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Bevezetés

A terhesség életink egyik legrejtélyesebb jelensédéagyon sok
megvalaszolatlan kérdés meril fel minden szakas@prsolatban. Szamtalan
biokémiai, korélettani és farmakoldgiai médszerigdatak ki arra, hogy valaszt
kaphassunk a terhességgel kapcsolatos élettanides Kelenségek, mint —
korasziilés, a terhesség soran kialakul6 magas oédgsal jar6d
rendellenességek, és a gesztacios diabétesz + gitdéseire.

A terhesség soran, mind az éstlkben, mind az emberben dramai valtozasok
torténnek az élettani folyamatokban. Ezen valtozdsegyike a méh
beidegzésének atalakulasa, mely egy jol leirt, et teljesen értett, éppen ezért
intenziven kutatott jelenség.

A terhesség soran mind a méh vaszkulatdraja, maichaizomzata denervalodik,
és a sziilés utédn egy lassu reinnervaci6 megy véyleeidegzésben tortén
valtozasokkal parhuzamosan alakul a méh noradrersdintje, valamint a
noradrenalin szintézisében résziyesnzimek, a tirozin hidroxildz és a dopa
dekarboxilaz aktivitdsa is. A noradrenalin szintjgbeekdvetked csokkenés
kimutathatdéan a szimpatikus idegek degeneraciojgénattménye és nem pusztan
a méh megnagyobbodasa miatt, az intakt idegekduiiaganak” kdvetkezménye.
Mivel az adrenerg rendszernek — a prosztaglandémlaz oxitocin mellett —
kulcsfontossagu szerepe van a terhes uterusz kalitgaanak szabalyozasaban,
ezért ez egy intenziven vizsgalt teriilet. Azért demerg rendszert valasztottuk
mi is vizsgélataink célpontjanak, mert ez tekinthet legfontosabbnak a
méhdsszehlzédasok szabdlyozasdban, valamint ezdszee a tokolizis soran
rutinszetien kihasznalt beavatkozasi pont.

Miutan feltartuk az adrenerg beidegzés terhességi,abz uteruszban és a
cervixben lezajlé funkciondlis valtozasait, érdenssiint megvizsgalni, hogyan
lehetne a denervaciot farmakolégiailag befolyasaaihogy az altalunk hasznalt
technika alkalmas-e erre a feladatra.

Mivel a magas vérnyomassal jaré rendellenességekegisz vilagon a
terhességek soran felmejiegfontosabb komplikaciok kézé tartoznak, valamint
nagyban hozzajarulnak az anyai és a perinatalibidigishoz és mortalitashoz,



tovabba aza-methyldopa az egyik, a terhesség soran leggyakralitasznalt
vérnyomascsokketitszer, ezért megvizsgaltuk a terhesség indukaltanacy
denervaciora kifejtett hatasat patkany uteruszon.

Célkitiizések

e Célul tiztuk ki egy Uj kisérletes elrendezés kidolgozaséty alkalmas
a fenti folyamat vizsgalatara tisztan funkcion&liempontbél, nemcsak
a terhesség alatt, hanem a kevésbé vizsgélt posatpperidédusban is.

«  Feltételeztik, hogy az adrenerg idegek funkciéjatiarent csokkenés
hamarabb kimutathatd6 lesz, mint a strukturdlis ozélsok
immunhisztokémiai eljarasokkal.

e Céljaink kozt szerepelt meghatarozni a terhessé&m @& funkcid
helyredllasat és ezt oOsszehasonlitani az immuokisatiai
eredményekkel.

e Vizsgaltuk tovabbd, aa-methyldopa hatasat az adrenerg neuronon és

ennek a hatasnak a posztszinaptikus kdvetkezményeit

e Az atény, hogy a-methyldopa myometrialis hatasai kevéssé ismertek,
arra késztetett minket, hogy megprébaljuk felthanimyometrialis
noradrenalin felszabadulasra és kontraktilitasekgyolt hatasat.

