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I. BEVEZETES

1/1. Az intraneurondlis anyagtranszport vizsgdlatok f£6bb

eredményei napilainkig

A neuronok alkotérészei kozttt lejdtsséds anyag-
transzport folyamatok rendszeres vigsgdlatdnak alapjait
P, WEISS és H,B, HISCOE /1948/ munkdja sgolgdltatta.
Idegrostok ndvekedésének jellemzlit vigsgdlva a kovetke-~
28, napjainkig érvényes megdllapitdsokat tették:

- a ndvekedés a nuklearis régiébél indul ki,
- az axoplazma dllandé mozgdsban van,

~ a konirekcié nem korldt6z6dik az aktiv megnyilds std-
diumidra, hanem folyamatos a kifejlett axonban is,

- a folytonos dramlds és ndvekedés -~ dntd mértékben —-
valészinlileg a citoplazmiban szintetizdldédé fehérjé-
ken alapul.

Egekhez a megdllapitdsokhoz a szerzfk egy olyan kisérle-

ti technikdja vezetett, amely a késGbbiekben is ezen té-

ma kutatdsdban az egyik Altaldnosan haszndlt és sok djat
adé médsgzer maradt,

Lényege: a vigsgdlt ldeg periférids nydlvénydl lekstbtték
oly médon, hogy a lekbttés nem okozta az axon ron-
cs80l6ddsst, de 4tmér63jét jelentSs mértékben cadk-
kentette.

A lekStésre periférids idegszakasz eltdvolitdsa utdn vizs-

gdlték az elsgoritott zéndn keresztill regenerdldéds ideg-

rost jellemzbit.



Ezek a kdvetkezbk:
- a lekttésre disztdlisan 4Allandésul a cstkkent dtméxrds,
~ a lekttésre proximidlisan az axoplagma megduzzad,
- a duzzanat az axoplazma mozgidsdnak gitoltsdgdbbl ered,
- a dugzadds intengitdsa nSvekszik az idével,

- a proximilis 4tmérS ndvekedés és a disztdlis csbkkenés
kdgvetlen 8sszefilggésben van,

- a duzzanat nem okoz tobblet deformicidét a lekbtéshesz
mérten,

- egynél tobb duzzandt is 1létrejshet, ez a lekdtések szd-
matdl figg,

- agz ideg funkciondlis képességét a lekttés nem nagyon
befolydsol ja,

- a regenerdcib csak a nukledris teriiletrSl indulhat, a
sejttestt6l elvdlasztott axon id6vel elhal,

Az indité kozleményt kovets 10-12 évben a morfoldgiai és
biokémiai kutatdsok eredményeképpen az axoplazmatikus kom-
ponensek -~ féleg a proteinek -- szomdlis eredetének kon-
cepciéja dltaldnosan elfogadottd vidlt., Ezt tdmasztotta ald,
hogy az axonban nem demonstrdlhaték a Nissl-anyagok, vagyis
az ultrastrukturdlisan nekik megfelelS§ fehérjeszintetizdlé
ribonukleoproteid granukdk, igy az axondlis proteinek szin-
tézis helye a gejttest és onnan dramlanak disgtdlisan az
axonba,

A kxbvetkezbé 1épést a 60-as években kiszélesedd vizsgd-
latok jelentették. A kdzponti és periférids idegrendszer
kiilonboz8 komponenseinek tanulminyogdsa eredményeként az
axoplazma mind t8bb alkotdJarél bigonyosodott be, hogy 41-

landé moggasban van.



A teljesség igénye nélkiil:

- a legfontosabb axondlis enzimekrél /HEBB és SILVER,
1962; ROESSMANN és FRIEDE,1965; TAYLOR és WEISS,1965;
GRATSTEIN,1967; PETTERSON és mts,,1967; KARLSON és
SJOSTRAN,1968; KASA,1968; BARONDES,1968; LIVETT,GEFFEN
és AUSTIN,1968; GRAFSTEI,1971; ées a késébbi években
sokan misok/

~ kis molekula silyd anyagokrél:
acetilkolin /ACh/ /EVANS &s SAUNDERS,1967/
szerotonin /RAHMAN,1971/
noradrenalin /LIVETT,GEFFEN &s AUSTIN,1968/
~ mitokondriumokrél /WEISS és PILLAI,1965/

~ sginaptikus vezikuldkrél /BARONDES,1968/ és granuléris
sginaptikus vezikuldkrél /LIVETT és mts.,1968/.

