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Bevezetés

Az adrenerg rendszer és a ndi szexual hormonok fontos szerepet toltenek be a méhizomzat
kontrakciojanak szabalyozasaban Ismert, hogy a miometrialis B,-adrenerg receptorok (AR)
stimuldcidja ndveli az intracellularis cAMP szintjét és uterus relaxdciot okoznak, ezért
alkalmazhatdak tokolizis céljara a klinikai gyakorlatban. Mind az a- és f-AR-ok G fehérjéhez
kapcsolt receptorok csaladjaba tartoznak.

Az a1-AR csaladnak harom altipusa van (a4, 01g, 01p). Mindharom altipus stimulacioja Gg/11
inozitol-trifoszfatot és a diacilglicerolt hoz létre. Mindez ndveli az intracellularis calcium
szintet, ami simaizom kontrakcidhoz vezet. Habar mindhdrom a4-altipus ugyanazt a G-fehérje
jelatviteli Gitvonalat aktivalja, kiilonbozd szovetekben kiilonféle szerepet tolthetnek be.

Az a-AR csaladnak is 3 altipusa van (o2, 028, O2c). Korabbi kutatasaink kimutattak, hogy a
miometrialis apa- és apc-AR-ok stimulacidja cAMP szint emelkedéshez vezet, ami hozzajarul
a gyengébb kontrakciokhoz, mely a noradrenalin (NA) hatasahoz képest relaxacionak
tekinthetd. Az apg-AR-ok stimulacidja csokkenti a cAMP szintet, nveli a kontrakcidkat.

Azt is igazoltuk, hogy az in vivo progeszteron (P4) el6kezelés noveli a Bp-agonista terbutalin
miometrium relaxalé hatdsat in vitro és noveli a B,-AR szintézist vemhesség soran. A ,-AR
agonistak hatdsa csokken a terhesség végén a csokkend plazma P4 szint miatt, ami jelentos
csokkenést eredményez az aktivalt G-fehérjéhez kapcsolddo Br-AR-ok szamaban és csokkenti
a G-fehérje mennyiségét. A P4 tulstly noveli az aktivalt G-fehérjék szdmat a terhesség soran

¢és noveli a Bp-agonistdk miometrium relaxalo hatasat.



Célkitizések
Habar a néi nemi hormonok jelentds hatassal vannak az AR-okra, mégis kevés informacionk
van arr6l, hogy milyen hatdssal vannak az a-AR altipusok funkcidjara és miometriumban
torténd expressziojara. Munkank f6 célja az a-AR altipusok szerepének vizsgalata volt késoi
vemhes patkdny uteruszban ndi szexualhormon kezelést kovetdéen. Célkitizéseink a
kovetkezdk voltak:
1. a3-AR és ax-AR altipusok szerepének vizsgalata izolalt szervi vizsgalatokkal altipus
szelektiv specifikus antagonistak jelenlétében 6sztrogén (E2) és P4 eldkezelés utan in
Vivo
2. A miometrialis a;-AR és ap-AR altipusok mRNS és fehérje expressziojanak vizsgalata
ndi szexualhormon el6kezelés utan RT-PCR és Western blot technika segitségével 22
napos vemhes patkanyban.
3. Az 01-AR és 0-AR-ok masodlagos hirvivé rendszerének valtozasainak vizsgalata E2

és P4 elékezelés utan.

Anyagok és modszerek

Allatkisérletek

Az allatkisérleteket a Csongrad Megyei Mezdgazdasagi Szakigazgatisi Hivatal
Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosiag engedélyével végeztiik

(engedélyszam: 1V./198/2013.).

Az allatok paroztatasa

Nostény (180-200 g) és him (240-260 g) Sprague-Dawley patkanyokat specialis ketrecben
paroztattunk a hajnali 6rdkban. A ndstény allatokbdl hiivelykenetet vettiink és mikroszkdp
alatt vizsgaltuk. Pozitiv esetekben a ndstény patkanyokat elkiilonitettiik és a vizsgalat napjat

tekintettiik a vemhesség 1. napjanak.

In vivo szexualhormon kezelés

Vembhes patkanyok eldkezelése E2-vel a vemhesség 18. napjan kezdddott. Az allatok 4 napig
5 ng/kg E2 injekciot kaptak szubkutan. P4 eldkezelést a vemhesség 15-21. napjain
0.5mg/0.1ml dézisban kaptak a vemhes allatok szubkutan injekcidoban. E2 és P4 oliva olajban
volt oldva. A vemhesség 22. napjan uterusz mintdkat gyiijtottiink, majd kontraktilitasi €s

molekularis vizsgélatokat végeztiink.



