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"If there existé any surface or separation at the
nexus between neurone and neurone, much of whet is
characteristic of the conduction exhibited by the
reflex-arc might be more easily explainaeble...In
view, thérefore, of the probable importance phy-
siologically of this mode of nexus between neurone
and neurone, it is convenient to have a term for

it. The term introduced has been synapse;"

Charles S.Sherrington,
The Integrative Action of
the Nervous System, 1906.




1. A NBUROKEMIAI INGERULET ATVITEL FELFEDEZESENEK TER-
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1.1 Neuron és szinapszis

RAMON Y CAJAL, spanyol neuroanatomus mutatta ki el-
séként, hogy az idegrendszert morfolégiailag‘egyméstél
fliggetlen anatémiei egységek, neuronok elkotjdk. Ez a
Telfedezés képezte &8 neuron e lmé1let alep-
Jat, melyet aztén szémtalen tdmedds ért. Mivel a kdzpon-
ti idegrendszer funkciondlisan egységet képez, Jjogosan
meril fel e kérdés; hogyan v4lik a szinte végtelen sz4-
m neuronbél /1oi®/ egyetlen koordindltan miiksd8 egység?
Mi biztositja a neuronok kdz5tt a kapcsolatot? SHERRINGTON
szinapszisnek nevezte el /synapto gdrig szé, 8 azt jelen-
ti: szorosan kapcsoldédni/ azt a morfolégiai és funkciond-
1is egységet, ami a neuronck kdzstt a kapcsolatot bizto-
sitje. Az 1, 4bra mutatja a szinaptikus végz8dések poli-

morfizmusdt. A dendriteken és a sejttesten nagy mennyi-

ségli szinapszist lehet talédlni. Ez biztositja az agy mi-
kddés szempontjébdl oly fontos konvergencisa lehetd8ségét.
Tehdt, hogy 2z esetleg tdbb ezer neurontdl kapott ingert
/informécidt/ csak egy neuron vezesse tovdbb, most mér

mint egy summécios ingert.
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1. 4bra. Kiilénbsz8 szinapszisok,

/Hamlyn,J.Anat,97:100,196%/

Az idegingeriilet 4ttevSdése kémiai uton tdrténik & szi-
napszisokban. Kivételt az ephapsis képez /FURSHPAN 1964/,

ahol az akcids potencidl elektromos uton és csak igen kis




késedelemmel /1. t4bldzat/ terjed 4t a preszineptikus

lemezrél a dendritre vegy a szomira,

1, téblézat

Szinaptikus késés a kiildnbsz8 szinapszisokban

Attevsdés Szinaptikus
irédnya késés/msec/
"Ephapsis" /elektromos szi-
napszis/ egyirdnyu 0,12 ¥

Interneurondlis szinapszis xx
/kémiei szinepszis/ egyirdnyu 0,5-0,8
neuro-effekiridlis szinap-
szis /kémiei szinapszis/ egyirdnyu 0,6-35,0

x ' FURSHPAN és POTTER /1968/. Folyami rék motoros drids
szinapszisa

xx MILEDI és SLATER /1966/. Squid axon.

Az onto- és a filogenezis sordn a szinapszis speciali-
zdltan alakul ki /1, HAMORI 1974/, Mi&el csak a preszi-
naptikus végkésziilék tartalmaz transzmitter /4tvivs/ a-
nyagot és posztszinaptikusan helyezkednek el & kémiai |
medidtor anyagra érzékeny receptorok, igy tulajdonkép-
pen a szinapszis egyenirédnyitje ez interneurondlis kap-

csolatot,




Transzmitter vagy medidtor anysgnak azt a kémiai ve-
gylletet nevezziik, amely e preszinaptikus membranbdl

akeids potencidl. /AP/ hatdssra szabadul fel, és a

szinaptikus résen keresztiil eljutva a posztszinapti-
kus membrénig, kifejti a hatdsét /ionok irdnt megv4l-
toztatja a membrén permesbilitédsét/ és tovaterjeds ADP-t
generelizél, A medidtor anyag preszinaptikusen képz8dik,
raktdrozddik, ingerlésre felszabadul és a szinapszisban

Jelenlevé elbontdé enzimjeinek hetdsdrs metaboliz4dldédik,

1.2 A kémiai medidecid, a kolinerg transzmisszidg

A neurokémiai trenszmisszié elméletének elsd uttsrdi
ELLIOT /1904/ és DIXON /1906/ voltak. ELLIOT mir 1904 -ben
feltételezte, hogy a szimpatikus idegek ingerlésekor olyan
kémiai anyag szabadul fel, amely az adrenalin hatésivael a-
zonos. DIXON viszont kimitatta, hogy a paraszimpatikus i-
degek ingerlésekor muszkarinszeri anyag szabadul fel és
ez okozhatja a bé1l 6sszehu§6désait. Mindezt akkor &1litot-
tdk, emikor egyértelmiien azt vallotta a tudomédnyos vilég,
hogy ideg ingerléskor elektromos &Zram keletkezik és ez ve-

zetédik tova a szinapszison keresztiil,

ADOLF VON BEYER ez agy kémidjét tanulményozva fedezte fel
elséként, hogy a korboncoldshdl szérmazé emberi agy jelen-
t6s mennyiségben kolint tartalmaz és 6 volt az els§, 1867-

-ben, aki k8z8Ilte az ACh szintézisnek kémidjdt., A ma mir



kolineszterdz bénitdénak ismert ezerint FRASER irta le
1863-ban az Edinburg Medicel Journal-ben. A muscarin
receptoron izgatdé hatdssal rendelkezd elkaloidot a
pilokerpint HARDY /1875/ és GERRARD /1875/ fedezte fel.
Kémial szerkezetét JOWETT /1900, a,b,/ irta le. LANGLEY
mér 1876-ban megdllapitotta, hogy a pilokarpin ny4l
szekrecidét okozd hatdsa nem ganglion izgatds eredménye,
~henem & nydlmirigyekre kifejtett direkt hatds k&vetkez-—
ménye: kisérleteiben az atropin meggdtolta s hatédst, ni-
kotin hatéstalannsk bizonyult. WEBER 1876-ban a pilokar-
pint mdr mint miotikﬁmot haszndlja szemészeti célra. A
muscarin hetdseit SCHMITDERERG &s KOPPE /1869/ irta le

el8szdr egy monogréfidban.

Henry DALE az 19lo-es években egy véletlen felfedezés
folytén kezdett el foglalkozni azzal a problémidval, ami
véglilis 2 kolinerg transzmisszid felfedezéséhez vezetett.
Mint a Wellcome Physidlogical Laboratory munkatdrsa ergot
alkaloidok hatdsmechanizmusdval foglalkozott. lMacska vér-
nyomdsédn a kiVonat hatdsét vizsgdlva megfigyelte, hogy a
kivonat ghelyett, hogy emelné a tenzidét, hirtelen rend-
kiviil gyors vérnyomés siillyedédst és sziv megdlldst oko-
zott. A felfedezést DALE igy irja le: "At soma date in
the autumn of 1913, while I was still holding my appoint-
ment at the Wellcome Laboratories, I had received for
testing a particular extrscit of ergot which exhibited,

quite anomalously and, so far as I know, uniquely, a




potent sctivity of the muscarin type" /DALE 1958/. A
Iaboratdrium vegyészével kideritették, hogy ez a haté-
kony vegylilet ACh /DALE és EWINS 1914/. A bdzis, amit
izoldltek rendkiviil hagy higitésban is hatékonynak bi-
zonyult s a kisérleti eredmények felett Atvirrasztott
é¢jszakén egy hirtelen jott gondolat irdnyitotta DALE
Tigyelmét erra, hogy a kitisztitott bdzis, - amely e;
gyébként alkdli szenzitivnek bizonyult — ACh. Kdvetke-
z% nap reggél EWINS, DALE tandcsdra kolint scetildlva
ACh-t 41litott el8, és ennek farmakoldgiai hatdsai |
/DALE 1914/15 / teljesén ezonosak voltek az ergot alka-
loidokbdél nyert észterrel. DALE 1914-ben k&5z51lt, ma méir
klasszikusnak szémitd alapvetd dolgozatdban, az ACh ha-
tdsait csoportositotta muszkarin-szefﬁ és nikotin-szerii
hat4sokra; a meghetdrozds ma is igaz. LOEWT NAVRATIL-lal
egylitt /LOEWI és NAVRATIL 1926/ felfedezte a fizosztigmin
kolineszterdz bénitd hetédsit. Az igazsédghoz hozzdtartozik
azonban, hogy FUHNER mér 1918-ban /a,b/ megéllapitotta,
hogy pidca hdtizmon sz ACh hatdsit az eserin /fizosztig-
min/ potencirozza; a hatds egy millidszor lett erésebb;
FELDBERG /1968, cit, HOLMSTEDT, 1975/ tulejdonképpen
FUHNER médszerét haszndlva hatdrozta meg a felszabaduld

ACh mennyiségét.

A neuro-kémiai 4ttevs8dés elss direkt bizonyitéka 1921-ben
szliletett, amikor Otto LOEWI felfedezte, hogy & vagus in-

gerlésekor a békasziv oldata ledllitja a mésik szivet is.




Sir Henry DALE acetilkolinnal /ACh/ végzett farmakoldégiai
kisérletei lehet8vé tették, hogy a Vagusstoff-ot azonosit-
sék az acetilkolinnal, A 3o0~as években London egyik oreg
kérhézénak laboratdériumében, Haméteadben Sir Henry DALE

és a koré csoportosult kutatdk /GADDUM, BROWN, FELD3ERG,
VOGI/ igazolték, hogy az ACh medidtor anyag.

DALE és DUDLEY voltak az elsdk, akik eml8s 41lat szervé-
b81l, a 1épbsl ACh~-t izoldltek. DALE és mtsei most mir

LOEWI zsenidlis elapstletébdl kiindulva a szervezet t&bb
feltételezett neuro-kémiai 4ttevddédsi helyén kimitattdk

a transzmitter anyagot, az ACh-t, Kimutatték; hogy & vagus
gyomorban végzA84d4s végkészﬁlékeibﬁl /DALE és FELDBERG 1934 g/

2, &bra

Az ACh antagonista kurare %%%%%%%%%
A

/A, KUFFLER, 1942/ és az ACh
elbomldst gdtld prostigmin
/3 és C, FATT és KATZ, 1951/
hatésa béka neuromusculdris
Junctiojdban mért véglemez
potencidlra. A kurare gdtol- KURARE
lta a prostigmin fokozta az -

EPP nagysigit. | :jjk::::
_/->

B
PROSTIGMIN L
C ]ﬁav

p—




szimpalilkus postgangliondris izzadsdg mirigyekhez futé
rostjeibdl ACh szabadul fel /DALE és FELDBERG 1934 b/,
Az ACh trenszmitter szerepét tobbek k&zb6tt igazolték e
neuro-muszkulédris Junkciéban /DALE, FELD3ERG és VOGT
1936/, a mellékvesdhez vezet8 splanchnicus idegben
/TELDBIRG, MINZ és TSUTZIMURA, 1933/ és a szimpatikus
genglionban /FELDBERG és GADDUM, 1934/. Mindezek a bi-
zonyitékok azonban még hosszu évtizedekig nem voltak
elegendfek a kémiai medidecid tandnak elfogadésshoz, mi-
vel az elekirofizioldégusok bizonyitékok ellenére sem fo-
gadtdk el a gyors kémiai transzmisszid lehetSEégét a

szinepszisben.

LOEWI és DALE felfedezései, amelyek a neuro-kémizi medi-
é4cid alapvetd bizonyitékei, iddével elfogadottakks viéltak
és bebizonyosodott, hogy azok a kdzponti idegrendszer

teriiletén is érvényesek.

DALE &s mtsai igazoltdk, hogy a vegetativ és szomatikus
idegek ingerlésekor ACh szsbadul fel. Farmekolégiai, to-
vabbd elektrofiziolégiai médszerekkel egyértelmien iga-
zoltdk, igy tobbek koz6tt KUFFLER /1942, 2, &bra/ is,
hogy ACh antagonisték /Kurare?nikotin/ alkalmazdsa ese-
tén az enddgén, i11. exogén ACh irdnt & posztszinaptilkus
membrén érzékenysége megszinik és gdtolt & neurotrsnsz-
misszid is. Ezen bizonyitékok ellenére sem fogadték el
az élektrof‘iziolégusok /SHERRINGTON, ADRIAN, GASSER,
ODCGKIN, HUXLEY, ECCLES/, hogy a neuronok k&zdtt a szi-
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napszisban kémiai medidtor anyasg kizvetiti az ingeriile-
tet, A viiég tudoményos kdzvéleménye a minden kétséget
kiz4ré bizonyitékok ellenére sem volt hajlandé elfogad-
ni a kémiai medidcid jelenségét, 30 évnek kellett eltel-
~nie, hogy a tekintély-elven alepuld tudomdnyos meggy3z8-
dés megvdltozzon és elfogadjdk a neurokémiai medidecid ta-
nét. De jellemz8 médon ehhez is az kellett, hogy a zse-
nidglis SHERRINGTON tanitvény, ECCLES, ski az elektromos
dttev8dés egyik pépdjdnak szémitott, sajét mage is beis-
merje téveddsét és elektrofiziolégiai bizonyitékokat
szolgdltatva e kémiei medigeid tanshoz, elfogadja azt,
Az Btvenes évek elején ECCLES, majd KATZ és munkatérsai-
nak munkdja nyomén vélt csek 41taldnosen elfogadottid a

szinapszis kémiai medidcidja.

2, AZ IDEGRENDSZER INTEGRALT MUKODESET 3IZTOSITS GATLS

JELENSTGRK

2.1 Postszinaptikus g4tlds jelensége

A neurokémisi transzmisszié gétolhatdsdga teszi le-
hetdvé, & neuron hdldézatok miikddésének plaszticitdsst.
A preszinaptikus membrénbél felszabaduld transzmitter
anyag a posztszinaptikus membrén ionok irdnti permeabi-
litdsét megvdltoztatja és izgetd posztszinaptikus poten-
cidlt /EPSP, Excitatory Post Synaptic Potential/ v&lt ki.
Bz a hatds f8leg a Na permeabilitds fokozdsival van Ssz—
szefliggésben. Ugyanakkor néhény transzmiiter anyag hats-

séra szelektiveq a K és Cl irédnti permeabilitds ndvekszik
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meg s ebben az esetben gdtld posztszinaptikus poten-
cigl /IPSP, Inhibitory Post Synaptic Potentisl/ jon
létre. Az IPSP a posztszinaptikus membrénon gétoljé

az EPSP-t. 3. ébra mutatja, hogy ez IPSP hatdsdra, a-
melyet veldszinlileg glicin vegy GABA vélt ki, gdtlédik
az izgetd transzmitter, az ACh hatdsdra létrejbvs EPSP.
ECCLES és mtsei szerint /1. ECCLES 1964/ a kdzponti
idegrendszerben a neuronok vagy izgatd vagy gétlé transz-
mittert tartalmaznak - sohasem mindkett&t -, Ezt.az el-
gondoldst sokan tdmadtdk. Tulajdonképpen & DALE elven
alapszik: egy neuron - egy transzmitter.

A posztszinaptikus gdtldsnsk két alapvetd formdja miikd-
dik.

A "recurrent" gétlés €s "afferent collateral" g4tlds

/4. édbra/. Mindkét esetben egy gétld séjt izgatédsdnak
eredményeképpen vagy a dendriten vagy a szémén 1év8 szi-
napszisben ingeriilet 4ttevddés jdtszddik le, IPSP kelet-
kezik,

Ma mdr dltaldnosan elfogadott, hogy supraspinéliéan a
gétlé transzmitter anyag a GABA, spindlisan a glicin
/ECCLES, 1973/,




ipsp ’ IP5P = EpSP PSP = EPSP PSP - EPSP EPSP
T
10mV
A -\,L-—- 'ﬁ -—ﬁ _/<> =
e, —_ '

W]
B JL————_—W \\ 1 y/l\l ...._./”L"\"

3.05msec

3. dbra

Tzgaté és gdtlé szinapszisok. ECCLES /1973/.

&, excitatory, izgaté

I, inhibitory, g4tld.




RECURRENT INHIBITION AFFERENT COLLATERAL INHIBITION

INHIBITORY
CELL

4, &dbra
Rekurrens gétlds /A/: axon kollaterdlis segitsé-
gével gitolje sajdt magdt. Afferens kollaterdlis
gétlés /B/.

2.2 Preszinaptikus gdtlds jelensége

A poszEszinaptikus gdtldsban e gdtls hatds az ef-
fektor sejten érvényesiil: hyperpolarizdcid jén létre.
Igy az izgatd trenszmitter depolarizdlé hatdsa /Ne be-
1épést fokozb hatdsa/ kevésbé vagy egydltaldn ném drvé-
nyesltils A preszinaptikus gdtldsndl viszont a posztszi-
naptilkus membrén érzékenysége viéltozatlan marad, de a

preszinaptikus membrdnbdél felszabaduld transzmitter
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5. dbra

A preszinaptikus gétlds elektrofizioldégiai bizo-
nyitékai /A-G: ECCLES, Prog.Brain Res.12:65,1965;

E-G: EIDE, JURNA és LUNDBERG, "Conduction Measurements
from Mbtoneurones during presyneptic inhibition" in
C.von EULER, S,SKOGLUND és V.SODER3ZERG /eds/,
Structure and Function of Inhibitory Neuronal
Mechanism, Pergamon,New York,1968, p.215/.




wennyisége lecsdkken., DUDAL és KUFFLER /1961/ folyemi rik
neuromuszkulédris Junkciéjén észlelte eldszdr, hogy a kven-
tal kontent cstkken le GABA hatésdra. Kisérleteikben in-

direkte kdvetkeztettek 2 transzmitter felszabadulds csik-

kenédsére elektrofizioldgiel médszert slkalmazvs | EOCLES,

ECCLES és MAGNI /1961/ a szemitendinozus idegének inger-
1ésekor gastrocnemiussoleus motoneuronjin az EPSP g4tlé-
sdt észlelte, andlkiil, hogy a hozzidtartozd idegsejten
nyugalmi potencidl véltozds fellépett volna. 4 gatléds

¥b. 200 msec-ig tartott. ECCLES szerint /1973/ "presynaptic

inhibition is explained by the following sequence of

é events, Impulses on the presynaptic inhibitory fiber
depolarize the presynaptic terminal, as can be seen in
the intracellular recordings from it in Fig., 3-12C/ 4
disszertdcidban 5, &bra/, for one, two or four stimuli to
the presynaptic inhibitory input. As a éonsequence of
this depolarization, the action potential of impulses in
the presynaptic terminel is diminished in size, which
entails a depression of output of transmittef".
Véleménye szerint & GADZA a preszinaptikus g4tlé transz-
mitter, hatdsa szelektive ggtolhatd bicuculline-val és
pikrotoxinnal /CURTIS és FELIX, 1971/, GABA depoleriz&l-
Jja a preszinaptikus membrént, amely hatdsa a Na permea-
bilitds fokozdsdval ven Osszefliggésben, A preszinapti-

| kus gé&tlds jelenségét eml8sdkdn csak a "primary afferent"

szintjén mutatték ki, 2z agy magasabb szint jein még nem,
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A noradrenalin preszinaptikusvgétlé hatédsét, tehét hogy
gétolni képes az ideg ingerlésre felszabaduld izgaté
trenszmitter, az ACh felszabadulédsédt, elSszdr VIZI
/1968/ és PATON és VIZI /1969/ mutaették ki sxondlisan
ingerelt Auerbach’plexuson. Ez volt a‘preszinaptikus
g4tlds els§ direkt neurokémisi bizomyitéka. NISHI és
NORTH 1973-ban elektrofizioldgisilag is bizonyitotta
Auerbach plexuson & NA preszinaptikus gdtlé hatdsst.
Kés6bb kimutattdk /VIZI és KNOLL, 1971/, hogy & bél
szimpatikus idegének ingerlése gétolja a felszabaduld
ACh mennyiségét, bizonyitva a jelenség fiziolégiai je=-
lent6ségét. HIRST és McKIRDY /1974/ elektrofizioldégisi
kisérletekben azt taldlta, hogy a perartéridlis, szim-
petikus ideg ingerlésekor az Auerbach plexusban az
axonalis ingerléssel kivdltott EPSP-k szdms lecstikken.
Bebizonyosodott, hogy a NA iz0l41lt patkdny egy cortex
kolinerg végkészlilékébsl is gdtolja az ACh felszabadu-
l4sdt /VIZI, 1972/, ezzel neurokémiasilag is igazolédott,
hogy supraspindlisan is van preszinaptikus g4tlés.
Késébbiekben STARKE /1971/, FARNEBO és HAMBERGER /1971/ y
LANGER és mtsai /1971/ STJARNE /1973/ tovébbd VIZI &s
mtsai /1973/ kimitatték, hogy a NA gétoljé a preszinap-
tikus membréﬁbél a NA felszabaduldsdt. Ez a felismerds

a preszinaptikus gdtlds jelenségének tovébbi ﬁeurokémiai
igazoldsdt jelenti.




3. A TRANSZMITTER FELSZABADULLS MECHANIZMUSA. ELMELETEK

Az idegsejtben generalizdlddott akcids potencidl vé-
gigfutl az axonon, s ha eléri a végkésziiléket, helyi de-
polerizdcidt okoz. Az AP, illet&leg a helyi depolarizi=

2

cid alatt Ca“™ 1ép be, mmelyet bizonyos késéssel kdvet

& kémiai medidtor anyeg felszabaduldsa.

%.1le Nétrium-elmélet

FATT és KATZ /1952/ voltak talédn az elsék, akik
erre gondoltak, hogy a_N’a+ belépése lenne felelds az
ACh felszabaduldsdért. Elképzelésiiket arra e kisérleti
tényre alapoztdk, hogy neuromuscularis junctioban e.p.
p.~t /end plate potential/ mérve alacsony nédtrium kon-
centrdcidéndl az e.p.p. gdtolva volt. DEL CASTILLO és
KATZ /1955/ néhdny éfﬁel késdbb kimutattdk, hogy nem
a transzmitter felszabadulds gdtldsa miatt volt gdtol-
va a posziszinaptikusan intracelluldris technikdval
mért potencidl, hanem a posztszinaptikus membrdén vesz-
tette el az érzékenységét az ACh irdnt az alacsony kiil-
s4 Na' koncentrécid mellett Igy FATT és KATZ /1952/
elébb emlitett elképzeiése nem nyert bizonyitdst.
3IRKS /196%/ szerint a felszabaduld ACh mennylsége ard-
nyos az intraterminalis Na™t koncentrédcidval., Tehit in-
gerlés sordn ezért van transzmitter-felszabadulds, mert
az AP slatt Na' 1ép be az intretermindlis térbe. KATZ
¢s MILEDI /1567/ viszont bebizonyitotts, hogy nétrium

ion nem okvetlenil sziikséges a transzmitter felszeba-



duldshoz. TTX jelenlétdben, tehét a Na belépés teljes
gétldsdndl is észleltek transzmitter felszabaduldst, ha
depolarizdltdk a preszineptikus membrdnt /KATZ é&s MILEDI

1969/. Az extracelluldris Nat Caz+

-al vald helyettesi-
tésénél ié szabadul fel ACh, Lzek az adatok is cdfoljsk
BIRKS /196%/ elképzelését.

RAHAMIMOFF /1970/ azt taldlta, hogy ha az extracelluld-
ris Na-t kdlciummal cserdlte fel, a végkésziilék depola-
rizécidja még mindig képes volt ACh-t felszabaditani.
PATON és mtesel /1971/, VIZI /1972/ kimutattdk, hogy a
nétrium teljes megvondsa fokozott ACh felszebaduldshoz
vezet, GARCIA és KIRPEKAR /1973/ ugyenezt észlelte nor-
adrenalin felszabaduldst vizsgilva. Li+, amely az intra-
celluldris Na¥ koncentrici cstkkenéséhez vezet, szintén
emelte az ACh felszabaduldsét /VIZI és mtsai 1972/.
Ezekben e kisérletekben az intracellulédris Na® koncent-
récidé lecstkkent és mégis fokozott ACh felszabadulss
volt észlelhetd, igy BIRKS elmélete nem fogadhatd el.
SIRKS kés&bb médositotta elméletét /BIRKS és COHEN 1968/
és eszerint m4r az AP sordn beléps Na-nak az volns a fel-
acata, hogy egy kbvetkezményes Caz+ belépést okozzon, és
ez 1dézné els, az ACh felszabadulédsét. Ez az elmélet tu-—
lajdonképpen csak egy vdltozeta a klasszikus kdlecium

elméletnek: megmagyardzza a kdlcium belépés ok4t.




3.2, Depolarizdeid

Az AP végigfut az axonon, és a végkésziiléket eldrve
ott depolarizdcidt okbz. Figyelembe véve a Nernst-egyen-
letet a kiils§ X' koncentréeid emelésével csdkkenteni le-
het a nyugelmi potencidlt és fokozni a felszabaduld transz-
mitter mennyiségét. BROWN és FELDBERG mdr 19%6-ban gang-

lionban ezt taldlta,
| Ha a kolinerg végkész{ilék ugy miksdik, mint egy K-elektrd-

da és kdveti & Nernst egyenletet, skkor a membrén potencisl

" , g
Vo = Bg = gg 1nv %t :
i
ahol Vm = membrédn potencidl,
Oy = K equilibrium potencidl,
R = 8,314 joule/fok,
T = 273 +1t, t = kisérleti hémérséklet: 35°C,
z = 1 /K" oxidé4ciés széma/,
F = 96500 Cb /Faraday féle &1lands/,
K; = extracelluldris X' koncentrécid,
KI = intracelluldris X' koncentrdcid.

Kimutattdk, hogy a patkény agybdl prepardlt szinaptoszdma
ugy miikodik, mint egy tédkéletes K—elektrdda /3LAUSTEIN és
GOLDRING, 1975/. Igy jogos feltételezni, hogy a végkészii-
1ék funkciondlis egységben is hesonléan viselkedik. A vég-

késziilék intracelluldris K& koncentricibéjédt RANG &s RITCHIE




/1968/ vsgus C-roston nyert adatait véve figyelembe
165.5 mi~nek vettiik., Az egyenletbe behelyettesitve

[k%): 165.5 m-mole-kg™ fibre w.
{RANG & RITCHIE, 1968)
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Tehdt 5.9 mM /K+/o mellett elméletileg 88.5 mV a nyugal-

mi potenciédl.

Ez az érték 24.7 illet8leg 47.% mM /K+/o mellett elmé-
letileg 50.5, illetdleg 33,2 mV. Mivel a nyugalmi poten-
cidl véltozdse is csek akkdr kbveti a Nernst egyenletet,
ha /K+/O 20 mM, igy igen valdszinii, hogy a /K+/O koncent-
récié emeléssel egyiittjdrd nyugalmi potencidl v&ltozés

okozza az ACh felszabaduldst.

LILEY /1956/ & neuromuscularis junctioban a miniatiir po-
tencidlok frekvenciéja'és a kiils§ X koncentrdcidé kozdtt
4-ed foku Osszefliggést taldlt. PATON és mtsai /1971/
tuerbach~plexusbél kélium hatdsdra felszabaduld ACh meny-

nyiségét mérték direkt médon és szintén 3-4 foku Sssze-




fliggést taldltak, Patkédny izoldlt cortex-szeletdb8l fel-
szabaduld ACh mennyiségére vonatkozdan hasonlé Ssszefilg-
gést teldltek /VIZI és mtsai 1972/ /6. dbra/. EzekbSl a
kisérletekbsl ezt a kdvetkeztetést lehetne levonni, hogzy
a végkésziilék depolarizdcidja lenne az egyediili felelds

a transzmitter felszebaduldsért. Azonban KATZ és MILEDI
/1967/ kimutatték, hogy kdlciumnsk kell az oldatban lenni

(a) (b)
ng/g-min
3004
9 100+
_;3 log y= 34 log x-3.75 100 logy =328logx-2,38
-
5 201 504
Py
10
o |
0 20 50  mM[KY, 0 20 5 mM K],
6., dbra

Az acetilkolin /ACh/ felszabadulds fliggése & kiilsé

k' koncentrdcidtdl, /a/ patkényasgykéreg. /b/ Auerbach-
-plexus tengerimalac ileumbdl. Az adatok PATON és mtsai
/1971/ és VIZI és mtsai /1972/ dolgozetdbsl

ahhoz, hogy a depolarizdlé pulzus transzmittert szabadit-
son fel. Igy tulajdonképpen a végkésziilék 4tmeneti depo-

lerizdcisdja kéleium belépést eredményez, amely felelds a




"stimilus-secretion coupling"-ért, a transzmitier fel-

szzhaduldsért.

Ven olyan elképzelés is, hogy a preszineptikus membrin
polarizdcidéja szerepet jétszana a pozitiv t&ltéssel ren-
delkezd vezikula mozgatdsdban és a membrinnal vald sdtme-
neti egyestilésében /BASS és MORE 1966/. DEL CASTILLO és
KATZ /1957/ szerint viszont a depolarizicié fokozza a-
zoknak a nelyeknek a szdmdt, smelyek o receptorral kom-
bindcidba 1épnek és létrejsn az exocitdzis. HUBBARD ds
mtsai /1967/ véleménye szerint a depolerizdcid fokozza

& kélcium komplex, CaX, /DEL CASTILIO és KATZ 1954;
COOKE és mtsai 1973/ belépését, amely viszont a membrint
teszi alkalmassd, hogy a vezikula kitiritse rajta keresz—

tUIl & tertalmit.

3.3. Ca elmélet

fltelénosen ismert, hogy ha az extracelluldris tér-
b8l megvonjuk a C82+-t a2 kémiei szinapszis nem miksdik,
ez impulzus nem jut 4t a‘preszinaptikus membranrdl a
posztszinaptikus membrénra. KATZ &s MILEDI /1965; 1969/
kimutattdk, hogy ca®t hidnydban habdr az idegi impulzus
depolarizdlja a végkészliléket, transzmitter nem szabadul

fel.
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7. &bra

A végkészﬁlék depolarizdcidja 41tal kivdltott ACh
felszabadulds /Ca/  fliggbsége. Krebs oldat, 37°C,
95% O,* 5% CO,. Ezerin szulfét, 2 ug/ml.

/A/ Patkény izoldlt agykéreg szelet.
/3/ Tengeri malac ileum izoldlt prepardtum.

EGTA jelenléte nagyon fontos, mert kiildnben vald-
sziniileg az intracelluldris eredetti Ca jelenléte

miatt a magas K ACh felszabsditd hatdsa Ca flig—-
getlen tinik ! © Ca-mentes Krebs oldatban 09009 mi~nak
teldltuk a Ca koncentricidjst. gigyelembe véve, hogy

a stabilitdsi konstans 7.6 x 1lo® /pH 7.3/ EGTA éelen-
létében a kiszdmitott Ca koncentrdcid 1.2 x lo~~° M.

A T.a és b dbrdk mutatjék, hogy magas XK' koncentrécid
/47.3 mll/ okozta depolarizdcié ACh-t felszabaditd hatsss
is Ca®" figgs.  KATZ és MILEDI /1967; 1969/ igazolta,




hogy a Ca2+ influx a legfontosabb az ACh felszabaduldsban.
BIRKS és COHEN /1968/ tovédbbd fejlesztve BIRKS /196%/ el-
méletét, a transzmitter felszabaduldst most mé: nem az
intracelluldris Na© felszaporoddsédval, hanem az ezt ko~
vets C82+ belépéssel magyardzta. Ez a2z eImélet nagyon jé
Usszhangban 411 azzel a megfigyeléssel, hogy a C82+ influx
fokozdédik ouebain kezelésnél /BAKER és mtsei, 1969; STAHL
és SWANSON, 1969/, ekcidspotencidlndl /KATZ és MILEDI,
1965; 1967; MILEDI és SLATER, 1966/, valemint tartds
depolarizdcidéndl /HODGKIN és KEYNES, 1957/. Valamennyi
kisérleti feltételrdl ugyanakkor ismert, hogy fokozott
ACh felszabaduldst eredményez.

3ATTIR, BLAUSTEIN, HODGKIN és STEINHARDT /1967/ és BLKER
¢s 3BLAUSTEIN /1968/ tintahal érids axonjédn és tengeri rdék
idegén kimutattsk, hogy ez intracelluldris Na™* koncentri-

cié emelkedésével pérhuzamosan emelkedik a Ca belépés.

vezikuia(f;iﬁ!l):)mo-

pre-

szinaptikus rés CaZyNa®.”. <. -.
poszt- i ;’;_JDDD:

8. &bra

A szinepszis vdzlatos szerkezete, az exocitdzis.
/ECCLES, 1973 &abrsje nyomén/.




9. 8bra

Kolinerg végkésziilék

vézlatos sémdja. Sl T
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5.4, Vezikula-elmélet, Quasntalis felszabadulds., Broritdzis,.

