt cs6kkenésre. Mindezen megfigyelések arra utalnak, hogy a terhesség kései szakaszaban a
B.-agonistik hatékonysiginak visszaesése nem pusztin az agonista indukdlta deszenzitizicid

kovetkezménye, hanem feltehetéen a terhesség hatisira a G-protein aktiviciéban bekdvetkezd

csdkkenés eredménye is.

Szinergizmus a Pr-AR agonistak és az oy 4-AR antagonistak kézott
Amint az eredményekbdl lathato, az ena-AR antagonistik dézisfiiggden gitoltik mind az 5-

HT-nal, mind az EFS-sel kivaltott kontrakcidkat. Bir hatékonysiaguk kisebb volt, mint a f3,-AR



agonistiké, szamottevd kontrakcié gitld hatast fejtettek ki. Ezen tilmenden a terbutaline valamint a
ritodrin o 4-AR antagonistikkal térténé kombindcidja a £>-AR agonistik EC50 értékének szignifikdns
cs6kkenését illetve a hatasmaximumaik szamottevé novekedését eredményezte. Mindezen
eredmények azt sugalljak, hogy az o;5-AR antagonistikkal torténé kombindcié lehetévé tenné
lényegesen alacsonyabb f,-AR agonista dozisok alkalmazisit a nem kivant uterus kontrakciok

megsziintetésére.

Az 5-HT,4 agonista aktivitas szerepe az uterus relaxalo hatasban

Az RT-PCR eredmények igazoltak mind az oya-AR, mind az 5-HT, receptorok jelenlétét az
uterusban, biar az mRNS expressziokban szignifikans kiilonbség volt tapasztalhaté. Az 5-HT
dézisfliggden fokozta a terhes patkanyuterus kontrakciéit. A WB4101 jelenléte az 5-HT dézis-hatas
gdrbéjének kifejezett jobbratolodasat okozta, mely jobbratolédis még markdnsabbd valt a WB4101
koncentraciéjanak egy nagysigrenddel tortént emelése révén. Ezzel parhuzamosan az 5-HT maximalis
hatasaban jelentGs viltozdas nem volt megfigyelhetd. Ezek a véltozdsok arra utalnak, hogy a két
hatéanyag kozott kompetitiv antagonizmus all fenn. Ez alapjin feltételezhetd, hogy az 5-HT hatdsa a
patkany uterusban (legalibb is részben) az oya-AR-okon keresztiil medidlédik. Az elézéekhez
hasonléan 5-MU jelenlétében az 5-HT doézis-hatds gérbéje ismét jobbra tolédott, s ez az 5-MU
jobbratolédis mellett szamottevéen csdkkent az 5-HT hatismaximuma. Ez a megfigyelés arra enged
kovetkeztetni, hogy a két a)a-AR antagonista szerotonerg tulajdonsiguk tekintetében lényegesen
kiilénbozik.

A WB4101 kontrakcié gatlo jellemzdi nem viltoztak az 5-HT)a receptor antagonista
jelenlétében, a dézis-hatis gérbéken Iényegi eltérés nem volt tapasztalhaté. Mindez azt igazolja, hogy
a WB4101 ténylegesen az oj5-AR-okon keresztiil gitolja a terhes patkanyuterus kontrakcidit.
Figyelembe véve, hogy a WB4101 gitolta az 5-HT-nal kivaltott kontrakciokat, ezek az eredmények
megerdsiteni latszanak a hipotézist, mely szerint az 5-HT indukdlta kontrakcidk a patkiny uterusban
az aya-AR-okon medialodik.

Ezzel ellentétben az 5-MU uterus relaxdlé hatdsa er6sddott a WAY 100135 jelenlétében. Az S-
névekedés statisztikailag is szignifikinsnak bizonyult ¢s czdltal az 5-MU maximalis hatisa feliilmulta
a WB4101-ét. Ezen eredmények arra utalnak, hogy az 5-MU szerotonerg aktivitisa kifejezettebb, mint
a WB4101-¢é. Feltételezhetéen az 5-MU kettds hatast gyakorol a terhes patkinymyometriumra: egy

domindns a;-AR antagonista hatason keresztiil gitolja a kontrakcidkat, mig egy kevésbé explicit 5-



HT,s-receptor agonista hatas révén fokozza a kontrakcidkat, ezaltal csékkentve az S-MU kontrakcid

gatld képességét.

La-AR agonistik kombinacidja a;4-AR antagonistikkal

Bir az altipus szelektiv o, 4-AR antagonistak még nem részei a farmakoterapias gyakorlatnak,
theoretikusan 1j perspektivat jelenthetnek a tocolysis teriiletén. Vélhetéen a B.-AR agonistik
hatdsiban bekdvetkezo erdteljes cskkenést ellensilyozni lehetne egy o4-AR antagonistikkal térténd
kombindcidval. A két hatéanyag tipusnak egy ilyen kombinicidja lehetévé tehetné, hogy a kivint
tocolytikus hatast 1ényegesen kisebb dézisok alkalmazasaval érjck el. Ugyanakkor a 8;,-AR agonistik
o14-AR antagonistikkal torténd potencirozdsa kedvezden befolyisolhatnd olyan terhességgel
kapcsolatos rendellenességek alakulisit, mint a pre-eclampsia vagy a terhességi hypertonia, melyek
esetében dltalaban fokozott szimpatikus aktivitds tapasztalhaté és a korasziilés kockiazata is
emelkedett. Jelen vizsgilatok eredményei alapjan célszeriinek tiinik a jovében olyan altipus szelektiv
oia-AR antagonistik szintetizalasa, melyek nagy uterus szelektivitisuk mellett nem vagy csak
elhanyagolhaté6 mértékben rendelkeznek 5-HT)x-agonista aktivitdssal, eziltal biztositva a maximalis
tocolytikus hatast.

Természetesen toviabbi in vivo kisérletek és klinikai vizsgilatok sziikségesek ahhoz, hogy
ennek az interakcidnak a lehetséges elényeit a lehetd legjobban feltérképezziik. Amennyiben ezen
jovobeni vizsgalatok eredményei megerdsitik az eddigi megfigyeléseket, akkor a leirt feltételeknek
megfeleld molekulik szintézise egy \j -és vélhetéen hatékonyabb- utat nyithat meg a tocoloysis

problémajinak megoldasaban.
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