Anyag és Mddszer

» Kisérleti allatok
A kisérletekhez Sprague-Dawley patkanyokat haszrdéltéaz allatokat kora

reggel, egy specidlis ketrecben paroztattuk. Minfddimasznalt nem terhes allat

Osztrusz fazisban volt. Az-methyldopa kezelésben részesilt allatok, 7 napon

keresztul napi 200 mg/kg hatéanyagot kaptak intitgreealisan, a kisérletre a 7.
napon kertilt sor. A kontroll llatok fiziologias $datot kaptak.

A [PH]noradrenalin felszabadulas mérése

A 20-30 mg-os uterusz és cervix mintadkat kimetske#id implantacios helyesir
és az implantaciok kozotti helyekrszarmazé mintakat kulon dolgoztuk fel. A
mintak nedves sllyat lemértiik, majd felapritottaklat, és 60 percen keresztil
107 M [*H]noradrenalin oldatban inkubaltuk 37°C-on. Ezutanmintakat
haromszor atmostuk de Jongh pufferrel, majd 60guekeresztil folyamatosan —
pargilint, dezipramint és dezoxikortikoszteronttatmazé puffert aramoltattunk
at rajtuk. A lidokainnal végzett kisérletek soran, pafferben a lidokain
koncentraciéja 5@M volt. A kisérletek folyaman a puffert folyamatosan°C-
on tartottuk, és 5% (v/v) CQA tartalmazé oxigént aramoltattunk at rajta. EQy 6
perces atmosasiddutan 22 db 3 perces frakciétigittink. A kisérlet végén a
szovetmintakat 1 ml Solvable oldatban feloldottlzek utan minden frakcié
[*H]noradrenalin tartalmat meghataroztuk folyadéksiitacios spektrométerrel.
Egy programozhaté stimulator segitségével a szkeetdektromosan ingereltik,
az atmosasi periddus utan kétszer, az 5. és lkcidraal. Az egyes frakciok
[*H]noradrenalin tartalméat frakcionalis release-bentatoztuk meg. A szoveti
aktivitast, melyet dpm/mg-ban fejeztiink ki, hasamiéhrra, hogy leirjuk a szovet
[®H] noradrenalin felvet kapacitasat.

 lzoldlt szervi vizsgalatok

A terhes és nem terhes, kezelt és nem kezelt patkémghéBl szévetgyiriiket
metszettiink ki. A méh mindkét szarvabol 2-Zigy vettiink ki, és flgglegesen
rogzitetttk egy 10 ml de Jongh puffert tartalmazoovstfirdben. A
szOvetmintakat 90 percig inkubaltuk. A gorbe altgtiileteket mértik 5 percen

keresztil, a vizsgalt anyagok minden koncentranidja

« A kontraktilitasra gyakorolt hatas vizsgalata

Kumulativ noradrenalin dézis-hatas gorbéket rogridt a 1x10° — 1x10° M
koncentracié tartomanyban. A szervf@rtio® M propranololt is tartalmazott, a
B-adrenerg receptorok relaxaciot kivalté hatasanedédésére. Az inkubacioésdd
utan, 11 kdlénbdz noradrenalin koncentraciét adtunk kumulative médmn

rendszerhez, és minden doézis utdn 5 percig rotigtelz ezek altal kivaltott



kontrakcids valaszt. A kisérlet végén 70 mM KCl-twedkt a rendszerhez és az
ezéltal kivaltott kontrakciékat tekintettik maxingdkonusnak. A noradrenalin
altal kivaltott kontrakciokat a KCI &ltal kivaltotkontrakciok széazalékdban
fejeztik ki.

Ahhoz, hogy meghatéarozzuk azmethyldopa hatasatfzadrenerg receptorokon
medialt myometridlis relaxaciéra, egy hasonl6é ké&gelrendezést hasznaltunk.
Ebben az esetben nem adtunk propranololt a rertszeraz alkalmazott
terbutalin koncentraci6 tartomany 36 10° M volt. A kisérlet kezdetén 50 mM
KCl-ot adtunk a rendszerhez, hogy az uterusddyon egy kezdeti 6sszehtzddast
valtsunk ki, ezt tekintettiik a motoros aktivita$ P@-anak.

