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Bevezetés

A WHO definicigja alapjan korasziilésrdl akkor beszéliink, ha a sziilés a 20. és a 37.
gesztacios hét kozott kovetkezik be. A korasziilés incidencidja Eurdpaban 5-7%, az Amerikai
Egyesiilt Allamokban 12,5% és amerikai adatok alapjan enyhe emelkedést mutat. Jelenleg 3
perc 11 masodpercenként jon vilagra egy korasziilott.

Annak ellenére, hogy az utobbi évtizedekben az iparosodott orszagokban a
korasziilottek tulélése az orvosi technologiaban bekovetkezett hatalmas fejlodésnek
koszonhetden dramaian javult, mégis a korasziilés felel a neonatdlis mortalitas 70 %- és a
morbiditas 75%-¢ért. Korai karosodasok, melyek Osszefiiggésbe hozhatdéak a korasziiléssel:
respiratoricus  distress szindroma, intraventricularis haemorrhagia, periventricularis
leukomalacia, nekrotizald enterocolitis, bronchopulmonaris dysplasia, szepszis és patent
ductus arteriosus. A késoi karosodasok kozott az agyvérzés kovetkeztében kialakuld bénulas,
a mentalis retardacié és a retinopathia szerepel.

Sajnos, a jelenleg alkalmazott farmakologiai kezelések hatékonysaga gyakran
megkérddjelezhetd. A Pr-adrenerg receptor (P-AR) agonistdkat els6sorban Eurdpaban
hasznaljak, ugyanakkor az Egyesiilt Allamokban kiszorultak a tokolitikus terdpiabol, mivel
szamos anyai ¢és magzati mellékhatassal rendelkeznek. Hatékonysaguk intenziv vita targyat
képezi a szakirodalomban. Egy masik nagy probléma a [,-agonistdkkal kapcsolatban, hogy a
kezelésre adott miometridlis valasz a terhesség vége felé csokken. Egy potencidlis magyarazat
a terhesség-indukalt deszenzitizaciora a progeszteron (P) szint csokkenés. Az dsszefliggést a
B2-AR funkci6 csokkenés €s a P hidnya kozott korabban leirtak: in vivo P eldkezelés noveli
mind a 3,-AR denzitast mind a terbutalin uterus-relaxal6 hatasat in vitro. Tovabba a P kezelés
kedvezden befolyasolja a terbutalin hatasadra bekovetkezd aktivalt G-protein mennyiség
csokkenést 22 napos terhes patkanyban. Mindezen eredmények szerint a P €s a [3,-agonistak
kombindciodja egy igéretes lehetdségnek tlinik a jovében a tokolitikus terdpia szamara.

Az a,-AR-ok miometrialis kontraktilitas szabalyozasdban betoltott szerepe még nem
teljesen tisztazott. Harom a,-AR altipust (024-, 0p- and ac-AR) azonositottak a human
miometriumban. Az o,-AR aktivaciot kovetd sejt mechanizmusok még nincsenek teljes
mértékben feltérképezve. A legljabb vizsgalatok szerint az egyes altipusok kiilonbozo

szerepet jatszanak a terhes patkany uterus kontraktilitdsaban.



Célkitizések

Jelenleg nincsenek olyan atfogé kisérletek, amelyek a gesztagén - f,-mimetikum
kombinaci6 uterus-relaxalé hatékonysagat vizsgalnak in vivo és in vitro patkanyban, valamint
amelyek az a,p/c-antagonista ARC 239 hatésat vizsgalnak korasziilési modellbdl szarmazé
hiperkontraktilis uterus szdveten in vitro. Mindezek alapjan a kovetkezé kisérleti célokat

hataroztuk meg:

1. Adaptalt, reprodukalhatd patkany korasziilési modell segitségével megvizsgalni a [,-
agonista szalmeterol, gesztagének és a szalmeterol — gesztagén kombinécio hatékonysagat

in vivo.

2. A szalmeterol és/vagy gesztagén kezelést kovetden a hormonalisan indukalt korasziilési

modell B,-AR denzitds meghatdrozasa radioligand kotési tecnikéaval.