4 szinaptikus vezikula ﬁorfolégiai felfedezése 3
évvel késdbb tortént, mint shogy FATT és KATZ /1950/ le-
irte elektrofizioldégiai kisérleteik alapjsn e miniatﬁr
végkészlilék potencidlt /m.e.e.p./. FATT és KATZ arra a
konkluzidéra jutottak, hogy 2 neuromuscularis junctidban
a transzmitter anyag /ACh/ sok molekuldt tartalmazd cso-
magokben szabadul fel., Ezeknek a csomagocskéknak a tar-
talma megktzelitfen azonosnak bizonyult /néhény ezer ACh
molekula/. KATZ /1958/ szerint a lényegesen nagycbb szi-

naptikus potencidl ugy keletkezik, hogy e kis csomegocs-




kék szinkron szsbadulnak fel, és az egy iddben tdrténd
- felszabaduléds a posztézinaptikus membrénon hagyobb ha-

tést fejt ki.

- DE ROBERTIS és BENNETT 1954-ben a kémiai szinapszisban
|  500 2 nagységu vezikulékaf,talélt‘ DE ROBERTIS~€k leir-
tdk /1. DE ROBERTIS 1972/, hogy & wezikula szdm dener-
vélés utdn, ingerlés és magas x* Jjelenlétében leésﬁkken.

Iaégingerlés hetéééra a végkésziilék vezikuldinak &tren-
dez8dését észlelték /HUBBARD és KWANBUNBUMPEN 1968,
 JONES és KWANBUNBUMPEN 1958, CSILLIK s BENSE 1971/.

A vezikula-elméletet tdmogetndk, CSILLIK és BENSE /1971/
kisérleti adatai., Kisérleteikben az ingerlés hatdssra

a vezikuldk f8leg a preszinaptikus membrén kdzelében
halmozédtak fel. Az ACh szintézisét g&tlé hemikolin je-
lenlétében ez a sajdtos megoszlds nem jott létre, és a
vézikulaszém is cstkkent /CSILLIK 1974/. Ingerlés haté-
sérg nem észleltek vezikulaszdmecsdkkendst a gaﬁglion
cervicéle‘superiorban, ha azt vérrel dramoltattdk 4t

- /PARDUCZ &s FEHER 1970/. BIRKS /1971/ ugyanekkor jelen~
t8s csokkends észlelt. PARDUCZ és mtsai /1971, 1974/
ugyaﬁebben‘a szervben a funkcidé vizsgdlata mellett
elektroﬁmikroszképosan tanulményoztdk & vezikulaszdm a-
lekuldsét, Megdllapitottsék, hog& kolin-mentes Locke-o0l-
dét jeleﬁlétében a transzmisszid gdtolt, és a vezikula-

szdm is alacsony. Ezek az adatok is a vezikulaexocitéiis




elméletet 1l4tszanak alétdmaszteni, bdr nem szolgdltat-
nak direkt bizonyitékot, hogy a szinaptikus résben fel-
szabadult ACh egyenesen a vezikuldbdl szérmézik. Elkép-
zelhetd, hogy a vezikula csak raktdrozna, és a citoplaz-
miban levd ACh szabadulna fel. Igy & vezikuleszédm és a
felszabadult ACh mennyisége k&zdtt csak mésodlagos Ssz-
szefliggés lenne. “zt az elképzeldst latszik bizonyitani
FIIIER és PARDUCZ /személyes kidzlés/ kisérlete is, Negy-
frekvencids ingerlésnél a lecsdkkent vezikulaszdmot az

- infuzidés oldatba adott kolin nem tudta felemelni, bir

az elektrofizioldgiailag ellendrzétt transzmisszié hely-
redllt. SOMOGYI és mtsai /1974/ arra a kbvetkeztetésre
jutottak, hogy a citoplazmdban frissen szintetizilt ACh
kertil felszabaduldsra, ezzel az Auerbach-plexusban is
bizonyitdst nyert, hogy a frissen szintetiz4lt ACh sza-
badul fel els8sorban /COLLIER és MacINTOSH 1969, COLLIER
1969/, BIRKS és FITCH /I1974/ a szimpatikus genglionon
’azt tapasztaltdk, hogy a citplazmatikus ACh szabadul
fel, &L 8. 4bra mutatja a szinapszis és a vezikuldbdl
vald direkt felszabadulds /exocitézis/ vézlatdt. 4 9.
gbra mdr sz ACh képz6dés, felszabadulds és elbomlés véz-
latos rajzdt mutatja. Somogyival /SOMOGYI, VIZI és KNOLL,
F@zlés alatt/ arrs a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
Auerbach plexus végkdsziilékeibs1l is ink4bb a citoplazma-
tikus felszabadulds, amely valészinlileg fizioldgids sze-

repet Jjétszik,




1957-ben DE ROBERTIS és FERREIRE leirtsk, hogy a NA is
vezikuldkban taldlhaté, de ezeknek nagysdga 7-800 2 ko-
z0tt ven. A varicositésokban taldlhatdk & 400-500 2
nagysdgu vezikuldk, smelyek szintén NA-t tartalmaznak
1. SMITH és WINKLER 1972/. Spontdn szineptikus poten-
cidlt is talﬁltak intracelluléris technikédval vas de-
ferensen /1. HOLMAN 1970/. Bz bizonyiték a NA quantélis

felszabaduldsdra.

NA
+Dopamin-B-hidroxilaz

WA
Dopa -~
min

Doparmin «~ DOPA

lo. &bra Noradrenalint /NA/ tsr-
talmezd végkészlilék., A dopamin-p-hidroxildz pro-
tein NA-~el vald egylitt tiriilése bizonyiték az
exocitdézisra

4 lo. 4bra mutatja, hogy a NA-t tartalmazé nagy veziku-
le nemcsak NA tartazlmsdt tiriti ki a szinaptikus résbe, ha-
nem a vezikuldban jelenlévs proteint is, & dopamin- -higd-

roxilazt is. Tulsjdonképpen ez biokémiai bizonyitéka az




exocitdzisnak., A probléma sz, hogy a varicositdsban levd
kis vezikuldkban, amelyek tulejdonképpen részt vesznek a
neuro~kémiai transzmisszidben, még nem mutattak ki sem
dopemin-f} ~hidroxilézt, sem kromogranin A-t /1. SMITH

és WINKLER 1972/. Igy ezeknek NA-val vald egylittes fel-
szabadulésdt sem észlelték. Igy nem lehet teljesen bizo-
nyitottnak venni az exocitézis elméletét. Az is igaz vi-
szont, hogy a citoplazmgbSl a NA nem Urdl ki ideginger-
lésre /VAN ORDEN és mtsai 1967; POTTER'1967/, ugyenakkor
a nyugelmi felszabadulds nagyon magas. HAGGENDAL &s
MALMFORS /1969/ azt tapaéztalték, hogy reserpinnel és
MAO-bénitdval kezelt irisbbl, amely bdr skkumuldlni volt
képes & NA-t, a kilrilés idegingerlésre gétolt volt.

Igy kdnnyen elképzelhets, hogy amig az ACh citoplazmibél
Grtilne, addig a NA esetében a vezikulébdl, exocitdzis me-
chanizmussal, Az ACh esetében azonban aekkor bizonyitani
kellene, hogy hogyen jon létre a quantélis felszebadu-
Iés - emi viszont elektrofizioldgiesi tény. Az exocitdzis-
-elmélet nagy hidnyossdga, hogy nem ad magyardzatot arra
vonatkozdéan, hogy a membrén hquan vélik alkalmasséd af—

ra, hogy a transzmitter molekuldk &tmenjenek rajta.

%.5. Ion cseréld mechanizmus.

WHITTAKER /1972/ szerint ez ACh pozitiv t3ltését a
vezikuldban jelenlevs kb. lo ooo molekuls sulya savanyu




karakteri protein /vezikulin/ ellensulyozza. Az exocitd-
zis alatt az extracelluldris térbdl valdészinilileg a Na™*
helyet cserél az ACh-vel /11. gbra/, A most ﬁér Ne¥-al
t81tott vezikule & citoplazmgbdl ACh-t cserdél Na'-ért &s
8z ismételten ACh-telitett vezikula résazt vehet megint
az exocitdzisban, Ezen elmélet, amelyet WHITTAKER a

cephalopodékhoz tartozd Octopuson végzett kisérletek.
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11, gbra
"HITTAKER /1972/ elképzelése ez acetilkolinnak a vezi-

kulébdl veld liriilésére. Egyébként 14sd a szbveget.,
V = vezikulin .

alapjdn 41litott fel, tovdbbra sem ad vdlaszt arra, hogy
mi jétszik szerepet abban, hogy a membr4n, pontosabban
kifejezve almembrénnak egy specializéit tertilete hogyan
valik arra alkalmassd, hogy az ACh-t dteressze. A vezi-
- kulédben taldlt ATP-nek veldsziniileg az & szerepe, hogy

a vezikulinnal képez komplexet és részt vesz a térolédsban,




Az ACh/ATP ardnyt 11,l-nek talélta a Torpedo mermorats
elektromos szervében /WHITTAKER 1972/. POTTER &s mtsai
/1970/ a NA/ATP arényt hesonldénak talsdltdk ép-idegben,

7,5-12, WHITTAKER szerint azonben nem lehet teljes biz
tonséggal ezt 4llitani, hogy az ATP és az ACh egy és
ugyanazon végkésziilékb8l szdrmazik, ez pedig dsnté en-
nak megitélésében, hogy aé ATP az ACh raktérozdsiban
felszabaduldsban/j4tszik szerepet, vagy esetleg egy
purinerg idegrost végkdésziilékébsl szérmazik, amelyet

a szinaptoszdéme prepardlédsa sorédn nem 1éhetett elkilso—-

niteni.

4. A KOLINERG %S NORADRENERG IDEGRENDSZER KOLCSONHATASA,

A PRESZINAPTIKUS GATLAS NEURO-KEMIAI BIZONYITASA.

A neuro-kémiail transzniisszié fizioldgiei és farmeko-
Iégiai vizsgdlata a kizponti idegrendszer teriiletén mind-
mdig megoldatlan probléma. Ennek az oka valészinilileg az,
hogy nagyon nehéz a kdzponti idegrendszerben olyan funk-
ciondlis egységeket izoldlni, melyekben a rendelkezésre
4116 médszerekkel homogén természetii transzmisszids funk-
cidket mérhetiink., Mérémédszereink durvasédga, a k&zponti
idegrendszer komplexitdsa olyan ekaddlyok, amelyeket ma
még nehéz legy8zni. Kisérleteinkben mi 1is a perifériés
vegetativ idegrendszer transzmisszidjgn tanulményoztuk
eldszdr a jelenségeket. Sajnos az ma még csak dlom, hogy
egyetlen szinapszisbdl mérjik a felszabaduld transzmitter

mennyiségét. Ez lehetetlen a szinapszis nagysiga és a




felszabaduld trenszmitter anyeg mennyiségét mérd médsze-~
rek relstiv érzéketlensége miatt. Az elektrofiziolégis
legmodernebd eszkdzei — gondolok itt a pre- és posztszi-
naptikus membrdn jelenségeinek egyidejii intracelluldris
regisztrdldsdra - mir lehetd8vé tettdék a medideid mindg-
ségl elemzését egyetlen szinapszisban is, sft indirekte
a felszabaduléitranszmitter anyag mennyiségére térténd
kovetkeztetéseket /12, 4bra/. Azonban ezen médszerek
mellett és fontos kiegészitésiik képpen a transzmitter
anyagok mennyiségének direkt mérése is fontos feladat,
emelynek segitségével direkt mdédon megismerhetjiik a

medidtor anyag felszabadulédsdnak térvényszeriiségeit.
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Szineptikus kémiai 4tvitel igezoldsa egyetlen s21nap821s—
ban & pre- és posztszinaptikus membrdn intracelluldris
elektromos jelenségeinek intracelluldris reglqztrélésé-
val /KATZ és MILEDI, 1966/, Input-output viszony, a, in-
gerlés, y presz1napt1kus, c, posziszinaptikus regisztré-
lés. Abcissza, presz1napt1kus depolarizdcid meximuma;
ordindta, posztszinaptikus membrén vélasza.




4,1. A noradrenalin g4tl1é8 hatdsa az ACh felszebaduldsra

£1taldnosean elfogadott az a nézet, hogy az emldsdk
gastrointestindlis traktusdban a praszimpatikus kolinerg
idegrendszer motoros, izgatd, a szimpatikus noradrenerg
idegrendszer pedig gétlé funkcidt t31lt be. A fiziolégusok-
nak mér évtizedek Sta kedvelt teriilete a gastrointestin4lis
traktus neuro-kémiai trenszmissziéjének vizsgdlata, - ép-
pen egyszerisége miatt. BAYLISS a szdzadforduld t4jdn ki-
mutatta, hogy a thoraco-lumbdlis szimpatikus ideg inger-
lése gdtolja a bél motilitds4t. FINKLEMAN /19%0/ klagz-
szikus munkdjédban bizonyitotta, hogy a bélhez vezetd szim-
patikus ideg ingerlésekor egy adrenalin szeril anyag sza-
badul fel - ma mdr tudjuk, hogy & noradrenalin -, 8 ez
gétolja a bél ritmikus aktivitdsdt. McDOUGAL &s WEST
/1952, 1954/ azt teldlta, hogy az adrenalin &s a norad-
renalin mdr alacsony koncentrécidéban gétolja a tengeri-
melee ileum perisztaltikus reflexét.Miutédn kimitattdk,
hogy az adrenalin és a noradrenalin gétolja a bél sima-
izom sejtek elektromos aktivitdsdt /30ZLER, 1940;
BULBRING, 1954 és BULBRING &s KURIYAMA, 1963/ &1taldno-
san elfogadottd v4lt, hogy a keftés beidegzésﬁ szerveknél
8z egyik transzmitter anyag hatdsdt a mdsik ugy ellensu-
lyozza, hogy az effektor sejteken ellenkezs hatédst v4lt
ki. Igy a gastrointestindlis traktus teriiletén az ACh
depolarizdcidt, kontrekcidt okozé hatdsst a szimpatikus

1degb6l felszabaduld noradrenalin hiperpolarizdcidt s




elernyedést okozva antagonizélja.

4,1.1. Vegetativ végkdésziilék,

4.1.1.1., Nyugalmi felszabadulss.

A kérdést fellilvizsgdlandd, tengerimalac ileum-
bél izoldlt hosszanti simaizomPAugrbach’plexus preparétu-
mot /PATON és VIZI, 1969/ hasznédltunk. Noradrenalin é&s
adrenalin az ACh nyugalmi felszabaduldsat gdtolta /VIZI
1968; PATON és VIZI 1969/ /2.t&bldzat/. Az adrenalin mo-
lérisen szdmolva kb, héromszor hatékonyabbnak bizonyult,
mint a noradrenalin. Dopamin csak lényegesen nagyobb
koncentricidban gdtolta ez ACh felszabaduldst. Az W—re-
ceplor-gdtld Phentdlamin ~ bdr Snmega nem befolydsolta
az ACh nyugalmi felszabaduldsdt - gdtolta a noradrenalin,
&z adrenalin, valamint dopamin ACh felszabaduldst csdk-
kenté hatdsdt, Igy arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy
a katekolaminok gétld hatésazi-receptorbn érvényesiil. Ezt
bizonyitja az a tény is, hogy a f-receptor izgats izopro-
terenol /lo™” M/ hatdstalannak bizonyult és a tiszta
o —receptor izgatd tulajdonsdgokkal rendelkez8 BAY-1470
/KRONE3ERG és mtsei, 1967/ mér lo~! M koncentrdcidban
68.1 T 3,1 %-kal csdkkentette az ACh nyugalmi felszsba-
dulédsédt. Felmeriil a kérdés, hogy a noradrenalin vajon a
spontdn felszabaduldst, amely az elektrofizioldgidban a
neuromuszkulédris junkcidéban észlelt m.e.p.p.-nak analég-
Ja - hogyen befolydsolja. A kérdést elddntendd az Auerbach’
plexus axondlis vezetdsét teljesen felftiggeszts tetrodo-

toxin jelenlétében vizsgdltuk a problémst. Tetrodotoxin




snmagdban maximdlisan 58.1 % 3.8 %-kal /S.E. M., n=6/
cstkkentette az ACh felszabaduldséit.

A nyugelmi felszabadulds 60 %~a tehdt az Auerbach’plexus
firing-Jjatdl szdrmazott, 40.0 %—a pedig a végkésziilékbsl
spontén felszabaduldé ACh. Adrenalint és tetrodotoxint
egylitt adve éz ACh felszebadulds 128.4 % 1lo.6 pmol/g.min-
r61 24.8 3,1 pmol/g.min.-re csdkkent /n=4/, emi 80.0 %-o0s
csbkkenést jelent. Az adrenalin tehdt nemcsek é tiizelés okozta
felszabaduldst gatolta, hanem részben cstkkentette a spon-
tén felszabadulé ACh mennyiségét. Ez pedig azf is jélenti,
hogy az adrenalin és noradrenalin hatédsnak valahol a

kolinerg végkésziilédken kell lennie.

4,1,1.2, Axondlis ingerlés. A gdtlds frekvencia fliggése.

Tovébbi kisérletekben ezt vizsgdltuk, hogy az
adrenalin és noradrenalin hogyan befolydsolja az ACh fel-
szabaduldsdt, amikor azt a kolinerg rostok ingerlésével
hozzuk létre., A Krebs oldatban‘felfﬁggesztett izoldlt
hosszanti simsizom-4uerbach’plexus prepardtum "field"
ingerlése erre kitiind lehet8séget ad.

Maga az a tény, hogy tetrodotoxin teljesen felfiiggeszti

a "field" ingerléssel kivdltott ACh felszabaduldst, bi-
zonyitékul szolgdlt arra vonatkozdan, hogy a trnaszmitter
felszabadulds, emelyet mériink, valéban axondlis ingerlés
eredménye /13, dbra/, Tetrodotoxin egyébként nem befolysd-
solja a'végkészﬁlék direkt depolarizdcidéjdval kivéltott
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transzmitter felszabaduldst /VIZI és mtsai,1973/.

KLITLOWUSE NIRT gy me

13, 4bra

Tetrodotoxin g4tlé hatdsa a "field" ingerléssel
kivéltott ACh felszabadulédsra. Tengeri malac ileum
hosszanti simaizom-Auerbach’plexus preparitum,

Bzerin szulfdt, 2 ug/ml, Krebs oldat, 37°C., 95 % O,+
+5 % CO,. Field ingerlés; szuprameximdlis inger

/lo V cm-l} 1 ms/.

Kimitattuk, hogy noradrenalin illetve az adrenalin /A/
koncentrdciétdél fiiggben gétolja az ingerlésre felszaba-
dulé ACh menmyiségét /VIZI 1968; PATON s VIZI 1969/.

A 14, gbrén ldthaté, hogy A 1076 g/ml /3x10"°M/ koncent-
réciéban illetéleg 5xlo™! /1.5x10~Cl/ koncentrdcidban
csbkkenti a nyugalmi ACh felszabadulédst illet8leg a 0.4
Hz ingerléé hatdsdra felszabadulé ACh mennyiségét.
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Adrenalin ACh felszabaduldst gdtld hatdsa
Auerbach plexusbdl. Tengeri malac hosszenti
simaizom prepardtum. Krebs oldat, 37°C. Ezerin

szulfdt, 2 ug/ml. Field ingerlés, lo V/cm, 1 ms,
0.4 Hz.

Elektrofizioldgiai médszerekkel azt‘tapasztalték, hogy =
preszinaptikus rost ingerlésénél a posztszinaptikus memb-
rénon mért vdlasz a legelsd ingerre vagy ingersorozatra

a legnagyobb. A tovédbbi ingerekre a vdlasz, azaz a poszt-
szinaptikus membrénon mért trenszmitter hatds fokozatosan
kisebb és kisebb, mig el nem ér egy 41landd szintet.
ESPLIN és mtsai /1973/ kisérleteiben is hasonlé jelensé-
get észlelt: az elsS preszinaptikus ingerekre leghagyobb
& vdlasz. Itt felmeril annak a lehet&sége, hogy a poszt-
szinaptikus membrdn érzékenysége vdltozik meg, példdul
deszenzibilizdeid 1ép fel. OTSUKA &s mtsaei /1962/ valamint
THIES /1965/ kisérleteiben ez a Iehet8ség is ki volt zérva,




mivel kiviilrél adott ACh-al ellendrizték s posztszinapti-
kus membrén érzékenységét. A 15, &brén 1l4thatd, hogy béka
sertorius véglemez—-, illet8leg ACh-potencidljét regiszt-
rélva az elsS ingerre adott posztszinaptikus vdlasz a
legnagyobdb és gyorsan ésékken. Mivel a posztszinaptikus
membrén érzékenysége nem vdltozott, az ACh potencidl
ugyanis védltozaetlan maradt, igy b4r indirekte, de arra
lehet kdvetkeztetni, hogy a preszinaptikus membrdnbdl fel-
‘szabadulé trenszmitter mennyisége csdkken le. A csdkkenés
sebességét nehéz megmondani, mivel & neuromuscularis
junétioban a "biztonsdgi faktor" /safety margin/ 6 és Io
kéz6tt van. Ez ezt jelenti, hogy 6-lo-szer tsbb ACh sza-
badul fel, mint smennyi a neuro-kémiai 4tviteléhez tu-

la jdonképpen sziikséges, Tehdt feltételezve, hogy a biz-
tonsdgi faktor lo, a felszabaduld ACh mennyiségének az
1/lo-re kell csdkkenie, hogy a neuro-kémisi transzmisszi-
éban, a posztszinapfikus membrénon mért védlaszban védlto-
zds legyen mérhetS. Ez azt jelenti, hogy nemcsak a vege-
tativ idegrendszer, hanem & szomatikus idegrendszer vég-
készlilékeiben is ilyen jelenséggel kell szdémolnunk. Hogy
ez a jelenség a felszabadithatd ACh mennyiségének kime-
rilésére /ESPLIN és mtsai, 1973/ vagy az ingerlés hatéssra
a membrén ATPéz aktivitéds fokozdéddsra /VIZI 1974, 1975/
vezethetd vissza, azt mejd a késébbiekben részletesen tdr-

gyaljuk.




Amikor elektrofizioldgieailag regisztrdljuk a posztszinap-
tikus védlaszt s ebb6I kovetkeztetést vonunk le a felsza-
baduld transzmitter mennyiségére vonatkozdan, természet-
szeriileg mindig fenyeget a deszenzibilizdcid veszélye
/KATZ és THESLEFF, 1957/. OTSUKA és mtsai /1962/ exogén
ACh-t iontoforézissel adva és igy mérve a posztszinapti-
kus membrdn érzékenységének viéltozdsst ezt kizdrtdk /15,
gbra/. Béka diaphragms véglemez potencidlja 50 Hz-es in-
gerlésnél 8 inger addsidndl is fokozatosan lecsékken.'llyen
ellendrzés mellett elfogadott, hogy a posztszinaptikus
potencidl amplitudbjd4bél ksvetkeztetni nem lehet a fel-
szabadult transzmitter mennyiségére. Bér sokan ugy tart-
Jék, hogy a posztszinaptikus membrsn érzékenysége az ak-
tivitds alett nem v4ltozik /OTSUKA, ENDO és NONOMURA,
1962; ELMQVIST és QUASTEL, 1965a/, ELMQVIST és QUASTEL
/1965 a,b/ eml8s motoros véglemezen azt tapasztalta,

hogy a véglemez potencidl amplituddéja mir & legelsd im-

pulzustdl kezdve elkezd csdkkenni.

SENNETT és McLACHLAN /1972 a,b/ hasonlé kdvetkeztetdsre
Jutott szintén elektrofizioldégiai médszerrel: tengeri ma-
lac cervicalis ganglion sejtjének intracelluléris regiszt-
rélésd4ndl lo Hz ingerlés esetén a regisztrdlt potencidl
amplituddéja egy impulzusra esd ACh mennyisége exponenci-

dlisan csékkent, elérve egy steady-state-lt. Hasonld
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Indirekt bizonyiték a transzmitter felszabadulés
cstkkenésérsdl béka sartorius prepardtumin.

OTSUKA és mtsai /1962/ kisérleti adatai.

50 Hz, lo inger, a B, és B, dbrén. Teszt-ingerlés:

- elektromos a Bl’ iontoforetikusan adott ACh a B2

dbrén. A B3 és B4: 2s~-28l késbbb teszt-ingerlés.
Figyeld meg a posztszinaptikus membriénban regiszt-
rélt vélaszok csdkken§ jellegét anélkil /By és B,/,

hogy deszenzibilizdcié lépne fel /Bz/.

Jelenséget észleltek és direkt bizonyitékokat szolgdl-
tattak mésok /BROWN and FELDBERG, 1936; PERRY, 1953;

BIRKS és MacINTOSH, 1961/ mérve a felszabadul$ ACh meny-
nyiségét ganglionbél. Egyébként KOPIN &s mtsai /1968/ a
1ép szimpatikus idegjéb8l felszabadulé NA mennyiséget mér-
ve hasonld jelenséget észlelt;




A kérdést megvizsgdltuk tengeri maelec ileum hosszanti
simeizom prepardtumdn, ehol az ardnylag magas ACh fel-
séabadulés miatt lehetdség volt & shockszém Ssszefiiggé-
se mellett a frekvencia fliggést is tenulményozmi.

Az Auerbach’plexus végkésziilékeibbl egy idBegység alatt
felszabadul$ ACh mennyisdge egyenes arényben volt a frek-
venciéval. Magasabb frekvencidnsl t&bb ACh szebadult fel

1 perc alatt /16. ébra/; Ha azonban kiszdmitottuk az egy
ingerre es8 ACh mennyiségét /volley output/, akkor az

egy ingerre felszabaduld ACh mennyisége a frekvencia fo-
kozéséval csdkkent /16, dbra/, kivéve az 0.05 és 0.1 Hz-es
ingerlést, ahol 6o ingert adtunk Osszesen, 1200 ingert
adtunk, mivel éz egy ingerre jutdé ACh mennyisége fiigg

& chockszdmtdél is /KNOLL és VIZI, 1970; 1971/.

Felmérﬁl,a kérdés, miért cstkken le az egy ingerre juté
ACh mennyisége, ha megemelem a frekvencidt. A legegysze-
riibb védlasz - kilirlil a felszabadithatd raktdrbdl az ACh.
Ezt nagyon egyszert megcdfolni. Az Auerbach’plexusban
'70~90.000 pmol/g ACh van, 81.650 - 360 pmol g-l/S.E.M.,
n=14/. Ha nem volna szintézis, akkor lo Hz-es ingerlésnél
1200 ingernél Ssszesen 1200 x 6.4 pmol ACh szabadul fel,
az Osszesen 168o pmol. Ez még mindig csak az &ssz mennyi-
ség 2 %~a. Tehét az ACh raktdr kilirtilésérsl nem lehet
beszélni, Lz a gondolat még ink4bb céfolva volt szokkal

a kisérletekkel, ahol igazoltuk, hogy magasabb frekvencidk-
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16, &bra

Az egy 1d8egységre és az egy ingerre juté ACh
frekvencia fliggbsége VIZI /1975/ ébréja.

Auerbach’plexus prepariatum,

© --— ¢ egy ingerre Jjutd ACh felszsbadulds,
0 --— 0 egy idbegységre juté ACh felszabadulés.
Abszcisszén az ingerlés frekvencidje logaritmikusan

ébrézolva. 0.1 és 0.05 Hz-nél 6o ingert, 1, 3, lo,
20, és 30 Hz-nél 1200 ingert alkalmasgztunk.

rndl m4r a mésodik ingernél csdkken a felszabaduld ACh
mennyisége /17. ébra/, amikor az &ssz ACh mennyiségének
/8o.000 pmol/ csek a 0,053 %-a lril ki /80.000 : loo =

= 42,6 : x, x = 0,025/ az elsd ingerrel /42.6 pmol/.




A 17. dbra mutatja azokat a kisérleteket, amikor intermit-
té1é ingerlési teéchnikédval /KNOLL és VIZI, 1970; 1971;

1. Figgelék/ ki tudtuk szdmitani kiilénbdz8 frekvencisknil
2z els§, mésodik, harmsdik, negyedik, &t8dik, ...n-ik in-
gerre juté felszabaduld ACh mennyiségét. 0.1 Hzendl nem
cstkken az egy ingerre juté ACh mennyisége az id8 vagy
ingerszém fiiggvénydében, Magasabb frekvencidkndl azonben
rohamosan cstkken: minél magasabb a frekvencia, anndl gyor-
sabban cstkken és bizonyos ingerszdm utdn 411andévd vdalik
/steady state/. KNOLLlal 1970- és I971~ben k5z5Itiik ezt

a jelenséget, - tehst, hogy az ingerszdm ndvelésével az

ingerlés sorsn az id8, azaz az ingerszém fliggvényében csdk-

ken az egy ingerre felszabaduld ACh mennyisége.

1 Hz

5

Q.
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o

>

&

3

> 1 Hz

et 3 Hz

< 10 Hz
3: 20 Hz

1 10 100 - 600" shock
17. &bra

Az egy ingerre jutd ACh felszabadulds ingerszém
flggése kiilonbsz8 frekvencidknil. Auerbach’plexus
preparétum, Az elsd inger 41tel felszabaditott
ACh mennyisége: 42.6 mplo/g 'volley.
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18. &bra 19, &bra

Tengeri malac ileum Tengeri malac ileunm
fLuerhach’plexuson mért Ayerbech’plexuson mért
2ePoSe Do~k amplituddjsnak €.DeSePo~k amplituddja.
frekvencia 4s shock szdm NISHI és NORTH /1973%/
fienisége, NISHI és kisérlete.

NORYH /197%/ kisérlete.
Abszcisszan a shock-ok szd-
ma; ordindtdn @z e.pe.S.p.—k
amplituddja az els €eDeS.De=t
loo %=nak véve.

O

J¢l 1dthatd, hogy 1 Hz-nél vagy magasabb ingerlési frelven-
cidndl mdir a mdsodik ingernéi csdkken az ACh felszabsduldsa.
Bz nedig egyértelmiien kizdrja a2zt, hogy az ACh tartalom ki-

{iriilése lenne az oka a csdkkendsnek,

NISHI és NORTH /1973/ ugysnezen a prepardtumon elektrofizi-
0léziai médszerrel kimitatta, hogy 2z e.p.s.p-ék amplitu-

ddjs az ingerszém novekedésével cstkken /18., 19. &bra/.




Az eredmények teljesen azonosak az 4ltalunk kapottakkal:
pl. lo Hz~es ingerlésnél az $t&dik inger 4ltal felszabadi-
tott ACh mennyisége mindkét mddszer esetén az elsd inger
dltal felszabaditott mennyiség 35 %-a volt.

Természetesen felmeril a kérdés megint, — mi van a kdzpon-
ti idegrendszerben? SZERB és SOMOGYI /1973/ izotdp médszer-
rél, SOMOGYT és SZERB /1973/ patkény agykéreg izoldlt sze-
leten kimatatték, hogy ez egy ingerre felszabadulé ACh
mennyisége frekvencia-fiiggd: minél magasabb a frekvencie,
anndl alacsonyabb a volley output. A 20. &bra mutatja ki-
sérleti eredményeinket. Ldthatd egyébként, hogy az atropin
fokozza a felszabadulé ACh mennyiségét, ami arre utal, hogy
az ACh felszabaduldsndl is lenne egy negativ feedback. Ez

a g4tlds azonban farmakoldgiai Jjelent8ségli, mivel csak a
cholinesterase gdtlédsndl, ezerin jelenlétében, mutathatd ki.
Vinden valdsziniiség szerint ezerin t4vollétében - tehdt fi-
zioldgids kériilmények kdzstt - a preszinaptikusan elhelyez~

kedd ChE enzim megvédi a preszinaptikus membrint az

o

Az egy idBegységre /a/
és az egy ingerre /b/
felszabaduldé ACh frek-
vencia fiiggdsége, patkdny

sgykéreg szelet. R A

Stumuus freguency (Hy )

ACh (pmotg'stm
- ®

n

¢ = o kontroll;

& -~ a+ atropin /SZERB és
SOMOGYI, 1973 &brija/

20. &bra




ACh gidtlé hatdsdtél, emit muscarin-receptorokon keresztiil

fejt ki, miven atropinnal a gétldst fel lehet fliggeszteni.

dhogy ezt mdr kordbban megdllapitottuk /1. 16 &bra/, az
egyetlen ingerrel felszabadulé ACh mennyisége /volley
output/ a frekvencisdvel forditott ardnyban 411: minél na-
fyobb az ingerlés frekvencidja, anndl kisebb az egyetlen
inger ﬁltalzfelszabaditott ACh mennyisége. A noradrensalin
gétle hatdsa is forditott ardnyban 411 az ingerlés frek-
vencidjdval /VIZI, 1968; PATON és VIZI, 1969; KOSTERLITZ

és mtsai, 1970/, Amig & noradrenalin 3xlo-6M koncentrdcid-
ban 0.1 Hz-es ingerlésnél 84 %-kal gdtolta az egy ingerre
Juté ACh mennyiségét, lo Hz-es tartds ingerlésnél noradre-
nalin a ndr egyébként is lecsdkkent volley output-ot nem
tudta tovédbb cstkkenteni. A noradrenalin és az adrenalin
hatdsa egy adott frekvencidn koncentrdecid—~fliggdnek bizonyult,
A 21. dbra mutaetja, hogy az adrenalin kb. négyszer hatéko-
nysbb, mint a noradrenalin. Lrdekes megfigyelés, hogy a
noradrenalin vagy az adrenalin gétlé hatdsa oly mértékben
érvényesiil, hogy a kiildnhdz8 frekvencidvel kivdltott /< lo Hz/
ACh felszabaduldst a lo Hz-es tartds ingerlés &ltal okozott
ACh felszaba@ulés sziﬁtjére cstkkenti le, az egy ingerre jutd
Telszabaduldé ACh mennyiségét /6.4 pmol/g volley/,

Zz a Jelenség léthatd tulajdonkdppen a 3. tdbldzeton, vala-

mint a 21. gbrén.
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21, d4bra

Adrenalin és noradrenalin ACh felszabaduldst gdtldé
hatdsédnak koncentré016 fliggbsége, 0.3 Hz ingerlésnél.
Krebs oldat, 379 Cy 95 % O,+ 5 % CO,. Ezerin szulfét,
2 ug/ml. Field 1nger1és. Shock szém: loo.