Radioligand kotési vizsgalatok

* Membran preparalas

Az uteruszokat 10 mM Tris-HCI pufferben homogenizélta homogenizatumot
20000 x g-vel 10 percig centrifugaltuk, a pelletéfracentrifugaltuk. A
feluluszokat Osszedjottik, majd 50000x g-vel 60 percig centrifugalték a
pelletet hasznaltuk a telitési kisérletekhez. A mamivakcié fehérje

hasznalva standardként.

e Szaturacids kotési kisérletek

A szaturaciés kisérletek soran a sejtmembran frakck®vetke# anyagokkal, az
adott koncentracié tartomanyban inkubaltubH]RX 821002 (0.2-8.0 nM,
a,-adrenoceptorok) ésH]ICI 118,551 (0.5-10 nMp,-adrenoceptorok) 25 °C-on
45 percen keresztil. Az inkubacié végén, a kotdliotgandot a maradék szabad
radioligandtol gyors dxéssel kulonitettik el, majd folyadékszcintillaciés
méréssel meghataroztuk a kotott radioaktivitast.especifikus kétést 1AM
jeloletlen yohimbine-nel és alprenolollal hatardztueg. A specifikus kotést az
Osszes kotés és a nemspecifikus kotés kilonbségsekémoltuk ki, és a szabad

radioligand koncentracio fiiggvényében abrazoltuk.

Eredmények

« A Natrium csatorna gatlas hatasa az elektroma#éerindukalta

noradrenalin felszabadulasra
A fenti jelenség vizsgalatara 50 pM lidokaint adtumkpufferhez. A lidokain
teliesen gatolta az elektromosan kivaltott noradlianfelszabadulast, mely
alatdmasztja azt a hipotézisiinket, hogy az elekisoratér stimuldlas az
altalunk hasznalt paraméterekkel szelektiven vétijaaz idegi elemekli a
noradrenalin felszabadulasat.

« A szOveti aktivitas meghatarozasanak eredményei

A szbveti aktivitas leirja a szovetH]noradrenalin felvet kapacitasanak
mértékét. Azt taldltuk, hogy a szoveti aktiviths amnterhes allapotban a
legmagasabb mind a myometriumban, mind a cervixl#erterhesség korai
szakaban, a 7. napon, a transzmitter felvétel Biégnsan alacsonyabb az

implantacids helyeki szarmaz6 minték esetében. (1. &bra).
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1. 4bra A myometrium [*H]noradrenalin felvevé képessége a terhesség folyaman és a
posztpartum idészakban. * P < 0,05 és ** P < 0,01 a nem terhes éhez hasonlitva;

# P < 0.05 és ## P < 0.01 értékeknek felel meg a 1@dpos értékhez hasonlitva.
Fekete oszlopok, implantaciés helyekil szarmazé mintdk, fehér oszlopok,
implantéciok kozotti helyekrél szarmazd mintak.



Az implantaciés és az implantaciék kozti hely#kszarmazé mintaknal, a
terhesség kozepén (14. nap) nem volt kilénbségnardicio mértékében, és
ugyancsak nem tudtunk hely-specifikus kilonbségmutatni sem a terhesség
végén, sem a szillés utdndsdakban. A posztpartumdsizakban egy szignifikans
reinnervacié volt megfigyelhét mely azonban nem érte el a terhesséfiel
értéket a vizsgalt 28 nap soran és nem voltak kithaté hely-specifikus
kilonbségek sem.

Nem terhes allapotban az uterusz és a cervix hassniveti aktivitassal
rendelkezett, a terhesség alatt azonban a cerviefpgrsokkal kevésbé kifejezett
denervacié zajlott le, mint az uteruszban és agéilts21 napos posztpartum

idészakban nem volt statisztikailag kimutathato reidaeio.