3. A pr-agonista ill. a [r-agonista — gesztagén kezelés hatékonysdganak vizsgalata

lipopoliszacharid (LPS-) — indukalt patkany korasziilési modellen in vitro.

4. Az woypc-antagonista ARC 239 hatdsanak felderitése hormonalis korasziilési modellbdl

szarmazo szovet nordarenalin-indukalt kontrakcidiban in vitro.

Anyagok és modszerek

A paroztatds ivarérett ndstény (180-200 g) és him (240-260 g) Sprague-Dawley
patkanyokkal tortént egy erre a célra kialakitott specialis ketrecben. Kenetet vettiink a néstény
allatoktol és mikroszkdp alatt spermiumok utan kutattunk 1200 x nagyitason. Amennyiben a
minta pozitivnak bizonyult, a néstényeket elkiilonitettiik és a kopulacio napja a terhesség elso

napjat jelentette.



A szalmeterol és gesztagén hatasanak meghatarozasa hormonalisan indukalt korasziilési
modellen
Korasziilés indukcio

Az éllatokat mifepriszton (3 mg/0,1 ml) és PGE,; (0,5 mg/allat) kombindcioval kezeltiik
a terhesség 19. napjan. A mifeprisztont oliva olajban szuszpendaltuk és szubkutan (sc.)
injekcid formajaban adagoltuk reggel 9 orakor. A PGE; intravaginalisan alkalmaztuk délutan
4 orakor. A korasziilés idépontja az els6 magzat megsziiletését jelentette és a mifepriszton

injekciotol szamitva orakban kifejezve adtuk meg.

Az allatok kezelése
A szalmeterol xinafoatot metanol-viz 1:1 aranyt elegyében oldottuk. A szalmeterol-
xinafoat oldatot vagy az oldoszer elegyet tartalmazd Alzet ozmotikus minipumpat sc. az
allatok hat bore ala {iltettiik be a terhesség adott (15-18) napjan, izofluran anesztézia mellett.
A szalmeterol dozisa 130 pg/nap/allat volt.
A P ¢és 17a-OH-progeszteron-kapronatot (17P) oliva olajban szuszpendaltuk ¢és sc. (0,5
mg/0,1 ml) adagoltuk a pumpa beiiltetés napjatol a terhesség 20. napjaig.

Kiserleti elrendezés
Az A csoport volt a kontroll csoport. A B csoportot P-nal, a C csoportot szalmeterollal, a D
csoportot szalmeterol — P, mig az E csoportot szalmeterol — 17P kombinacidval kezeltiik.
Csoportonként 8 allatot vizsgaltunk. Minden allaton elvégeztiikk a szalmeterolt vagy annak
olddszerét tartalmazd minipumpa beiiltetést, €s emellett gesztagén vagy oliva olaj sc. injekciot
is kaptak.

A szalmeterol/gesztagén/oldoszer kezelést a terhesség adott napjan (15, 16, 17 vagy 18)
inditottuk, kivéve az E csoport esetén, ahol a 15. napon.

A statisztikai analizis soran az ANOVA Newman-Keuls tesztet hasznaltuk.



Radioligand kétési technika

Az éllatokat 17P és/vagy szalmeterollal kezeltiik a terhesség 15. napjatdl a 20. napig. A
korasziilés-indukcio a terhesség 19. napjan tortént a korabban leirtaknak megfelelden. Az
eltavolitott uterus szoveteket pufferben homogenizaltuk, majd centrifugéaltuk (20 000xg, 40
perc, 4 °C). A pelletet Gjra szuszpendaltuk és centrifugaltuk az el6z6 paraméterek alapjan,
majd a tovabbi vizsgalatokig -70 °C-on taroltuk.

A total kotés mérésekor a reakcid elegy 100ul membran preparatumot (~0,5 mg/ml
fehérje), 100 pl [PHJICI 118,551 PB,-AR szelektiv ligandot (specifikus aktivitas 18,8
Ci/mmol), és a nem-specifikus kotés mérése soran 100 pl jeldletlen ligandot (dihidro-
alprenolol) vagy inkubdcios puffert tartalmazott. Az inkubaciét kovetden a mintat Brandell
cell harvester késziiléken Whatman GF/B filteren sziirtik. A mintdk radioaktivitdsat a
HighSafe szcintillacios koktél hozzdadasa utan Wallac 1409 liquid szcintillacioés szamlalod
segitségével hataroztuk meg.