RT-PCR vizsgalatok
RT-PCR vizsgalatokat 22 napos vemhes patkdny uterusz szovet prepardtumokon végeztiik

(n=6-8 minden kisérletben). Teljes RNS-t Chomczynski and Sacchi (1987) extrakcios

crcr

RNA-to-Ct™ Step One Kit és ABI StepOne Real-Time cycler hasznalataval végeztik. p-
aktin amplifikécidja szolgalt belsé kontrollként. Minden mintaval harom parhuzamos mérést
végeztiink. A probéak fluoreszcens intenzitasat a PCR ciklus szam fliggvényében abrazoltuk.

Az amplifikécios ciklus megjelentése utan a fluoreszcens jel elsd jelentds ndvekedését ugy

definialtuk, mint a kiiszob ciklus (CT)

Westen blot analizis
20 pg fehérjét vittiink fel 4 %-12% NUPAGE Bis-Tris gélre és XCell SureLock Mini-Cell

Units késziiléken elektroforézisnek vetettiik ald. A gélen 1évd szétvalasztott fehérjét
nitrocellul6z membranra transzformaltuk at iBlot Gel Transfer alkalmazasaval. Az antitest
kotodését Western Breeze® Chromogenic immunodetection kit segitségével detektaltuk. Az
adott a-AR fehérje kotést molekulatomeg markerek azonositasaval végeztik. A képek
elemzése EDAS290 képalkotd rendszerrel, az immunreaktiv savok optikai denzitasanak

meghatarozasa Kodak 1D Images szoftverrel tortént.

I1zolalt szervi vizsgalatok

Az uteruszt eltavolitottuk 22 napos vemhes patkanyokbol (250-350 g) (n=8-12 minden
kisérletben). 0,5 cm-es gyliriiket metszettiink, a prepardtumokat karbogénnel 4dtaramoltatott de
Jongh oldatot tartalmazd, 37 °C-os szervfiirdébe helyeztiik. Az eléfeszités mértékét 1,5 g-ra
allitottuk, ami az inkubdacios 1d6 végére 0,5 g-ra csokkent.

Az inkubalas leteltével NA B-AR-on medialodé hatasanak kikiiszobolése végett 10°M
propranolollal (Sigma-Aldrich, Magyarorszag) kezeltiik a szoveteket, az a;-AR antagonistak
hatasanak vizsgélata soran az ap-AR-on létrejovo hatasokat yohimbinnel (10°M), mig az o;-
AR antagonistak hatasanak vizsgalata soran pedig az a;-AR antagonista, doxazozinnal (10°
7M) gatoltuk a NA o;-AR-on medial6do hatasat. Ezutan beadtuk a megfeleld ;- vagy ax-AR
altipus antagonistdkat, majd NA ndovekvd koncentracidinak segitségével (108-10*°M)
kumulativ dézis-hatas gorbét vettiink fel. Az egyes beadott dozisok kozott 5 perc telt el. A
felhasznalt antagonistak a kovetkezOk voltak: az altipus szelektiv a;-AR antagonistak koziil
az aaa-AR szelektiv WB4101 (10'7M) ¢s az a1p-AR szelektiv BMY 7378 (10'7M), az altipus
szelektiv 0,-AR antagonistak koziil pedig az aza-AR szelektiv BRL 44408, az aop/c-AR
szelektiv. ARC 239 (Tocris, UK) és az apc-AR szelektiv spiroxatrin. Az adott antagonista

hatasara a gorbe alatti teriilet (AUC) valtozasabol kovetkeztettink a kontroll AUC-hez
3



viszonyitva. A kontrakciok mérését SG-02 izometrias mérofejjel végeztiik (Experimetria Ltd.,
UK.). A gorbék regisztralasat és feldolgozasat ISOSYS Data Acquisition Sytem
(Experimetria Ltd., U.K.) segitségével végeztiik.

A koncentracid valasz gorbéket rogzitettiik és a gorbe alatti teriileteket vizsgaltuk. Az
eredmények statisztikai elemzését Prism 4.01. (Graphpad Software Inc. San Diego,
California, USA) segitségével végeztiik. Emax €s ECsp értékeket az AUC értékeibdl szamoltuk.

Statisztikai elemzést ANOVA Dunnett teszttel vagy parositatlan t-probaval végeztiik.

Miometrialis cAMP szint mérése

Az uterusz szovetmintdkat de Jongh oldatot tartalmazo6 izolalt szervi fiirdében (10ml) de
Jongh oldatban inkubaltuk 37 °C-on. 3-izobutil-1-metil-xantin (IBMX) (10 M), doxazozin
(10”7 M), propranolol (10° M), és a szovetek 20 percig voltak inkubalva a vizsgalt altipus
szelektiv op-AR antagonistakkal (107 M), majd NA-t (3 x 10° M) adtunk 10 percig. NA
inkubacios periodus végén, forskolint (10° M) adtunk a rendszerhez tovabbi 10 percig. A

crer

USA) alkalmazaséaval mértiik.