-
(=3

10 Hz

~
<o

Z, ¢

K3

$ 20 )

B [ 09. e o 8

3 —t o

3 1 2 345 640 nth 2 345 610 nthonoy

.

& 60 . .

] e ——————rres

= 1Hz e

o 40

u 40

£ Q %% ‘1Kz

2 o

% 20

2 20 g

2 oo o o & e
ekt i X i e ik s T
12 345 60 nlh 12 345 610 nshock

22. ébra

NA ACh felszabadulédst gétlé hatdsénak ingerszdm és
frekvencia fugggsége. Auerbach’plexus.
Krebs oldat, 37-C, 95 % O + 5 % 002.




A NA csgk a lo Hz-es d11landd$ ingerlés kivdltotta ACh
felszabadulds szintjére tudje lecstkkenteni az egy in-
gerre juté ACh mennyiségét. Ez persze azt is jelenti,
hogy a NA magas frekvencidju ingerlésnél is hatékony,
¢cgak éppen @ legelsé ingerek éltel felszabaditott ACh=t
tudje gdtolni /22, ébra/, amely magasabb, mint az 4llan-
dé ingerléssel kivéltott ACh felszabadulds., A NA tehdt
gétolja a magaes frekvencidval, de rdvid ingervonattal

kivdltott ACh felszabadulédst. Ez l4thaté a 22. ébrén.

Ha a cholinesteraset nem gétoljuk meg ezerinnel, akkor

a field ingerléssel felszabaditott ACh-ra a tengeri me-
lac ileum hosszanti simaizom-Auerbach plexus prepardtum
kontrakcidéval védlaszol. A kontrakcidk atropinnal, tetro-
dotoxinnal teljesen felfiiggeszthetdk, amely arra utal,
hogy idegi eredeti ACh okozza a kontrakcidket.
Hexamethonium a kontrakcidkat nem befolydsolja, ami vi-
szont azt bizonyitja, hogy posztgangliondris ingerlést
alkalmazunk /24, &bra/. Amig az 0.1 Hz-es ingerléssel
kivdltott kontrakecidkat /23, ébfa/ a NA 5xlo_6M koncent-
rdcidban teljesen gdtolja, a lo Hz és lo ingerrel kivi4l-
tott kontrakcidt csak 3o %-ban cstkkenti, A hatédsed~recep-
toron érvényesiil, mivel phentolemin e hatdst teljesen fel-
fliggeszti és a fp -receptor gétld 1B-46 nem befolydsolja.
NA e gdtlé hatdsa a preeffektoridlis végkészﬁléken érvé-
nyesiil /23; dbra/, mivel hatdsdt hexemethonium /C;/ se be-
folydsolja /24.a ébra/.




2%. 8bra NA field ingerlés-

sel kiv4ltott kontrakcid-
kat g4tlé hatdsa. Tengeri
malac hosszanti simaizom-
-Auerbach plexug preparatumn,
Krebs oldat, 37°C, 3.5 ml
szervfirdsd. Field ingerlés:
1 ms;

lo V/em: T = lo Hz és Io in-
ger.
Izometrids regisztrdlds.

Phent.= phentolamine

A NA-nak ez & hatdsa koncentridcid fliggdnek bizdnyult:

1o~ M-ban mér 15 %-ban gétolje az O.1 Hz-es ingerléssel
kivdltott kontra%éiékat. Az adrenalin moldrisan szdémolva
3-szor hatékonyebb /24 b &bra és a 4. t4blézat/. NA kont-
rekcidét gédtlé hatdsa fligg az ingerlés frekﬁenciéjétél és

az alkalmazottfingerszémtél is.
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24, &abra

Noradrenalin és edrenalin g4tldé hatdsa kolinerg necurokémiai
~ transzmissziéra. Ingerelt, izol4lt tengeri malac hosszanti
simaizom prepardtum. .

0.1 Hz, 1 ms, 10 V/cw/szupremeximdlis/, filed ingerlés.
Krebs oldat, 37°C, 95 % 0, + 5 % COy.

/2/ Hexamthonium, Cg, nem befolydsolja a NA g4tls hatését.

/b/ Adrenalin és Noradrenalin kontrakeciét g4dtlé hatds#nak kon-
centrdcié fligg8sége. Abszcissza, aminok koncentrdcidinak -
logaritmusa; ordindte, kontrakcidé szdzalékos gdtlésa

4. t4blézat

Katecholaminok 50 %-o0s gdétldst okozé koncent~
rdeiéi /ID50/ 0.1 Hz-el ingerelt hosszanti sima-
izom~Auerbach plexus preparidtumon.,

ID50 /V/ . relstiv hatékonysdg
noradrenaline 1070 1
adrenaline 3x10™ ! D62
dopamine 6xlo+5 0.017

A kisérletekhez noradrenalin hydrogentartardtot /msuly: 337,3/,
adrenslin HCl /msuly: 219,7/ és dopamin HCl-t /msuly: 203,7/
haszndltunk.

. Az ID50 értéket lo-15 pontbdl adddé dbézis~hatds gbrbébsl inter-
polélédssal s zdmitottuk ki. ,




Az ol-receptor bénité phentolamine egyértelmiien gdtolta a
katecholaminok gétlé hatdsédt. Az antagnizmus azonben nem

bizonyult kompetitivnek.

4,1.1.%. A ganglion nikotin receptorainak izgatdsdval kivil-

tott ACh felszabadulds.

Indirekt bizonyitékok vannak arra vonatkozdan, hogy
nikotin-szerld ganglion izgetdk stimuldljdk az Auerbach’plexus
ganglion sejtjeit. Atropin, hexamethonium, tetrodotoxin és
a hiités gétolja a simaizom kontrakciét okozd hatdsst
/AMBACHE, 1951; McDOUGAL és WEST, 1954; DAY és VANE, 1963;
GERSHON, 1967/; Feltételezték, hogy ACh szabadul fel és ez
okozza a simaizom muszkearin receptorain keresztiil a kont-
rakcidt. Kisérleteinkben direkt bizonyitékokat igyekeztiink
szerezni ACh felszabaditd hatdsukrdél, tovébbé arrdl, hogy
a NA hogyen befolydsolja ACh felszabaduldst ha azt ganglion
izgatck vdltjdk ki /VIZI, 1973/.

Kisérleteinket tengeri malac izoldlt hosszanti simaizom-
—-Auerbach’plexus prepardtumdn végeztiik ezerin szulfdt je-
lenlétében., a 25 a és b dbra mutetja, hogy a DMPP jelentd-
sen fokozza az ACh felszabaduldst, hatdsa hexamethoniummal
felftggeszthets., Hexamethonium /loo ug/ml, 2.8x10™4 ¥

mér Onmagdban is_csékkentette az ACh nyugalmi felszabadu-
ldsét /25, dbra/. Adrenalin /0.5 ug/ml, 2.3xlo-6M/ telje-
sen felfliggesztette a bMPP ACh felszabadité hatdsidt. Ki-

mosds utén a DMPP hatdsae azormmal visszatér igezolva, hogy
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25. ébra

ACh felszabadulds, mint az Auerbach plexus genglion sejt-
Jeinek nikotin receptorai izgatdsdnsk az eredménye. Ten-

geri malac ileum hosszanti simeizom-Auerbach plexus.

Krebs oldat, 37°C, 95 % 0, + 5 % CO,. Ezerin szulfét, 2 ug/ml.

loo ng/g.min=3%66,% pmol/g.min ACh.,

a/ DMPP ACh felszabaditdé hatdsa -4
bi Hexamethonium /Cg/ gdtlé hatdsa. Cg lo "g/ml=
2.76x10™ "M,

nem egy esetleges tachyphylexia volt az oka, hogy adrenalin
Jelenlétében a DMPP nem emelte meg jelentSsen az ACh felsza-
baduldst., Thentolamin /lo_6 M/ teljesen felfiiggesztette az
adrenalin gdtlé hatdsdt: négy kisérletben phentolemin és
adrehalin jelenlétében a DMPP /2 ug/ml / az ACh felszabadu-




14st 1156.0 = 72.5 pmol/g.min-ra emelte, 298.5%37.7 pmql/
/g.min -r8l, Ez az érték alig tér el attél, emit akkor
kaptunk, ha DMPP-t dnmegédban adtuk: 1306.6 % 126.7 pmol/
/g.min /n=4/.

Ezek az adatok arra utalnek, hogy a ganglion sejtek inger-
1lésével kapott axondlis tiizelés eredményeképpen felszaba-
dulé ACh «-receptor izgatdsdvael teljesen felfiiggeszthets.

4,1.1.4. Gastrinnal és cholecystokininnel kiv4ltott ACh

felszabadulds

1961-ben BLAIR és mtsai azt az érdekes megfigye-
lést tették, hogy a hisztamin mentes antrum kivonat nem-
csak a gyomor szekrécidét, hanem a bél és a simaizom kont-
rekciét is fokozta, Miutén GREGORY és TRACY /1964/ vala-
mint GREGORY és mtsai /1964/ izoléltdk, kémiailag identi-
fikdlték, valamint szintetizdlték e tiszta gastrint, si-
kertilt kimitatni, hogy a gastrin a gyomorsav szekrécid mel-
lett a gyomor és vékonybél mozgésdt is fokozza. GREGORY és
TRACY /1964/ azt talédlte, hogy az atropin a gastrin 41tal
kivdltott bélmotilitds fokozdddst gdtolta. Késébb a gast-
rinhoz hasonld szerkezetii cholecystdkininre /RUBIN &s
mtsai, 1969; HEDNER &s RORSCHMAN, 1968/ valemint a
caeruleinre /SERTACCINI és mtsai, 1968; DEL TACCA és mtsai,
197¢/ kimutatték, hogy fokozzdk a bél perisztaltikéjét és
ez a2 hatds minden valdszinliség szerint kolinerg rendszeren
keresztil toérténik. BENNETT /1965/ és LIPSHUTZ és mtsai
/1971/ minden kétséget kizérden kimutatték, hogy az atropin




és a tetrodotoxin gétolja a gastrin szerii polipeptidek

éltal kivdltott kontrakecidkat. Ez az adat bizonyitja, hogy
8 polipeptidek hatédsa a kolinerg idegrendszeren keresztiil
torténik. Lrdekes médon a tankdnyvek és kézikdnyvek mind-
méig a polipeptidek direkt simaizom hatdsdt emlitik, mint

g gastrin szerl anyagok jellegzetes hatdsmdédjat.

Ilyen irodalmi elfzmények mellett kezdtilk el tanulményozni

a gastrin és cholecystokinin szerii polipeptidek hatdssat

az ACh felszabaduldsra. Tengeri malac ileum hosszanti si-
maizom - Auerbsch’plexus prepardtumbdl az ACh felszabadu—

lds szignifikédnsan fokozdédott az alkalmazott polipeptidek
hatdsdra /5. t4blézat/. Noradrenalin a polipeptidek ACh
felszabaditd hatdsat teljes mértékben meggédtolja /5.téb-
Iézat/.»Noradrenalinnak ez a hatédsa azgl-receptoron keresztiil

6M koncentrécidéhan fel-

érvényestil, hiszen phentolamin 3xlo”
fiiggesztette a noradrenslin g&t16 hatésst /26. &bra/. Ki-
mitattuk /VIZI és mtsai, 1973; VIZI, 1973/, hogy a gastrin
szerl polipeptidek ACh felszabaditd hatédsa TTX-szel gdtol-
hetd és hexamethonium nem befolysdsolja ezt a hatédst. Ha

a ganglion sejteket 4xlo_6M nikotinnal depolarizdltuk, a
cholecystokinin ACh felszabaditd hatdsa nem jelentkezik
/VIZI, 1973/. Ez arra utal, hogy a cholecystokinin és a
hozzd hasonld strukturdju polipeptidek hatdsukat az
Auerbach?’plexus ganglion sejtjein a polipeptidekre érzékeny

receptorokon keresztiil fejtik ki.
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5. tdblézet

Gestrin és cholecystokinin szerii polipeptidek QCh.felsza—
badité hatdsa, Tengeri melec ileum hosszanti simaizompre-
pardtum,

Acetilkolin felszabadulés

pmol/ge min  /S.E.M./

control +peptid + NA /3xlo~6M/
+ peptid

Cholecystokinin - a & 5
oktnpeptid 419.8-99.4 1151.1%458.8 376.4=50.0

10-8x /5/ /3/ /5/
Cholecystokinin  341.5%28.6 1251.7#152.08 285.5%19.8¢

lO-BM /5/ /4/ /5/
Gastrin 357.7252.7 739.0573.6°  385.7

lO-BM /5/ /5/ /1/

A kisérletek szdma z4rdjelben. Krebs oldat. Ezerinoszulfét,
2 ug/ml. 95 % Oy + 5 % CO5, Szervflirds, 3.5 ml, 37°C. 1 per-

ces gyiijtési periddusok.

g, p< 0,0l a kontrollhoz viszonyitva; b, p <0.05 a kontroll-
hoz viszonyitva; ¢, p <0.0l a peptid jelenlétében mérthez
viszonyitva., : . :

Tovdbbiakban azt igazoltuk, hogy a gastrin szeri polipeptidek
hatdésdt hogyan lehet befolydsolni a hosszanti simaizom neuro-
effektoridlis transzmissziéjdn., 4 27. &bra mutatja, hogy a
cholecystokinin koncentriciétél fﬁggden a simaizom kontrak-
cidjat okozza és ezt a hatdsit a‘hexamethonium nem gdtolja,
henem fokozza. Hogy a cholecystokininnek a hatdsa indirekt

és az elSbbiekben kimutatott ACh felszabadité hatédssal van

Osszefliggésben, @zt az is bizonyitja, hogy a cholecystokinin




teljesen hatéstalan. Megjegyzendd, hogy a TTX a simeizom
komtraktilitését és ACh irdnti érzékenységét nem befolyd-

solja.

FTinkelman preparédtumon /FINKELMAN, 19%0/ kimutattuk /VIZI
és mtsai, 1973/, hogy a szimpatikus ideg ingerlése teljes
mértékben felfliggesztette a gastrin II-hexapeptid kont-
rakeidt okozdé hatdsét. Az endogén noradrenalinnek a g4tlé
hatését propranolol /5xlo-6M/ nem befolydsolta, phentolamin
/5x10_6M/ viszont felfliggesztette. Ez arra utal, hogy a
noradrenalin ACh felszabadulédst g4tlé hatésa A -receptoron

keresztiil érvényesiil,

Kisérleteink alapjén Teltételezziik, hogy a gastrin, ille-
téleg a cholecystokinin fiziolégids korlilmények k6zdtt fon-
tos szerepet j4tszik a b4l motilitdssnak fenntartdsdben,
éppen az ACh felszabadidét hatds révén. A szimpatikus ideg-
rendszer fokozottabb aktivitdsa viszont az ACh felszabadu-
lés csﬁkkenéséhez vezel és igy vdlik PETRI és munkstdrsai-
nek /1971/ eredménye ebb8l a szempontbdl is értelmezhetdvd,
PETRT és mtsai /1971/ kimutatték; hogy a paralytikus ileus-
ban az o{-receptor gétlé hatdsu vegyliletek kitiind hatdsuak.
He a szimpatikus idegb8l felszabadulé noradrenalin hatdsat
felflggesztem «{~-receptor bénité hatssu vegyiletekkel, akkor
az ACh felszabadulds és igy a bél motilitds fokozddik. A
28, dbra sematikusan mutatje elképzeléseinket. Az &bribdl
érthetévé vdlik, hogy midrt gétolhaté a gastrointestindlis




CCK

15x10%  2x09 5268 1568 169
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27. dbra

Cholecystokinin /CCK/ kontrekcidt okozd hatdsa tgngeri malac
hosszanti simaizom preparédtumon. Krebs oldat, 37°C, 95 % 0O, +
*5 % C0,. 0.1 Hz, 1 ms, 10V/cm field ingerlés. /a/ Hexa-
methoniu%, Csy nem gétolja a CCK hatdsst. /b/Tetrodotoxin,
TTX, teljeseg meggétolja a CCK illet8leg @ hasonld hatdsu
ceerulein /Caer/ kontrakciét okozd hatdsdt. A simeizom direkt
hatéssal rendelkez§ physalamin &1tal kivédltott kontrakcidt a
ITTX nem befolydsolta, bizonyitva, hogy a CCK indirekt uton,
fejti ki hatdsst.
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- NA < R
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~ \
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28, 4bra

Gastrin és a cholecystokinin hatdsmdd jénak sémés dbrdzoldsa.

NA, noradrenalin., A gasztrointesztindlis hormonok izgatjdk az
Auerbach plexus ganglion sejtjeit, amely fokozva a posztganglio-
néris idegek aktivitds4t ACh felszabsduldst eredménye. A hormonok
natésa gdtolhatd atropinnal,NA-al és tetrodotoxinnal,




hormonoknak & hatésa atropinnel, TTX-szel, illet8leg miért
fokozhatd o ~receptor bénitdéval. Igy v4lik érthetsvé az a
régéta ismert klinikei adat, hogy az o -receptor bénitdk
addsa esetén miért jelentkezik a hasmenés, mint mellékha-

tds /14sd GOODMAN és GILMANN/.

4,1.1.5. Pregangliondris ingerléssel kivédltott kontrakcidk

3

gétlésa

A PATON és VANE /1963/ médszere szerint preparilt
izol4lt vagus-gyomor készitmény érdekes kisérletre ad lehe-
t6séget. A vagus ingerlésre 1étrejév8 simaizom kontrakcid
olyen ideg impulzus eredménye, amely egy genglionban egyszer
mér dttev8dstt. Ezt igaZOlja sz a tény, hogy hexamethonium
meggdtolja a kontrakcidkat /3 kisérlet/. Itt tehdt a fiziold-
gidéshoz nagyon kdzel 4116 ingerléssel ven dolgunk, hiszen a
posztgangliondris /preeffektoridlis/ axont ACh ingerli !
Erdekes megfigyelés volt, hogy ilyen ingerlési méd mellett
a NA és A gétlé hatdsa frekvencia és shock-szém fiiggetlenné
vélt, 29. 4bra mutatja, NA-nak illetél?g az  -receptor iz-
gaté catapresan preszinaptikus g4tIé hatéds4t. Az exogén,
szervfiirdéhdz adott ACh hatdsst NA /Sxlo Sg/ml / illetéleg
catapreson‘/lo-7M/ nem befolydsolta az ingerléssel kiv4ltott
kontrakcidkra kifejtett g4tld hatdsst a fp-receptor bénité
L3-46 nem befolydsolta. Tovébbi 3 kisérletben azt taldltuk,
hogy phentolamin./lo"6M/ felfiiggesztette a NA gdtlé ﬁatését.




Zz az edat arra utal, hogy a NA gdtlé hatdsa o~-receptoron
keresztll érvényesiil. NA vagy A gét16>hatésa akkor is érvé-
nyeiilst, ha 2o Hz 20 shockkal ingereltiik a pregangliondris
rostot /2 kisérlet/, Ez azt is jelenti, hogy minden valdszi-
niiség szerint az axondlis ingerlést jelents "field" ingerlés
mds mechenizmissal v4lt ki ACh felszabadulédst, mint a pre-
ganglionéris rostbdl felszabaduld ACh hatésdra az idegsejt
depolarizdldéddsdnak kdvetkeztében generalizdlddott AP a
posztgangliondris rost végkészlilékébsl. Gastrinnal, chole-
‘cystokininnel, illetéleg nikotinnal, DMPP-vel kivdltott ACh

felszabadulds illet8leg simeizom komtrakeidk hasonldéképpen,

azaz teljeseh gétolhaték Ni-al,

min
——

2
* ‘ T :% Catapresan

i B / {a-stimulant)

i~

29, dbra

Noradrenalin /NA/ és Catepresan /Clonidin/ gétlé hatdsz a
neurokémiai transzmisszidra izoldlt, pregangliondrisen inge-
relt vagus-gyomor preparitumon. Krebs oldat, 3700, 95 & Oyt

+ 5% CO5. Vagus ingerlése: 4Hz, lo ingezr minden 30.mp-ben, 5 V,
0.2 ms.”/a/ ACh, acetlychlin jodid, lo 'M; LB-46, szelektiv

B -receptor g4tlé. /b/ Catapresan, szelektiv L—receptor izgntd.
hz A-receptor izgatdsa d1tal okozott gdtlds feltdtelezett td-
maddspontja: 1-2, a pregangliondris &s preeffektoridlis rieuron
végkészlilékén, 4-3, az idegsejten. Hogy a gdtlds nem az effek-
tor, simaizom sejten keresztiil érvényesiil azt az bizonyitja,

hogy ?Z exogén ACh hetdsdt sem a NA sem a Catapresan nem befo-
o "(";O "tao




41,2, Ganelion

W Ve

Az ACh felszabadulds mérésére az irodalomban Féleg
verfunddlt ganglion Kibjakov mdédszerével végzett kisdérletek
eredményeit teldlhatjuk /FELD3BEIRG és GADDUM 1924 NcINTO3H,
1938; DERRY, 1953; BIRKS és McINTOSH, 1961/.

4 Kidbjekov médszer ellen tulsjdonképpen az a tény szél, hosay

a gonglion vérelldtdsa ddntd médon befolysdsolja a felszaha-
dulé ACh mennyiségét. Igy olysn snysgok, amelyek vaso-konst-
rikeidt vagy vasodilatdcidt okoznak, nem specifikus médon is
belolydsolhat jék a2 felszabaduld ACh mennyiségét. Kisérleteini-
hez nyul izolslt ganglion cervicale superiort haszndltiunk.

iz irodalomben ezt a médszert nem haszndltdk eddig / DAVES

és TIZI, 1973/. Iz0l41lt készitménylink, amelynek pregenglio-

ndrie rostjait az ingerlés céljdre megtartottunk, de a mé-

Oy

rés elitt levdgtunk, 8-12 mg sulyu volt. A ganglion ACh tar-

-
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lma 35.5 = 3.4 nmol/g /S.E.M.; n =9 / volt, a jobb és

bal oidell genglion kozdtt nem volt szienifikdns kilénbsde,
) [ <O

m
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mi-es szervilrdSben ezerin jelenlétében gyljtdttiik 2 Kreds

-

oldatboan megjelend ACh-t, amelyet a szokdsos médon mértiink

A
e {; s

A nyugalmi ACh felszabaduléds 1%0.0 z lo.1 pmol/g.min volt,
Tz 2ug/ml ezerin szulfdt jelenlétében 2-=3 h hosszat 41llen-
dénak bizonyult, és cholin klorid / 7 ulM / addsa nem befo-
lydsolta sem a nyugalmi, sem az ingerléssel kiv4litott ACh
nennyisdégét. Dz arra utsl, hogy ardnylag rovid ingerlés
alatt /1-5 perc/ nem meriilt ki a szdvet ACh tartalna,

¢s zz  ingerlések k&zdtti lo-20 perces szlinetek,




elegendének bizonyultak a ganglion ACh tartalmdnsk res—
titucidjsdhoz. & cholin valéséinﬁleg endogén raktdrakbdl
pétlddott. A 0. dbra mutatja az egy ingerre jutd felsza-
badulé ACh mennyiségét. Két jelenség volt megfigyelhetd:
l. a frekvencia novelésével cstkkent az egy ingerre jutd
Telszabaduld ACh mennyisége; 2. egy adott frekvencisinsl o
Telszabaduld ACh mennyisége a shock-szém ndvekedésével
csOkkent, mindeddig, amig el nem ért egy konstans felsza-

badulédst. BIRKS és McINTOSH /1961/ ez utdébbival szonos

Acetylcholine released (pmol/fg)/volley

50 100 200 500 2000
Number of shocks

30. &bra

Lz egy ingerre jutd ACh mennyiségének frekvencia és shock-
szém flggfsége. Izoldlt nyul ganglion cervicale superion.,
DIVES és VIZI /1973/ médszerével, Krebs oldat, 37°C, EZzerin
szglfﬁt, 2 ug/ml. A zéréjelbehr levd szdmok a kisérletek szdnst
elentik,
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eredményekhez jutott. Kisérleteinkben azonban az egy in-
gerre juté ACh mennyisége nem bizonyult frekvencia-iig-
gfnek., Meg kell azonban jegyezni, hogy kisérleteikben a
legelacsonyabb frekvencia amit haszndltek 1 Hz volt. A

mi kisérleteinkben is csak az 1 és 0.% Hz kdz6tti ACh fel-

szabaduldsndl volt szignifikédns kiildnbség.

A 15xlo"6M koncentrécidban szignifikdnsan csdkkenteite s
feiszabadulé ACh mennyiségét /6. tdbldzet/, 0.3 Hz inger-
lésnél, lo Hz-nél viszont teljesen hatdstalennak bizonyult.
Phentolenmin /3.10'6M/ felfliggesztette az A hatdsit /6. tib-
lézat/.

A catecholaminok gangliondris transzmisszidt g4tlé hatdsst
mér soken kimutattsk elektrofiziolégiai médszerrel /NARAZZI,
1939; LUND3ERG, 19523 McISAAC, 1966; De GROAT és VOLLE, 1966;
CRIST és NISHI, 1969/, CHIRST és NISHI /1971/ a catechol—
aminok e hatdsdt preszinaptikusnak jeldlte. Elképzelhetd,
hogy fizioldgiaileg az interneuronokbdl /JOS és mtsai,1971/
felszabaduld adrenalin vagy NA preszinaptikusan gatolja az
ACh felszabaduldst. CSILLIK és mtsai /1967/ nagymennyiségii
| adrenerg végkésziildket taldlt macska ganglion cervicale su-
periordban. ECCLES és LIBET /1961/ szerint a chromattin se j=-
tekbsl felszabaduld A posztszinaptikusan befolyssolja & transz-
missziét a ganglionban. Pregangliondris ingerléére ACh mel-

lett A/NA is felszabadul ahogy ezt LISSEK /1939/ kimutatta,




Kisérleteinkben igazoltuk, hogy a catecholaminok o-recep-
toron keresztilil csdkkenteni, gdtolni tudjdk a felszabaduld
ACh mennyiségét, igy elképzelhetd, hogy a catecholaminok

preszinaptikusan a ganglionban is moduldljdk a kolinerg

transzmisszidt.

4.1.3. Agykéreg

ACh felszabadulds patkédny és humdn agvkéreg szelet-

b8l

A kolinerg és noradrenerg idegrendszer kdlcsdnhatdss a

kOzponti idegrendszerben

Kisérleteinkben & kdzponti idegrendszer teriiletén
izoldlt agykéreg és bazalis ganglion szeleten vizsgédltuk az
ACh felszabadulds gdtolhetdsdgdt noradrenalinnal illetd8leg
a neuronokon elhelyezkeds £ -receptorok izgatdsdvel. Kimutat-
tuk, hogy mind az agykéregb8l, mind a bazalis ganglionbdl
membrén ATP4z gdtlédsdval felfokozott ACh felszsbadulds nor—
adrenalinnal, clopaminnal illet8leg «~receptor izgatdsival

cstkkenthet§,

Noradrenalin kolinerg transzmisszidt gz4t18 hatdsinsk fizio=-

16gids jeleht6sége az_agykéreg tertletén. Morfoldgiailag

FUXE, HAVBERGER és HOKFELD /1968/ igazolta, hogy az agyké-
regben jelentds szdmu noradrenalint tartalmazd axon talsdl-
hatdé. A locus ceruleus-bél kiinduld noradrenalint tertalma-
zd neuronok az agykéreg kolinerg rostjaindl végzddnek /31.

gbra/, bdr tudomdsunk szerint axo-axonilis szinapszist nem




'képeznek, aml egyébként a preszinaptikus gdtlés morfoldgiai
jeleként foghatd fel., Kimutattuk, hogy patkény agykéreg i-
z0lélt szeletébdl ouabeinnal kivéltott ACh felszabadulds:t a

NA részben meggdtolja /VIZI,1972/. A 32. &brén 1lé4thatd, hogy

az agyképeg kolinerg neuronjaibdl felszabaduld ACh felszsba-
dulés ¢ -receptor izgatdsdval csdkkenthetd., A BAY-1470 egy
szelektiv £ -receptor izgatd. Phentolamine 10-6M koncentri-
cidban Onmagédban is fokozta az ouabainnal kiviltott ACh fel-
szabadulédsdt: a release 218.,3% pmol/g.min-r8l 413.2 pmol/g.mih-re
emelkedett., Ez arra utal, hogy velészintileg endogén NA is mo-

duldlja az ACh felszabaduldsét. /1. 4.4.2.1. fejezet/.

31. &brs

Locus ceruleusbdl cerebral cortex
kiinduldé kéregbe
futé noradrenerg
pélyédk.

locus
coeruleus

felszalld NA-erg palya

Kisérleti céljeinkra ép humdn agyszdvetet mitétek sordn
kaptunk a tumor megktzelitdse célj4bdél kivigott agysztvetbsl,
A mitét elatt kivett szdvet darabokat /4o-loo mg/ azonnal szo—

bahémérsékletii /20-25°C/ oxigeniz4lt Krebs oldatba tettiik &s
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32, &bra
-receptor izgatdsének ACh felszabaduldst gitld hgtésa

petkény izolédlt agykéreg szeleten. Krebs oldat, 37°C,
95 % 02 +5% COZ; 2 ml.20 és lo perces gytijtési periddus.

4 kisérlet dtlaga, S.E.M. Ezerin szulfdt, 2 ug/ml.

30 percen beliil a kisérletet megkedztiik, 10 kisérletben az
agykéreg szeletb8l a nyugalmi ACh felszabadulds 9.44 1.8
pmol/g.min volt. Ez a felszabadulds:a kiilsd K" concentricis
emelésével 70.2%1%3,1 pmol/g.min-re emelkedett / p < 0.001;
n=%/. Bz az adét arra utal, hogy @ humen speciesen is az
ACh felszabaduléds a végkésziilék depolarizidldsdval fokozhatd.

Az ACh tartélom a szirke dllomdnyban 630 pmol/g-nak bizonyult.

Felmeril és jogosan a kérdés, hogy mi a biztositék, hogy
amit mértink az biztosan ACh és nem valamilyen esetleg a hu-

mén speciesre jellemz8 mds kolinészter, amely a bioldgisai |




titrdlds sordn ACh-nak identifikdlunk. A spazmogén anyagot
ramit a szdvetbsl felszabadult illetéleg kivontunk /1. PATON
és VIZI, 1969/ ADANM-mal kidolgozott gélkromatogrifids méd-
szerlink segitségével /1. Appendix/ ACh-nsk identifikdltuk.

4.1.4., Neuromuscularis junctio.

DALE, FELDBERG és VOGT /1936/ ma mir klasszikusnek
szdmité munkdjéban igazolta, hogy az ACh a transzmitter a
neuromusculédris junctioban., EMMELIN és McINTOSH /1956/ meg-
erésitette DALE-ék eredményeit. KRNJEVIC &s MITCHELL /1961/
valamint BOWMAN és HEMSWORTH /1965/ megdllapitotték az ACh
felszabadulds direkt mérésével, hogy a felszabadulé ACh
mennyisége az idé flggvényében 41landben céﬁkkené tenden-
cidt mutat, A "safety margin” itt meglehetdsen nagy, 6-lo,
azaz 6-szor, lo-szer nagyobb mennyiségben szsbadul fel az
ACh, mint amennyi sziikséges a neurokémiai transzmisszidhoz
/WAUD és PATON/. KUBA /1970/ kimutatta, hégy NA-nak itt
nincs preszinaptikus gdtlé hatédsa, tehdt a felszabaduld ACh
mennyiségét nem befolyésoija. Kisérleteiben a véglemez po-
tenciél6 okét mérte. Tovabbd kimitették, hogy & végkészildk
ol ~receptorainak izgalma az ACh quentalis ndvekedéséhez ve-

zet /BOWMAN és RAPER, 1967/.




4.2. A_dopamin ACh felszabsduldst g4tlé hatdsa..

Kordbbi munkdnkban kimutattuk, hogy a dopamin, 1 up/ml
koncentrdcidban szignifikdnsan nem befolydsolja a nyugslmi
és a 0.3 Hz ineerléssel kivdltott ACh felszabaduldsat /PATOH
€¢s VIZI, 1969/. Késébbi vizsgdlatainkban azonban vilégossé
vélt, hogy a dopemin is gdtolni tudja az ACh felszabsduld~
sdt az Auerbach plexusbdél, csak éppen lényegesen nagyobb
koncentrdcié sziikséges hozz4. 50 ug/ml /2.oxlo-4M/ koncent-
récidban a nyuéalmi felszabaduldst lecstkkentette 1%4.5716.7
pmol/g.min-rél 65.4%6.0 pmol/g.min re /n=5, p <0.01/. Izo-
141t patkdny : .o 17 on szeletb8l felszabaduld ACh felszeba-
duldsdt nem befolydsolja 1o™%u koncentracidéban, de ouabain-
nal /2xlo-5M/ S-OH—dopaminnal /2xloo ug intraventriculdrisan/
elkezelt &llat bazolis yonglionban  kifejezett a hatdsa:
815,2<160.9 pmol/g.min-ré1 61.9%4.6 pmol/g.min-re csdkkenti
g felszabaduldst /n=3, p< 0.01/.