A specifikus kotést a totalkotés €s a nem-specifikus kotés kiilonbségeként hataroztuk
meg. Minden minta esetében legalabb harom fiiggetlen mérést végeztiink, amelyek két
parhuzamos mintabol alltak. A PB,-AR fehérje mennyiségét a telitési gorbe Scatchard

crer

tesztet hasznaltuk.

A terbutalin és a 17P hatasanak vizsgalata LPS-kezelt patkiany uteruson
LPS-indukalt korasziilési modell
A terhes allatokat 3 csoportra osztottuk: nem-kezelt, LPS-kezelt és LPS-17P-kezelt
csoport.
Az LPS-t fiziologias séoldatban oldottuk és intraperitonealisan (ip.) adagoltuk a
terhesség 18 napjatol egészen a 20. napig. A 17P-t oliva olajban szuszpendaltuk és sc. 0,5
mg/0,1 ml/nap dézisban alkalmaztuk.

A nem-kezelt csoport ip. fizioldgias sdoldatot és sc. oliva olajat kapott.

A terbutalin izolalt szervi vizsgalata

A szoveteket a terhesség 20. napjan tavolitottuk el az intakt ill. kezelt patkdnyokbdl. Az
uterus szarvakbol 5 mm hosszasagi gyuriiket metszettiink, és 10 ml de Jongh oldatba
(pH=7,4) helyeztiik. A szerfiirdé6 homérsékletét 37 °C-on tartottuk karbogén gazkeverék (95%
0, + 5% CO,) folyamatos ataramoltatasa mellett. Az elokészitést kovetden a preparatumokat

1 oran keresztiil inkubaltuk. Az eléfeszités 1,5 g volt. A szovetek fesziilésének mértékét egy



jelatalakitdo méréberendezéssel mértiik, az AUC értékeket a S.P.E.L. Advanced ISOSYS Data
Acquisition System segitségével rogzitettiik és értékeltiik.

25 mM KCl oldattal kontrakciokat véltottuk ki és vizsgaltuk a terbutalin (10™'% — 107 M)
hatékonysagat. A kontrakciok mértékét SG-02 izometrias mérofejjel detektaltuk. A gorbék
regisztralasat, az adatok rogzitését és feldolgozasat ISOSYS Data Acquisition System
segitségével végeztiikk. A dozis-hatds gorbék statisztikai elemzését a Prism 4.01. segitségével

ANOVA Newman-Keuls teszttel végeztiik.

Az a,p/c antagonista ARC 239 hatasanak vizsgalata hormonalis korasziilési modellen
A hormonalis korasziilés-indukalt allatokbodl a terhesség 20. napjan a sziilés el6tt az

uterust eltavolitottuk.

Az ayp/c antagonista ARC 239 izolalt szervi vizsgalata

A szoveteket preparaltuk és inkubaltuk a kordbban leirtaknak megfelelden.

Az inkubaciot kévetden noradrenalinnal (1x10®-3x107° M) kontrakciokat valtottunk ki
és propranolol (10° M) valamint doxazozin (107 M) jelenlétében kumulativ dozis-hatas
gorbét vettiink fol. A noradrenalin hozzaadasat megelézden az ARC 239 jelenlétében 20
percig inkubaltuk a szovetet. A kiértékelést és a statisztikai analizist a korabban leirtak

alapjan végeztiik. Az analizis soran parositatlan z-probat alkalmaztunk.

Eredmények

A szalmeterol és a gesztagének hatékonysaga hormonalisan indukalt Kkorasziilési
modellen

A kontroll (4) csoportban az allatok a mifepriszton kezeléstl szdmitva 24 6ra mulva
korasziiltek, a 20. terhességi napon reggel 9 ora koriil.