[*°S1GTPyS kétés vizsgalatok
WB 4101, BMY 7378, BRL 44408, ARC 239 és spiroxatrin a-AR antagonistakat 0,1 uM-0S

koncentracidban alkalmaztuk. NA-t ndvekvé koncentracioban adtuk a rendszerhez
(10°-10°M). A B-AR-ok blokkolasara propranololt, az a;-AR antagonistdkéra doxazozint,
mig az oz-AR hatasainak kivédésére yohimbint alkalmaztunk 10 uM-0s koncentracioban. G;
fehérjék blokkolasara pertusszisz toxint (PTX) alkalmaztunk 500 ng/ml-es koncentracioban.
A radioaktivitds mérését UltimaGoldTM F szcintillacios koktél és Packard Tricarb 2300TR

folyadékszcintillacios szamlalo alkalmazasaval végeztiik.



Eredmények

Az oOsztrogén ¢és progeszteron elokezelés hatasa az oi-adrenerq receptor altipusok
mikodésére miometriumban

Az a1p- és aip-adrenerg receptorok miometridlis mRNS és fehérje expresszidja

Az a1p-AR-ok esetében sem az E2 sem a P4 eldkezelés nem valtoztatta meg a receptorok
MRNS szintjét. E2 el6kezelés utan az a;a-AR altipus mRNS jelentdsen csokkent (1.a abra),
mig P4 kezelés hatdsara nem tortént valtozads. A Western blot analizis soran kapott fehérje

expresszios szintek megerdsitik a PCR vizsgalatok soran kapott eredményeket (1.b abra).
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1. abra. Az a;a-AR-ok miometrialis mRNS és fehérje expresszidjanak valtozasai E2 elkezelés utan(a, b) 22
napos vemhes patkany uterusban. ***p<0,001 (RQ: relativ mennyiség)

Az aj-adrenerg receptor altipus antagonistik hatdsai 22 napos vemhes miometrium
kontrakciokra

22 napos vemhes miometriumban NA novelte koncetracid fiiggden (10°-10° M) a
miometrium kontrakcidkat. E2 el6kezelés utan a NA koncentracio-valasz gorbe jobbra
tolodott és enyhén csokkentette a NA miometrium kontrahal6 hatasat. P4 elokezelés utan a
NA maximalis kontrakciot okozo hatasa jelentdsen csokkent (2.a abra). a;a-AR antagonista
(WB 4101) vagy aip-AR antagonista (BMY7378) jelenlétében a NA koncentracio-hatas
gorbe jobbra tolodott. E2 eldkezelés utan, WB 4101 jelenlétében a NA koncentracid-hatas
gorbéje még inkabb jobbra tolddott, mig a maximalis kontrakciot okozo hatas nem véltozott.
P4 elokezelés harmadara csokkentette NA maximalis kontrakcidét okozo hatasat oia-AR
antagonista jelenlétében (2.b abra).

BMY 7378 jelenlétében NA koncentracid-hatds gorbe jobbra tolodott a kontroll gorbéhez
képest. E2 elokezelés hatasdra NA maximalis hatdsa csokkent, ez a csokkenés P4 eldkezelés

hatasara jelentdsebb volt. Az E2 elékezelés az ECsp értékeket jobbra tolta. (2.c abra).
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2. abra. Az o;a-AR antagonista WB 4101 és a;p-AR antagonist BMY 7378 hatasa a NA altal kivaltott
kontrakciokra 22 napos vemhes patkdny miometriumban E2 és P4 el6kezelés utan. A vizsgalatokat B-AR
antagonista propranolol (10° M) és a,-AR antagonista yohimbin (10° M) jelenlétében végeztiik, illetve as-
antagonistak jelenléte nélkiil (a) vagy WB 4101 (b) vagy BMY 7378 jelenlétében (c) izolalt szervi fiirdSben.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Az altipus szelektiv ai-adrenerg receptor antagonistik hatdsa a miometridglis [°S]GTPyS
kotés szintjére

WB 4101 jelenlétében NA enyhén novelte a [3SS]GTPyS kotést (3.a abra). P4 eldkezelés
novelte a [SSS]GTPyS kotés mértékét a nem kezelt értékekhez képest. BMY 7378 jelenlétében
NA enyhén stimulalta a [3SS]GTPyS kotést, mig P4 elkezelés hatdsara NA jelentOs
névekedést okozott a [*°S]GTPyS kotésben (3.b abra).