« A stimulalt PH]noradrenalin felszabadulas eredményei

Az elektromos ingerlés jelesg [PH]noradrenalin felszabadulast eredményezett
mind a nem terhes uteruszon (2. abra), mind a eemes cervixen. Két ingerlést
alkalmaztunk, a masodik inger azonban kisebb fbldalast eredményezett,
mint az el§. A myometriumban egy fokozatos csodkkenést tapdsmtala
felszabadulas mértékében a terhesség folyamangyéfokozatos, de kevésbé
kifejezett ndvekedést a szllést kdve28 napban. Szignifikans kilonbséget
talaltunk az implantaciéos és az implantaciok kazdtelyekl szarmazo
szdvetekben a stimulusra toréé['H]noradrenalin felszabadulas tekintetében a
terhesség korai szakaszaban, mely azt jelzi, hodgrervacié az implantacios
tertleten kezédik. A cervixiBl szarmazd mintaknal, a terhesség alatt egy
fokozatos csokkenés volt megfigyeliet mely statisztikailag nem volt
szignifikans. Az elektromos ingerlés altal kivaltH]noradrenalin felszabadulas
szignifikansan alacsonyabb volt a szulést kévettszakban, de 14 nappal a

szllés utan mar kozelitette a nem terhes értéket.

Aza-methyldopa myometridlis hatasainak 6sszefoglalasa

* A szdveti aktivitis meghatarozasa

Az a-methyldopaval tértéhkezelés cstkkentette a jelzett noradrenalin fel@ét
mind a nem terhes, mind a terhesség korai szakébéardllatoknal. A terhesség
végén is kevesebb volt a noradrenalin felvétel aekeallatoknal, de ez a
kilbnbség statisztikailag nem volt szignifikans.

« Aza-methyldopa hatasa a stimul&fi{Jnoradrenalin felszabadulésra

Az elektromos ingerlés jelefst PH]noradrenalin felszabadulast eredményezett a
nem terhes uteruszon, aanethyldopa kezelés hatasara ez a felszabadukde szi
teliesen efint. A terhesség 7. napjara 3t[noradrenalin felszabadulas csokkent
mind az implantaciés, mind az implantaciok kozbglyekisl szarmazé mintak
esetében, a terhesség indukalta adrenerg denerwdieit. Az a-methyldopa
kezelés ezt a csokkenést tovabb fokozta. A terheg4égnapjan nem volt
szignifikans kilénbség a kontroll csoporthoz visdbra (3. abra).

* Az izolalt szervi vizsgalatok eredményei

A noradrenalin nem volt hatadssal a nem terhes werusigyanakkor azi-
methyldopaval kezelt nem terhes uterusz spontavitaka magasabb volt, mint a
kontroll szoveté, anélkil, hogy érzékenyebbé vatina az o-adrenerg
stimulaciora (4A. dbra). A terhesség 7. napjan adrerelin gyenge dozisfigg
kontrakcidkat valtott ki a kontroll csoportban, égenzivebb kontrakciokat a
kezelt csoportban (4B. abra). A terhesség 21. napjdoradrenalin dézisfliggn
fokozta a kontrakcidkat, nem volt kildnbség a ke#sl a nem kezelt csoport
kozott.

A tovabbiakban a terbutalin myometriumra gyakorelaxalé hatasat vizsgaltuk,
azt taldltuk, hogy a terbutalin dozisfitgm gatolta a KCI altal kivaltott
kontrakciokat (5. abra). Aa-methyldopa kezelés a terbutalin d6zis-hatasgorbét
enyhén jobbra tolta és szignifikansan csokkentetteaximalis hatast is a nem
terhes allatokban. A terhesség 7. napjan a kezéigsltea a terbutalin altal
kivaltott maximalis hatast. A terhesség végére mmethyldopa kezelés
szignifikdnsan csokkentette a terbutalin relaxadiésasat, mind a maximalis

hatas, mind az EGérték tekintetében.
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2. 4bra Az elektromos ingerlés hatasara létrejotirbkcionalis [*H]noradrenalin felszabadulas a myometridlis mintakiol, nem terhes allapotban (A),
és a terhesség 7. (B), 14. (C) és 21. (D) napjana*P < 0,05 és ** a P < 0,01 jelenti, a nem terhé&stékhez viszonyitva. A terhesség alatt,
m az implantéciés, ao az implantaciok kdzotti helyekrél szarmazd mintékat jeldli
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Az ay-adrenerg receptorok esetében a,Bs Ky értékek magasabbak voltak a
terhesség 7. napjan, mint a nem terhes allapott®n, terhesség végén mindkét

paraméter értéke visszatért a nem terhes allapotéanértékekhez. Az egyetlen,
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a kezeléssel dsszefiiggésbe hozhatd, szignifikdtmzaat a kg értékében mértik,
mely a terhesség 7. napjan cstkkenp-Adrenerg receptorok denzitdsaban nem
volt terhesség fldgvaltozas, mig a Knétt a terhesség végére, és a kezelés

hatasara a szignifikansan ndvekedett a terhesség 21. napjan.