A terhesség 15. napjan inditott P kezelés (B csoport) onmagaban nem bizonyult
hatékonynak a korasziilés késleltetésében. A szalmeterollal (C csoport) szignifikdns
mértékben késleltetni tudtuk a hormonalisan indukalt korasziilés kezdetét (2,41 + 0,52 h). A
szalmeterol - P kombinaci6 esetén (D csoport) azonban a korasziilés idépontjat 5,24 + 0,69

oraval tudtuk eltolni (1. abra).
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1. abra: A terhesség 15. napjan kezdett tokolitikus kezelések 6sszehasonlitasa.
A szalmeterol és a kombinacid kozott a szignifikancia p<0,01 volt. A szalmeterol és a 170OH-progeszteron-kapronat
kombinacios kezelés kozott nem volt szignifikans a kiilonbség (p>0,05).
A szignifikancia jelolése: ns p>0,05, * p<0,05, *** p<0,001.

Hasonl6 eredményeket kaptunk, ha a kezeléseket a terhesség 16-18. napjan inditottuk.
Minden vizsgalt esetben a D és E csoporton végzett kezelések (szalmeterol — gesztagén
kombinaciok) joval hatékonyabbnak bizonyultak, mint a B és C csoportban alkalmazott
monoterapiak. A hatékonysagokat tekintve a legmarkansabb kiilonbséget a kombinacio ¢és a
szalmeterol k6zott a terhesség 15. napjan inditott kezelések esetén tapasztaltuk.

Az E csoport (szalmeterol — 17P) és a D csoport (szalmeterol — P) a korasziilés
késleltetés szempontjabol nagyon hasonlénak bizonyult. A kiilonbség a két csoport kozott

nem volt szignifikans.

Radioligand kétési technika

A 17P kezelés fokozta a B,-AR denzitést a kontroll csoporthoz képest (»<0,05),
szemben a szalmeterol kezeléssel, mely [,-AR szam csokkenést okozott (p<0,05).
Ugyanakkor a szalmeterol — gesztagén kombinacié nem befolyasolta szignifikans mértékben a

receptor denzitast.



1250-
*
o 1000 —|_
£
— ns
5 750 T
£
8 5004 = .
4] I
250-
0
A B C D

2. abra: A B,-adrenerg receptor denzitasanak valtozasa a terhesség 15. napjan kezdett szalmeterol és/vagy gesztagén
kezelések hatasara a hormonalisan indukalt patkany korasziilési modellen.
Az egyes oszlopok jelentése: atlag + SE, 6 kisérletbdl szamitva. A statisztikai 6sszehasonlitast a kontroll, nem-kezelt
korasziilt allatok csoporthoz viszonyitva tiintettiik fol.
A: kontroll csoport; B: P-kezelt; C: szalmeterol-kezelt; D: szalmeterol — P kombinacio. A szignifikancia jelolése: ns
p>0,05; * p<0,05.

A terbutalin és a gesztagének hatékonysaga LPS-indukalt korasziilési modellen, in vitro
A KCI indukalta kontrakciokat a terbutalin dozisfiiggben gatolta. A terbutalin

hatékonysagat az LPS kezelés kismértékben novelte a kontroll allatokhoz képest, amit a

dozis-hatas gorbe balra tolodésa jelzett. Ugyanakkor az LPS-17P csoportban a 17P-tal térténd

kezelés hatdsara a B,-mimetikum hatésa tovabb fokozodott.
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3. abra: A terbutalin relaxalo hatasanak vizsgalata KCl-indukalt kontrakciokban nem-kezelt, LPS valamint LPS és 17P-
kezelt 20. napos terhes uteruson.
Statisztikai atlag + SE, 6 kisérletbdl szamitva.

Az ARC 239 hatékonysaga hormonalisan indukalt korasziilési modellen in vitro



Az ARC 239 csokkentette a noradrenalin altal kivaltott kontrakciok mértékét a

hormonalisan indukélt korasziilési modellen.

Megbeszélés

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a P kezelés fokozza a 3,-mimetikumok hatasat in
vitro. Egy klinikai kisérletben a mikronizalt P és B,-mimetikum kombinacios kezelés esetén
az uterus-aktivitast csokkentd hatas gyorsabban kialakult, mint a monoterapiaban alkalmazott
[,-agonista esetén, ugyanakkor a kombinacid sem volt képes megnyujtani a terhességet.
Mindezen elézmények utdn kezdtiik el vizsgalni a szalmeterol — gesztagén (P vagy 17P)
kezelés hatékonysagat hormonalisan indukalt korasziilési modellen patkanyban, in vivo. Az
altalunk alkalmazott modell nagyon hatdsosnak és jol reprodukalhatonak bizonyult, mivel
minden 4llat egy 6ran beliil korasziilt a mifepriszton kezelést kvetd napon.