PTX segitségével gatoltuk a G; fehérjéket. WB 4101 jelenlétében, NA csokkentette a
[3SS]GTPyS kotést E2 valamint P4 eldkezelés utan is (3.¢c abra). BMY 7378 jelenlétében NA
csak P4 elokezelés utan csokkentette a [3SS]GTPyS kotést (3.d abra).
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3. abra. NA kiilonb6z6 koncentracioi altal okozott valtozasok a [*°S]GTPyS kétésben WB 4101 (a, ¢) vagy
BMY 7378 jelenlétében (b, d) E2 vagy P4 elékezelés utan PTX hianyaban (a, b) vagy jelenlétében (c, d). A B-

AR-okat és az a,-AR-okat propranolollal és yohimbinnel gatoltuk. Az ,alap” a [*°S]GTPyS kétés mértéke
hatéanyagok nélkiil. *p<0,05; **p<0,01.

Az osztrogén elokezelés hatasa az ar-adrenerg receptor altipusok miikodésére
miometriumban

Az ap-adrenerg receptorokek miometridalis mRNS és fehérje expresszidja

Mindharom ap-AR altipus mRNS expresszioja (Fig. 4a,b,c) jelentésen csokkent E2
elékezelés utdn a nem kezelt uteruszhoz képest. A Western blot mérések soran is azt
tapasztaltuk, hogy jelentdsen csokkent az ap-AR altipusok fehérje expresszioja. mely korrelal

a PCR vizsgalatok soran kapott mérési eredményekkel.
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4. abra Az aya- (8), azp- (b) és 0ac-AR-0K (€) miometrialis mRNS expresszidjanak valtozasai E2 el6kezelés utan
22 napos vemhes patkany uteruszban. ** p<0,01 ; ***p<0,001 (RQ: relativ mennyiség)

Az ar-adrenerg receptor altipus antagonistik hatdsai 22 napos vemhes miometrium
kontrakciokra

22 napos vemhes miometriumban,a NA 108-10*°M koncentracids tartomanyban novelte a
miometrium kontrakciokat (5.a abra). E2 el6kezelés utan NA hatasa csokkent (5.b abra).

Az axa-AR antagonista, BRL 44408 jelenlétében az E2 elékezelés novelte a NA altal kivaltott
kontrakciokat az E2 kezelt kontrollhoz képest (5.b abra). Azonban az E2 el6kezelés
csokkentette NA hatasat a BRL 44408 kezelt kontrollhoz képest.

Az agpic-AR antagonista, ARC 239 jelenlétében, E2 eldkezelés csokkentette a miometrium
kontrakciokat az E2 kezelt (5.b abra), valamint az ARC 239 kezelt kontrollhoz képest.
Spiroxatrin jelenlétében az E2 novelte NA hatasat az E2 kezelt kontrollhoz képest (5.b abra),
de csokkentette a spiroxatrin kezelt kontrollhoz képest.

BRL 44408 és spiroxatrin jelenlétében az E2 nem modositotta @ NA maximalis miometrium
kontrakciot okozo hatasat 6sszehasonlitva az E2 kezelt kontrollal (5.b abra), de csokkentette

a BRL 44408-+spiroxatrin kezelt kontrollhoz képest.
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5. abra Az o,,-AR antagonista BRL 44408, az o,gc-AR antagonista ARC 239, és az a,c-AR antagonista
spiroxatrin hatasa NA altal kivaltott kontrakciokra 22 napos vemhes patkdny miometriumban (a) E2 el6kezelés
utan (b). A vizsgalatokat B-AR antagonista propranolol (10° M) és o;-AR antagonista doxazozin (107M)
jelenlétében végeztiik. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001



Az ar-adrenerg receptor antagonista hatisa a miometridlis cAMP szintre 0Osztrogén
elokezelés utin

E2 el6kezelés novelte a miometrialis cAMP szintet (6. abra) NA jelenlétében. E2 elékezelés

novelte a cAMP szintet NA, BRL 44408, ARC 239 ¢és spiroxatrin jelenlétében.
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6. abra. Az altipus szelektiv a,-AR antagonistak (BRL 44408, ARC 239, spiroxatrin) hatasa a miometrialis
CAMP szintre (pmol/mg szévet = S.D.) IBMX (10 M) és forskolin (10° M) jelenlétében 22 napos vemhes
patkany uteruszban E2 el6kezelés utan. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Az altipus szelektiv ar-adrenerg receptor antagonistik hatisa a miometridlis [35S]GTPyS
kotésre pertusszisz toxin jelenlétében nem kezelt és 6sztrogen kezelt uterusz széveten

BRL 44408 jelenlétében a NA novelte az [*°S]GTPyS kotést, ami és jelentésen csokkent E2
elokezelés utan. PTX jelenlétében a NA [3SS]GTPyS kotés stimuldlo hatdsa megsziint és az E2
elékezelés nem befolyasolta ezt a hatast (7.a abra).