ChE-bénité hidnydban is megvizsgdltuk a dopamin hatdsit i-
zoldlt ingerelt tengeri malac hosszenti simaizom készitmé—
nyen. A 33, 4bra mutatja a dopamin hatdsit az ingerléssei ki-
védltott kontrakcidksa. A NA-hoz hasonléan csak az ‘alacsony
frekvencidval kivdltott kontrakeidkat gétolta, A hatds pre-
szinaptikus: nagy frekvencigval és exogén ACh-al kivéltott

kontrakeidkat nem befolydsolja. E gétlds phentoleminnal nem

kompetitive fglfﬁggesztheté. -




%%. dbra IR B

Dopemin /D4/ kolinerg neuro-
kémiai trenszmisszidt gdtls
hatdsa ingerelt tengeri malac
hosszantl simeizom prepardtu- I
mon., P
Krebs oldat, 37°C. Tield in- R | R TTTTTI |
gerlés., Tzometrids regisztrd- s “'“J&M“Lj}*"
lés. 7= 10 Hz, 20 shock. Alh

ey DA, 10-39

4,%, ACh g4t18 hatdsa NA felszabaduldsra.

LINDMAR, LOFFELHOLZ és MUSCHOLL /1968/ kimutatta, hogy
az ACh magas koncentricidéban /2.1xlo"4M/ csak kis mértékben
Tokozza a noradrenalin felszabaduldsdt perfunddlt nyul izo-
141t sziv prepardtumin; atropih Jjelenléte viszont megtizsze-
rezte a noradrenalin felszabaduldsdt. Mivel az atropin nem
befolydsolta a2 nikotin receptoron haté DMPP hatdsst /3.1x
xlo-SM/, igy felmertilt az az elgondoldsa, hogy a noradrenz-
lin felszabadulésa nikotin receptorokon keresztiil fokozhatd,
muszekrin receptoron keresztiil gdtolhatd. MUSCHOLL és mtsei
/LOFFRLHOLZ és MUSCHOLL, 1969; FOZARD és MUSCHOLL, 1972/ ki-
mutattdk, hogy az ACh, dbzistdl fiiggsen /5;5X10-8 - 5.5x10"my/
gétolja a perfunddlt nyulszivhez vezetd szimpatikus ideg
posztgangliondris rostjainek ingerlése 4ltal /lo Hz / kivil-
tott noradrenalin felszsbaduldst. KIRPEKAR &s misai /1972/
igezolték, hogy a karbekol gdtolja a noradrenalin felszeba-
duldst, Nyul fiil artdéridbdl 3H—noradrenalin felszabaduldsét
az ACh gdtolte /ALLEN és mtsai, 1972; STEINELAND és mtsei,
1973/. VANHOUTTE /1976/ egyértelmiien igazolta, hogy az ACh-nak




a vascularis simaizomra kifejtett hatdséban komoly szere-
pet jdtszik az ACh-nak noradrenerg végkésziiléken kifejtett
preszinabtikus g8t16 hatédsa is. Eltér8en a NA ACh felszaba-
duldst gdtlé hatdsdtsél a magas K koncentrdciével kivdltott
noradrenalin felszabaduldst is gétolni tudja a muszakrin

receptorok izgalma. /DUBEY és MUSCHOLL, 1973/.

| 4,4, A preszinasptikus gdétlds fizioldgiai jelent8ségének

bizonyitdsa

Azt a megdllapitdsunkat /VIZI, 1968/, hogy az exogén
NA gétolni tudja az Auerbach’plexusbdél az ACh felszabadu-
l4s4t, médsok is megerSsitették. BEANI és mtsei /1969/ izo-
141t tengeri mslac colonon, TACCA és mtsei /1970/ izoldlt
emberi taeniahcolin, KOSTERLITZ és mtsai /1970/ tengeri
malac ileum hosszanti simaizmdr, KAZIC /1971/‘egész ileumon
is azt taldlta, hogy a catecholeminok /NA, A/ gétoljék az
ACh felszabaduldsdt a végkésziilékbsl.

Eddigi kisérleteinkben viszont csak azt bizonyitottuk, hogy
az exogén, a kiviilrél a szervfiirdéhsz hozzdadott, noradre-
" nalin hogyan befolydsolja a gazdag neuronhdlézattal rendel-
kez8 Auerbach’plexus Ah felszabaduldsét. Hogy e NA-nak ez
a g4tlé ha%ésa valdban fizioldégids jelent8ségii, bizonyitani
kell. Tehdt azt, hogy az endogén =~ & noradrenerg rostokbdsl
szdrmezé NA — felszabadulva olyan helyi koncentrdcidét tud
elérni, amely gétolni képes az ACh felszebadulédst.
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Tovébbi kisérleteinkben ezt igazoltuk, hogy az ACh felsza-
badulds, igy a kolinerg neuro-kémiai transzmisszié 41landé
szimpatikus, tehdt ﬁoradrenerg ellenfrzés alatt 411: a fel-
szabadulé NA moduldlja s kolinerg transzmisszidt.

\

4.4.1, Vegetativ idegrendszer

4.4.1,1, Szimpatikus idegrendszer ingerlésének gitld haté-
sa az ACh felszabadulédsra.

Kisérleteinkhez FINKELMAN /1930/ médszerét haszndl-
tuk azzal a médositdssal, hogy a Krebs oldathoz 2 ug/ml e-
zerinszgulfdtot adtunk, ez ACh elbontdsdnak megakaddlyozdséra,
Ilyenlkarﬁlmények k6z6tt - ezerin jelenlétében - természete-
sen nem volt méd a funkcib regisztrdlédsdra. Az izoldlt bél-
kaeshoz futé, az artéridt kiséré szimpatikus ideget ingerel-
ve a felszabadulé ACh mennyisége szignifikénsan lecsdkkent,
a nyugelmi ACh felszabadulds 32,0 = 4,0 pmol/g.min-ré1
18,6 z 1,46 pmol/g.min-re /m = 4; p<<0.ol/; A csbkkenés
42 %-os. Ez a kisérleti adat erra utal, hogy a szimpatikus
ideg ingerlésének hatdsdra felszabaduld noradrenalin gétol-
ni képes az ACh felszabaduldsit.

Finkelman preparédtumon megvizsgdltuk, hogy a szimpatikus

ideg ingerlgs hogyan befolyésolje az indirekt haté gasztro-
intesztinalis hormonok 41ltal, tovébbs 2 field ingerléssel
kiv4ltott kontrakeidkst. A 34, édbra mutatja a kisérleti ered-
ményeket, A szimpatikus ideg ingerlése teljesen meggdtolta a
field ingerléssel, valamiﬁt gasztrin-II-hexapeptid 41tal




kivdltotta kontrakcidkat. £-receptor bénitéval, phentolemin-
" nal ez a gé4tlés felfﬁggeszthetG volt /Bﬁ. dbra/. Ezek az ada-
» tok arra utalnak, hogy a szimpatikus ideg ingerlésére felsza-
badulé transzmitter anyag a NA elegendd megas koncentrdcidt
ér el a kolinerg végkésiﬁlék k&zelében, hogy ott az ACh fel-
szabaduldsit gétolni tudja anélkiil, hogy az ACh hatésit a

simaizom befoly4solnd.

I O L

Gast1l hex Gast Il hex

S S Ach S Ach S S S Phentol ant Il hex

symp. stim. s.,vmp stim symp.stim

34, &bra

A szimpatikus ideg ingerlésének g&tlé hatdsa axonidlis illetd-
leg ganglion sejt ingerléssel kivi4ltott kolinerg neurokémisi

transzmisszidra. Izol4lt nyul szimpatikug ideg~-jejunum prepa-
rdtum /FINKELMAN, 1930/, Krebs oldat, 37°C, 95 % O2 +5% CO2.

a/ szimpatikus ideg ingerlés /symp.stim/: lo Hz, 0,3 nis, 5 V;
kolinerg ideg ingerlés /S/i 1 shock, 1 ms, 8V/em, ACh, acetyl-
kolin jodid, 3o ng/ml, lo ' M,

b/ szimpatikus ingerlds /symp.stim./: 20 Hz, Q.5 ms, 10V; gast-
rin—II-hexapepgéd/gast—II—hex/,'30 ng/ml, lo ~M; phentolamin
/phentol/ 2x1lo™ g/ml. VIZI és KNOLL /1971/ illetve VIZI é&s mtsai,
/1973/ dolgozatdbdl.,




A guanetidin, amely a szimpatikus ideg végkésziilékébS1 nor-
adrenalint szebadit fel, akut kisérletben mintegy uténozni
fudja a szimpatikus ingerlés hatédsdt. Kisérleteinkben /VIZI

és KNOLL, 1971/ guanetidin 4xlo~°M koncentrécidban gétolta az
ACh felszabadulésédt, ezerinezett nyul jejunumbél /7a tébldzet/
és tengeri malac ileum hosszenti simeizom - Auerbach?’plexus
prepardtumbdl /7b t4bldzat/. Hogy a guenetidin hatdsa nor-
adrenalin felszabaduldssal van &sszefiiggésben igazolja az s
tény is, hogy olyen prepardtumorr, amelyet guanetidin el8kezelt
é11latbdl vettiink ki /15 mg/kg sc, 6 éra/, hatdstalannak bizo-
nyult /VIZI és KNOLL, 1971/. A guanetidin akut noradrenalin

Ta tébldzat

Szimpatikus ingerlés gétlé hatdsa az ACh felszabaduldsra.
Nyul izoldlt jejunum /FINKELMAN,1930/. Krebs oldat, 95 % O2+
+ 5 % CO,. Ezerin szulfédt, 2 ug/ml. lo ml-es szerv fiirds.
Szimpatiﬁus ingerlés: arteriét kiséré ideg ingerlése, 1o V,
0.3 ms, lo Hz.

Gylijtési Acetilkolin felszabadu- P
periédus lés
pmol/g.min
Nyugelmi /4/ 5 min 32.0 = 4.0
Nyugalmi |
+ szimpatikus &
ingerlés /4/ 5 min 18,6 - 1,46 - - £ 0,01
Nyugelmi /3/ 1o min 15,75% 2,2

Nyugalmi

+ Guanethidine
4x10™°M  /3/ lo min 6,52%0,88 < 0.0l

Onkontrollos kisérlet. Zéréjelben a kisérletek szémdt tintettiik
fel. |
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Tb. tébldzat

Szimpatikus idegb81l felszabaditott noradrenalin scetilkolin

tfelszabaduldst gdtld hotdsa. Tengeri malac hosszanti simaizom-
-Auerbach plexus prepardtum /PATON é&s VIZI, 1969/, Krebs oldat.
95 % 0, *+5 %CO,. Ezerin szulfét, 2 ug/ml. Szervfiirds, 3.5 ml.

/VIZI és KNOLL, 1971; és KNOLL &s VIZI, 1971. adatai/. Field
ingerlés: O.1 vagy l.o Hz, 1 ms, lo V/cm,

Készitmény Gylijtési Acetilkolin felszaba- P
periédus duléds
pmol/g.min
Nyugalmi /25/ 15 min 150,927,3%
+/=/ "Né ’ +
2x1lo™ "M /5/ 15 min 39,19 ~7,69 . £ 0,01
+ guenethidine, - + o
4xlo "M /5/ 15 min 68,50 =15,02 . < 0,01
Ingerelt 0,1 Hz
/15/ 1o min 417,58%20,51
+ amphetamine, ‘
5x10™*M /3/ o min 148,72%7,69 < 0,01
+ guanethidine
4x10~°M /3/ 1o min 185,71%26, 00 < 0,01
Ingerelt lo Hz /3/ 1 min 3865.,0 ~214.0

+ guanethidine /3/ :
4x1lo~"M 1 min 3808.5 ~165,0 > 0,5

Zérdjelben a kisérletek széma, Onkontrollos kisérlet.

felszabaditd hatdsdt mds szerz8k is felhaszndltsk a szimpati-
kus ideg ingerlésének pétlédséra: GARRETT &s SOUSA /1973/,
HARRISON és mtsai /1963/ azt taldlték, hogy guanetidin pozitiv




inotrop és kronotrop hatdsu izol4lt pitvar készitményen,

és ez a hatdsa a felszabadithaté noradrenalin'mennyiségétdl
fligg. Magyerdzatunkkal szemben felhozhaté olyen érv, hogy a
guanetidin gétolja az idegi vezetdést és ezért csdkkenti a
felszabadulé ACh mennyiségét. Ez viszont kizdrhaté azzal a
kisérleti ténnyel, hog& a guanetidin a nagy frekvencids in-
gerléssel /lo Hz; Tb tébldzat/ kivdltott ACh felszabadulédst
nem gétolta. A guanetidinnek ez a noradrenalinnal teljesen
azonos jellegl hatdse 1ld4thatdé a 35. dbrdn is, ehol az ezerin
tévollétében ngm az ACh felszabaduldsdt, hanem az azt indi-
rekte jellemz8 kontrakcidkat regisztrdltuk.

4.4.,1,2. Szimpatikus tdénus csékkehtésének ACh felszabaduld-

st fdkozé hatdsa,

Amennyiben igaz az a felté;elezésﬂnk, hogy az
Auerbach’plexus, tehdt egy kolinerg transzmisséidju neuron
hélézat &1landé jelleggel a szimpatikus noradrenerg idegrend-
szer befolydsa alatt 411, ekkor a noradrenerg dominancia csdk-
kenésével a kolinerg transzmisszidnek fokozédnia kell s foko-
zott Ach felszabaduldst kell észlelni. E feltevés igazoldsdra
rezerpinnal kezeltiik el a tengeri malacokat. A %6. dbra mu-
tatja, hogy az egy ingerre jutd felszabadulé ACh mennyiség
a rezerpin kezelt 4llatokbdl vett hosszanti simasizom -
Auerbach’plexus prepardtumbél lényegesen magasabb, mint a
kontroll kisérletben., Egyébként az a tény, hogy lo Hz-es

ingerlésnél a rezerpin elékezelés nem emeli meg a felszabadit-




RESERPINE

ng/gm/ volley

CONTAOL

Ach output in first 60 seconds of stimulation

NORADRE NALINE [ug/m,

"o 033 R B
Stimulus interval (sec)

‘ 36. dbra
Az Auerbach plexus NA tartalmdnek csskkentésének illetSleg
a NA tulsulynek hetésa a kiilonbdz8 frekvenicéval felszaba-
ditott ACh mennyiségére. Noradrenalin, bitarterdt, 1 ug/ml,

rezerpin eldkezelés: 15, mg/kg s.c. két egymést kdvetd nap. _1'
Kisérlet 6-8 Sréval az utolsé adds utdn. Stimulus interval= Hz .

haté A%h mennyiségét, arra utal, hogy & nagyfrekvencids in-
gerlésnél az endogén szimpatikus kontroll nem j4tszik szere-

pet az ACh felszabadulds modulédldsdban., A rezerpin kezelt pre-
pardtumon noradrenalin 10-6M'koncentréci6ban a 0.3 Hz-es in-
gerléssel felszebaditott ACh mennyiségét 164.4 T2, ng/g.nin-rél
67.1 %-kal csbdkkentette. Rezerpin el8kezelés egyébként a nyu-
galmi felszabaduldst is fokozta 35 %~kal. /PATON és VIZI,1969/.
Guanetidin - amelyrdl szintén ismert, hogy adésa utéﬁ pér Sré-
val a noradrenalin felszabadulds lecstkken, fokozta a felsza-

baduldé ACh mennyiségét izolélt prepardtumon is. 15 mg/kg gua-




netidinnel elSkezelt /6 h,s.c./ tengeri malacbdl kivett
ileum hosszanti simaizom - Auerbach’plexus prepardtumb4$l
az ACh feiszabadulés szignifikénsan ﬁagasebb volt /450 *
18.5 pmol/g.min/ mint a kontroll &llatokbdl vett Auerbach
plexusbél /280.7 < 13.6 pmol/g.min/ /n= 5; p £ 0,01/, Ezek
az adatok nagyon jé1 Gsszhangban vannak azokkal a klinikai
megfigyelésekkel, hogy rezerpin /RauSedyl/ vagy guanetidin
/Sanotensin/ kezelés alatt gyakori mellékhatéds a diarrhea,
azaz a fokozott bélmiiksdés,

oL =receptor bénité\phentolamin is fokozza az ACh felszaba-
dulést Auerbach’plexusbdl /PATON és VIZI, 1969/. Ez a hatds
is arra vezethetd vissza, hogy az endogén NA preszinaptikus

- g4tld hatdsa fliggeszt8dik fel i ~receptor gatlé jelenlétében.

4.4,2, Kozponti idegrendszer

Kordbbi kisérleteinkben igazoltuk, hogy a kolinerg
transzmisszid noradrenérg moduldcidja a kdzponti idegrendszer
terliletém is érvényesiil: membrén ATPéz gétlds ACh felszaba-
ditdé hatés4t noradrenalin illetéleg a szelektiv L-receptor
izgaté BAY-1470 gdtolta patkdny izoldlt cortex szeleten /14sd
4.1.3/. Ezekb8l a kisérletekbsl mindenesetre srra lehet ko-
vetkeztetni; hogy az agykéreg neuronhélézataiban miiksdé kolin-
erg transzmisszié is moduldlhaté noradrenalinnal. A kérdés
azonban jogosan meril fel: vajon normdlis fizioldgids koriil-
mények kzdtt a periféridhoz hasonldan a noradrenerg ideg-
rendszer /31. ébra/, emely a k&zponti idegrendszeren belil

is feltehetden fontos funkeidét tslt be, hogyan befolydsolje,
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moduldlje a kolinerg transzmissziét. Amennyiben a kolinerg
transzmisszid, az acetilkolin felszabadulds £1landd jeileg—
gel a NA befolyédsa alatt 411, akkor a NA neuronok aktivitd-
sénak cstkkentése az ACh fokozott felszabaduldsghoz kell hogy

vezessen.

Kisérleteinkben 6-OH~Dopamint adtunk /loo ug/ intraventri-
culérisan, és 1 nappal a beadds utdn ez dllatot dekapitdltuk
és az agykéregb51 illet8leg a striatumbél vékony szeleteket
készitettink a VIZI és mtsai /1971/ 41tal leirt médszer sze-

rint,

4.4.2.1. Agykéreg

Az ousbain 2xTo™ M koncentricidban 18.3 L 1.7%
pmol/g.min-rél 210.6 = 13.4 pmol/g.min-re fokozta az AChH fel-
szabaduldsdt izoldlt agykéreg szeletben /VIZI, 1975/ 6~OH-Do-
paminnal el8kezelt dllstom a nyugalmi félszabadulés 26.5 =
1.8 pmol/g.min volt. Ouabain ezt a felszabaduldsi sebességet
310.4 = 16.3 pmol/g.min-re ndvelte /8, t&bldzat/. Az ouabain
ACh felszabaduldst fokozdé hatdsa lényegesen jobban érvényesiil
o -receptor gdtlé jelenlétében. Phentolamin 10'6M'koncentré-
cigban fokozta az ousbain ACh felszabadité hatésst /32, dbra/.
Mivel minden valdésziniiség szerint agykéregbdl a membrdn ATPEz
gétldsa az ACh mellett noradrenalin felszabaduldshoz is vezet,
amint azt vas deferens prepardtumon igezoltuk /VIZI,1975/, fel-
tételezhetd, hogy az ouabain 41tal felszabaditott noradrenalin
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egyben cstkkenti is az ouabain hatds4t az ACh felszabadu-
ldsra. Ezt a feltevésiinket 1ldtszik igazolni a 6?OH-Dopa—
minnal, illetve a phentolaminnal kapott kisérleti eredmé-

nyek.

9., téblézat

Centrdlis noradrenerg rostok roncsolédsdnak hatdsa a
patkényok gbrcskészségére

géres foka /leptazol 8o mg/kg /

dllat szdm + ++ +++ ot
1. Control lo 7 3 0 0
pamin 1o 2 0 4 4
3. o-MT, - .10 3 1 4 2
+p-CPA 10 1 3 2 4
6. Rezerpin 10 0 3 4 3
+ =  gdrecs, a fej myoclonusos rézésa a Jellemz8;

++=  klonusos gdrcs, v. a righting reflex elvesztése
+++=  tonusos gdrcs a mellsd és hitsé végtagokon

++++=  tonusos gorcs a mellsf &s hétsdé végtagokon

6~0H-Dopamint /200 ug/ intraventriculesrisan /0.02 ml/41lat/ ad-
tuk E.P,NO3LE médszerével /1967/. 5. napon Leptazolt adtunk sub-
cutan. A-NT, L-metil-p~tyrozin, 6o mg/kg s.c.; p-CPA, p-Chlo-
rophenylalenin, 312 mg/kg, s.c.; resertin, I;S mg/kg s.c. 24 h.




5:1,X° = 2.4 p<0,05; 2:1,X° = 16,11 p<0.0l; 2:5,X2 =

= 4,0 0,5>p> 0,2; 3:1,X2=8,6 p< 0.05.

Epilepszia modellje

Miutdn abban a nemzetkSzi irodalom is egyetért, hogy az agy-
kéreg elektromos aktivitdsa a felszabadulé ACh mennyiségével
van szoros Osszefliggésben és az is minden kétséget kizéréan
megéllapithetd, hogy az agykéreg neuronjainak gdrecs aktivits-
sa egy fokozott ACh felszabaduldssal van Ssszefliggésben. Igy
feltételezhet jiikk, hogy a membrin ATP4z gdtldssal /ouabain/ ki-
valtott fokozott ACh felszabaduléé az‘epilepszia modelljének
is tekinthetf. Ezt a feltételezdsiinket témogatja az az elkép-
zelés 1s, hogy epilepszids gécban olyan iondlis vdltozdsokat
taldltek /ESCUSTA, 1974/, smelyeket a membrdn ATPz gétlds is
eredményez: intracelluldris Na né, K cstkken. Tovébbs megdlla-
pitottdk, hogy az egyik legjobb antiepileptikumkén ismert
diphedan hatdséra viszont a Néi csdkken és Ki né., Ezek az
adatok tovébbd azok az eredményeink, hogy a noradrenerg rostok
s?elektiv destrukciéja fokozott ACh felszabaduldshoz /8.tsbld-
zat/ és a gbrcskészség fokozdddssdhoz /9. tdbldzat/ vezetnek
arra utalnak, hogy szoros Gsszefiiggés van a kéreg végkésziilé-
kelbdl felszabadulé ACh mennyisége &s sebessége valamint a

kéreg elektromos aktivitdsa kdzstt.

Adataink arra is utalnak, hogy a gbrecskészség alakuldsdban a
- noradrenalin fontos szerepet jitszik. Erre a kdvetkeztetdsre
Jutott PFEIFFER Kldra is doktori disszertdcidjdban., Bdr & a
NA tartalom véltozdsénak tulejdonitott jelent8séget,




Kisérleteink alapjén viszomt nem a noradrenalin tartalom véal-
tozdsdnek tulajdonitjuk a kulcs szerepet, hanem az agykéreg-
ben illetéleg subcorticalisan lecskkent NA felszabadulést
kovetlen az agykéreg teriiletén létrejdvs fokozott ACh felsza-~
badulésnak.}

4,4,2,2, Bazalis ganglipn

A kozponti idegrendszerben a nucleus caudatus

/BERTLER és ROSENGREN, 1959 &s KARLSSON, 1969/ tartalmazza
a legnagyobb mennyiségben a dopamint. McLENNAN &s YORK /1966/,
valamint VOGT /1969/ viszont azt is bebizonyitotta, hogy a
nucleus caudatusbdl dopamin szabadul fel. Ugyanakkor kimu-
tattdk, hogy a rucleus caudatusba dopamint tertalmazdé neuro-
nok futnak be a substantis nigrabél /ANDEN és mtsei, 1967/,
A 8, tdbldzat mtatja, hogy az ousbain szignifikénsan megemel-
te az ACh felszabaduldst a bazalis ganglionbdl is, és ez a
hatédsa noradrenalin i1l. dopamin szegényitett bazalis ganglion-
ban még jelent&sebben érvényeSﬁl:‘az elé6bbi esetben az ACh

felszabadulds 24,6 = 3,1-rél 97.1 I 16.5 pmol/g.min-re ill,
52.8 % 6,3-r61 815.2 & 160.9 pmol/g.min-re emelkedett.,

4.5. A kolinerg és noradrenerg idegrendszer k8zdtti k6lcsdn-

hatds morfoldgiai bizonyitékai.

Funkciondlisan tehsdt bizonyitottnak vehetjiik, hogy a
szimpatikus ideg ingerlésekor elegend§ mennyiségli NA szabadul

fel, hogy receptorialis szinten gdtolni tudja a kolinerg ideg-




b8l az ACh felszabaduldsst,

| LOFFELHOLZ és MUSCHOLL /1970/ izolélt nyul pitvarom igazol-
ték, hogy a peraszimpatikus ideg ingerlésekor a szimpatikus
ingerlésére felszabadulé NA mennyisége lecsbkken. Ez ezt is
Jelenti, hogy nemcsak a noradrenerg idegbél felszabadulé NA
gétolja az ACh felszabaduldsdt, hanem forditva is igez a pre-
szinaptikus gé4tlds jelensége: a felszabaduldé ACh gitolja a

NA felszabaduldsét. THOENEN &s TRANZER /1968/ sziven elektron-
mikroszkdpikos vizsgélatokkal kimutattédk, hogy e noradrenerg
és a kolinerg idegek Schwann-sejt izoldcid ﬁélkﬁl Juxtapozicio=
ndlisan helyezkednek el. EHINGER és mtsai /1970/ patkény iris-
ben axo-axondlis szinapszisokat taldltak kolinerg és noradren-

erg idegek kozott.

NORBERG /1964/, JACOBOVICZ /1965/ sdatai egyértelmien &zt bi-
zonyitjék, hogy az adrenerg idegek az Auerbach plexus gang-
»1ionjait kdrtilfogjék enélkiil, hogy a simaizmot beidegeznék.
Mésok is megerdsitették ezeket az adatokat /NORBERG és
SJUKVIST,1966; FURNESS, 1970; SILVA és mtsai,1971; FEHER é&s
VAJDA,1974/. A hosszanti simaizomban noradrener végkésziiléket
~elektramikroszképosan sem taldltak /GABELLIA 1970; 1971 é&s
COSTA és GABELLA,1971/; Sajét elektronmikroszkdépos vizsgdla-
tainkben/GARAMVOLGYI, VIZI és KNOLL, 1971 /, amikor kimondot-
ten az ileum hosszanti simeizmdnak ultrastrﬁkturéjéval foglal-
koztunk és leirtuk, hogy fesziilés hatdsdra vastag filamentu-

mok mutathatdk ki, egyetlen egy alkalommal sem taldltunk kolinerg
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vagy adrenerg végkésziiléket vagy axont a simeizom rostok

-

k8z8tt. Tz azt jelenti, hogy a tengeri melac¢ ileum hosszan-

ti simeizom - Auerbach plexus k&z&tt egy rendkiviil primitiv
neurokémiai trenszmissziés hely van; Az ACh az Auerbach

plexus végkésziilékeib8l felszabadulva diffuzid utjdn éri el

a simaizom sejteket, smelyeken nines specislizdltsn kialakult,
ACh-ra érzékeny receptor zéna, tulajdonképpen a simaizom egész
felszine érzékeny aé ACh irént., Talédn éppen ezért ez a szinap-
szis nagyon alkalmas arra, hogy az ACh felszabaduldsit tanul-
ményozzuk. A PATON és VIZI /1969/ médszerével készitett 50 u
vastag prepardtum, amelynek felszinén az Auerbach plexus fek-
szik, rendkiviil diffuzibilis és ha egy kis tulzdssal is, de

a szervflirds oldata extracelluldris térként kezelhetd, amit
nem.szﬁkséges kiIén hangsulyozni, hogy milyen lehet8ségeket
teremt a kutaté szdméra. A Krebs oldat iondlis miliéjének
véltoztatédsa gyakorlatilag az extracellulédris tér szonos irs-
nyu iondlis vd4ltozdsdnak hatdsait hozza létre, amelyek més
izoldlt preparétumok esetén /agy-szelet, szivizom, neuromusz-
kuldris jukcio, stb./lnem érheté el. Az intracelluldris tér,
amely a legkiils§ sejtekt8l eltekintve az extracelluldris tér,
ion koncentrdcidja barrier problémék miatt a szervfirddk ion
milidjének véltozdsdval csak nehezen befolydsolhaté. Elektron-
mikroszkdéposan /UNGVARI és VIZI, nem k8z51t adat/ egyetlen egy
esetben sem sikertilt axo-axondlis szinapszist taldlni agz
Auerbach plexusban. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a nor-
edrenalin, felszabadulva a végkésziilékb8l diffuzid utjdn éri
el a kolinerg végkésziiléket &s ott gadtolja, moduldlja az ACh
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felszabaduldst. Ez a preszinaptikus g4tlds egy olyan for-
najat bizonyitja, amikor a g4tlé enyag diffuzid utjdn
/loo=300 nm/ éri el az ACh tartelmazd végkésziiléket.

4.6. ACh felszebadulds humdn colon Auerbach plexusibdl.

Hirschsprung-hetegsds.,

Emberi bél izoldlt késziiményéb8l CREMA és mtsei
/DEL TACCA és mtsai, 1970/ mértek elészdr ACH felszabadulést.
Megédllapitottdk, hogy a ketecholaminok gdtoljdk az ACh fel-
szabadulds4t humdn Auerbach plexusbdl is. Ezzel tula jdonkép-
pen bizonyitdst nyert, hogy ez adrenerg idegrendszer transz-
mitter anyaga, a NA, nemcsak a tengeri malac gasztrgintesz-
tindlis traktusdban, hanem emberben is gétolja az ACh felsza-
baduldst. Egy nem-=adrenerg transzmisszidju gidtlé idegi mecha-
nizmist is Ieirtsk emberi colonban /CREMA &s mtsai, 1968/.
Megfigyelték, hogy az adrenerg idegrendszer szelektiv g4tld-
se utdn transzmurdlis ingerlés hatdsdra a béi mozgdsa g&tlé—

dik.

Az elmult években tobb dolgozat jelent meg 2 colon egy szji-
tos megbetegedésérdl a megacolon congenitum-rél a Hirschsprung-
-kérrél, Idlilt, intérmittélé obstip4cid, haspuffadds, hdnyés,
intesztinélis obstructio, a colon rdntgenolégiailag igazolha-
té téguleta a jellemz§ klinikai kép. A distalis, spastikus,
sziik szakaszt az Auerbach plexus ganglionjeinask a hignys

/30DIAN, CARTER és WARD, 1951; HOWARD és NIXON, 1968; GARRLETT




¢s HOWARD, 1969/ és fluoreszcens technikidval igazolt du-
sabb adrenerg beidegzés /BENNETT és mtsai, 1968; GANNON és
mtsai, 1969; TOULOUKIAN éS'mtsai,-1973/ jellemzi. Ma mir
kétséget kizdrdan tudjuk, hogy nem a tdg, proximilis sza-
kasz a beteg rész, hanem a distalis szakesz. A proximadlis
részen kialakult tégﬁlat csupén mechenikus k&vetkezménye a
distdlis sziikiiletnek., FRIGO &s mtsai /1973/ Hirschprung-kér-
ban szenvedd gyermekek miitét utjén eltévolitott szik szaka-
sz4bdl magasabb ACh felszabaduldst mértek. Ez arra utal,
hogy esetleg ez 41landé sziikliletet egy fokozottabb kolinerg
beidegzés okoznd a simaizom muscarin receptorainak permanens

izgatdsa révén,

A kérdést tanulményoztuk, mivel arra gondoltunk, hogy humédn
farmakoldgiai kisérletekben is lehetd8ség nyilik & neurokémiai
transzmisszié tanulményozdséra., Kisérleteinkhez 2 hénaptdl

4 évig terjed§ életkoru Hirschprungos gyermekek miitéti anya-
gét haszndltuk fel. A disgnézist minden esetben szovettani
vizsgdlatok erdsitették meg. A rezekilt vastagbelet szobahé-
fokon /22°¢/ karbogéﬁnel 4dtéramoltatott Krebs oldatban helyez-
tik el., A rezekeid utdn %o percen beliil 37°C-u 3.5 ml térfoga-~
tu szervfirdében Krebs oldatban fliggesztettiltk fel a kdrkdrss
izomtél megszabaditott hosszanti simaizom-Auerbach plexus
prepnrétumot, amely kb. 5 cm hosszu, 4-~5 mm vastag és széles
Qalamint 150-250 mg sulyu volt. Izometridsan regisztrdltuk s
kontrakcidkat. Ezerin szulfdt jelenlétében az ACh felszabadu-

lést mértik, A spasztikus szakaszbdl nyugalmi kériilmények k5z5tt




Atropine 14 x10°5M
Phentolamine 6x107M

1o ety v O

TTX 1.7%x10°6M

204z  DMPP 20Hz -
62x10%M 20imp. 20imp. 62x1075M 20imp.