Diszkusszi6

Az adrenerg idegek terhesség alatti denervacidjg@laben egy jol leirt jelenség
tobb kulonbod# fajnal, mint a tengerimalacnal, a patkdnynal vagyembernél.
Azonban az a mai napig nem vilagos, hogy mi valij@zt a jelenséget, és ez
csak az uteruszra jellee. Minden ersl sz6l6 ismeretiink hisztokémiai
vizsgalatokbdl szarmazik, ezt nem vizsgaltak koadibtunkciondlis szempontbdl.
Célul tiztik ki az adrenerg neuronok funkciécsokkenésérnekgalatat, mely
megkozelitésnek egy nagyéeye van. Mar a terhesség 7. napjan szignifikans
csokkenést mértiink a myometridlis adrenerg neurdnookciojaban, masrészt
olyan, funkciobeli csokkenést talaltunk, mely hid&miai modszerekkel még
nem volt kimutathat6. A terhességdéelsarmadanak végén, jelénteltérés volt a
mind a noradrenalin felszabadulasban, mind a felvénh az implantaciés helyek
és az implantéaciok kdzotti helyek kdzott. Ez afeleevést tAmasztja ala, hogy a
terhesség indukélta denervacidban fotoplacentakioifok is szerepet jatszanak.
Ennek a funkciondlis megkdzelitésnek azonban egymya is van: nem tudunk
kllonbséget tenni az izomszovet és az erek deréjaddzott.

Eredményeink egyértelien azt mutatjak, hogy a cervix adrenerg funkcioi
jelentbsen csokkennek, melyet egyértébn jelez a transzmitter felvétel
csokkenése, de nem latszik az elektromos ingerténttfelszabadulasban, efib
arra kovetkeztethetiink, hogy a transzmitter felvekapacitds érzékenyebb
indikatora az adrenerg idegek funkciéjanak, mitraaszmitter felszabadulas.
Immunhisztokémiai modszerekkel a korai reinnervamiér 48 6raval a szilés
utan kimutathatd, vizsgalataink soran azt taldlagonban, hogy az adrenerg
idegek funkcioja a sziilés utan 4 héttel a myometoian és 2 héttel a cervixben
sem dllt teliesen helyre. Osszefoglalasul elmor@hdiogy a funkcionalis
csOkkenés hamarabb kézik, mint a strukturalis, és a funkcié helyredllésa
tobb idre van sziikség.
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Az a-methyldopa, egy széles korben hasznalt szer agsély soran &brduld
hipertonia kezelésére, az egyik legbiztonsagosabimsk szamit, mivel rengeteg
tapasztalat all rendelkezésre klinikai hasznaldt&epcsolatban. A rengeteg
klinikai tapasztalat ellenére, vérnyoméascsokédrmdtasanak felismerése 6ta mar
tobbszor Ujra kellett gondolni hatdsmechanizmusategszélesebben elterjedt
elmélet szerint, az--methyldopa, a kdzponti idegrendszerben,oaadrenerg
receptorok stimuldlasan keresztiil fejti ki vérnysosbkkent hatasat, az efferens
szimpatikus tonus csokkentésével. Annak ellenéogy révtizedek ota része a
négybégyaszati gyakorlatnak, kdzvetlen uterotrép Hatéls kevés adat Aall
rendelkezésre.