ARC 239 jelenlétében a NA mérésékelten novelte a [*°S]GTPyS kotést az E2 elkezeléshez
hasonléan. PTX jelenlétében NA enyhén csokkentette a [>S]GTPyS kotést, ami nem véltozott
E2 kezelés hatasara. (7.b abra).

Spiroxatrin jelenlétében a NA novelte a [P°S]GTPyS kotést, amit enyhén csokkentett az E2
el6kezelés. Azonban PTX jelenlétében a NA 1 x 10”° M koncentraciotél a [PS]GTPyS kotést
az alap szint ala csokkentette. PTX jelenlétében az E2 elOkezelés megsziintette a NA
[*°S]GTPyS kotést gatlo hatasat- (7.c abra).

Spiroxatrin+BRL 44408 kombinaci6 jelenlétében NA gatolta a [®>S]GTPyS kotést, és az E2
tovabbi gatlast okozott a NA [35$]GTPVS kotésében valamint eltérolte a NA dozis fliggd
hatasat. PTX jelenlétében a spiroxatrin+BRL 44408 kombinaciod dozis fiiggden gatolta a NA
indukalt [*>S]GTPyS kotést hasonléan az E2 eldkezeléshez (7.d abra).



(a) (b)

-~ kontroll (BRL) -~ kontroll (ARC)
-+ Osztrogén el6kezelt (BRL) -+ Osztrogén elékezelt (ARC)
1897 -x. kontroll PTX (BRL) 1297 -+ kontroll PTX (ARC)
g -®- Osztrogén el6kezelt PTX (BRL) § -®- Osztrogén el6kezelt PTX (ARC)
=~ 1401 g -
» 0 » o 110
=D =D
a o o o
X 1201 X
O 9 (O 100+
0 w ¥
85 1007 8
'S 'S 901
[«5) [<5)
& 80 &
T T T T T T 80 T T T T T T
alap -9 -8 -7 -6 -5 alap -9 -8 -7 -6 -5
log noradrenalin koncentréacié (M) log noradrenalin koncentréacié (M)
(c) (d)
-e- kontroll (spirox) . - kontroll (spir+BRL)
= Osztrogén elkezelt (spirox) -+ §sztrogén elékezelt (spir+BRL)
. 1207 -+ EontroII'PT)E (spirox) . 110 -¥. kontroll PTX (spir+BRL)
° = Osztrogén elékezelt PTX (spirox) & = Gsztrogén elékezelt PTX (spir+BRL)
e S
(g_\& 1101 (_Q_ ~8 100
] a5
X [
O} @ 100+ (O 901
wn — n
e o B
2 901 g 80+
& &
80 T 1 T T T T 70 T T T T T T
alap -9 -8 -7 -6 -5 alap 9 -8 -7 6 -5
log noradrenalin koncentréacio (M) log noradrenalin koncentracié (M)

7. dbra A NA kiilonbozé koncentraciéi altal okozott valtozasok [*°S]GTPyS kétésben altipus szelektiv apa-AR
antagonista BRL 44408 (a), a.gc-AR antagonista ARC 239 (b), a,c-AR antagonist spiroxatrin (¢) és BRL
44408+spiroxatrin kombinacié (d) jelenlétében E2 el6kezelés utan. Minden esetben a B- és az a;-AR-okat
propranolol és doxazozin alkalmazasaval gatoltuk. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

A progeszteron elokezelés hatasa az a,-adrenerg receptor altipusok miikodésére

miometriumban

Az ap-adrenerg receptorok miometrialis mRNS és fehérje expressziojat progezteron
elokezelés utdan

Mindegyik a-AR altipus mRNS expresszidja (8.a,b,c abra) jelentésen novekedett P4
elokezelés utan a nem kezelt uteruszéhoz képest. Jelentdsen novekedett az a-AR altipusok

fehérje expresszioja is a P4 elékezelés utan, ami korrelal a PCR vizsgalatok eredményeivel
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8. abra Az apa- (8), ogp- (b) és apc-AR-0K (€) miometrialis mRNS expresszidjanak valtozasai P4 el6kezelés utan

22 napos vemhes patkany uteruszban. ** p<0,01 ; *p<0,05 (RQ: relativ mennyiség)

Az ar-adrenerg receptor altipus antagonistik hatdsai 22 napos vemhes miometrium
kontrakcidkra progeszteron elokezelés utin

22 napos vemhes miometriumon a NA 10%-10*° M koncentracioban névelte a kontrakciokat
(9.a abra). P4 cl6kezelés utan a NA miometrium kontrakciot okozo hatasa csokkent (9.b
abra).