R O SN G SR 2T GRY 19 o rh 93

Cg 36x1074 M

37. &bra

dirschsprung-kérban szenveds beteg colonjdnak tdg szakaszdbdl
készitett hosszanti simaizom-Auerbach plexus szelet /1. Appendix
B.1l.4. Tejezet/

a/ irgerlds /20 Hz, 20 és 4o shock, 1 ms, lo V/cm/ hatdse, s
relaxdcid atropin és phentolamin rezisztens

b/ inrerlds hatdsa, a relaxdcid gdtldsa TTX-al bizonyitve az
idesi eredetet

c/ Conglion izgaté /DIPP/ és ingerlés hatdsa
¥rebs oldat, 37°C, 95 % Op + 5 % CO,5, Izometrids regisztrilds.
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6.57 = 2.,05pmol/g.min /n= 4/ ACh szabadult fel. 1 Hz-es in-
gerlés /1 ms, lo V/cm, 15 perc/ hatédséra ez 12.46 pmol/g.
min-re emelkedett. lo Hz-es ingerlésnél a felszabadulds mér
81.37 pmol/g.min volt /n=%/., Dilatd4lt szakaszban a felszaba-
dulds mértéke kisebd volt: a fenti értékek megfelellje e
részben 3.5511.26 /n=3%/, 7.86 /n=2/ és 13.92%3,32 pmol/
gemin /n=3/ volt. Feltiins, hogy az éftékek minden esetben
alacsonyabbak, mint a szilk részben, Tetrodotoxin /1o oM/
gétolta az ingerlés 41ltal kivdltott ACh felszabadulését.
Gélkromatogréfids - bioldégiel titrélds kombindlt mdédszeriink-
kel /1. fiiggelék 204. oldal/ igazoltuk, hogy a spazmogén
anyag, emit kivomtunk és ﬁegtitréltunk az valéban ACh,

McINTOSH és PERRY /1950/ médszerével megmértilk a sziik és a

td4g szakasz ACh tartalmdt: a sziik szakaszban /11.3%2.73 nmol/g/
szignifikdnsen t&bb ACh volt mint a tég szakaszban, /5.57+
io.98nmol/g / /n= 9, p'<0.05/;

Egy esetben lo Hz-es ingerlés mellett megmértiik az Auerbach
plexusben az ACh szintézisét VIZI és mtsai /1972/ médszerével.
75 perces folyamatos imgerlés utén az ACh tertalom nem csdk-
kent lIe s mivel jelentds mennyiségii ACh szabadult fel igy a
végkésziilékben nagy mennyiségii ACh szintetizdldédott. A szin-
tézis kiszémitott sebessége 2.lo nmol/g.h volt, emi viszont
egy érdekes problémdt veti fel; Ismert,hogy.a sziik szakasz
Auerbach plexuse genglion mentes., Ez azt jelenti, hogy a
szintézishez nem szlikséges a ganglion sejtek jelenléte? A
kérdés_természetesen.tovébbi vizsgédlatoket igényel.




Tunkciondlis vizsgdlatokkal /3 eset/ igazoltuk izoldlt pre-
pérétumon, hogy & szlik szakaszbdl nyert Auerbach plexus
hosszanti simaizom prepardtum ACh érzékenysége lényegesen
nagyobb, mint & proximdlis szakasz simaizme. A kiilénbség kb,
lo-szeres volt. Zrdemes itt megjegyezni, hogy FRIGO és mtsai

/1973/ nem taldltak kiilénbséget.

Szelekﬁiv ganglion izgatdéval igazoltuk, hogy a szlik szakasz-
ban nincsenek ganglionok., DMPP /2 ug/ml/ koncentricidban tel-
Jjesen hatdstalan volt a sziik szakaszbél nyert prepardtumon,
ellentétben a dilatdlt szakasszal, ahol kontrakeidt és re-
laxdcidt okozott, Az Auerbach plexus ingerlésénél /field in-
gerlés/ a szik szakasznélbcsak kontrakeidkat észleltlink, a
tdgszakaszndl kontrakcidt és relaxdcidt /37. és %8, &bra/,
Atropin és TTX gdtolt az elektromos ingerléssel kivaltott
kontrakcidkat; a relaxdciét sem o-gdtlé /phentolemin/ sem

2 ~receptor gdtld /L3;46/ nem befolydsolta, TTX wviszont
teljesen megsziintette, Ez az adat felveti, hogy a proximilis
szakaszben egy nem adrenerg g&tldé ideg okozza a relaxdcidt,
amely lehetséges, hogy egyezik a BURNSTOCK /1972/ &ltal Ileirt
purinerg ideggel., Elképzelhet8, hogy ez a g4tld moduldld
/1.5, fejezet/ faektor hidnyzik megakolon esetén és ez esetleg
fokozott ACh felszabaduldst eredményez, mivel kimutattuk /1.
5.1. fejezet/, hogy az adenin nukleotidok preszinaptikusan
gdtoljdk, modulédljdk az ACh felszebaduldsét. A posztszinapti-
kus membrén ACh irdnti fokozott érzdkenysége szintén szerepet

Jétszhat a bélszakasz 411andd spazmusénak létrejsttében. A




i 1“‘

25x108M

TIX 7x0°6M  Atr14x075M

38, dbra
dirschsprung-kérben szenvedsd beteg colonjdnak szitk szakeszAbdl
kéoczitett hosszenti simsizom—-Auerbach plexus szelet.

a/ irverlés hatdsa
L/ ACn hntdsa

Lpydtiidént 14sd a 37. dhra szovegét
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A szervezet természetesen megprébdlja kompenzdlni a purin-
erg negativ moduldcid hidnydt, hogy egy fokozottabb adren-
erg innervdcidt biztosit emit az a tény is bizonyit, hogy az
adrenerg rostok szdma megnd. Ez azonban a ganglion sejtek
hidnydban csak részben éikerﬁlhet. A nyugelmi ACh felszaba-
dulds és a simaizom sejtek fokozottabb érzékenysége a spaz-
mist eredményezi. A ganglion sejtek és ennek kévetkeztében

a gastrointesztindlis hormonok, valamint a fiziolégiés
reflex ldnc Osszekdttetésének a hidnya kdvetkeztében ezen

a bél szakaszon a perisztalzis is hidnyzik, mint shogyan

azt a klinikai adetok is igazoljék.

5. ADENIN NUKLEOTIDOK ACh FELSZABADULAST GATLS HATASA

Mdr 1929-ben DRURY éé SZENTGYORGYT Leirtdk, hogy az ade-
nozin gdétolja altatott mecsakén a belek mozgdsdt. BURNSTOCK
/1972/ Ssszefoglaléjdban annak a véleményének adott nyilvé-
nosségot, hogy a bélben egy olyen g4tld funkeidt betslts
neuron is létezik, amely se nem kolinerg, se nem adrenerg.
Elektrofizioldégiailag és biokémiailag bizonyitotték,
/3URNSTOCK 1972/, hogy a g&tld transzmitter anyag egy purin
elkaloida, valdszinilileg az ATP. Meg kell Jjegyezni, hogy KUCHII
és mtsai /1973/ kétségbevontdk a purin alkaloidok szerepét
a bélmozgdsok gdtlédsdban, .
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5.1. Vegetativ idegrendszer

Kisérleteinkben megvizsgdltuk, hogy a purin alkaloidok
/adenozin, AMP, ADP, ATP/ hogyan befolydsoljék a bél mozgs-
séban alapvetd szerepet j4tszé ACh felszabaduléséf. Az ade-
nozin /4x10™°W/ és az ATP szignifikdnsan cstkkentette sz ACh
nyugalmi felszabaduldsst 162.4 % 2.8 pmol/g.min-fél 85.% &
3.8, illet8leg 8o.1 % 6.9 pmol/g.min-re. Ha az ATP koncent-
réciéjét tovébb emeltilk /lo™>M/ az ACh felszabadulds nem cebk—
kent tovdbb; a felszabadulds 81;5 Is.8 pmol/g.min - /n=3/
volt. Adenozin /4xIo~°M/ szignifikdnsan gdtolta az Auerbach
plexusban a ganglionok’izgatéséval ACh-t felszabadits/VIZI és
mtsai, 1972/ cholecystokinin hatéds4t /lo. tabldzat/. Az ATP
/10" cstkkentette a field ingerldssel felszabaditott ACh
mennyiséget is /39. &bra/, Ezt a.hatését a Qeoph&lline
/1.7 x lo~*w/ teljesen felfiiggesztett /11, t4bldzat/. Theo-
phylIyn, emely az adenozin receptort gitolja /MbILWAIﬁ, 1972/
fokozta a kis és nagy frekvencidval kiv4ltott ACh felszabadu—
ldst /0.1 és 1lo Hz/. Az ATP hatés&t a Krebs oldat Ca 2% tar—
talmdnaek emelése nem befolyssolta /11. t&bldzat/. Ez kizérje
annek a lehet8ségét, hogy az ATP a Ca belépést gidtolva fejte-
né ki hatds4t, A %9. gbra mutetja az ATP illetéleg az sdenozin
axondlis ingerléssel /0,2 Hz/ kiv4ltott ACh felszabaduldst
g4t18 hatds4t az Auerbach’plexusbél, az idé fliggvényében.

Az  adenin nukleotidok ACh felszabaduldst g4t14é hatdsdt ter-

mészetsZerﬁleg ezerin jelenlétében kellett vizsgélnunk, mivel -
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Az ATP /a/ és adenozin /b/ axondlis ingerléssel kivdltott

ACh felszabaduldst g4tlé hatédsa. Tengeri ma%ac izol41t hosz-
szentl simaizom prepardtum. Krebs oldat, 37°C, 95 % 0,+5 % CO,.
Ezerin szulfdt, 2 ug/ml. Field ingerlés, 0,2 Hz, 1lms,“loV/cm,

4 kisérlet dtlega. S.E.M,

direkt bizonyitékokat kivéntunk kapni az ACh felszabadulést
illet8en. Azonban hogy meggy8z6djlink arrél, hogyan befolyédsol-
Jék a nukleotidok az automom idegrendszer teriiletén = kolinerg
tfanszmissziét, mint elfz8 kisérleteinkben, most is ingerelt
hosszanti simeizom-Auerbach plexus preparétumot-hasznéltunk és
a kontrakcidkat izometridsen regisztréltuk.'Az adenozin
/10_6—3x10-5M/, az AMP, ADP &s az ATP 1o~ 0-1o0™%M koncentricid-
ban gétolték a 0.1 Hz-es ingerléssel kivdltott kontrakeidkat
anélkiil, hoéy az effektor sejt érzékenységét jelentdsen befo-
lyésoltdk volna /14sd 4o-41., &brék/. A 41. &brén bemutat juk,
hogy az ATP 10'4M'koncehtréci6ban teljesen gdtolta az 0,1 Hz-es
ingerléssel kivéltott kontrakeidkat, anélkiil, hogy a lo Hz 5o
shockkal kivdltott kontrakeidt befolydsolta volna. Ez arra



utal, hogy a posztszinaptikus membrén érzékenysége nem vil-
tozik ACh iréﬁt. Az adenin nukleotidok ismételt addsa esetén
nem észleltiik a tachyphylaxia jelenségének kialakuldsét.
Ugyenakkor azonban megfigyelhets wvolt, hogy 10~%M-né1 na-

gyobb koncentrdcié esetén a simaizom Gsszehuzdbddott,

A gueanozin trifoszfét még 2x10°4M koncentrdcidban sem befo-
lydsolta a 0.1 Hz-cel kivdaltott kontrakcidkat. Ciklikus AMP
dibutirdt séja lo~*M koncentrécidban sem befoly4solta a kont-
rakcidkat. Nagyobb koncentréciéban szonban /lo™~ M/ gdtolta
mind a 0,1 Hz-es ingerléssel, mind az exogén ACh-val kiv4l-

tott kontrakcidkat, ami arra utal, hogy a posztszinaptikus

okl il —,
- \‘J“—M—sﬁm
T : T
x10%M 30 15 15 e Adenosine
40. 4bra

Adenozin kolinerg neurokémiai transzmissziét g4tlé hatdsa.
Tengeri malac iz0l41lt hosszenti ileum hosszanti simaizom-Auerbach
plexus prepardtum, Krebs oldat,'37°C, 95 % O2 +5 % COZ’

T = 1o Hz lo shock. Az adenozin koncentricié fiiggfen gdtolta az
0.1 Hz-es /stim./ ingerlés 41tal kiv4ltott kontrakcidkat.
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ATP kolinerg neurokémiai transzmisszidét g4tld hatésa. Tengeri
malac ileumizoldlt hgsszantl gsimeizom~Auerbach plexus prepars-
tum. Krebs oldat, 37°C, 95 % O, +5 % CO,. Field ingerlés.

ATP frekvencia és shockszdm fuggéen gétolt a transzmisszidt.,

membran érzékenységét is befolydsolja. Miutdn kimutattuk, hogy

e gastrin, illet6leg & cholecisztokinin, mint enterdlis hormo-
nok fontos szerepet jdtszanak a b4l motilitdsdnek fenntartdssben,
megvizsgdltuk, hogy az adenozin nukleotidok hogyén befolydsol jdk
a cholecisztokinin d81ltal kivéltott kontrakcidkat. A nukleotidék
100 - 160 u koncentrdciéban, az alkalmazott koncentrdcidtdl
fliggben, gétoltdk a cholecisztokinin 41tal kivdltott kontrakcid-
kat. A 42. 4brdn egyébként 14thatd, hogy az adenozin 2xlo™2 M
koncentrdcidban nem befolyédsolja az ACh #ltal okozott kontrak-
ciét. |

5.2, K&zponti idegrendszer. Agykéreg,

Az adenozin és az ATP nem befolydsoltdk az ACh nyugalmi
felszabaduldsdt patkény izoldlt agykéreg szeletébsl, Ugyanakkor
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viszont teophyllin l.7xlo~7M koncentrdciéban szignifikinsan
emelte ez ACh felszabaduldst, 23.97 % 2,18 pmol/g.min-rdl -
32,7 £ 1.8-re /12, té4blézat/. Az adenozin egyébként nemestk-
kentette a membrdn ATP4z gdtléssal kiv4ltott ACh felszabadu-—

ldst sem,

Felmeril most a kérdés, van-e fizioldgiai jelent8sége ez
adenin nukleotidok ACh felszabaduldst gdtld hatdsdnak. Ha
eifogadjuk BURNSTOCK /SU és mtsai, 1971; BURNSTOCK és mtsai,
197035 BURNSTOCK, 1972/ véleményét, hogy a gastrointestinilis
traktus tertiletén purinerg rostok taldlhatdk, amelyekbSl ATP
vagy hasonld nukleotiaa szabadul fel, akkor jogos feltételez-~
ni, hogy a kolinerg transzmisszié preszinaptikus szintén érvé-
nyestil§ noradrenerg gdtldsa mellett létezik egy purinerg modu-
lécié is. Miutédn kimutatték azt is, hogy adenozin szabadul fel
az agykéreg ingerlésekor /McILWAIN, 1972; és PULL &s McILVAIN
1972/ igy most mir az ATP receptor g4t1ldé teophyllin ACh felsza-
baduldst fokozd hatdsdt agykéreghdl ugy értékelhet jiik, hogy az
§1llandé purinerg.kontroll aldl szabadul fel az ACh.felszabadu-
18s. DOUGLES és POISNER /1966/ kimitattdk, hogy a szimpatikus
végkészﬁlékb6l a noradrenalin mellett ATP is felszabadul.
WHITTAKER és mtsai /1972/ az ACh-t tartalmazé vezikuldkban je-
lentds mennnyiségii ATP-t mutattek ki. Igy plauzibilisnek 14t—
szik az a feltételezés is, hogy az ATP vagy hasonIé nukleotida
a valddi transzmitterrel egylitt felszabadulva gdtolja az ACh
felszabaduldsst,
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Kisérleteink alapjdn plauzibilisnek lédtszik az a feltételezds,
hogy az adenin nukleotidok vagy a végkészlilékb8l vagy egy
"purinerg" rostbdl felszabadulva moduldljdk a neurokémiai
transzmisszidt. PHILLIS és KOSTOPOULOS /1976/ eredményei
megerfsitik elképzeléseinket, nevezetesen a kbzponti idegrend-
szerben is az adenozin g4tlé funkecidt tslt be. Kisérleteikben
igazolték, hogy kiildnbszd adenozin szédrmazékok gdtoljdk az
agykéreg neuronjain az elektromos ektivitédst., Igy elképzelhe~
t8, hogy az adenozin vagy valamelyik més adenin nukleotida
mind a periférids mind a centrilis idegrendszef teriiletén
modulétor szerepet jdtszik: gétolja/k/ a transzmitter felsza-
badulésdt, igy a mérhe§6 elektromos aktivitdst is. E Jelenség
Tizioldégisi értelmezése, illetve bizonyitdsa még hétrealevs,

megoldandé feladat,

4 kérdés most mér csak az, hogy hol és h o gy an het
az adenozin illetdleg a hozz4 hasonId nukleotida, A noradre-
nalin hatdsghoz vélé hasonlésdga miatt Snként adddik a lehe-
téség, hogy feltételezziik, hogy a membrin ATPAzt izgat jék.
Biokémiailag ki is mitattdk, hogy az ATP fokozza agz ATPéz ak-
tivitdsédt /ROBINSON 1973; YOSHIDA és mtsai 1969/;

Felmeril egy olyan lehetéség is, hogy a nukleotidok a cAMP
szint ndvelésével g&toljék a felszabaduldst, amint azt McAPT

| és GREENGARD /1972/ feltételezil, Ilyen elgondolds szerint s
teophyllinnek, egy‘fostodieszteréz gétlénak csbkkentenie kel-
lett volna az ACh felszabaduldst. Az eredmény, emit kaptunk,
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Adenosine
ATP etc.

42, &bra o
Adenin nukleotidok hat4s helye. L. szdveg.

ezzel ellentétes volt; teophyllin ndvelte az ACh felszaba-
duldst és gdtolta a nukleotidok hatds4dt.

A hatds helyét illetben a 42, 4bra mutatja elképzeléseinket,
Nivel "field" ingerlést haszndltunk igy a preeffektoridlis
axonbdl felszabaduld ACh gdtldse feltétleniil a noradrenalin-
hoz hasonlé preszinaptikus gétlédsra utal /1/. Mivel a ganglio-
nok izgatdsdval heté cholecisztokinin hatdsit teljesen fel-
figgesztette, igy elképzelhets, hogy az axondlis inputot vala-
hol az axon hillock t4jdn gétolja, ahol az akecids potencidl is
generaliz41sdik /2/.

Az adenin nukleotidok ACh felszabaduldst gétlé hatdssdt illets-

en tulajdonképpen azonos kidvetkeztetdsre Jutottak MORITOKI és

mtsal /1976/ akik 120181t egész ileumon azt taldltdk, hogy a
MAGYAR -

TUDOMANYOS ARADEMI
KONYYTARA
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methylxantionok /10-5 - 10-3M/ fokozzdk & trenszmurdlis in-
gerlésre a vdlaszt ugy, hogy kdzben az exogén ACh és hiszta-
min kontrakciét okozé hatds4t csCkkentették., Ez a hatds pre-
szinaptikus jellegére utal. Mbgmérve.az egy ingerre jutd fel-
szebaduld ACh mennyiséget, azt talédltdk, hogy a vizsgdlt
methylxantinok k&zidl /theobromin, coffein, teophyllin és imi-
dazol/ a theobromin fokozza a legjobban az ACh felszabadulést,
0.26 ng/g.volley-rél 1,04 ng/g.volley-ra.

6e A Na'—K'-ARTIVALTA ATPAz PRE- IS POSZTSZINAPTIRUS
MODULALO HATASA A KOLINERG NEUROKEMIAT TRANSZMISSZIORA.
AZ ELEKIROGEN Na PUMPA VELFEDEZESENEK TURTENETE.

Az evolucid sorén kialakult, hogy ez 41lati sz&vetekben az

- ionok intra- és extracelluldris eloszldsa klilénbozb8. Az intrs-
cellulédris kézeg K*-ban és orgenikus enionokban gazdgg, ugyan-
ekkor Na'-ban és Cl™-ban szegény, ennek ellenkezdje érvényes

a8z extracelluldris térben. Ez az egyenetleh.ion megoszlds szé-
mos fizioldgiai jelenségben Jétszik fontos szerepet. Igy pl.

az ion grédiensnek dsnts Szerepe van az impulzusok idegi ve-
zetésében /HODGKIN, 1964/, az intracelluléris X' viszont nagyon
sok énzim miik8déséhez /acetyl—CoA-szintetéz, piruvédtkimdz, stb/,

A sejtek membrénja polarizdlt: belsd felszinlik negativ a kiil-
séhbéz viszonyitva. A belsd felszin negativitésa a X' szémira
kénnyebbé teszi a mozgdst, ugyanakkor a kémiai gradiens is az

ilyen irdnyu mozgdst segiti elb. A Na™ szémdra viszont mind a
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kémiei, mind aé elektromos gréddiens gdtlélag hat. Igy e
Na™ sejtb6l valé kilépéshez energia szitkséges, mely energisdt
a Na-pumpa szolgdltatja /1. SKOU, 1975/.

CALDWELL, HODGKIN, KEYNES és SHOW /1960/ szolgdltattak el-
s6ként direkt bizonyitékot arra, hogy a Na® effluxhoz ener-
gia szllkséges. Kisérleteikben azt tapasztalték, hogy tinta- |
hel érids axonjgbél a radioaktiv Na' kiéramldsa CN-al, DNP-al
&s aziddal gdtolhaté volt. Az ATP intracelluldris addsinsl a
Ns* kidramldsa ismételten megindult. Az extracelluldrisen
adott ATP viszont hatdstalannak bizonyult.

Hasonld bizonyitékot kaptek vidrdsvérsejtek esetében is.

A £6 probléma azonben annek bizonyitdsa, hogy melyik ener-
gia gazdag vegylilet szdllitja az energist. GARDOS 41tal ki~
dolgozott rendkiviil szellemes metodikdval sikeriilt véglilis
igazolni, hogy Na -t csak akkor pumpdl ki a sejt, ha intra-
celluldrisan Na® &s ATP van jelen., A pumpa aktivitdsdhoz te-
hat ATP jelenléte sziikséges. |

STRAUB /1952; 1953/ GARDOS /1954/, velemint GARDOS és STRAUD
/1957/ megdllapitottdk, hogy vdrdsvérsejtekben az egyenlétlen
ion megoszlds mindaddig fenndll, amig a yﬁrﬁsvérsejtekben
elegendS ATP‘van jelen. GARDOS és STRAUB /1957/ azt taldlta,
hogy & X vesztés forditott ardnyban 411 az intracelluldris

ATP koncentrdcidéval.

SKOU /1957/ felfedezése, hogy ez idegszdvetben egy membrinhoz
k6t5tt ATP-8z ven jelen, amely Na' &s K' ionokkel aktivélhatd, .




tovdbbd az a kovetkeztetds, hogy s membrén ATP-4z és &

Né+, valamint XK© transzport ktzdtt szoros Ssszefliggés 411
fenn, inditotte meg azokat & kutatdsokat, amelyek ez enzim
részleges vagy teljes fizioldgids szerepének tisztdzdsdhoz
vezettek. Az ATP hidrolizise két IépésbSl 411 /1. SKOU,1965;
SONMOGYI, 1968; 1973/; a protein Na' fiiggs foszforildcidja,
melyet K" fliggd defoszforildcid kdvet. A membrédn ATP-4z mii~
kGdése kdzben a Na' a membrénon keresztiil K -ra cserélddik
ki, mikdzben egy intracelluldris ATP lebomlik ADP-re és an-
organikus P-ra. A pumpa aktivitdsdhoz intracelluldris Ne -ra.
és extracelluldris K -ra van sziikség. A Na™ enzim rendszer-
‘hez valé affinitdsa a membrin belsd oldaldn mintegy 6-8-szor
erdsebb, mint o K'-&. A kiils§ oldalon a helyzet forditott,
itt a X' affinitdse az enzim rendszerhez jével erdsebb, mint
& No'-é /GLYNN, 1962; LARIS és LETCHWORTH, 1962; WHITTAM,
1962; GARRAHAN &s GLYNN, 1967/; Intracelluldrisan az enzim
aktivédldsdhoz Mg+ Jjelenlétére is szilikség van., A membrdn kiilsd
oldaldn szdmos kation képes helyettesiteni a K'-ot az enzim
aktivélédsdban, amelyek hatékonysdgi sorrendje & kévetkezd:
K>Rb > NH, > Cs > LT /SKOU, 1965/. A T1" hasonlé hatdsu, azon-
ban mintegy lo-szer erdsebb a K -n&l. /BRITTEN &s BLANK, 1968/,

Az enzim rendszernek egy tovébbi negyon jellegzetes tulejdon-
séga, hogy szivglikoziddkkal specifikussn gdtolhatd /SCHATZIANN,
1953; HOKIN  és DAHL, 1972/, amely effektus intaki sejten




a membrédn kiils§ oldalédra lokalizélédik, mivel ousbain intra-
celluldris injekcidéja nem depolarizdlja a membrint., A sziv-
glikoziddk g4tlé hatdsa vagy ez enzim rendszerhez vald kotd-
déstikben, vagy a Na® - &s K'-gl szembeni relativ affinités

fokozésdben 411 /SCHATZMANN, 1965/.

SKOU /1957/ irta le eldszdr, hogy a szisztéma erdteljesen

2+-al, tovébbd, hogy intakt vérdsvérsejt membrén

2+

gdtolhaté Ca
aktiv trenszportjdnaek gdtldsa észlelhetd, ha a Ca az intra-

celluldris térben-helyezkedik el.

Ujebben ezen enzim rendszert teszik felelfssé a Na:Na /GLYNN,
1968; GLYNN és HOFFMAN, I971; GARAY és GARRAHAN, 1973/ és a
K:X /GLYNN és mtsai 1970; 1971; SIVONS, 1974/ membrénon ke-
resztil torténd kicserélsdéséért is.

A Nat pumpa & membrén enzim aktivitdsdnak fiiggvénye, s attdl
fliggden, hogy a transzportslt Na* és K mennyisége egyenld
avagy kiilonbdzs, lehet neutrdlis ill. elektrogén. Ha a pum~
pe tobb Na'-t hajt ki s sejtb6l, mint emennyi K'-t felvesz,
ugy a pumpa aktivitdse elektrogén és mint ilyen, direkt médon

befolydsolja a membrén potencidl alakuldsét.,

A tovdbbiakben a pre~ és posztszinaptikus membrdnban jelen
levs Na©¥ - KT - aktivdlta ATPdz szerepét tdrgysljuk a neuro-

-neurondlis és a neuro-effektoridlis trenszmisszidban.




Az elektroeén Na pumpa felfedezésének térténete

USSING /1949/ idegroston végzett kisérletei vetik fel eldszdr
az elektrogén Na+-pumpa miikodésének lehetdségét. HODGKIN /1951/
két dvvel késdbd diszkuséziéjéban vilédgosan utal a Na+—pumpé-
ra, mely véleménye szerint fontos szerepet jétszik a nyugélmi

potencidl fenntartdsdben.

Nyugalmi k&riilmények k8zott az intracelluldris térbdl kifelé
irdnyuld Na® gram /current/ intenzitdsa pontosen mégegyezik

a belép6 Na™ mennyiségével. Ez magyardzza, hogy anyagcsere git=—
1ék, melyek a Na© intrscelluldris térben térténd felhalmozédd-
sdt eredményezik, erfteljesen csdkkentik a kifelé irdnyuld Na™
éramot. Ennek eredménye & depolarizdcid. A Na* ionok belépé-
sét koveti a K' ionok intracelluldris térbdl torténd kidram-
lésa és a Cl™ ionok belépése, mely tovébbi depolarizdciét ered-
ményez. Ha a Na™* pumpa aktivitdsa fokozddik, K" ionok Iépnek

be a nyugelmi potencidl megns, majd az eredeti ionslis megosz—
1és fokozatosan visszasdll., A Na® intracelluldris térbdl vals
kihajtdsa az eredeti értdk £516 emeli a nyugalmi potencidlt,
mely HODGKIN szerint megmagysrdzhatja a LORENTO DE NO /1947/

dltal észlelt snoxia utdni "overshoot"-t.

1552-ben LUNDBERG és OSCARSSON vizsgélték idegroston az snoxi-
&4t kovets "overshoot"-t, normél i1l. X' mentes kdzegben. 4

membrén potencidl ez anoxia utdn lo mV-val az eredeti érték
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T61lé emelkedett, éz 8 membrén vilasz K mentes k&zegben el-
maradt. HODGKIN és KATZ /1949/ tintahal érids axon nyugalmi
potencidljdt a Goldman egyenlet alapjdn szdmitva azt taldl-
ték,~hogy'az nagjon J6é1 korreldl a mért nyugalmi potencigl
értékével. Ezt az eredményt GRUNDFEST és mtsai /1954/ c&foltsk
meg elfszdr, akik dérids axonon & membrén potencidlt els8sor-
ban az elektrogén Na+'pumpéva1 és csak misodsorban az EKfval
magyardztdk. HODGKIN &s KEYNES /1955/ tintahal Srids axonon
dolgozva a kivetkez8 érdekes megfigyeléseket irtdk le:

1/ a Na'-efflux &s a K'-influx hiitésre csdkken,

2/ = Na® kihajtésa jelentdsen csdkkenthetd a kiilsd X

megvondsdval,
3/ az anyagesere gétlék lényegesen nem befolydsoljdk

sem az ékciés, sem a nyugalmi potencidlt.

Késsbb /1956/ ugyancsak a fenti szerzSk irték le, hogy tinta-
hal érids axonjdba fecskendezett Na™ megemell a membran poten-
cidlt, melyet a megntvekedett aktiv Na® kidramldssal magyarsz-
tak, Diszkusszidjukban l:1l-es kuplung ardnyt jelsltek meg,
azaz a pumpa 4ltal minden egyes Na® ion kihajtésa egy K' ion

felvételével jér egyiitt.

Macska motoneuronon dolgozva COOMBS és mtsai /1955/ azt taldl-
tdk, hogy Na elektroforetikus injekcidja utédn depolarizdcid 1ép
fel, amely a lecstkkent intracelluldris K koncentrdciéval van

6sszefiiggésben., lo-20 perccel késébb viszont a ryugalmi potencidl




lo-15 mV-al megemelkedett., Ez a jelenség TEA intracelluldris
addsdval nem volt kivdlthetd. Véleménylik szerint az elektro-
génn Na pumpa fokozott aktivitdsa okozta ezt a hiperpolarizé-

cidét.

RITCHIE és STRAUB /1957/ veldtlen idegroston tetanusz utdn je-
lentds hiperpolarizdciét észleltek, amelyet a neutrélisnak
tartott Na'© pumpa mikddésének tulajdonitottak. Konkluzidjuk-
ban a jelentkezd hiperpolarizdcidt a megmelekdett K felvéte-
1ével és ennek kapesén a membrén kiilsd oldalén helyilégvle—
cstkkend XK' koncentrdeidval magyarézték, mivel a pumpa erds
aktivitdsa folytédn a membrén kiils§ oldalédn olyan mérvi a K"
Telvétel, hogy az a diffuzids viszonyok miatt a szervfiirdébdl
pétlddni nem tud. CONNELLY /1959/ szerint a neutrdlis pumpa

nem magyardzza meg a béka idegroston észlelt tetanusz uténi
hiperpolarizdcidét, Tetanusz sorédn ugyanis az intracelluléris
térbSl vals folyamatos 4 vesztés nem engedi s Na+—pumpa ak-
tivitds fokozddés sordn a lokdlis K vesztést, tovdbbd egyen-
sulyi dllapot jon létre a K" kidremlds &s felvétel k&z6tt.

Az iondlis transzport-szisztéma CONNELLY szerint elektrogén,
amelyet késébb STRAUB /1961/, tovabbi RANG és RITCHIE /1968/
megerésitettek. Az irodalomban 1960, &éta a pumpa elektrogeni-
tdsdra vonatkozdan egyre tobb és t&bb bizonyiték lelhetd fel,
relyek szerint valdszintileg minden esetben, de legaldbbis rész-

ben a pumpa elektrogén.

2z
A
Fas

koncentriciévals, A Na' sejten beliili koncentriciéjénak emel-
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kedése fokozza a pumpa aktivitdsat, A pumpe ektivitdsa, mint
arra miér a fentiekben utaltunk a membrén ATP-dz aktivitdsd-
nak fliggvénye. Ha meggondoljuk, hogy a membrén ATP-4zt intra-
celluldrisan a Na'© aktivdlja, ugy egyértelmiinek tinik az &
Teltételezds, hogy ez intracelluléris Na™ koncentrécié emel-

kedése a pumpa aktivitds fokozdddsdhoz vezet.

A Ne—pumpa‘fiziolégiés feladata, hogy helyredllitsa az elto-
lédott ion egyensulyt, amely akkor Jjon 1étre, emikor egy ak-
cids potencidlt kovetden az intracelluldris Na* felszaporo-

dik és 2 K lecsdkken. Az intracellulédris Na' aktiv kipumpéd-

lésa a Na+—pumpa segitségével tobbféle médon jShet l1étre.