A fent emlitett eredményekkel ggyldében mind vildgosab-
b4 valt, hogy az axondlis anyagmozgis sebességé széles va-
riabilitdst mutat a killondbosd idegrostokban /TAYLOR és WEISS,
1965/ és speciesgekben. Jelzgett anyagok -- £6ként 3H- és
140 s aminésavak —- idegsejtekbe jJjuttatdsa és fehérjékbe é-
plilésiik utédni mozgisuk kivetése lehetlséget teremtett a
transzport sebességének /mm/nap vagy mm/h/ meghatdrozdsdra,
A xii1lnb8z6 sebeaségl értékek meghatdrozdsa mellett kbzds
tulajdonsdga ezen eredményeknek, hogy a legtibb kutaté lega~
14bb két sebességl komponensre csgtotta a transzportot,
Leirték egy lassi komponenst /2-10 mm/nap/ és egy gyors
frakeiét /100-500 mm/nap/. Egyes szerzbk e két 41ltakdnosan
k6z81t komponens kézttt egy harmadik, kézepes sebességii
/30-40 mm/nap/ transgzport frakeidt is jeleznek /MIANI,1964/.



ROESSMAN és FRIEDE /1965/ szerint az ideg 4dtmetszését ko-
vetden a csonkokban az axoplazma ﬁjraemégoszlésa indul
meg, de folyamatos duzzadds csak a proximdlis oldelon tor-
ténik. Ez az eredmény mir a kétirdnydi dramlds jelenlétére
utal,

A transzport kutatdsok kezdetét61 toérekvést latunk
arra, hogy az axonilis dramlds 1létrehozbjdt és mechaniz-
musidt magyardzzdk. Elsé megkdgelitésként, a lekbtésnél ke~
letkezd dugzanat és a jelgett anyagok hulldmsgzeril eldre-
haladdsdbbl /WELISS éb PILLAIL,1965/ arra kidvetkeztettek,
hogy a sejttest szintetizdlta anyagok koncentricidé gradi-
ens mentén, passziv Aramldssal haladnak a ﬁerminélisok fe-
14. Ennek sebessége 1-3 mm/nap /TAYLOR &s WEISS,1965/
EVANS és SAUNDERS /1967/ asz ACh mozgésdt kovetve, azt _
1-1,5 mm/nap-nak taldlték, amit az axon regenericié sebes-
ségének tekintettek és a transgportot ennek megjelenési
formd jaként, |
HEBB és SILVER /1965/ megerSsitik a protein centrifugilis
moggdsénak /ChAc/ hipotésisét, de szerintik 8z a mozgas
nem egyenldé az dramlédssal, Ugy tekintik, hogy a kolinacety~
l1l4g-engim hosgd van kapcsoldédva az axon membrinrendszeré-
heg; de moggdsa fllggetlen mind az 6t hordozé membrinok,
mind az egészg axon ndvekedésétdl, |
Néhdny anyagra némve hatdroszott proximo-distalis koncent-

- rédeié gradienst irmak le /LUBINSKA és mts.;1963; SINGER és .
SALPETER,1966/, de PETERSON és mts./1967/ kisérlete Jelzi,



hogy a protein mozgdst nem dkozza koncentrdcié kiildnbség,
mivel a fehérje szintézis gdtldsa /cycloheximid/ a gradi-
ens fennmaraddsa mellett gédtolja a transzportot.

A gyorsan mozgé komponens pontos elkiildnitése a lassutél

| /GWSTMN 1967; EARLSON és SJUSTRAND,1968/ a két transz-
port komponens moggdsmechanigzmusédnak killonbozdségét sejte-
ti.