A BRL 44408 jelenlétében a P4 elkezelés csokkentette a NA altal kivaltott kontrakcidkat a
P4 kezelt kontrollhoz képest (9.b abra). BRL 44408 novelte a NA indukalta kontrakciokat, ez
jelent6sen csokkent P4 elékezelés utan (9.a,b abra).

Az ARC 239 jelenlétében a P4 eldkezelés nem modositotta a NA miometrium kontrakciot
okozd hatasat. A koncentracid-hatds gorbe nagyon lapos, a kiilonbség a maximum ¢€s a
minimum kozott kevesebb volt, mint 20% (9.b abra). Az ARC 239 csokkentette a NA
indukalta kontrakciokat, melyek tovabb csokkentek P4 eldkezelés hatasara. (9.a,b abra).

A P4 eldkezelés csokkentette NA maximalis kontrakciot okoz6 hatdsat spiroxatrin
jelenlétében. (9.b abra). Spiroxatrin novelte a NA-indukalta kontrakcidkat, melyek jelentésen
csokkentek P4 eldkezelés hatasara. (9.a,b abra).

A spiroxatrin + BRL 44408 esctén a P4 el6kezelés nem modositotta a NA maximalis
miometrium kontrakciét okozo hatasat a P4 kezelt kontrollhoz képest(9.b abra). A két
vegyllet kombinacidja novelte NA indukalta kontrakciokat, amelyek P4 el0kezelés hatasara

csokkentek. (9.a,b abra).
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9. abra Az oya-AR antagonista BRL 44408, az oygc-AR antagonista ARC 239, és az a,c-AR antagonista
spiroxatrin hatasa NA altal kivaltott kontrakcidokra 22 napos vemhes patkany miometriumban (a) P4 el6kezelés
utan (b). A vizsgalatokat p-AR antagonista propranolol (10° M) és a;-AR antagonista doxazozin (107'M)
jelenlétében végeztiik. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Az ay-adrenerg receptor antagonista hatisa a miometridlis cAMP szintre progeszteron
elokezelés utan

P4 elokezelés novelte a miometrialis cCAMP szintet NA jelenlétében (10. abra), ugyantgy
novelte a CAMP szintet BRL 44408, spiroxatrin és spiroxatrin + BRL 44408 antagonistak
jelenlétében is. Azonban az ARC 239 nem befolyasolta miometrialis cAMP szintet P4

el6kezelés hatasara.
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10. abra Az altipus szelektiv 0,-AR antagonistak (BRL 44408, ARC 239, spiroxatrin) hatdsa a miometridlis
CAMP szintre (pmol/mg szévet + S.D.) IBMX (10° M) és forskolin (10° M) jelenlétében 22 napos vemhes
patkany uteruszban P4 el6kezelés utan. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Az altipus szelektiv ar-adrenerg receptor antagonistiak hatisa a miometridlis [35S]GTPyS
kotés szintjére pertusszisz toxin jelenlétében nem kezelt vagy progeszteron kezelt uterusz
szoveten

BRL 44408 jelenlétében NA novelte a [3SS]GTPyS kotést, amely enyhén csokkent P4
elokezelés hatdsdra. PTX jelenlétében a [358]GTPyS kotés stimulald hatdsa megszilint és ez

tovabb csokkent P4 eldkezelés hatasara. (11.a abra).
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ARC 239 jelenlétében NA mérsékelten novelte a [35S]GTPyS kotést €s ez tovabb nétt P4

elékezelés hatasara. PTX jelenlétében NA [*°S]GTPyS kotés stimulalo hatdsa megsziint, amit

a P4 el6kezelés nem befolyasolt (11.b abra).