A neuron tedria szerint funkcionmsglisan a szinapszis biztosit-
Ja két sejt kozbtt az ingertilet tovaterjedését. Amikor az ideg-
roston toveaterjed§ idegimpulzus eléri a végkésziiléket, egy ké-
mial anyag, a transzmitter /4tvivé anyag/ szabadul fel a cal’
jelenlétében /1, VIZI, 1975/. A szinapszis preszinaptikus
membrdnjdbdl felszabaduld nagy mennyiségli transzmitter anyag

a szinaptikus résen dthalad és & posztszinaptikus membrén re-
ceptorain feJjti ki hatédsdt. Az eddigi elképzelések nem adtak
vélaszt arra az egyszeri kérdésre, hogy a tranézmitter anyag
hogyan és mi 1y en mechenizmus segitségével jut
4t & morfoldgiailag és funkciondlisen egyardnt jé1 meghatdroz—

hatdé preszinaptikus membrdnon. Kordbbi munkdinkban kimutattuk

/PATON, VIZI és ZAR, 1971; VIZI 1972; 1974b; 1975a,b/, hogy e




No© - K* - aktivdlta ATP-4z enzim gétldsa az ACh, illetdleg

a N& felszabadulésshoz vezet. Ca’ -rél kimitattdk /SKOU,1957;
ALDRIDGE, 1962; SOMOGYI és VINCZE,1962; SOMOGYI, 1964 a,b/,
hogy az egyik Iegérésebb gatlséja a membrén ATP-dz enzimnek,
1gy nagyon plauzibilisnek l4tszik az a feltételezés, hogy
fizioldgids feltételek kozdtt a‘Ca2+ belépés a membrén ATP-4zt
rdvid iddére /néhdny msec/ gétolja és ez teszi lehetdvé a

transzmitter membrénon toérténd dthaladdsdt /VIZI, 1972;
-1975a,b/.

A neurokémiai trqnszmisszié hatékonysdga azonban nem csak a
preszinsptilus membrdnbdl felszabaduld transzmitter snyag
mennyiségétsl fligg, hanem fligg a posztszinéptikus membrénon
végbemend folyamatoktdl is. A szinapszisban végbeménd neuro-
kémial ingertiletdtvitel hatdékonysdga tehdt filigg:
-1/ a felszabadult transzmitter mennyiségétsl, a felszaba-
duléds sebességétsl; \ | |
2/ a szinaptikus rés nagysigétdl /receptorslis szinten a
transzmitter anyag koncentrdcidjit befolydsolja/;
3/ a posztszineptikus membrin /effektor sejt/ 4llapotdtdl,
& recepcidtdl; |
4/ az ekcibés potencidl generalizéldsshoz szlikséges feltéte-
lektSsl. Ez az ingeriilet tovavitele szempontjibdl fontos.
A Na'-Kt-aktivélts ATP-d4z megtaldlhatd mind az ingeriile-
tet vezetd§ axonnak, a sejt testnek és a végkésziiléknek
membrénjdban, mind a fizioldgial miikddésben végreha jté

szerepet jétszd szOvetek /izom/ membrénjdban,




6.1. A preszinaptikus membrén Ne+—K*—aktivélta ATP-47

enzimjének szerepe a transzmitter felszabaduldsdban

A transzmitter anyag; amely az elektromos jelenségek ké-
mial 4tvitelében jétsziklfontos szerepet, preszinaptikusan he-
lyezkedik el. Ez az elrendezfdés is biztositjé az ideg ingeri-
Iet egyirdnyu vezetését., A szinapszis miikédését a diéddhoz le-
het hasonliteni; a transzmitter azt a funkcidt t&lti be, amit

az elektron: felelds az egyenirdnyitdsért.

6.1.1. Az ACh felszabaduléds, mint a Na'—K'-aktiv4lta ATP-4z

aktivitéds gdtldsdnak eredménye.

Korsbbi munkdinkbsn /VIZI, 19725 1973; 1974b; 1975a,b;
PATON, VIZI és ZAR, 1971/ kimutattuk, hogy azok a kisérleti
feltételek, amelyek a Na ' —K -sktivédlta ATP-4z enzim gdtldsd-
hoz vezetnek ACh felszabaduldst okoznaek a centrdlis és peri-
fériés kolinerg ideg végkésziilékbs1l. POULSEN /1974/ ouabain
hatésdra észlelt ACh felszabadulédst macska szubmandibﬁlaris
paraszimpatikus idegébél. Ouabain, PCMB Na¥- és K+-hiény,
-etilmeleimid /NEM/, ce?? helyettesitése B82+-al, etakrinsav,
amelyek valamennyien a membrdn ATP-4zt szignifikénsan gétoljék,
fokoztdlk az ACh felszabaduldsét a végkésziilékbsl /13. és 14.
tablizet/. Ezekbsl a kisérletekb8l azonban még nem lehet azt
a kivetkeztetést- levonni, hogy & membrén ATP-dz aktivitds gét-

Iésa per se lenne az ACh felszabadulds oka., A membrin ATP-4z
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gétldsa olyen véltozdsokat is 1létrehoz, & preszineptikus
membranban, amelyek maguk is részben, vagy teljesen felel§ssé
teheték ez ACh felszabaduldsért, A membrén ATP-4z gdtlésa a
kivetkez§ véltozdsokat hozhatja létre::

a/ depolarizdcidt,

b/ intracelluléris Na' emelkedést,
¢/ fokozott Ca®t belépést,

d/ az ACh felvételének gdtlédsst,

e/ az axon tlizelésének fokozdddsst.

6elelel. Depolarizdcid

LILEY /1956/ neuromuszkuldris szinapszisban azt ta-
14lta, hogy e miniatiir véglemezpotencidlok frekvencidja, amely
az ACh felszabadulédsnak indirekt jele, a depolarizdcid mértéké-
t61 fliggdtt. Kisérleteinkben /14sd. 7. ébra a,b/ 47.3 ill, 24
mM K-al depolarizdltuk a véglemezt és ACh szabadult fel. Ez a
felszabadulds teljesen gétolhaté volt ha a Krebs oldatbdl a
ca?* hidnyzott és ha 1 mM EGTA pufferrel biztositottuk, hogy
a Ca2+ koncentrécid ne legyen magasabb Zl.o"Io - 10-9 M-ndl.

- Mivel a membrdn ATP-4z béniték.Caz+ hidnyban is képesek voltak
ACh-t felszebaditeni /VIZI, 1972; 1975b/, igy kiz4rhaté az a
lehetfség, hogy a membrdn ATP-4z bénuldsa kdvetkeztében létre-
Jov8 nyugalmi potencidl csdkkenés /depolarizécié/ volna az

ACh felszabadulds oks.
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6.1.1.2. Intracelluldris Na' emelkedése.

BIRKS, /1963/ BIRKS és COHEN /1968/ szerint az
intracelluldris Na' emelkedése szoros Gsszefiiggésben van az
ACh felszabaduldssal. Digitélisz glikozidék, emelyek gédtol-
Jék a membrén ATP-dzt, fokozték a neuromuszkulédris junkeid-
ban a miniatlir véglemezpotencidlok frekvencigjdt /BIRKS,1963;

"ELMQUIST és FELDMAN,1965; BIRKS és COHEN, I968; BAKER és

CRAWFORD, 1975/, amely tulajdonképpen a nyugalmi ACh fel-
szabadulds indirekt bizonyitéka. Na¥ _ hidnyos Krebs oldat-
ben az Auerbach plexus /PATON, VIZI &s ZAR, 1971/, valemint
az agykéreg végkészlilékeib8l /VIZI, 1972; 1975b/ is észlel-
tiink szignifikédns ACh felszabaduldst, amely 082+-hiényban is -
tapasztalhatd vqlt; Ilyen kisérleti kdriilmények k5z5tt az
intracelluldris Na'@ emelkedése semmi esetre sem vdrhaté, bir
a membrén ATP-dz gétolva ven. Hogy a membrdn ATP-4z bénulds
nem az intracelluléris Na™ megemelésével hoz létre ACh fel-

szabaduldst, bizonyitja még az a tény is, hogy ha az extra-

celluléris Na'-t teljesen Litera cseréljik ki, ugy is az ACh

felszabadulds szignifikdns emelkeddse tapasztalhatd /VIZI és
mtsai, 1972; VIZI, 1974a/. Az a tény, hogy az ouabain alkal-
mazédsa utén / 44.4bra/ 15 mp-en belil szignifikdnsen fokozd-

dik az ACh felszabadulédsa, szintén azt bizonyitja, hogy az

ACh felszabadulds oka a membrdn ATP-gz gaétlésa és nem az intra-
celluléris Na™ felhalmozddédsdnak kbvetkezménye, hiszen ilyen ro-
vid id6 alatt e Na' nem tud felszaporodni. Bér meg kell Jegyezni,

hogy a végkésziilék felszindnek é&s térfogatédnsk ardnya nagy, igy
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Ouabain ACh felszabaduldst okozé hatédsa, Tengeri malac hosszan-
ti simaizom /Auerbach plexus/ preperdtum. Krebs oldat, 95 % O,+
+ 5 % CO,. ACh felszabadulédst PATON és VIZI /1969/ médszeréve%
mértilk. “Figyeld meg, @z ouabain adédsa utén azonnal /15 mp/ je-
Tentkez§ ACh felszabaduldst, VIZI /J.Physiology, 226: 95-117,
1972/ k6zleményéb8l ujra rajzolva.

igy gyors iondlis vdltozdsok képzelhetSk el. BIRKS elképzelése
ellen szdlnak tovdbbéd KATZ és MILﬁDI /1967/, valamint RAHAMINOFF
/1970/ kisérletei, akik ezt taldlték, hogy az extracelluléris
Na™ teljes kicsefélése C82+-ra sem befolydsolja a végkésziilék
direkt deporalizéciéjénak ACh-t felszebediét hatdsst. Tehst tel-
jes Na™ hidnyban, amikor az intraceliuléris Na™ felszaporoddsa

elképzelhetetlen, ugyancsak van ACh felszebadulés,
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6.1.1.3. Fokozott Ca®’ belépés.

| £f1taldnosan elfogadott tény, hogy a trenszmitter fel-
'szabadulédshoz /1. RUBIN 1970/ a kﬁlsG oldatban k4lcium jelen-
1léte szﬁkségés. De a vasbpressin vagy m4s neurohormonok

/DOUGLAS 1966/ felszabaduldséhoz is elengedhetetlentil sziiksé-

ges a kdlcium jelenléte,

Olyen kisérleti feltételek mellett, emikor a Na =K' aktiv4l-
ta ATP-dzt gétoljuk /ouabain, PCMB, Na+-hiény, NEM, K+—hiény,

stb./ az intracelluléris Na™ felszaporodik és ez egy fokozott

2+

Ca”  influxot eredményez. Valéban kimutattdk, hogy az ouabain

Ak koncentrdcibé jét cortex sze-

megndveli az intracelluldris Ca
leteken /OKAMOTO és QUASTEL, 1970; SWANSON, 1968/ és izoldlt

szinaptikus végkészliléken /BLAUSTEIN és WEISMANN, 1970/.

pmol g-1 min-1
15004
e Ouabain 2x10“M
7 — 3 min
@ 1000 -
o
1)
® i
S
500
Ca2*-free +EGTA
=] = stim. 3Hz
45, 8bra

OCuabain ACh felszabaditdé hatédsa Caz+-mentes kisérleti feltételek
koz6tt. Tengeri malac izolélt hosszanti simaizom-Auerbach plexus.,
Krebs oldat, 37°C, 95 % O, + 5 % CO,, Ezerin szulfét, 2 ug/ml.

3 kisérlet dtlaga, S.E.M.
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Igy jogosan meriil fel az a probléma, hogy a membrén ATP-4zt

2

gétldék alkalmazidsa esetén & felfokozott Ca + belépés lenne

az ACh felszabaduléds oka. Ha a membrdn ATP-dz gétlds per se

szabaditja fel az ACh-t, akkor nyilvdnvaldan az ATP-4z béni-

2

téknak Ca®™t hidnydban is ACh felszabaduldst kell okozniuk,

A 45, 4dbra mutatja, hogy ouabain Ca2+ hidnyban is megemeli
az ACh felszabaduldst. Egyébként a ca®™ megvonas a Na+hiény
ACh felszabadidt hatdsst sem gdtolja meg az Auerbach-plexus

kolinerg végkésziilékeibdl /PATON, VIZI és ZAR, 1971/. Meg kell

azonban jegyezni, hogy ca®t hiényos oldatban az ouabain keve-

sebb ACh-t szabaditott fel /1. 13. tédblédzat/. Minden valészi-

2

niiség szerint a felfokozott Ca“™ belépés additiv médon fokoz-

za az ACh felszebadulést. Egyébként digoxin Ca?’-hidnyben és
Mg2+ jelenlétében is megemeli a miniatlir véglemez potencisl

frekvencidjat /BIRKS és COHEN, 1968/,

Ezek az adatok azt bizonyitjék, hogy ha membrin ATP-4z béni-

tékat, vagy olyan kisérleti feltételeket alkalmazunk, amikor

a Na*-K+-aktivé1ta ATP-4z gdtolva van, nem sziikséges az extra-

cellulédris Ca2+ jelenléte az ACh felszabaduldshoz.

Természetesen felmeriil az a lehetSség is, hogy pl. ousbain

hatédsdra a mitochondriumokbdl szabadul fel a Caz+

2

, megnoévelve
ezdltal az intracelluldris Ca“’ koncentricidjét s ez az ACh
felszabadulds oka. Korgbbi kisérleteinkben /VIZI, 1972/ kimu-
tattuk, hogy KCN /lo™°M/ vagy DNP /6x10o™*M/ csak kismértékben
emelte meg az ACh felszabaduldsdt, bér a mitochondriumokbél je-

lentés mennyiségi ce®*-t szabaditenak fel /BAKER és mtsai,1967/.
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Iz0141t patkdny agykéregbdl DNP addsa utén lo perccel az

ACh felszabadulds %4.06 pmol/g.min-rél 44.69 pmol/g.min-re
emelkedett /VIZI, 1972/. Ez a nidvekedds /23,8 %-os/ lénye-
gesen kisebb, mint amit ﬁembrén ATP-4z gdtldkkal el lehet
érni /loo-400 %/, FISCHIR és mtsai /1974/ kisérleteikben
1z0l41t patkdny agykéreg szeleten DNP hatdsdra 50 %-os emel-
kedést mértek, BEANI és mtsei /1966/ viszont, a DNP-t hatés-
talannak taldlték m.e.e.p. frekvencidt mérve, ami azt jelen-
ti, hogy nem fokozta az ACh‘felszabadulését a neuromusculdris
Junkcidben. Zgyébként MILEDI és SLATER /1966/ azt észlelte,
hogy Ca2+-mentes oldatban tintshal érids axonjgbdl nem sza-

2+—t adtak intracelluldrisan.

badul fel transzmitter ha Ca
Ugyanakkor igen kis mennyiségii Ca2+ lokdlis extracellulédris
alkalmazdsakor & szinapszis ismét miiksdni kezdett. Néhény év-

vel késébb viszont MILEDI /1973/ kdz8lte, hogy Loligo wvulgaris
2+

genglion prepardtumdn tetrodotoxin jelenlétében Ca intra-
célluléris addsa még az extracelluldris 082+ megkdtése /La3+
vagy Mh2+/ esetén is néhdény tized milivoltos depolarizdciét
okoz a posztszinaptikus membrénon, esmely valdszinlileg a transz-
- mitter felszabadulds jele. Ez azt jelentené, hogy az intracel-

luldris Ca°t

a bazdlis membrén bels8 felszinén is olyan vdlto-
zésokat tud létrehozni, amelyek transzmitter felszabaduldshoz
vezetnek, E kisérlet sorozatban azonban nem lehetett kizdrni
annak lehet&ségét, hogy a Ca2+-pipetta intracelluldris beve-
zetésénél a membrénnak egy olyan séritilése jon létre, amely

lehet&vé teszi, hogy a Ca®' kiszdkjon /leakage/ és igy az

\
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intracellIuldrisan adott Ca2

* tulajdonképpen & membrén kiils§
részén gdtolnd a membrdn ATP-dzt, emi azutdn transzmitter
felszabaduldst eredményezne. Természetesen az is lehetséges,
hogy a membrédn ATP-dz nem tesz kiildnbséget a kiviilrdl befelé,
vagy belulrsl kifelé haladé Ca® kozott. Bérhonnsn is jon s
cat /fizioldgidsen kivilrél befelé/ az gitolni képes a membrén
ATP-4zt, melynek eredménye ACh felszabadulés.

Véleménylink szerint fizioldgids korilmények kizdtt a CaZ+
Jétsza azt a szerepet, amit a fentl kisérleti kdrilmények ko-
z6tt a membrdn ATP-dz bénitdk.

6elelsd, ACh felvételének gdtlésa.

A neurokémiai transzmitter anysgoknak az elbontd
enzimen kiviil a mésik jelentSs inaktivéciés mechenizmusa a
szbvetl felvétel /uptake/. Noradrenelin esetében ezt egyértel-
miien bizonyitottnak vehetjik /1., IVERSEN, 1967/. A NA-nak nines
olysn elbontdé enzimje, amely extrsneurondlisan helyezkedne el
és rendkivil nagy ektivitdssal bontand le a felszabadult NA-t,
A katecholoximetiltranszferdz /COMI/ bédr extraneurondlisan he-
lyezkedik el, de nagyon lassan bontja a NA-t, igy fizioldgidsan
a gyors felvétel jétszik dénts szerepet a NA insktiv4ldsdban.
Ezzel szemben viszont az ACh végkésziilékbe vald visszavétele
nem jelent&s. Azonban a pre- és posztszinaptikusan elhelyez-
keds kolineszterdz gyorsen elbontjs a felszabadult ACh-t ko-

linra és acetdtra és a kolin bioldégiailag mér inaktiv. 4 vég-
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készlilék kolint vesz fel mely az ACh reszintézisében jétszik
‘szerepet. LIANG és QUASTEL /1969/ patkény agykéreg szeleten
kimutattdk, hogy az ousbain egy nem kompetitiv gdtléje az

ACh felvételnek. Amikor a felszabedult ACh mennyiségét mér-
Jik, akkor kolineszteréz‘bénitét - ezerint - is alkalmazunk. -
Ezeriﬁ maga is gdtolja /MANN és mtsai, 1939; ELLIOT és
HENDERSON, 1951/, ez egyébként nem jelent6s ACh felvételt,
igy nem volna helyes arra a kidvetkeztetésre Jutni, hogy a
membrén ATP-4z gdtléds esetén azért kapunk fokozott ACh fel-
szabadulést az extracelluldris térben, mert a felvétel gdtol-
ve van; 2,4-dinitrofenol, mely szintén gdtolja az ACh felvé-
telét /LIANG és QUASTEL, 1969/ nem fokozta lényegesen az

ACh felszabaduldsat /VIZI, 1972; FISCHER és mtsai, 1974/.

6.1e1le5. Axondlis tlizelés fokozdddsa.

A membrén ATP-4z bénitdsa megemeli a Na™ intracellu-
léris koncentrdcidéjdt, ami viszont, ha 4tmenetileg is, az
axondlis tiizelds fokozdddsét hozhatja létre. A kérdés most’
mér az; vajon a fokozott ACh felszabadulédsnak, - amelyet
" membrién ATPQéz bénitds esetén.ésélelﬁnk, - nem a8 fokozott
axondlis tilizelés-e a kizdrdélagos oka; Ez a kérdés elddnthetd
volt tetrodotoxinnel, emely a Na™® belépés gdtldsdval az ideg-
vezetést teljesen fel tudje fliggeszteni /NARAHASHI és mtsai,
1964/, Ouebain tetrodotoxin jelenlétében is ACh-t szabadit fel,
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bér a felszabadulds kisebb, mint tetrodotoxin nélkdl /VIZI,
" 1974b/. Ez azt jelenti, hogy a végkésziilék membrdn ATP-4z
aktivitdsdnak gétldsa éltal Iétrehozott ACh felszabaduldson
kivﬁi, valdszinlileg az axonok tiizelése 41ltal kivdltott ACh
felszabadulds is hozzdjérul & mért transzmitter felszabadu-
I4shoz. A Na'-mentes kSzeg ugyencsak emelte /300 %-0s/ az
ACh felszabaduldst, shol viszont az idegi vezetés mir telje-
sej gdtolt s igy hatdsa természetszeriileg nem érvényesiilhet,
A membrén ATP-4z azonban bénitva van, tehdt az észlelt ACh
felszabadulds ennek tulajdonitheté. Ezek az adatok arra utal-
nak, hogy a membran ATP-dz gdtldsa - bdr valdsziniileg csak
dtmenetileg - az axondlis tiizelés fokozdéddsaval egy addicio-
ndlis ACh felszabaduldst eredményez, de a Na*—K"-ektiv4lta
ATP-4z gétlésa per se is létrehoz ACh felszebaduldst. A
Né+-mentes oldatben észlelt ACh felszabadulds kizdrélagosan
a membrén ATP-dz bénuldsdval magyardzhatd,

6.1.1.6. ACh és NA felszabadulds, mimt a Na =K —aktivélts

ATP-47 és a hozzidtartozd K+-fﬁgg6 foszfatdz enzimek

aktiviﬁés'gétlésénak eredménye.

El8z8ekben bizomyitottuk, hogy a membrén ATP-4z béni-
tdk dltel okozott ACh felszabadulds jelentés részét nem s memb-
rén ATP-4z enzim gdtlésa kévetkezményeképpen fellép8 depolari-
zdcié, intracelluldris Na* emelkedés, fokozott Caz+—belépés,
fdkozott exondlis tiizelés vdltja ki. Igy pleuzibilis az a fel-
tételezés, hogy az enzim gétlésa per se az oké a fokozott ACh
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felszabaduldsnak. Felmerlil a kérdés mi tdrténik fizioldgids
kdriilmények kozétt ? Az akcidés potencidl az idegszdvetben a
Ne+-belépése mellett C82+—be1épést is okoz, A CaZ+-r61 vi-
szont patkdny agykéreg szeleten kimutattdk, /SOMOGYI, 1964e,
b; SOMOGYI és VINCZE, 1962/, hogy loo mM Na*, 20 mM k' &s

5 mM Mg2+ jelenlétében koncentrdcidtél fiigglen gidtolja a

6M koncentridcidban a Ca2+ kb.

Na'-K'-sktivélts ATP-dzt. 5xlo”
50 %-os gétldst okoz. Ma mér egyértelmiien bizonyitottnak ve-

~ hetd, hogy az idegszdvet depolerizdciéja /HODGKIN és KEYNES,
1957/, az akciés potencidl /HODGKIN és KEYNES, 1957/ jelent@s
Ca2+-inf1uxot eredményez. Igy feltételezziik, hogy fizioldgids
koritlmények kozott a Ca®' &thatolva a baz&lis membrénon &t-

' ménetilég gatolja a Na "K' -sktiv4lte membrédn ATP-4zt és a
bazdlis membrin-egy igen rdvid iddtartamra permeasbilisséd v&lik,
és az ACh az intracellulédris térbs8l az extrécelluléris térbe
Jut, e2hol eleget tud tenni trenszmitter funkciéjének., HARVEY
€s McINTOSH mér I94o-ben felismerte, hogy extracelluldris

ca2+ mindenképpen sziikséges az ACh felszabaduléséhoé. KATZ és
MILEDI /1967/ igazolfa, hogy bdr a végkésziilék depolarizdlhaté
Caz+ hidnyéban, de transzmitter nem szabadul fel, Calcium je-

lenlétében az akcids potencidl utén néhény ms. mulve kezdbdik
csak az ACh felszabadulédsa,

BAKER és CRAWFORD /1975/ béka sartorius-ischiadicus prepars-
tumon minietiir véglemez potencidlokat regisztrdlve ugyancsak

a8zt taldlta, hogy a membrén ATP-4z g&tlésa /ouabein, K -hidny/
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még C82

* hién&os oldatban is fokozza az ACh felszabaduldsit.
Egyetértve azzal sa feltételezéstinkkel, hogy a Na+-pumpa gat-
ldsa kulcs szerepet jdtszik az ACh felszabadulédsdben, mint

oki tényezét, az intracellulédris K& lecsOkkenését emliti,

Nem kétséges, éz valdében a Né+—pumpa gétldsédnak eredménye,

de oki szerepe kénnyen kizsrhatd azzal, miszerint nem valé-
szinil, hogy az ACh felszabaditésdban szerepet Jjétszon egy

olyan tényez8, amely egyébkémt az ACh szintézisdnek gétldsé-
‘hoz vezet /PATON és mtsai, 1971/, nevezetesen az intracellu-
léris K* lecstkkendse. Ismeretes, hogy magass intracelluléris
K" koncentrécis kell az ACh szintézisében résztvevd acetil-CoA-
~szintetdz aktivitdsshoz /WEBSTER, 1966/, velsmint a piruvt-
kindz mikddéséhez /TAKAGAKT, 1968/, Ugyancsak céfolje sz intra-
celluldris K hidny szerepét az a kisérleti tény is, hogy ha
K=t Rb+-al‘he1yettesitjﬁk ACh nem szabadul fel, bdr az intra-
celluldris K koncentrdeid alacsony. Ez a tény viszont tdmogat-
ja azt az elképzelésiinket, hogy e membrén ATP-iz sktivitdsa fo-
lelds az ACh felszabaduldsért, Rb™ helyettesiteni tudja a K'-ot
az enzim aktiv4lgsdban /BAKER és CONNELLY, 1966/, igy nem gat-
16dik ez ATP~4z és nem szabadul fel ACh,

GARCIA és KIRPEKAR /1973/ kimutatta macska izol4lt 1ép szele-
ten, hogy Na+4hiényos oldatban & NA felszabadulds fokozddik.

A NA a végkésziilékben a vezikuldban dopamin- -hidroxilézzal,
ATP-al és chromogranin-A-val egyiitt helyezkedik el /SMITH és

WINKLER, 1972/, Mivel a NA felszabaduldssal egyidejiileg a




- 124 -

szerzO6k nem észleltek dopamin- -hidroxilédz enzim felszabadu-
lést, igy a Na+-hiény NA-t felszabadité hatédsdt a raktirozist
befolydsold gétls hatdssal magyardztdk, és igy nem tartottdk

a felszabadulds ezen formdjdt a fiziolégidshoz hasonlithats-
nek. Exogitézisnél a NA-al egylitt fent emlitett alkotdrészek
is kitirlilnek. A kérdés azonban az, hogy vajon fizioldgids ko-
rilmények k&z6tt az exocitdzissal szabadul-e fel a NA ?
LASTOWECKA és TRIFARO /1974/ viszont azt taldlta, hogy a Na'-
megvonds esetén fellép§ NA felszabadulds ATP és dopamin- -
-hidroxildz tirtiléssel j4r egyiitt mellékvese veldédllomdnyban.

A NA /dopamin—ﬂ-&ddroxiléz és a NA/ ATP arény ugyenolyan volt,
mint a granulédban. Ez azt igszolja, hogy‘a Na+-megvonésra Jje-
lentkez8 NA felszabadulds exocitdzissal kapcsolatos., Kis mo-
lekula sulyu citoplazmatikus fehérje és tejsav-dehidrogenéz
nem volt a perfuzétumban, ami azt igazolja, hogy nines sejt-
kdrosité hatédsa Ne+-megvonésnak. |
Kimutattuk, hogy & noradrenerg transzmissziéju patkény Vas de-
ferensb6l Na'-K'-aktivdlta ATP-dz bénitélouabain hatdsdra
ct-NA szabadul fel /VIZI, 1974b/, akﬁr volt Ca’™ agz inkubgl4
oldatban ak4r nem, ‘

LASTOWECKA és TRIFARG /i974/ kisérleteiben a Na'-hidny akkor

is felszabaditotta a NA-t, emikor ca®*

nem volt az oldatban,
Ezek a kisérleti eredmények arra utalnak, hogy az ACh-hoz hason-
1éan NA-ndl is a bezdlis membrén ATP4z enzimjének gdtldsa kules

szerepet jatszik e transzmitter felszabaduldssgban, Pizioldgids
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kériilmények kozdtt a beléps Caz+

gétolnd a membrdn ATP-4zt
és ez tenné lehetsvé a NA felszabadulédsdét /VIZI,1974b/. A
382+ jobban fokozza a catecholaminok szekréciéjat mint &
Ca’™ /DOUGLAS és RUBIN, 1963; 1964/, & Ba2" viszont jobban
is gdtolja a membrén ATP-dzt, mint a Ca2+, és valdszinlileg
ennek tulajdonithaté, hogy hatdsdra az ACh /PATON és mtsai,

1971/ és NA felszaebaduldsa intenzivebb.

6.1.1.7. ACh felszabadulds humdn izoldlt agykéreg-szeletbsl

membrdén ATPdz gdtlds hatdsdra.

A fizioldégus, a farmakoldgus 4llat kisérletei sordn
tulajdonképpen modelezni prébidlja az emberi szervezet funkeci-
6it. Azonban vannak esetek amikor az emberi szervezetbdl, f6-
leg miitétek sordn nyert.preparétumokon lehet kisérletezni.Igy
indirekt emberi extrapolélt tudoményos kdvetkeztetések helyett
régton direkt vdélaszt lehet kapni a feltett kérdésre. Meningeoma,
gliobastoma és astrocytoma mistt végzett agymiitétek sordn a
behatolds helyén ép szilirke dllomédnyhoz jutottunk. # gzdvet dara-
bokat, kivétele utén rsgtdn szobahéfoku /22°C/ karbogénnel dt-
éramoltatott Krebs oldatba tettiik. 30 percen beliil 2ml-es szerv-
edényben 37°C-on a kisérleteket megkezdtik., A szdvet darabok
sulya 4o-1%0 mg kdzbtt vdltoztek. A diffuzids viszonyok megja-

vitése miatt a kéreg darabokat 2-4 mm vastag szeletekre vég-
| tuk. Ezerin szulfdt /2 ug/ml / jelenlétében mértilk a felszaba-
dulé ACh mennyiségét. McINTOSH és PERRY /1950/ médszerével az
ACh tartalmat is megmértiik.
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Akdr csak patkédny izold4lt agykéreg szeletb8l, humdn sziirke
dllomény végkésziilékeibsl is ACh szabadul fel ouabsin hetéd-
sdra. éxld-SM ougbein hatdsdra a nyugalmi felszabsdulds

T80 & 1,73 pmol/g.min-r61l 45.4 = 7.5 pmol/g.min-re emelke-
dett. Az emelkedés szignifikéns, 'p<0.ool. Felt\'ih6, hogy pa’c-‘
kany agykéreg szeletbll is kb. hatszoros emelkedést v4ltott
ki az alkalmazott koncentrdeiéju ousbain /14sd a 153. féblézet
adatait/. Az ACh tartalom 719.8 % 56.1 pmol/g volt.

Lzzel a kisérlettel bebizonyosodott, hogy a membrin ATP4z bé-
nitdsa emberi agykéreg végkésziilékeibsl is fokozza az ACh

felszabaduldsst.

6.1.2, Membrdn ATP4z aktivitds fokozdddsa és az ACh felszeba-~

dulds gdtldsa

Az eddigiekben azt bizonyitottuk, hogy ha a membrsn
ATP4z gé4tolva van, akér Ca2+-al, akér membrédn ATP~-4z bénitdk-
kal, ACh szabadul fel a végkésziilékekbdl, Magstsl értetdds,
hogy a mémbrén ATP4z izgalmdnak viszont az ACh felszabadulis

cstkkenéséhez kell vezetnie.

Szémos szerz8 /RANG és RITCHIE, 1968; BOLTON, 1973/ leirta,

hogy tartds k+-megvonés utdn & K =t visszaadve ardnylag tartds
izgalma jon létre a Na+-pumpénak, amely elektrogén hiperpolari-
zdcidt okoz. Mivel K+-hiényban - ellentétben a Né+-megvonéssal -
ingerelni is lehet az ideget, igy egy kitiind lehetdség adddott,
hogy tenulményozzuk a Na+-pumpa fokozott aktivitdsdnak a hatdsst

az ingerléssel kiv4ltott ACh felszabaduldsra. Tengeri malac
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10 min
At

readmission of K¢

1000+

500+

Acetylchotine release, pmol g-misr!

K=free
tetrodotoxin , 10" M acrxxcrcaxs

46, 4bra

K+—hiény ACh felszabaditdé hatésa tetrodotoxin jelenlétében.
Visszaadott K ACh felszabaduldst gdtlé hatdsa. Tengeri malac
ileum hosszanti simaizom /Auerbach plexus/ preparitum. Krebs
oldat, 95 % 0, + 5 % CO,. ACh felszabaduldst PATON &s VIZI

- /1969/ médszerével mértikk. Figyeld meg, hogy TTX jelenlétében

K megvonds ndveli az ACh felszabaduldst., K visszaaddsa utdn
ACh felszabadulds csékken. .