KASA /1968/ elektronmikroszképos hisgtokémidval kapott e-
redményei arra untalnak, hogy a transgportban a Golgy-rend-
szer &8 a tubulusck, valamint az oldhaté axoplazmatilus
anyag vehet részt, A tubulus rendszer 1ehef felelbés az anya-
gok gyors transzportjiért, az oldhaté plazma & lassuért,

A neuronilis filamentum-~ és tubulus rendszerek kapcso-
latba hogzdsa a transgzport folyamattal djabdb 1épés volt a
transgport mechanizmus megismerése felé. ‘
KIRKPATRICK /1969/ kozldse sgerint a mikrotubulusok az i-
degrendsgzerben mis szdvetekhez hasonlé filament struktiri-
val rendelkeznek és relativ koncentrdcidjuk meghatdrozhatd.
MARX /1973/ 6sszefoglalé munkéjdnak megillapitdsal sgerint
minden maggal rendelkezl sejt tartalmaz -- legalédbdb élete
egy résgzében ~-- mikrotubulusokat. WEISENBERG vizsgdlataira
témaszkodva megdllapitja, hogy a mikrotubulusok polimerek,
tubulinnak nevegett alegységekbll 4llnak, A polimer csak
Cat*-mentes kozegben stabil, A polimerizdcibhoz Mgttés ATP
vagy GIP sgpilkséges. A tubulin ilyen feltételek kvzdtt pro-
tofilamentumokba rendegfdik és 13 ilyen alkot egy tubulust,
A 081116k és ostorok mozgdsit feltehetSen a benniik 16vS
mikrotubulusok egymds felettli elosuszdsa eredményezi.



Ehhez ATP energidjdra van szikeég, melyet a tubulusokhoz
kapcsolédé ATP-dz hatdsi fehérje biztosit /a dyenin/.
Feltételezi, hogy a mitdzis, a sejtmozgis és az.axondlis
transzport hasonlé folyamatok, melyben a mikrotubulusok
vesznek résgt,’ |

BORISY és TAYLOR /1967/ egy ismert mitétikus inhibi-
tor, a kolchicin /colchicin/ hatdsmechanizmusdt vizsgilva,
annak a mikrotubulusokra kifejtett hatdsdt kozli, A kolc=-
hicin bekbtSdve a tudbulin alegységekbe, mggakaddlyozza po-
limerizicid jukat. ‘
Ezek az eredmények rdirdnyitottdk ag axondlis transgzport
kutaték figyelmét a neuronok fibrilldris fehérjeire,
SHELANSKI /1973/ biokémiai vigsgdlatok alapjdn megadja
legfontosabb jellemzbiket, Szerinte a )

neurofilamentumoknak két tipusa van:

l, - 80-90 X atméré ji strukturdk
~ mitétikus inhibitorok hatdsdra szdmuk emelkedik
- alegységlix a filarin, 80 000 M-u acidikus fehér-
Jje, mely nem rendelkegik nukleotid, vagy kolchi-
cin k6téképességgel,

o
2, - 50-60 A aAtméréji struktura
- a sejtmembrdn alatt helyegkedik el
- alkot6i aktinhoz és myozinhoz hasonlé proteinek,

Mikrotubulusok:

- 240 g-ﬁs strukturdk

- alegységilk a tubulin, egy dimer, 2 db 55 000 M
proteinb8l 411, nukleotid és kolchicin k6tbképes
séglik van, _

- alegységlikkel dinamikus egyensulyban dllanak

- teszedlldsukhoz Ca**-hidny é&s ATP vagy GTP sziik-
séges,



- az alegység -== tubulln equilibriumot SZabélyozni
lehet a ca’* mennyiségével,

- hatdssal van réd az inzulin és ciklikus AMP

- protofilament strukturdkbdl All.