Spiroxatrin jelenlétében NA enyhén novelte az [3SS]GTPyS kotést és ez tovabb nétt P4

elokezelés hatasara. Azonban PTX jelenlétében, NA 1 x 10° M koncentraciotol csdkkentette

a [S]GTPyS kétést az alap szint ala csokkentette. PTX jelenlétében P4 el8kezelés gatolta a
NA [*S]GTPyS kotés-gatlo hatasat (11.c abra).
Spiroxatrin + BRL 44408 jelenlétében NA gatolta a [°S]GTPyS kotést, de ez jelentdsen

novekedett P4 el6kezelés utan. PTX jelenlétében a spiroxatrin + BRL 44408 kombinacié a
NA dozis-fiiggh gatlasat valtotta ki a [*°>S]GTPyS kotésben P4 elkezelés hatasara. (11.d
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11. 4bra A NA kiilonboz6 koncentracioi altal okozott valtozasok a [*S]GTPyS kétésben altipus szelektiv opa-
AR antagonista BRL 44408 (a), aygc-AR antagonista ARC 239 (b), axc-AR antagonist spiroxatrin (c) és BRL
44408+spiroxatrin kombinaci6 (d) jelenlétében P4 eldkezelés utan. Minden esetben a B-AR és az o;-AR-okat
gatoltuk propranolol és doxazozin alkalmazasaval. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Diszkusszio

Szexual hormonok ¢és adrenerg rendszer fontos szerepet tolt be a miometrium kontrakciok
szabalyozasaban az emberi gesztacios folyamat soran. Azonban mindezidaig nem torténtek
olyan kisérletek, melyek az E2 és a P4 befolyasat vizsgaltak volna az aj-és ax-AR-0k
mitkodésére vemhes patkdny myometriumban. Ezért munkank f6 célja az volt, hogy
vizsgaljuk az E2 és P4 hatasat az a1-€s a-AR-ok miitkodésére €s expresszidjara késdi vemhes

patkany miometriumban, in vitro.

Az a;-adrenerg receptorok és a néi szexual hormonok

Az a15-AR-okat késdi vemhes patkény uteruszban nem tudtdk kimutatni, ezért az aja- és aip-
AR-ok szerepét vizsgaltuk a miometrium kontrakciokban. E2 eldkezelés enyhén csokkentette
NA hatasat az a;-AR-okon keresztiil, jelezve a receptorok gyengébb érzékenységét NA-ra. A
P4 elokezelés csokkentette a NA maximalis kontrakciot 1étrehozo hatasat. Az a;-AR
blokkolok jelenlétében a NA hatasa csokkent megerdsitve a korabbi kutatasi eredményeket,
hogy mind aya- €s a1p-AR-ok részt vesznek a miometrium kontrakciok kivaltasaban.

Sem az E2, sem a P4 eldkezelés nem valtoztatta meg az oaip-AR-ok mRNS és fehérje
expressziojat. Az E2 eldkezelés nem okozott valtozast, mig a P4 elokezelés csokkentette a NA
maximalis miometrium kontrakciét okozo hatasat és az ECgy értéket az aip-AR-okon
keresztiil. Mivel az a;-AR-ok féként Gy fehérjéhez kapcsolodnak, ezért [*°S]GTPYS kotés
vizsgalatokat végeztiink. WB 4101 jelenlétében NA mérsékelten novelte a [3SS]GTPyS kotést,
ezt csak a P4 el6kezelés tudta tovabb novelni az a;p-AR-okon keresztiil, amely hozzajarulhat
a NA csokkent miometrium kontrakciot okozo hatasahoz. A Gj-gatlo PTX és a WB 4101
jelenlétében a NA [3SS]GTPyS kotést stimulalo hatasa gatlasba fordult at, ami feler6sodott P4
jelenlétében. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy P4 talstly esetén az oip-AR-0K,
legalabb részben Gj fehérjéhez kapcsolddnak, ami NA indukalta miometrium kontrakciok
csOkkenéséhez vezet ezeken a receptorokon keresztiil.

Az a1p-AR blokkolo BMY 7378 jelenlétében NA csak az aia-AR-okat stimulalta. A fehérje
expresszi6 csak E2 elokezelés utan csokkent, mely magyarazhatja a NA csokkent miometrium
kontrakciot okozé hatasat E2 eldkezelés utdn. A NA miometrium kontrakciot okozé hatdsa
csokkent, jelezve az alacsonyabb kontraktilitdsi valaszt az o;p-AR-ok hidnyaban.
Osszességében a P4 eldkezelés csokkentette a NA miometrium kontrakciot okozo hatasat. Az
[3SS]GTPyS kotést a NA enyhén stimuldlta, mig P4 jelenlétében ez a stimuldlé hatasa
megndvekedett. A PTX a stimulalo hatast atforditotta gatlasba P4 jelenlétében, ami azt jelenti,

hogy G; kapcsoltsag a meghatarozo tényezé az aya-AR-ok mikodésében P4 elokezelés utan.
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Ez magyarazatot ad arra , hogy a NA miért nem okoz miometrium kontrakciot P4 elékezelés

hatasara.