A transzmitter felszabadulasi eredményeink azt tthkahogy azi-methyldopa
kezelés gyakorlatilag megsziintette az elektromgsriel kivalthaté noradrenalin
felszabadulast, mind nem terhes allapotban, miedhesség korai szakaszaban.
Jelen kisérletekben, azmethyldopa eisebben gatolta az implantacidk kozotti
helyekil torténs transzmitter felszabaduldst, mint az implantabiélgekisl.
Azonban a felszabadulas mindkét esetben gyakadatitliesen megént a
terhesség 7. napjan, ezzel is azt jelezve, hogg emtisztikai kilénbség csak
annak koszdnhét hogy az implantaciés helyek fiziolégidsan méar biab
denervalodtak. Eppen ezért azmethyldopa kezelés, mintha felgyorsitana az
adrenerg rostok fiziolégidas denervaciojat a tenesuszban. A szdveti aktivitas
mérések eredményei is ezt az elméletet tamaszgakAaterhesség végére ez a
denervaci6 még &tehaladottabb lesz, mely az elektromos ingerlés
hatastalansagahoz vezet, igy @methyldopa kezelés mar nem képes tovabb
csokkenteni a felszabadulast. Ennek a transznfiélszabadulas gatlé hatasnak a
mechanizmusa nem ismert, de irodalmi adatok szewnt,, tipust adrenerg
receptorokon keresztll medial6dik.

Az o-adrenerg receptorokon medialt kontrakciékra nenft watassal azo-
methyldopa kezelés, a nem terhes és aj kisshes dllatokban, de korai
terhességben fokozta azokat. A kezelés csokkemtdtebutalin kontrakcié gatld
hatadsdnak maximumat és hatékonysagat a nem terdespint a kéé terhes
allatokban, mig nem befolyasolta azt a terhességi lszakaszaban. Ezeket az
eredményeket 6sszegezve elmondhatd, hogy a teghesséharom szakaszaban
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ugyanazt a valtozast okozza: a szimpatomimetikunmakasat a fokozott
kontraktilitas irdnydba tolja el, akar B-receptor medialt relaxaciés hatas
csOkkentésével, akar azreceptor medialt kontrakciok fokozasaval. Ezekaek
az adrenerg agonistak hatasiban bekodvétlkererhesség idefgtés a kezelést
fliggo valtozasoknak a hattere nem ismert.

Ha feltesszilk, hogy aza-methyldopa 4&ltal, a szimpatomimetikumok
farmakol6giai hatasaiban kivaltott valtozasok hédohatast valtanak ki az
emberi szervezetben is, akkor ennek fontos szdéebeé a terapidban, a hattérben
meghlz6d6é mechanizmustol fuggetlendl. Mivel szaneoept nélkili gyégyszer
tartalmaza-receptor agonistakat (pl. nazalis dekongesztansgk hasznédlata
jelentts mértékben fokozhatja az uterusz kontraktilitéddttan az esetben, ha
ezzel parhuzamosan a terhesség indukalta magagowédst a-methyldopaval
kezeljuk. Masrészt a terbutalin csokkent relaxatiggisa azt is jelentheti, hogy
az o-methyldopa csokkentheti grmimetikumokra alapozott tokolitikus terapia
hatékonysagat, ezzel is ndvelve a koraszilés wetzél

Mivel nincs kozvetlen adat arra vonatkozéan, mehatna az eredményeinkhez
hasonldé, az adrenerg agonistdkra gyakorolt modulaldtast, ezért a
szimpatomimetikumokat nagy korultekintéssel kelszralni a-methyldopaval
kezelt terhes 6k esetében.

Kisérleteink eredményei arra engednek kovetkeztbtgy a szuperfuzié egy jol
hasznalhaté rendszer a farmakolédgiai manipulacié gatologias allapotok (pl.
terhesség altal kivaltott magas vérnyomas, gesmadiabétesz) denervaciés
folyamatra gyakorolt hatasanak vizsgalatara.

Eredményeink hozzajarulnak a terhesség indukakrelg denervacié mélyebb
megértéséhez. Kimutattuk, hogy a funkcidcsdkkerggaanabb kezgtlik, mint a
strukturalis denervacid, és a funkcié helyrealidgabb idt vesz igénybe.

Az a-methyldopaval végzett kisérleteink kimutattak, yiogz a terhességi
hiperténidban elterjedten hasznalt szer, befoly@sal szimpatomimetikumok

terhes uteruszra kifejtett hatasat, melynek akérdmuvonatkozasai is lehetnek.
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