Kisérleteink szerint a monoterapidban alkalmazott gesztagén nem védte ki a P
antagonista mifepriszton és PGE, kombinacidjaval indukalt korasziilést. A szalmeterol
hatékonynak bizonyult a korasziilés késleltetésében és ez a hatds fokozhatd volt gesztagén
adagolassal, fliggetleniil a kezelés kezdetének napjatol.

Feltételeztiik, hogy a hatasfokozddas egyik lehetséges oka a gesztagén kezelést kdvetd
B2-AR denzitas vagy az aktivalt G-protein mennyiség novekedés. A radioligand mérési
technika eredményei szerint a ,-AR denzitast nem befolyéasolt szignifinkans mértékben a
szalmeterol mellett adagolt 17P, vagyis a megnovekedett hatékonysag a B,-AR kapcsolt
aktivalt G-protein mennyiségének névekedésével magyarazhato.

Vizsgaltuk a B,-mimetikum — gesztagén hatasat LPS-indukalt korasziilési modellen in
vitro. Kisérleteinkben terbutalint alkalmaztunk a szalmeterol helyett. A terbutalin
hatékonysaga fokozodott a gyulladt patkany uteruson 6sszehasonlitva a kontroll 20. napos
terhes uterus szovettel. A hatasndvekedés feltételezheten a P,-AR szignal transzdukcio
fokozddasaval magyarazhat6. Ugyanakkor, ha a terhes allatok parhuzamosan az LPS-sel 17P
kezelésben is részesiiltek, a terbutalin hatékonysaga szignifikdns mértékben megndtt a
kontroll és LPS csoporthoz képest.

A kutatas egyik irdnyvonala 10j lehetséges célpontokat taldlni a tokolitikus terdpia

szamara. Az altipus szelektiv a,-AR antagonistakkal folytatott kisérletek alapjan noradrenalin
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hatasara az a;g-AR-on kontrakcid, mig a axa- €s opc-AR esetén kontrakciot csokkentd hatas
medialodik.

Mindezen elézmények utdn megvizsgaltuk az appc-AR antagonista ARC 239
hatékonysagat hormonalisan indukalt korasziilési modellen, in vitro. A korasziilés-indukalt
szovet fokozott szenzitivitast mutat a noradrenalinra: az ECsy érték tizszer alacsonyabb volt,
mint normal terhességben. A maximalis kontrakcié nagysaga azonban csaknem a fele volt a
kontroll csoporthoz képest. Kisérleteink szerint a noradrenalin-indukalt maximalis
kontrakciok mértéke 50%-kal csokkent az ARC 239 jelenlétében a korasziilés indukalt
modellen, vagyis az antagonista a korabbi tapasztalatokkal 0&sszevetve ugyanolyan
hatékonynak bizonyult, mint késdi terhességben.

Mindezen eredmények fényében kijelenthetjiik, hogy a P,-mimetikumok tokolitikus
hatékonysaga fokozhatdo gesztagénnel kombinalva mind a hormonalisan indukalt
korasziilésben in vivo mind a LPS-indukalt korasziilési modellen in vitro. Elképzelhetonek
tartjuk, hogy a human tokolitikus terapiaban alkalmazott [,-agonistdk hatasa is fokozhatd
gesztagén egylittes adasaval. A kombinacido human kiprébalasat elosegitheti az a tény, hogy
mind a gesztagének, mind a [;-mimetikumok farmakodindmids, farmakokinetikai és
toxikoldgiai paraméterei ismertek, tehat kombinaciojuk terapias kockdzata igen alacsony.

Az oppc-antagonista ARC 239 csokkenti a noradrenalin altal kivaltott kontrakciok
mértékét hormonalis korasziilési modellen patkanyban. Az opp,c-AR antagonistdk 1j

potencialis lehetdséget jelenthetnek a korasziilési kontrakciok kezelésében.
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