AZ a,-adrenerg receptorok és az dsztrogén

Az E2 elokezelés csokkentette a miometrialis o-AR-ok mRNS és fehérje expressziojat és
csokkentette a NA altal kivaltott miometrium kontrakcidkat az o,-AR-okon keresztil. Az
izolalt szervi vizsgalatok és a miometridlis cAMP szint valtozasok szerint E2 eldkezelés
csokkentette a NA altal kivaltott kontrakciokat az o,-AR-okon keresztiil, habar ez nem
modositotta az asa-AR-okon kersztiil a miometrialis relaxald hatast. Azonban E2 elokezelés
megszintette a miometrium kontrakcié noveld hatast az aog-AR-okon keresztiil. Mivel
szelektiv azg-AR antagonista jelenleg nem létezik, igy csak feltételezni tudjuk, hogy az E2
nem moddositja a miometrialis relaxald hatast az ac-AR-okon keresztiil.

Az a,-AR-0k nem csak G fehérjék a-alegységéhez tudnak kapcsolddni, hanem bizonyos
koriilmények kozott a Gs fehérjékhez is. Kimutattak hogy az E2 csokkenti az a,-AR-0k G-
fehérjéhez vald kapcsolodasat. PTX jelenlétében az E2 nem modositotta az opa-AR-0K
[*°S]GTPyS kétésre gyakorolt hatasat, de visszaforditotta a NA hatast az oa- és o2s-AR-0kon
(spiroxatrin jelenlétében). Ezek alapjan ugy gondoljuk, hogy az E2 modositja az aps-AR-0k
kapcsolodasat, de nem valtoztatja az apa-AR G-fehérje kotését. Hogy feltételezésiinket
bizonyitsuk, megmértiik az a-AR-0k [*S]GTPyS kotését spiroxatrin + BRL 44408
jelenlétében. Az E2 csokkentette az aktivalt G-fehérje mennyiségét, mely valoszintileg az E2

indukalta o,g-AR-0k G-fehérjétdl valod szétkapcsolodasanak kovetkezménye.

Az a,-adrenerg receptorok és a progeszteron

A P4 el6kezelés novelte az ao-AR altipusok mRNS és fehérje expresszidjat, de csokkentette a
NA altal kivaltott miometrialis kontrakciokat.

P4 el6kezelés blokkolta NA kivaltotta miometrialis kontrakciokat az o,-AR-okon keresztiil,
habar ez gyakorlatilag az a,a-AR-0kon a hatas megsziin ését jelentette. Emellett az a,s-AR-
ok miometrium kontrakciot novel6 hatasat is gatolta. Szelektiv apap-AR gatld hianyaban,
csak feltételezni tudjuk, hogy a P4 a miometrium relaxaléd hatast az ac-AR-ok miikodésén és
megndvekedett szaman keresztiil tartja fenn.

Az 0-AR-0k Gi/Gs aktivalod tulajdonsaga patkanyokban a gesztacid soran valtozik, ami
eltéréseket eredményez az adenilat-ciklaz aktivitds szabalyozasdban a vemhesség soran. A P4
nem modositotta az opa-AR-0k [35S]GTPyS kotését. Azonban opa- és  aop-AR-0K esetén
(spiroxatrin jelenlétében), a P4 PTX jelenlétében visszaforditotta a NA [*°S]GTPyS kotésre
gyakorolt hatasat és novelte a stimulalo hatasat. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a P4

modositja az aa-AR-ok kapcsolodasat, de nem modositja az apa-AR-ok G fehérje kotését. A
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[35S]GTPyS kotés valtozésa bizonyitja ezt a feltételezést spiroxatrin + BRL 44408
jelenlétében is. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy P4 talsuly esetén az o,s-AR-0K,
legalabb részben, Gs fehérjéhez kapcsolodnak.

Konkluzio

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy az a1- és ax-AR altipusok miikodését eltéréképpen
befolyasoljak a n6i nemi hormonok.

Munkénk sordn nem volt lehetéségiink human miometriumon is vizsgalatokat végezni, de
el6fordulhat, hogy az a3- és ap-AR altipusok mikddése kiillonb6zé human és patkany
miometriumban. Azonban ezek az eredmények is segithetik a terhesség sordn végbemend
valtozasok fiziologidjanak jobb megértését. Feltételezziik, hogy az egyes altipus szelektiv
agonistak vagy antagonistak alkalmasak lehetnek a rendellenes miometrium kontraktilitas
kezelésére. A kiilonb6zé a-AR altipus antagonistdk alkalmazésaval a teljes korasziilési
folyamat valosziniileg nem allithatdé meg, ugyanakkor a szelektiv oai- és ap-AR altipus

antagonistak P4-nal val6 kombinacidja klinikai jelentdséggel birhat.
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