Readmission of K+

-
©
1

o
"

Acetylcholin release nmol g-! min-1

90 min 20 min
o K=free

stim. 1.0 Hz

.47. dbra

K-visszaadds ACh felszabaduldst gétldé hatdsa K-mentes Krebs
oldatban /90 perc/ tertott Auerbach plexuson. Tengeri maslac izo-
1é1t hosszenti simaizom-Auerbach plexus preparsdtum. Ezerin szul-
fét, 2 ug/ml., 95 % O, + 5% CO,. "Field"-ingerlés: 1Hz, lms; loV/cm,
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min

120 4 +On

60 4

Exposure time to K—free solution

0 r— O —
100 500 1000

Acetylcholin release, pmol g~} min=1

48, dbra
K-visszaadds ACh -felszabaduldst gdtlé hatdsdnak fliggése =
K-megvonds iddtartamdtdl. # K-visszaadds utdn elért legala-

csonyabb felszabaduldsi sebesség lett figyelembe véve. Egyéb-
ként 1d4sd a 47. gbra szdvegét. ' '

hosszanti simaizom—Auerbach plexus /PATON és VIZI, 1969/ pre-
peratumdn vizsgdlva a kérdést azt tapasztaltuk, hogy a K+-meg-
vonds hatdséra szignifikdnsan megnétt az ACh felszabadulds
189.9 pmol/g.min-r81 912.5 pmol/g.min-re /46. &bra/. 90 perc
utdn a X visszaaddsdra a felszabadulds gyorsan Iecsﬁkkent 8.8
pmol/g.min-re., Mint a 46, gbrdn is l4thaté tetrodotoxin /10'6M/
nem befolydsolta a K-megvonds ACh felszebadité hatdsdt, emi
arra utal,.hogy a K-hidny hatdséban axondlis tiizelés fokozdddsa
nem jétszik szerepet. K-megvonds az ingerléssel kiviltott ACh
Telszabaduldst is fokozta /47. dbra és 15. t&blézat/. 5,9mM

K visszaaddséra viszont a felszabadulds 1112.2 % 271.8 phol/g.

min-rél gyorsan 1%0.0 12,4 pmol/g.min-re cstkkent /47. &bra/.




- 129 - .

A cstkkends szignifikdns, p < 0.0l. A csOkkenés csak 4tmene-
tinek bizonyult és nem tartott tovébb, mint 25~50 perc. A
cstkkenés mértdéke attél fligegdtt, hogy mennyi ideig tartot-
tuk K~mentes oldatban az Auerbach plexust /48, 4bra/. loo
percnél higba tartottuk tovébb a prepardtumot K-mentes ol-
datban a K-visszeaddsra bekdvetkez8 gyors cstkkenés és an~
nak idétartema nem fokozddott tovdbb., Hasonld megfigyelést
k6251t RANG és RITCHIE /1968/ vagus izoldlt C roston, shol
a.nyugalmi potencidl valtozdsdt tanulmdnyoztdk és megdllapi-
totték, hogy K-megvonds utén visszaadott K a ndtrium pumpa
aktivitdsénak extrém foku fokozdéddsdhoz vezet. BOLTON /1973/
is hasonlé kovetkeztetésre jutott simaizmon., Igen érdekes,
hogy 1z0l4lt cortex szeleten nem észleltiink ACh fokozbd4st
K-megvonds hatdsdra: 6o percig tarté X megvonds hatédsdras az
ACh felszabadulds 24.5 + 1.8 pmol/g min-r8l 29.7 5.3 pmol/
g min-re emelkedett /p > 0.05; n=4/. Ebben az esetben valdszi-
ntileg arrdl van szd, hogy a K-nak a flirdéb81l valdé megvondsa
még ném vezet az intracelluldris tér K-koncentrdcidjénak tel-
Jjes lecstkkenéséhez, ami viszont~e1engedhetet1en'feltétéle a
membrén ATPdz gdtldsdnak. Az izoldlt agykéreg szeleten, bér-
mily vékonyra is van az‘végva /0.2-0.4 mm/, a fiird6vel direkt
“médon csak a legszéls8 rétegek érintkeznek é&s megfeleld diffu-
zids viszonyok csak itt.vannak biztositva., A tengeri malac
ileuménak hosszenti simeizom - Auerbach plexus prepardtuma
ebbdl a szempontbdl egyedildlls készitmény: az extracelluléris
tér praktikusen megegyezik e szervfiirdd oldatédval. Egyébként
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veliink hasonld nehézségbe {itkSzdtt KEYNES /1954/ és BIRKS és

COHIN /1968/ is. Elektrofiziolégiailag vizsgdlva a K megvonés
‘hatdsdt nem észlelték a m.e.p.p.-ek frekvencidjédnak fokozdd4-

sdt. Ugyanakkor BAKER és CRAWFORD /1975/ megerdsitve korébbi
adatinkat /VIZI, 1972/ sbeciélis "superfusion" technikdval

végplemez potencidlokat regisztrdlva a K-megvonds utén a m.e.e.p.-ok

frekvencie fokozddédsat észlelte, azaz az ACh felszabsdulds fo-

kozd8dds4t.

admission of Cs*

;

admission of Rb* 2000+

@
o
°©

1500+

1000 1000+

v

o

o
1

== 500-

._f: |
\L‘_;f . : 90 min 20 min

90 min 20 min

Acetylcholine release, pmol g-! min-!

Acetylcholine release, pmol g-! min-!

K-free K-free+ K-free ey ey K=freo+
stimulation, RbCI,5,9 mMm stimulation, 1Hz CsCl, 59mM
iHz
.49, &brs

Rb* hatdsossdga /a/ és a Cs™ hatéstalensdga /b/ a XK' helyette~-
sitésben az ACh felszabadulds vonatkozdsiban. Tengeri malac
ileum hosszenti simeizom /Auerbach plexus/ prepardtum. Krebs
oldat, 95 % O, + 5 % CO,. 1 Hz-es Field ingerlés shol jelezve

van /1 msec, suprameximilis inger/. +
K-megvonds utdn Rb -t adva sz ACh felszabadulds gatlddik, Cs

hatsstalan.
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Ha a KCl-t RbCl-al helyettesitettiik, akkor nem emelkedett

meg az ACh felszebadulds és az nem csbkkent, ha 5,9 mi

KCl-t odtunk. Zz azt jelenti, hogy a Rb' helyettesiteni tud-

Ja & K et 2z ACh felszabadulds mechanizmusdban., Ezzel szemben
a Cs™" ﬁem tudta helyettesiteni & XK'=t /49. #bra/. A Rb™ azon-
ban nemesak itt, henem a membrdn ATP-dzra kifejtett hatédsdban
is helyettesiteni tudja a K' =t /1. SKOU, 1975/. Ez az adet az
ACh felszabadulds és a membrén ATP-dz aktivitdsa kdzotti szo-

ros Osszefliggés egy ujabb bizonyitéka.

Ha nem 5.9 mM X adtunk vissza a Krebs oldathoz, henem & Na™
megfeleld cstkkentése mellett 47.% ml~t az ACh felszabadulés
akkor is lecsdkken 8%8.6 ; 41,5 pmol/g.min-rdl 680.5 = 71.6-
-re /n=3/. Ami teljesen vératlan eredmény, hiszen ha a membrsn
- kbvetné a Nernst egyenletet, akkor most jelent&s ACh felszaba-
duldst kellene észlelniink /1. 6. &bra/. Azonben valdsziniileg
a membrén ATPdz aktivaldddsa fliggetleniti a membrdnt a szokisos

torvényszeriiségektsl.

Tovidbbi kisdérleteinkben arra voltunk kivéncsiask vajon a

membrén ATP4z izgatdsdnak ACh felszabadulédst g4tld hatdsa
frékvencia fiiggb-e. A 15. téblézat mutatja a tengeri malac
ileum hosszanti simaizom- Auerbach plexus prepardtumon kapott
kisérleti eredményeket, K-visszeadds, azaz a membrdn ATP4z iz-
galma, nemcsak az 0.1 Hz-es, de a lo Hz-es ingerléssel kivdltott

ACh felszabaduldst is lecsdkkentette, bér azt kisebb mértékben.
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‘Amig a felszabadulds 0.1 Hz-nél 465.9 X 24,2 pmol/g.min-r81
63,0 = 4.0 pmol/g.min-re céékkent, addig lo Hz-nél a 2280.2

I 1187.5 pmol/g.min-ré61 csak 649.8 T 67.4 pmolg’l-re. Ez ar-
‘ra utal, hogy a membrén ATP4z izgelma a nagy frekvenids in-
 gerléssel kivdltott ACh felszabadulést is részben gidtolni
tudje. Itt is felmeriil azonban, hogy esetleg nem a Na -K'-
-aktivdlts ATP;éz éktivités fokozdbdésa pér se az oka az ACh
felszabadulds gétlésnak, henem ennek valamelyik k&vetkezménye.

Melyek lehetnek ezek ?

6ele2.1, Hiperpolarizdcid.

Az elektrogén Na+épumpa aktivitds fokozdéddsdnak az

~ eredménye C-roston /RANG éé RITCHIE, 1968/ és simaizmon /TO-
MITA és YAMAMOTO, 1971; BOLTON, 1973/ a nyugalmi potenciil e-
melkedése., Azonban nem valdszinii, hogy egyediil a nyugelmi po-
tencidl emelkedése okoznd az ACh felszabadulds csbkkenését,
Maga a hiperpolarizdcié tulajdonképpen fokozza s véglemez po-
tencidlok quantélié trenszmitter tartalmdt /HUBBARD és WILLIS,
1968/, bér a nyugalmi ACh felszabaduléssai analdég miniatir vég-
lemez potencidlok frekvencidjét csdkkenti /LILEY, 1956/. Az
égy ingeriiletre felszabadulé ACh mennyisdége kisérleteinkben
jelentésen 1e§sékkent, igy ezt a nyugalmi potencidl v4ltozdss-

val magyardzni nem lehet,

6.1.2.2, Intracelluléris K emelkedése.

© A membrdn ATP4z izgatdsa az Ki emelkedéséhez vezet.
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Mivel az ATP4z enzim izgsatédsa gdtolta az ACh felszabaduldssdt,
ezt ugy is lehet értelmezni, hogy az intracellulédris X koncent-
récid emelkedése az ACh felszabaduléds csdkkenéséhez, s K, cs8k-
kenése pedig, ami egyébként a K-mentes oldatban illetfleg memb-
rén ATP4z gdtld jelenlétében bekovetkezik, a transzmitter fel-
szabadulds fokozdlddsdhoz vezet. BAKER 4s CRAWFORb /1975/ K-hié-
nyos oldetban kapott m.e.p.p. frekvencia fokozdddst tulajdon-
képpen igy megyardzza. Ez az elképzelés a‘Ki szerepét hangsu-—
lyozza a transzmitter felszabaduldsban. Rb-al végzett kisérle-
teink azonban kizdrjdk ezt a lehetdséget. Hs Rb-t adtunk vissza
K~mentes oldathoz az ACh felszabadulds szintén teljesen gétolva
volt /49. dbra/, K belépés lehet&sége pedig ki volt zarva.

Az igaz, hogy a Rb teljesen helyettesiteni tudja'a K-t = memb-'
rén ATP4z ektivédldsdban, viszont.ez & tény megint a membrén

TPéz aktivitdsinak fontossdgdt hangsulyozza csak.

6.1.2.%3. Intracelluldris Na csdkkenése.

A Na'-K'-aktiv&lta ATP4z gétlédsa a Na.; emelkedéséhez,
az enzim izgatdsa a Nai cstkkenéséhez vezet, Vagus C-roston
megvizsgaltuk a kérdést, amely prepardtum egyébként myelin-
-hiively nélkiili ideg és egyben a végkésziilék modelljének te-
kinthetd., Az Auerbach plexus neuronjai egyébként Schwann-se jt
nélkiiliek GABELLA /1972/. Igy jogosnak 14tszott nyul meghdmozott
vagus rostjein vizsgdlni az iondlis megoszlds v4ltozdsst a kii-

15nb52z8 iondlis mili&ben, Két Srds inkubdeid utdn a Nai tartalom
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70.4 = 4.8 a kalcium 11.% m-mole/kg volt. K-megvondsa ha-
tésdra ez 109.7 illetdleg 12.o0~re emelkedett. K /5.9 ml/
visszaaddsdra a Nei tartalom lo perc utdn 57.3%, 30 perc utédn
44,9 m-mole/kg csdkkent le, ami azt jelenti, hogy a natrium
pumpa igen aktiven miikodstt. Az 5o0. dbra mutatjs a kisérle-
ti eredményeket, amikor is a Ne kilépés konstensdt ki le-

het szdmitani., Az a tény, hogy a Na; tartalom & kontroll

50. &bra
o-o control ]
- K-~megvonds és visszaaddsa NOF o-e K-tfree | )
= ilct s & > g 100 &= o-o readm.of K. /
hatdsa a Na; koncentrdci- g 4-s recam.of Ko .

. . . - S0 (221077 M) (2)
§jdra nyul vegus rostjain « ‘D ok ]
vizsgdlva., Krebs oldat, = [
3700 E T
Bmisszids spektrometrids e ooF
meghatdrozds. Zdrdjelben =z, o w
a kisérletek szdma, fiiggs- _ o l
leges vonal a standard st ,
hibdt Jjelenti . 10° 10

TIME(min)

érték ald cstkken K visszaaddsra arra utal, hogy a ndtrium
pumpa aktiven pumpdlja ki a Na-t, tehdt elektrogén. Ez az

adat arrz utel, hogy a C-rostban is miikédik az elektrogén

Na pumpa. RANG és RITCHIE /1968/ még arra kﬁ#etkeztettek,

hogy a Na kipumpélésénak csak kis része kOszbnhetd az elektro-
gén Na pumpa aktivitéds<nak., Kisérleteink alapjén bizonyitva
ven viszont, hogy C-roston igen jelent8s a Na belépés sebes-

sége /50. é4bra/ és erre egyébként a C rostra jellemz8 nagy
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16. tébldzat

Nai koncentracid jdnak viltozdsa kiilonbdzd kisérleti feltételek
mellett izoldlt nyul "meghdmozott" rostjain vizsgdlvs. Krebs

oldat, 37°C.

+

Na'; K
/n-mol-kg™ T w.w./ /min ~1y
kontroll
/kezdeti/ n=1 31.5
kontroll +
/120 perc/ n=5 70.4 = 4.8 0.0015
K-mentes’ N
/120 perc/ n =4 109.7 - 9.7 0.0093
K~visszaadds | +
/%0 perc/ n=4 44,9 -lo.2 0.074
K-visszaadé@;s
ouabain /2xlo "M/ .
/30 pere/ n=3 76.0 = 3.6 0.042
K és Ca-mentes
+ EGTA /1 ml/

/120 perc/ n=5 "~ lol.7 ¥ 5.1 0.0027
K-visszaadés
Ca-mentes + EGTA/1mM/ o

/%0 perc/ n=5 51.% = 9.1 0.065
K-viggzaadds + OQuabain
/2x10~2M/ Ca-mentes n +
+ EGTA /1mM/ /30 perc/ .
n:B 7505 - 608 00025

A Na¥ vesztés vagy felhalmozdédéds sebességé KAO é&s NISHIYANA
/Am,J.Thysiol. 217: 525-531, 1969/ médszerdvel hetéroztuk meg.

kt

Ne, = /Ne -Na__/.e”Nt+Na ebb8l k-t kifejezve

00?

NaO - Naoo

1g
" o Nat - Naoo
0.4%4.t
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felszin/térfogat ardnybdl kdvetkeztetni is lehetett. Az
intracelluldrisan felszaporoddé Na pedig aktivdlja a membridn
ATPazt és az most mdr ugy 411itjs helyre az egyensulyt, hogy

a Ne-t még a normdlis szint ald is sﬁllyeézti.

Ha a Ca-hignyos Krebs oldatbdl kihagytuk a K ionokat ugy
ebben az esetben is megemelkedett a Néi koncentrécidja

/16. tébldzat és 51. 4bra/ lol.7 * 5.1 m-mole/kg-re. ca?*
jelenlétében 109.7 * 9,7 m-mole/kg volt az intracelluldris
Né+koncentréciéja‘l2o perc ﬁtén. Tehdt lényeges kiilénbség
nincs a két érték kozs6tt, ami azt bizonyitja, hogy a Ca,
nem befolydsolja lényegesen a K-megvonds hatdsdra bekdvet-
kezf Nai emelkedését, K visszaaddsa Ca-hidny esetén is a Nai
gyors lecstkkenéséhez vezet /51. 4bra/. Ez arra utal, hogy
extracelluldris calcium ionoktél fiiggetlen a K-aktiv4lta
ATP4z ektivitds fokozédsa. Az S0, és ez 51, 4brén jé1 l4thats,
hogy a K-visszaaddsra bekovetkez8 gyors Na-efflux csak egy
része az ouabainnal gdtolhatd Na-pumpa aktivitds fokozdddssi~

nak az eredménye.

100 [chi (s)‘I] | [CG" i
i 0 51l. ébra K-megvonds és ot
10 visszaadds hatdse Ca
(”0%[ o hidnyban a Nai és Cai kon-
! ™o centrdcidra, Nyul izol4lt
of L vagus prepardtum., Emisszids
. spektrometrids ion meghat4-
o " rozds. Zérdjelben 2 kisér-
- [ el letek szdma. Stendard szé-
ghwlﬁl i IR s rést a fliggbleges vonal jel-
0-0 contro

: zi
9-a Ca'-free + K'-tree T'ME (m|n) *

a-o readm.ot K in Ca”'-free sol.
4-a readm. of K*ouabain in Ca -free sol.

m-mole-kg™ wet wt.
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6.1.2.4. V&ltozésok a Cas' permeabilitsdsban.

Kordbbiakban kimutsttuk, hogy a fokozott Ca belépés,
valdsziniileg az erdteljesebb membrén ATPAz gétlds eredménye-
képpen, fokozottabb ACh felszabadulést eredményez. Calcium
hidnyos oldatban tartott tengeri mélax ileum hosszanti si-
maizom-Auerbach plexus prepardtumibdl az ACh felszabaduléds
lecsdkken /45, dbra/. Visszaadvava Ca-t egy okozottabb fel-
szabaduldst észleltiink. A kérdés most mér az, hogy a K visz-
szaaddse 2 K hidnyos Krebs oldatban tartott preperdtumon ho-
gyan befolydsolja a Ca belépést. Az ACh felszabadulds gét-
lésdnak az oka lehet az is, hogy a Ca belépds gdtolva van.
Lz a2 lehetdség kizérédik azzal a kisérleti ténpyel , hogy a
K hidnyos oldatban b4r a Cai nem szaporodik fel, visszaadva
a K-t egy gyors és meglep§ intracelluiéris Ca tartalom no-
vekedés észlelhetd /52, 4bra/. A Ca tartalom 11.% + 2.8
m-mole/kg-r41 K mentes oldatban I2.0 = 1.35 m-mole/kg-ra
emelkedik. Ha most visszaadjuk a K-t teh&t tulajdonképpen
normélis Krebs oldatban tartjuk a prepardtumot, akkor a Cai
tartalom lo perc utédn 49.7 + 9.9 m~-mole/kg-re emelkedik
C-roston /n=7/. Ebben éz id8 pillenatban az ACh felszabadu-~
14s majdnem teljesen gétolva van. Tehdt K visszaadds esetén
a Ca~be1épés‘hirte1en fokozddik /52, d4bra/, az ACh felszaba-
dulds mégis gétolva van, és a Na®-K'-aktiv4lta ATPSz viszont
erds. izgalmi dllapotban van, Megvélaszolandd, hogy & hirtelen

a Ca belépés fokozdddsdnak mi az oka., Idegi strukturdkon ki-
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52. 4bra .

Intracellulédris Na'és C32+
tertalom vdltozdsa K-mentes

Kres oldatban tartott nyul

vagus C-roston K-visszaadds
hatdsdra, {-menteg Krebs oldatban
90 percig volt 37 C-on a szdvet,
Emisszids spektrometrids megha-
tdrozds., Figyeld meg az intra-
celluldris Ca tartalom emelke-
dést lo perc utdn !

readm. of K*

B, | e,
v [
! I
106 - \ /
- °
“ INT-
i v
[ @ o1,
: 7
10° 10"
TIME (min)
® SODIUM P
0 caLCluM (M-mole-kg™ wet wt.)

mutattdk, hogy a Ca2+ mozgésa nagy részben fligg a Na+ permea-

bilitds vdltozds irdnydtél /BAKER &s BLAUSTZIN, 1968; BAKER

és mtsei., 1969; KALIX, 1971; COOKE és ROBINSON, 1971; STAHL
és SUANSON, 1972; BLAUSTEIN és OZORN, 1975/, Véleményiink sze-

rint igy elképzelhets, hogy a K-mentes Krebs oldathoz vald

X visszaadds esetén a Ne k11épés olyan nagymértdékben fokozd-

dik /16. téblézat/, hogy ezt kompenzdlandd Ca2® 1ép be és ez

a mdsodlagos Ca belépés, amely viszont a membrén ATP4z izga-

lom eredménye, mér nem okoz transzmitter felszabadulést.

Az eddigi kisérleti eredmények alepjén tulajdonképpen kizir-

haté a K, Na és a Ca ionok permeabilitds vdltozdsainak direlt

szerepe az ACh felszabadulds géfléséban. Igy Jogosan feltéte-

lezzik, hogy a membrdn ATP4z izgalom per se felells az ACh

felszabadulds gdtlisdért.
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5.1.2.5. Na =K —aktivdlta ATP4z aktivéldddsa és az ACh és

NA felszabadulds gdtldsa, A NA transzmitter felsze-

baduldst g8t18 és a membrin ATPdz izgatd hatdsa ko-

z0tti Osszefliggés,

Kisérleteink alapjdn valészinii, hogy a Na®-K'-ak-
tivdlta membrdn ATP-4z aktivitds fokozdéddsra vezethets visz-
sza az ACh felszabadulds lecstkkenése. Ezzel a mechanizmus-
sal meg lehet magyardzni a noradrenalin /PATON és VIZI,1969;
VIZI, 1968/0‘:—receptoron keresztiil kifejtett ACh felszaba-
duldst gAtlé hatdsédt is.

Kimitattdk, hogy a NA fokozza a K -aktivdlta p-nitrofenil-
foszlatdz aktivitdsdt /FORMBY és CLAUSEN, 1968/. Patkidny agy-
ban oktivédlje a membrén ATP4z mitkédését, ha az Cé2+—al, vagy
ouabainnal van gétolva /GODFRAIND é&s mtsai, 1974/. Ez az adst
nagyon jél magyerdzza azt a megfigyelésiinket, hogy az ore~
ceptor izgatdsa akkor cstkkenti az ACh Telszabaduldst, ha az
Ce2+ belépdssel van Osszefliggésben. Az ousbain 41ltal felsze-
baditott ACh mennyiségébdl csek annyit gdtol a NA, emennyi

& fokozott Ca°™ belépés rovdsdra irhaté /VIZI, 1972; 1975/;
Patkény agy membrdn ATPAz sktivitdsdt mérve GODFRAIND 4s
mteai /1974/ a NA ED So0-jét &s ED loo-t 6xlo™0 illetdleg
10_4NLnak talélték; Kisérleteinkben a NA hasonld koncentrid-
cidében gdtolta az ACh felszabaduldst ez Auerbach plexusbdl
/PATON és VIZI, 1969/. A NA membrdn ATP-4z izgatd hatdsst
mutatta még ki SCHAFER és mtsai /1972/, valamint YOSHINURA
/1973/ is. A NA ACh felszaboduldst gdtlé hetdsdnsl felmeriil
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egy esetleges hemicholiniumszerd hatds. Ez kizérhatd, mert
hatdsa egyrészt azonnal jelentkezik, misrészt az endogén

és exogén NA fokozza a magas affinitdsu kolin transzportot

~ /COROLL és BUTERBAUCH, 1975/. Korébban a NA ACh felszabadi-
tdst gdtlé hatdsét a X' permeabilitds fokozé hatédsédval ma-
gyardztdk /PATON és VIZI, 1969/. Az ACh felszabadulds se-
bessége és a Nb+-K+-aktivé1ta ATP-4z enzim aktivitdsa k-
z0ttl szoros Osszefliggés taldlhatd /1. 17.t4bldzat/. A NA
g4t1lé hetdsdt a CaZ+-al gétolta membrin ATP4zon kifejtett |
izgaté hatdssal magyarézzuk. Ugyanilyen mecheanizmussal ma-

°* ACh felszebaduldst g&tl6 hatésat, smely

gyardzzuk a Mg
egyébként patkdny agykéreg szeleten 5 mM koncentricidban
teljesen felfiiggeszti az 5 mM ca®t g4t16 hatdsst /SOMQGYI,
1964/, Ami kiilondsen érdekes, hogy a Mg2+ a NA-hoz hason-
16an csek az alacsony frekvenciéVal kivdltott ACh felsza-
beduldst gétolja és teljesen hatdstalan ha az ACh felsza—
baduldst nagy frekvencids ingerléssel hozzuk létre /VIZI,
1972/. Véleménylink szerint a nagy frekvencids ingerlésnél,
ahol az egy ingerre jutd ACh felszabadulds kisebb, mint az
alacsomy frekvenciéknil /KNOLL &s VIZI, 1970; 1971/ az

elektromos ingerlés hatésédra, valamint a fokozott Na'-beld-

pésre a Na+—pumpa aktivitdsa sui generis fokozddik &s ez
eleve lecsakkeﬁti az ACh felszabaduldsidt, &s ekkor mir a

NA és = Mgz+ természetszeriileg hatdstalan. Egyébként a
NA-nek a NA felszabaduldst gdtlé hatdsdt /negativ feedback/

ugyenezzel a mechanizmussal magysrdzzuk: NA s preszinaptikué
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membrén K -receptorain keresztil izgatja a Na+—K+-akti-

vilte ATP-4zt.

BELLEAU /1966, 1967/ véleménye szerint az «-receptor szoras
Ssszefiiggésben van a Na'=K'=aktivglta ATP=dz enzimmel, Ezt

a véleményt igazoljék azok a biokémiai adatok is /GILIERT

és mtsai, 1975/, amelyek kimutattdk, hogy e patkdny agybsl
prepardlt szinaptoszdémdban /izoldlt végkésziildk/ a Na+-Mg2+-
-aktivélta ATP-4z mellett, amely nem érzékeny ouabainra,
No'—K'_oktivdlta ATP4z enzim is Jjelen ven, melynek aktivi-
tésa NA-al /10~ - To™4my fokozhat$., Phentolamine, mely

egy szelektiv «-receptor blokkold, lo™oM koncentriciéban,
bdr Snmagdban nem befolydsolta az enzimsktivitds4dt, antago-
nizélta a NA enzim aktivitds4t fokozé hatdsst. Kisérleteink-
ben a NA és a phentolamine hasonlé koncentrdcidban volt ha-
tékony: phentolamin /2.5-5.0 x 10—6M/ antagonizdlta a NA
/5.0 x 1001/ ACh felszabaduldst g&tlé hatésat.
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/e/ p-NPP /3 mii/ gétlé hatdsa a Na -megvonds ACh Telszabaditd
hatésdra, Patkény izoldlt agykéreg szelet. Krebs oldat,
95 % O, + 5 % CO,,

- /b/ p-NPP /3 mM/ hatdstalansdga a K+—megvonés ACh felszgbadité
hatdsdra, Tengeri malasc ileum hosszanti simsizom /Auerbach
plexus/ preparétum. Krebs oldat, 95 % O, +5 % CO5. Iz a

prepardtum egyébként nagyon alkalmas az extracelluldris

tér ion koncentrdcidjénak gyors v4ltozdséra, mivel a dif-
fuzids viszonyok kitlinek /a prepardtum vestagsdga kb.

20-50 u, az Auerbach plexus és a vdégkésziilékek a simaizom
felszinén helyezkednek el/. Az agykéreg szeleten a K -megvo-
néds nem okoz ACh felszebaduldst, mivel a §a+—pumpa valdszi-
niileg nem g&tldédik e szdvetbdl kidremldé K mistt. Sartorius
izom prepardtumon is hasonlé jelenséget észlelt BIRKS és

- COHEN /1968/, valamint KEYNES /1954/.
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18, tébldzat

Na—megvonéS'és a p-NPP hatédsa vagus C-rost intracelluléris
Ne és Ca tartalmére. Emissziés spektrometriss meghatdrozés.

+ ++

Na . Ca
1 i
/m—mole.kg_lwet wt./
kontroll/kezdeti/ n=1 31.5 ' 3 e2
- kontroll + v
/120 perc/ n=5 70.4 = 4.8_4 11.3% 2.8 .
k=0,0015 min k=0,0%6 min
Na~-menteg + |
/120 pere/ n=5 6.0 * 2.8 22.6 = 1,1 ,
~ k=0,0%3% min k=0.097 min
Na-menteg +
+ 3 mlM p-NPP + +
/120 peI'C/ n=5 . 2203 - 50_3_1 705 - 008
k=0,0%5 min k=0,0%0min
Natvisszaad. + , - +
/30 perc./ n=3 88,4 - 16, 20,0 - 1.4

k=0.064 min~ =0,069 min'1
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. Na' Mg’
E+ ATP =t g, P+ ADP )

Mgz'i NEM
K

E+ R &————=g-P

Ouabin, Ca” P e ’ g a, t l a S

54. &bra

A Na'-K'-sktiv4lta ATP4z enzim vézletos abrdzoldsa.
A Ne+—fﬁgg6 foszfoenzim képzddést /E~P/ egy konfromicid vélto-

zds kdvet /E~P >E — P/, amely irreverzibilis. A reakecid miso~

. dik része egy K+-fﬁgg6 defoszforilidcid,

. A p=lPP-4z enzim K+-fﬁgg6, Na+-al, ca’t-al &s ouabainnal gdtol-
hatd, valdészinlileg egyezik & membrén ATP-4z K -fiiggd rdészével.

6;1.5. K+-aktivélta ATP4z jelent8sége & transzmitter felsza-

baduldsban, & p-nitrofenilfoszfatdz /p-NPP4z/ jelen-

t8sége.

& No"-K'-aktivélte ATP-sz K™ fiiges részét s a K'—ak-
tiv4lta p-nitrdfénilfoséfatézét azonosnak tartjdk /3ADER és
SEN, 1966; ALBERS és KOVAL, 1966/, ezért megvizsgiltuk, hogy
- a p-nitrofenilfoszféthb'/p-NPP/, amely kitlind szubsztrdtums
a p-NPP4z enzimnek, hogyan befolyésolja 8z ACh felszabadulést,

e
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ha ozt az ATP-4z enzim Na'- ill., K'-fliggs részénél, gétoljuk.
Az 54, gbra mutatja, hogy patkény agy kéreg szeleten s p-NPP
5 mlf koncentrécidben teljesen felfiiggeszti a Na*-hidny ACh
felszsbaditdé hatdsit. Ugjanakkor hatédstalennak bizonyult, ha
az enzim mdsodik 1épését K+-megvonéssal /53. ébra/ vagy oua-
bainnal gdtoltuk., Ez arra utal, hogy a membrén ATP-sz elsd
részének gdtldsa még nem hoz 1étre ACh felszabaduldst, ha s
mésodik 1épés aktivdlva van /54. &bra/. Ez azt l4tszik ald-
témaszteni, hogy az ACh felszabadulésban a misodik 1épésnek

van jelentdsége.

Negyon sok sztvet mikroszémélis frakcidjdban a Na'-K'-aktivile
ta ATP-4zon /ATP.foszfohidroléz, EC 3.6.1.3/ kiviil a neutré-
lis foszfatdzok aktivitdsa is mérhet8. E foszfatdzok kilium-
mal aktivélhaték és Na'-al gétolhaték, Az enzimnek acetll—
Toszf4t /BADER és SEN, 1966/, p-nitrofenilfoszfét /ALZERS

és KOVAL, 1966/ és karbamil foszfst /3ADER és SIN, 1966/ le-
het e szubsztrdtumsa, Nagyon hasonlé tulajdonsdgei arra utal-
nak, hogy ez utébbi & membrén ATP-4z K -fiiggs része /BADER

¢s SEN, 1966; ALBERS és KOVAL, 1966/. INTURISSI /1969/ ki~
mutatta, hogy a T1' pétolni tudja a K =t a p=-NPP-dz aktivi-
l4sdban. BRIfTEN és BLANK /1968/ membrén ATP4z vonatkozdssiben
tal41lt hasonlét. Azonos hatdst kivdltd$ koncentrdcidét illetden
2 T1" lox hatékonysbb mint a K* /INTURISSI, 1969/. Kisérle-
teink alapjén arra a kdvetkeztetésre Jutottunk, hogy az ACh
felszabaduldsért a Na'-K'-aktivglta ATP-42z rendszerbdl s
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K+-aktivélta rész a felelés, amely valésziniileg megegyezik
a p-NPP-dzzal. A kbvetkezd kisérleti adatok igazoljdk fel-
tételezésiinkets

1./ A Na'-hidnyos oldat ACh felszabadité és Ca’ belépést
fokozd hatédsdt a p-NPP /3 mM/ teljesen felfiiggeszti
/53, dbra és 16, téblézat/.

2./ Oligomicin /lo-20 ug/ml / nem fokozta az ACh felsza-
baduldst /VIZI, 1975/ és nem gétolta a K -fiiggs
p-NPP-4z aktivitdsdt sem /ASKARI és KOYAL, 1971;
SOMOGYI és mtsai, k821lés alatt; FORMBY é&s CLAUSEN,
1968/.

3./ Noradrenalin fokozza & p-NPP-4z sktivitdsst &s kisér-
Ieteinkben gétolta az ACh felszabaduldsst.

A Na"k'-aktivdlta ATP-4z enzim, amely‘egy Na-fligg8 foszfo-
rildcids és egy K~fliggd defoszforildcids részbhil 4ll, akti-
vitésa befolydsolja tehdt a transzmitter felszabaduldst.
Minden valésziniiség szerint a mdsodik rész tehetd feleldssé
2 transzmitter felszabadulésért. ASKART é&s RAO /1972/ kimu-
tatta, hogy patkény agy Na+—K+-aktivé1ta ATP-4z épecifikus
antiszéruma csak az elss 1épést gdtolja. ASKARI /1974/ sze-
rint ez még nem Jelenti, hogy két teljesen fliggetlen enzimrdl
van szdé. Valdsziniileg az ATP-42 enzimnek k&t entigén szempont-
b6l eltérs tulajdonsdgokkal rendelkez8 része ven, Az entiszé-
rum a p-NPP-dz aktivitds4t nem befolysdsolje /ASKARI és‘RAO,
1972; ASKARI, 1974/, tehdt azt a részt, smely valdsziniileg
felelds a transzmitter felszabadulds moduldléssért.
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5 min
bl readmission of K*

3Y-radicactivity released, dpmx 103

ey K-free

55. &bra

- K-megvonds noradrenalin felszabadiét hetdsa patkény izoldlt
iriséb&l. FARNEBO és HAMBERGER /1971/ médszere. K~visszaadis-

ra /5.9 mM/ @ noradrenalin felszabadulds g&tlédik. 5o uCi 2H-

-/~/-noradrenslinnal expondltuk a szdvetet 3o percig 2 ml Krebs

oldatban. loxl percig 50 ml friss Krebs oldatban mosds. 2.5 min-

es mintdk., Insta-Gel scintillécids oldatban /5 ml/ mértitk a
radioaktivitédst. /Packard, 3300 TriCerb/. 2 kisérlet &tlega.

Lz az elképzelés lehetsSséget ad arra, hogy az ACh, ACh fel=-
szabaduldst gdtlé hatdsat /SZERB és SOMOGYI, 1973; VIZI,

1974c/ is megmagyarézzuk; Az ACh g4tlé hatédsa azonban farms-
koldgiai jelentSségl /VIZI, 1974c/, mivel csak ezerin jelen-
1étében mutathatdé ki /SZERB &s SOMOGYI, 1973/, de valdszinti-
leg ez is az ATP-4z izgatdsdval gdtolja az ACh felszaebaduldst.
Erdekes biokémiai adat, hogy atropin gétolja a membrdn ATP-4zt,
ha ezerin is van jelen /OBLSNER, személyes k&z1lés/. BROWN /1966/
kisérleteiben a scopolsmin az ouebainhoz hasonléen hatott,

gdtolta a pozitiv utdépotenciglt, emit 2 membrén ATP-dz fokozott
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N

aktivitdsédval hozunk Ssszefliggésbe. Ezekbdl az adatokbdl
ugy létszik, hogy tropein szerkezetii acetilkolin antagonis-
tdk gétoljdk s Na'—K'-sktivAlta ATP-4z aktivitésat. Igy vé-
lik érthetévé, hogy ezek az anyagok miért emelik meg az ACh
felszabadulés4t /1. SZERB és SOMOGYI, 1973/.

Tovabbi kisérleteinkben azt prébéitukvigazolni, hogy vajon

a membrén ATP4z izgalom ACh felszabaduldst gdtld hatdsa 41te-
lénos érvényli-e, tehdt példdul NA felszabaduldsra is ilyen
hatdst fejt ki. Petkdny izol4lt irisen /FARNEBO és HAMBERGER,
1971/ megprdbéltuk a kérdést tisztdzni, miutén el§zdleg pat-
kdny vas deferensen sikerteleniil zdrtuk kisérleteinket. K-men-—
tes Krebs oldatban 3H--/-/—norad‘renalin felszabadulédsa az id4
fliggvényében fokozddott /55. dbra/ 2.23 x 1o0° d.pem. /2.5 min-
rél 5.9 x 10”0 d.p.m,/2.5 min-re. Visszaadva a K-t, a radioak-
tivitds mennyisége a fiirdSben, amelyet 2.5 percenként levéve
mértiink, gyorsan a kontroll érték el4 siillyedt. Ilyen kisér-
leti feltételek mellett jogosan feltételezziik, hogy 2 membrin
ATP4z izgalomban van. Ezen kisdérletiink alapjédn 41ltaldnosnak
mondhatjuk azt a tdrvényszeriiséget, hogy a membrin ATPdz iz~

galma & transzmitter felszabadulds gdtldsshoz vezet.

6.2. A posztszinaptikus membrin Na+~K+-aktivélta ATPSz enzim-

Jének szerepe a szinaptikus input recepcidigban.

Lddigiek sorédn azt tdrgyaltuk, hogy a preszinaptikus
membrin Na+—K+-éktivélta ATP-dz enzim aktivitdsdnak v4ltozisa
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hogyan befolydsolja az ACh felszabaduldsdt. Tovégbbiakbsn &
posztszinaptikus membrén Ne-pumpdjénak fiziolégiai és farma-
kolégiai szerepdt elemezziik.
A posztszinaptikus membrénok feloszthatdk:

1. idegi strukturdju /neuro-neuronélis szinapszis/ és

2. izom strukturdju /neuro-effektoridlis/ membrinokra.

6.2.1. Neuro-neurondlis szinepszis

Néhdny szerzé kimutstta /PASCOE, 1956; BROWN, 1966;
KOSTERLITZ és mtsai, 1968; 1970; LEES &s WALLIS, 1974/, hogy
macska vegy petkdémy ganglion cervicale superiorban kiilénbdzd
depolerizdld vegyliletek /kolin, ACh, carbachol/ kimosdsa utdn
a sejttestben hiperpolarizdcid 1ép fel; Régéta ismert volt,
hogy ezen genpglionok pregengliondlis idegének ingerlésekor
az akecidés potencidl lezajldsa utsdn a membrsn hiperpolarizé-

18dik. Ezt a jelenséget kiil3nbdz8 okok magyardézhat jék:

a/ Nagy pozitiv utdépotencidl, mely Ssszefliggésben ven a
konduktancia véltozdssal, /K', vagy K &s C1* irént/,
emely a ganglion akcids potencidljst kbvets repolarizd-

cié eredménye,

b/ Hiperpolarizdcidt kivdlts posztszinaptikus potencisl
. /lassu i.p.s.p./ amely nincs Osszefliggésben az iondlis
Jkonduktencia véltozdssal /KOBAYASHI és LIBET, 1968/.
Soken ezt az in loco felszsbadult katecholaminok poszt;

szinaptikus hatdsének tertjgk /1. LIBET, 1970/.
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c/ Az eiektrogén Na-pumpa aktivitds fokozdddsa /KOSTERLITZ
¢s mtsai, 1969, 1972/. Nagy koncentrsfcidban adott ACh
depolarizdls hatdsa utédn a posztszinaptikﬁs membrin
hiperpolarizdlddik. Bz a jeienség fligg & kiils§ Na™
koncentrdcid jédtél, de fﬁggetlen a KT permeabilitidstdél.
Az extracelluléris X koncentricidjénak csdkkentdésével

nem iehetett f'okozni a hiperpolarizdcidt /LEES és
WALLIS, 1974/. Ouabain /lo uM/ jelenlétében K-mentes
oldatban pedig csak igen kis mértékben fejlédstt ki
hiperpolarizécié az ACh hatdsdra létrejsvd depolarizi-
cié utén /LEES és WALLIS, i§74/, amit bizonyit az a
tény is, hogy muscarin-receptor bénitdk nem befolyésol-
Jék & nagy koncentrécidju ACh depolarizécidja utdn ki-
fejl8d8 hiperpolarizdcidt /BROWN &s mtsai, 1972/.

6.2.2. Neuro—effektoridlis szinepszis

6e2e2ele Simaizom

A Na-pumpa elektrogén jellegét BULBRING /1962/ irta
Ie elfsz8r simeizmon. Megéllepitotta, hogy sz elektrogén Na-
~pumpdnak szerepe van ebbhan a hiperpolsarizdcidban melyet glu-
kéz adédsa utdn, vegy hémérséklet emelésére észlelt. Mindamel-
lett BORN 4s BULBRING /1956/ taenia coli preparétﬁmon azt ta-
141ték, hogy az adrenalin csek a befeld irdnyuld K" &remot
fokozza, mig & kifeléd irdnyuldt nem befolyésolja. Ennek alap-
Jén Teltételezték, hogy az adrenslin s sejt K vezet8képessé-
gét fokozza, BURNSTOCK /1958/ az enyagcsere gdtld DNP=vel vég—
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zett kisérleteiben azt taldlta, hogy a fenti vegyiilet az
adrenalin jellegzetes hiperpolarizilé hatdsdt tsenis colin
megfdrditja, adrenalin depolarizdciét okoz. Ezért BURNSTOCK
oz adrenalin hatdsst az elektrogén pumpe aktivitds fokozidssd-
val hozta 6sszefﬁggésbe,.mely véleménye szerint me gmagyarsiz-
hatja a BORN és BULBRING /1956/ 4Itel &szlelt fokozott K-fel-
vételét., Késdbb BULBRING és mtsai /1966/ megerfsitettdk
SURNSTOCK feltételezését, mivel kisérleteikben az adrenalin
50 %-kal fokozts a simaizom sejtekbsl a jelzett Na' kilépését.
BULBRING és TOMITA /1970/ az izom elektrotdnusos potencidljst
mérve kimutatték, hogy az adrenalin a membrén ellendllésit
cstkkenti, azaz a vezetdképességet fokozza /V=1/R /, mely ha-
tés phentoleminnal gdtolhatd volt. Ez érra utel, hogy az ad-
renalin hatdsa a simaizom sejten 1év8eld-adrenoceptorok kiz-
vetitésével jon 1étre.

Teenia coli prepardtumon a nyugelmi potencidl mintegy 20 mV:al
negativabb, mint azt a Goldmen egyenletbdl vdrhatnink. Ez az
41landd$ "hiperpolarizdcis" valészinlileg a Na-pumpa fokozott

aktivitdsénak az eredménye.

Kisérleteinkben teenia coli preperdtumon "sucrose-gap” /VIZI,
TORCK és KNOLL,1972/ technikdval koncentréciéfﬁgg6nekvtalél—
tuk 2z adrenalin membrin potencidl emels hatéssdt /56. gbra/.
Az adrenalin 4ltal létrehozott hiperpolarizdcid alfa-recep-
toron keresztiil érvényesiil, mivel phentolaminnal /4xlo;5Mf

gétolhaté volt. Ugyanakkor az adrenslin tiiske tevékenységre
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Adrenalin hiperpolarizdcidét és a kimosésdt kivetd utddepola-
rizfcidt okozé hatdsa taenia coli preparsdtumon. Sucrose-gap
médszer. Ordindta: hiperpolarizdcié /mV/, kimosds utdni de-
polarizdcié /mV/. Abszcissza: adrenalin HC1 koncentricid
g/ml~ben., :

kifejtett gétlé hatdsét béta-receptor gétldval fel lehetett
fliggeszteni. Phentolamin és propranolol /3.4xlo-5M/ jelenlé-
tében az adrenalin teljesen hatdstalan volt /57a gbra/. EbbZl
kovetkezdk, hogy az alfa receptor izgatdsa révén a membrdn
hiperpolarizdl6dik, és ezen nyugalmi potencidl v4ltozdsnak

a kovetkezménye a tiiske aktivitéds megsziindse. Ezt tédmaszt ja
ald az a kisérleti tény is, hogy csupdn « -~receptor blokkolds
esetén é vegyilet tiiske sktivitést g4tld hatdsa megmarad.
BULBRING és TOMITA /1969/ ugyencsak alfa s béta receptor

aktivdéldsban jelSlte meg az adrenslin hatdsit sima izmon.
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Tengeri malac taenia coli prepardtumének spontdn elektromos
és mechanikus aktivitdsa Krebs oldatban 35°C-on mérve "sucrose~
-gap" mdédszerrel.

/8/ az adrenalin hiperpolariz4lé hatdsét 8 csatornss direktirdn

/Mingograph-81/ regisztriltuk. W: kimosis.
51s8 csatorna /fentrdl lefeld: tiiske aktivitds AC er8sitéssel

" Misodik csatorna: membridn potencidl DC erdsitéssel
Harmadik csatorna: tiiske aktivitds integrdlja DC er8sitéssel

Negyedik csetorna: mechanikus aktivitds DG erdsitéssel re-~
' gisztrdlva.

/b/ alfa + béta receptor blokkoldk hatésa az sdrenalin hiper-
polarizdcidjéra.

Kisérleteinkben szinte tdrvényszertien egy u.n. "efter de-
polarization” utddepolarizdecid jelentkezett az adrenalin kimo—
sédsdt kSvetfen /57b 4bra/, amely ugyancsak - koncentrdcid fig-
gének bizonyult /56. 4bra/. Feltételezve, hogy sz adrenslin a
Né+—K+-aktivé1ta ATPazt izgatja, ez a Jelenség kénnyen érthetd-

vé vdlik, A Na-pumpa sktivitdsa intracelluldris Na~ koncentrécié
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fliggd. Ez a megdllapitds 41taldnos érvényiinek mondhatd.

He az intracellulédris Na® koncentraci csbkken, ugy az en-
zim rendszer és ezdltal a Na-pumpa gétlds ald keriil, mivel

e membrédn bels§ oldelén a Na'@ &s & K kizstt csakugy mint a
klils8 oldelon kompeticié 411 fenn. Ezért az intracellulédris
Na® koncentrscid lecstkkenése azt eredményezi, hogy 2z enzim
rendszerhez vald kotédés relative a K Javéra tolddik el, ami
viézont & szisztéma gitldsdt vonja maga utdn. Ouabain az ad-
renelin 41tal kivdltott hiperpolarizdcidét csﬁkkentette,'az
utédepolarizdcidt fokozta. Adrenalin jelenlétében a membrs-
non kettds és egyben ellentétes hatdssal kell szdmolnunk. Az
egyik a membrén kiils§ oldaldra lokalizildédik, izgatd hatés,
a mdsik viszont ezzel ellentétesen~haté intracellulédris Na™
koncentrécid cstkkenés, E két effektus iddben nem esik tel-
jeéen egybe,'mivel a Na* csOkkenéds a pumpa izgatdsdnak az
eredménye, de minden esetben e két ellentétes hatdsnak az
eredfjét mérjiik, Ha azonban az adrenalint kimossuk, ugy a
membrin belsd oldaldra lokalizdl6d8 gdtld hatds /pumpe git-
14s/ jut.érvényre, amelynek kévetkezménye a fokozott Na-be-
lépés /utédepolarizdcié/, melyet az 56. 4brén "overshoot"-al
Jjeldltiink., Az adrenalin &ltal dSkozott maximélis hiperpolari-
zdeid 7 mV volt, amelyet egyébként 2x10™0 g/ml koncentrécid-
ban hozott 1étre., BOLTON /1972/ szidmoldsi technikd jat kovetve

az
Zquilibrium potencidl = E, - qux
ahol: B, = nyugalmi potencidl
E = vegytilet &ltal okozott maximélis hiperpolarizscid

maxe.
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igy kisérletiinkben az

66~/=T7/;
7% mV,

Equilibrium potencidl

Bquilibrium potencidl

Az adrenalin membrdn ATP-4zt &s igy a Na~pumpidt izgaté hats-
sdt tobben felvetették, 111. igazoltdk /HEXUM, 1974; GODFRAIND
és mtsai, 1974/; Az ouabeain és az adrenalin ellentétes hatsdst
fejt ki az enzim rendszerre és ezsltal a Na-pumpédra. Kvantits-
tiv kémiai analitikaei médszerrel /emisszids spektrofotometria/
médunkban £11t megmérni a prepardtum intracelluldris Na+ kon-
centrdeidjdt, adrenalin ill. ouabain jelenlétében /19. t£bl4-
zat/. A Na© kerakterisztikus sugdrzésdt 589 nsnométer hulldm-
hosszon mértiik, A kontroll prepardtumok intracelluldris Na™
koncentrécidja mM;ban kifejezve és kg nedves szdvet sulyra
szémitva 35,1 % 1,5 mM volt. Ez az érték adrenalin jelenlétdben
csBkkent /20.6 ml/, ouabainnsl vald inkubélés sorén pedig emel-
kedett /90.9 mM/;_mely igen j6é Ssszhangban van a két vegylilet
Na-pumpsra gyakorolt ellentétes hatdsival.

19. t4bldzat

Az intracelluléris Na™ koncentrdcid v4ltozdsa a membrin ATPLz
- gitldsa illet&leg izgatdsa esetén. Tengeri malac taenia coli pre-
peratum. Smisszids spektrofotometrisds meghatdrozds.

Né+.
11
m mole kg nedves suly

S.E. M.
kontroll /1 h/ 5.1 ¥ 1,5 /n=5/
ouahain /2xlo-5M/ /187 9.9 £ 4.7 /n=7/
adrenalin /3.5x1o~2W/ /1%/ 20.6 £ 5.9  /n=5/

- ‘

ounboin /2x1o™71/+ n +
+ adrenalin /3.5x1o0” "W/ /1%/ 45.6 X 7.2 /n=4/
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Taenia coli prepardtumon az ouabain /2x10™° M/ azonnali

depolarizdciét okoz /5-6 mV/, fokozza a tiiske sktivités

1 min S min

va[W o | ]}

Em W[W e MM

Tengeri malac teenia coli prepardtum spontdn elektromos és
mechenikus sktivitdsa és annak befolydsolédsa membrén ATP4z

gétléval /ouabain/. Sucrose-gap médszer. Krebs oldat. Egyéb-
ként 14sd az 57. dbra magyardzatédt.

frekvenci4jit, gétolja a negativ utdépotencidlt /58. &dbra/,
a kovetkezményes mechanikus vélaszt viszont fokozza. Kimo-
sisdt kbvetden a membrdn hiperpolarizdldédik, a tiiske aktivi-
tds megszﬁnik és az izom relax4dldédik. 4 membrian potencidl e-
melkedése meghaladja az ouabain 41tal kivdltott depolarizdcié

mértékét, Mérve az izom intracellulédris Na™t koncentrdcid jit,
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ousbain hatéséra, az egy dérds mérési periddus sorén, az

35,1 = 1.5 m¥/kg nedves sulyrél 90.9 ¥ 4.7 mll nedves suly-
ra emelkedett /19. tdbldzat/. A vegyiilet addsdt és kimosisat
ktvetSen CASTEELS /1966/ az elsd§ S-lo perc sorin nem tudott
intracelluldris K' és Na¥ koncentrdciéban véltozdst mérni,
Bz felveti a membrédn ATPSz oki szerepének a lehetdségét.

Az ouabain depolarizdldé hatdsidt kiilsd Na™* koncentrécié csdk-
kenésével és adrenalin addsédval gétolni lehet, mely adatok a
vegylilet elektrogén Na-pumpdra kifejtett hatdssdt litszenak
alétémasztani. Kisérleteinkben taenia coli prepardtumon az
adrenalin is meggdtolta az ouabein intracelluldris Na® kon-
centrdcidt emelS hatdsdt. E két vegylilet egylittes alkelmezi-
sakor az intracelluldris Na@ koncentrdcid 35.1 & 1.5 mif~rél

45.6 £ 7.2 mM kg™t nedves sulyra emelkedett csupén.

Lxtracelluldris Ca2+ szerepe a Na-pumpa mitkédésében,

Kordbbi kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy fizioldgids kériil~
mények k&z0tt az extracellulédris Caz+ szerepe a transzmitter
felszabaduldsdben éppen a bazdlis membrdnban helyet foglald
Né-ﬁumpa gétlédsédn keresztiil érvényesiilhet. Joggal meriil fel

a gondolat, hogy a éEinapszis mdsik oldalén, & posztszinep-
tikus membrdnben szintén jelen 1év§ Nat-kT-aktivdlta ATP4z
/Na-pumpa/ ektivités4t milyen mértékben befolydsolja az extra-

celluldris calcium,

Megvizsgdltuk a posztszinaptikus membrdn pumpa aktivitdsét

Ca=-hidnyban "sucrose-gap" technika segitségével, Tz a kérdés
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- akkor létszik kiilonSsen fontosnek, ha figyelembe vessziik,
hogy mind & neuro-neurondlis, mind a neuro-effektoridlis

. . . 24
szinapszisban az extracelluldris Ca“ -nek fontos szerepe van

a trenszmitter anyag hatdsénak kislakulésdben is,

Iz0141t tesenia-coli prepardtumon az adrenalin elektrofiziolé-
gial hatdsal Ca-fiigpének bizonyultak /59. 4bra/. Ca-mentes
Krebs oldatban /0.1 mM RGTA jelenlétében/ tartva a prepari-
tumot egy dtemeneti fokozddds utén a tiiske tevékenység tel-
jeseh megsziinik. Ilyen kdriilmények koz6tt a membrén reziszten-

cia csSkken /BULBRING és TOMITA, 1970/, & membrén depolarizd-

108
I min 8 min 26 min I'Ll

LN
Em“[mmwwwu ' hdviArn
60
Wit e W IAVW
QSQ[W ) A P —

Adr’enq;lne \L I
(Z5x10°7 M)

Ca'*-free «EGTA 10°M

3

59. &bra

Ca-mentes /+0,1 mM EGTA/ Xrebs oldat hatdsa tengeri malac

taenia coli prepasritumdnak nyugalmi potenciédl jdra, tliske te-
vékenységére és mechanikus aktivitdsdra, valsmint ez adrenalin
hatdseira, "Sucrose-gap" technika. Figyeld meg: Ca-mentes kézeg

a membrdint depolarizdljs, a tiiske tevékenységet egy Atmeneti frek-
vencia fokozdédds utdn megszlinteti, sz izmot elernyeszti és az
adrenslin hatdsdt meggédtolja.
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14dik /5.6 % 0,5 mV/ és a szdvet mecheanilus ténusa megsziinik,
Bzen membrén jelenség veldszinilileg a REUTER és SEITZ /1968/,
valamint REUTER és mtsai /1973/ 4I1tal sziven és simaizmon
kimitatott Ca:Na kicserélSdési mechanizmusra vezethetd visz-
sza: az intracelluléris Ca effluxe Na™ belépéssel kapcsolatos,
Szt ldtszik alétdmaszteni az a kisérleti adatunk is, miszerint
Ca-mentes kazegbeﬁ a sztvet intracelluliris Ca2+ koncentricié~
Ja 1.77 m-mole/kg nedves sulyrdl 0.4 m-mole/kg nedves sulyra
csSkken a hédrom ¢érds terhelési periddus sorédn, akkor amikor

az intracelluléris Na™ koncentricidje megemelkedik, Kisérle-
teinkben a FLECKENSTEIN és mtssi /1971/ 41tal leirt D-6oo
/Verapamil analdég/, smely & Ca2+-t megktti 2xlo-5M koncent~

rdcidban szintén gdtolte az adrenalin hiperpolarizdld hatéssét.
Ezelr a kisérletek arra utalnek, hogy & Ca-influx és az 41tale

létrehozott membrén ATP4z gétlds kules szerepet Jjétszik s memb-

rén nyugelmi potencifljénak bedlydsolhetdsdgsban.

Az intracelluldris Caz+ szerepe a Na-pumpa mitk6désében,

2+ kifelé irdnyuld transzport-

A legttbb bioldégiai szdvetben a Ca
Ja energie igényés folyamat, mivel az elektrokémiai grddienssel
szemben torténik. SCHATZMANN és VINCENZI, /1969/ kimutattsk,
hogy a virbsvérsejtek ATP hidrolizise és kalcium transzport ja

k02z0tt Osszefliggés 411 fenn. Szivizmon /REUTER és SEITZ,1968;
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GLITSCH ¢s mtsai, 1970/ tintahal érids axonon BAKER és mtsai,
1969; BLAUSTEIN és HODGKIN, 1969; DI POLO, 1973/ &s més in-
gerelhetd szdvetben /1; BAKER, 1972/ a Ca-efflux legfdbb e-
nergia forrésa a Na™ koncentricidé grédiensétél szérmazik. A
sejtekben 1év8 rendkiviil alacsony intracelluldris Ca2+ kon-
centrédcidé reguldcidja mégsem a membrdnon keresztiil torténik,
hanem ezt a feladatot az intracelluldris raktdrak /mitkondri-
um, szarkoplazmetikus retikulum/ tﬁltik be. Igy pl. a ca’*
felszabaduldsa a mitokondriumbdél ez axoplezmiba CN™ addsa utdn,
megemell & Na- &és Ce-fligg§ Ca-effluxot /BLAUSTEIN &s HODGKIN,
1969/. JUNDT és mtsei, /1975/ szivizmon kimutattdk, hogy CN™,
valamint 537 A fokozza izolélt mitkondriumbél a Ca?™ kilépést,
és bebizonyitottsk, hogy 2z extracellﬁléris Na® fontos szere-—
pet jétszik a Na:Ca cserében. Ez s mechanizmus biztositani
tudja az alacsony intracellulédris C82+ koncentrdciét abban az
esetben, ha a mitokondriumbdl ca®™ szabadulva fel, Igy'felté-
telezhets, hogy az intracelluléris Ca2+ is éppen a Ca:Na csere
révén a bazdlis membrénon beliilr8l kifele haladva is gétolhat~-

ja & Na-pumpét.

2+

A kliles Ca”™ megvondsa és BGTA /0,1 mi/ adds4ndl /58. Zbra/

Jelentkez8 nyugelmi potencisl csdkkendst viszont ugy magyardz-

zuk, hogy 2 belilrél kifelé haladd Cast

gétolnd a membrdn ATPSz
ektivitdsdt. Ez termdszetesen az intracelluldris kalcium csik-
kenéséhez vezet az 1d8 fliggvényében, 4 Ca-megéonés utén jelent-
kezd dtmeneti tliske aktivitds fokozédds ill. depolarizdcid vo-

1észinfileg a membrdn ATPSz g4tlds eredménye. Felmeriil azonban
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egy olyan lehetdség is, hogy a fokozott Na:Ca csere miatt

az intracelluléris Na' Telszaporodds lenne az oka ezeknek a
Jelenségeknek, Zz kizdrhatd eszzael az egyszerli megfontoldssal,
hogy a csere arénya 2:1. Igy sz 1.8 mM intracelluldris ca’*
helyére maximdlisen 3.6 M Na®t léphet be, és ez nem okoz je-
lentds véltozdst a nyugalmi potencidlban., Ez a folyamat ria-
ddsul még id8 igényes is. 4 Ca-megvondsa utdn viszont azon-
nal jelentkezik a depolarizécié. Igy ez feltételezhetden a
membrdnon beldlrél kifelé halads Ca’’ membran ATPAzt g&t1s

hatdsdval lehet 3sszefiiggésben.

- A No-pumpa szerepe a simsizom effektor sejtek mechanikus

mikddésdben,

4 tovdbbiakban vdlaszt kivintunk kepni arra a kérdésre, hogy
a trenszmitter posztszinaptikus /receptoridlis/ hatdssdban
milyen szerepe van az elektrogén Na-pumpa miikdddsének., 4
kolinerg transzmitter enyag 2z ACh hatdsa alatt az intra-
celluléris Na™ koncentrdcié az effektor sejtekben megemel-
kedik és ha most az ACh-t kimossuk a preparatum felaxélédik
és csak eg éfmeneti nyvgalmi periddus utdn tér vissza a szi-
vel spontdn aktivitdsa /6o. &bra/, DOLTON /1971/ tengeri ma-
lac ileum hosszanti simaizom prepardtumdn az ACh kimosissit
kovetdSen a szdvet hiperpolarizdcidjst &szlelte. Sucrose-gap
technikdval kisérleteinkben hasonld membrén vdlaszt tapasztal-
tunk Carbachol kimosdsdt kdvetden /VIZT és TOROK,nem k&z51t
adat/. ifivel az ACh kimosdsa utdn észlelt izom relaxdeid K-

-mentes oldattal /6o,4bra/, valamint ouabsinnal /Go. dbra/
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6o, 4bra

/a/ uyoben ACh kontrakeidt okozé hatdsa tengeri malac tazenis colin.
Pigyeld meg: a trenszmitter kimosdsa utdn az izom aktivitds
salt egy dtmenetl nyugalmi periddus utdn tér vissza.

/o/ Exogén ACh kimosdsa utdni izomrelaxdcié K -mentes Krebs oldat-
ban nem jén Ilétre.

/c/ Exogén ACh kimosdse utdni izomrelaxéciét ouabain gdtolja.
Krebs oldat. 37°C. 95 % O2 + 5 % 002. Izometrids regisztrdlids.
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gétolhatd volt, ezért kézenfekvének létszik feltételzniink
az elektrogén Na-pumpa oki szerepét a fenti membrén vdlasz-
ben, Az ACh depolarizdciét és ennek eredményeként kontrak-
cidét okozd hatdsa valdsziniileg kapcsolatban van a membrén

ATP4z enzim aktivitdsdval., Az antagonista hatdsdra fokozddik

[

ed LI Vit
ACh O3 (=] — =
(9x10 M) %

61l. 4bra

Zxogén ACh hetdsa: normdl,

K-mentes és

K-mentes kzeg utdn normil K-ra -
cserélt Krebs oldatban, Figyeld meg: a visszaadott K izom-
relexdld hatdsdt az ACh nem gdtolje meg. Egyébként 14sd 59. gbra.

a Ca2

¥ belépés és ez, ha dtmenetileg is, de a membrén ATP&z
gétldisat vdltje ki, Az entagonista kimosdsa utédn az enzim fel-
szabadul e gdtlds alél és 2 pumpa fokozott aktivitdsa hiperpo-

larizdcidban mutatkozik meg.
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A 61, &bra mutatja, hoéy a membrin ATPdz gatlédsa illetdleg
fokozott ektivitdsa milyen hatdssal van az ACh posztszinapti-
kus hatdsdra. K-mentes Krebs oldatban tartott taenis coli pre-
pardtum megemelkedett ténusit =z hozzdadott ACh /9xlo~ 'Y/ tovibb
Tokozta, Ha a pumpa aktivitdsdt fokoztuk 5.9 mM K" hozzdaddss-
val az ACh jellegzetes kontrakecidét és spontdn aktivitdst foko-
z6 hatdsal nem jottek létre: az izom relaxdldédott., A visszaa-
dott K membrén ATPzt izgaté hatdsa is azonben cssk addig
tart, amig az iondlis egyensuly kialakul., Kisérletiinkben is

a visszaadott K" ACh hatdst g4tlé hatdsa is csak 15-35 percig
tartott. Uténa a simaizom megint érzékeny lett az ACh irdnt

/61, &bra/.

Zzek & kisérletek arra utalnak, hogy az effektor sejtek érzé-
kenysége lecstkken, ha a membrdn ATP4z aktivitdsa fokozdédik.
305E és INNES /1972/ macska 1ép kapszula simaizmén hasonld je-

lenséget észlelt NA-al szemben.

Ezek az adafok arra utalnak, hogy a neurokémiai trenszmisszid
hatédsossdga moduldldédik pre- és posztszinaptikus szinten. Egy-
feldl e transzmitter felszabaduléds sebessége, mésrészt az ef-
fektor sejt érzékenysége csbicken le a membrin ATPSz ektivitss
Fokozdddsa esetén. Kisérleteinkben a Na-pumpa aktivitds foko-
zéddsa gdtolta az ACh és a magas Kt ha%ését a simaizmon, A
deszenzibilizdlédds is valdszinlileg erre & mechanizmisra ve-

2

zethets vissza. Az antagonista addsa utédn Ca<t és Na™ belépés
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o+ gétolja o membrén ATPEzt, emely

fokozddik., A balépd Ca
viszont megint az intracellulédris Na® koncentrdcié emelke-
déséhez vezet. Az.enzim felszabadulva a CaZ+ gétlés alél és
az intracelluldrisan megszaporodott Na egysrént az enzim,
a Ne-pumpa fokozott aktivitdsihoz vezet. Ezen 4tmeneti pe-

riddus alaett sz effektor sejt érzdketlen a transzmitter

irdnt /4ltaldnos deszenzibilizidlddis/.

6e2.2,2. Hardntcsikolt izom

A Na-pumpa elektrogén jellegét ezen az izom féle-
ségen KZRNAN mdr 1662-ben felvetette. K-mentes oldatban
tartott izmon kimutatta, hogy K visszaaddsira a membrin
potencidl 11 mV-al negativabb mint a szdmitott EK.

KEYNIS és RYBOVA /1963/ 41ltaldénossidgban megerdsitették
KERNAN eredményeit. Véleményiink szerint a Na™ kihajtds és

K" Telvétel koz0tt kuplung ardny véltozd.

Lzt kovetdSen szdmos publikidcid jelent meg, amelyek Na-terhelt
szdvetbdl vald Na® vesztést elektrogén természetiinek tertot-

tak /ADRIAN és SLAYMAN, 1966; CROSS és mtsai, 1965/.

ADRIAN és SLAYWAN /1966/ X' depletdlt szdvet Na vesztésdnek
vizsgdlatakor azt taldltdk, hogy K" visszaaddsa esetén az
¢szlelt hiperpolarizdcié kisebb, mint Rb* akkumilécidkor,
Jéllehet a két ion diffuzids konstansa hasonld. Ez is al4dts-

mesztja az elektrogén Na-pumpe miitkddésének lehetlsdgét.