' Egzekkel a megdllapitasokkal j6 6sszhangban van OCHS és
HALLINGSWORTH /1971/ kbzlése, mely szerint a gyors axoplag-
matikus transzport kdzvetlen ﬁsséefﬁggésben van a sejt oxida-
tié mechanizmusaival, Asphixia, cianid vagy dinitrophenol
gyorsan blokkolja a gyors transgportot,

OCHS /1974/ kimutatja, hogy az idegsejt anyagcseréje az ine
gerlékenység ferntartésa sgempontjédbél fontos ionpumpa mec-
hanizmusa fenntartédsa mellett az axoplazmatikus transzport
energia sgiikségletét is bigtositja., Az oxidativ mechanigzmus
gétldsa hasonléan hat a transzportra, mint az ingeriilet ve-
zeteésére, Ha a rvP-szint a felére esik, gdtlddik a gyors
tranaéport. Az ATP egy kritikus szintje szilkeéges a transgze
port fenntartdsdhoz.

Javaslatot tesz a tarnszport modelljdre, mely ;zerint
ag anyagok heterogén Ysszetételd csoportjit egy transzporté-
16 filament hordozza az idegrostban a mikrotubulusok és/vagy
a neurofilamentumok mentén kereszthidak segitségével. A ke-
reszthid rendszer részeként egy Mg*' - ca‘t figgs ATP-4z
van jelen ag idegben, amely‘az ATP energiéjét biztositja a
transzporthoz;

A mitétikus inhibitorok /colchicin, vimblastin, vinc-
ristin/ tubuldris rendszerre hatdsinak tisztézésa és a tu-
bulusok kapcsolatba hogdsa a transzport folyamatokkal, ag
ilyen irdnyi vizsgdlatok nagy tomegét inditotta meg mind a

gyors, mind a lassi transgport komponenssel s8zdllitédé anya~



gokra nézve., Ezek a drogok lehetSséget adnak a transgport
tanulményozédsidra a neuron mechanikai sértése nélkiil. Kia-
lakithaté az axondlis anyagmozgds gdtldsa a protein szin-
tézist még nemysértd, kis mértéki morfolégial vdltozdst
okoz6 kolchicin koncentrdciéval /KARLSSON és mts.,1971/.
Kolchicin hatdsdra a szinaptikus végzldésekben reverzibi-
1is ultrastrukturdlis vdltogdsok jonnek létre:

- a szginaptikus vezikuldk megnagyobboddsdnak késése,

- fibrillédris proliferdcid,

- depresszdlt szinaptikus transzmisszid.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a transzportdlédé
anyagok hoggdépiilnek a szinaptikus strukturikhoz és a
gyors dramlds nélkiildzhetetlen lehet a transzszinaptikus
transzmissziéhoz /CUENOD és mts.,1972/.
Axotémia és kolchicin kegelés megegyezS eredményl a szi-
naptikus dtvitelre, de a drog nincs kézvetlen hatdssal a
transzmissziéré és az idegingerililet vezetése is normdlis
alkalmazdsa utdn /PILAR és LAUDMESSER,1972; HOFMAN és mts.,
1973/.
A kolchicin okogta denervacids tiinetek ndvekvd extrajunk-
ciondlis ACH érzékenységben és a nyugalmi potencidl esé-
sében nyilvianulnak meg, néhény nappal a kezelés utédn,
Ez azt Jjelenti, hogy demervdcidés tilneteket lehet 1létrehoz-
ni normdlis izom aktivitds jelenlétében /LMO,1974;
FERNENDEZ és REMIREZ,1974/.
A mioneuronalis Jjunkcio morphogenezisének iddszakéban al-
kalmagott kezelés hetekre meggdtolja a posgtszinaptikus
izom-membrdn fejlldését, ezutédn a morphogenezis normdlisan



folytatédik. Ugyanekkor neurotubulusok is megjelennek az
axoplagmiban., Valészinlinek 14tszik, hogy a neurotrophikus
behatds eredményegi a posztszinaptikus izommembrdnok ki-
fejlédééét egy szecernidlt terméken keresztill, amely a tu-
bulus rendsgzer kogvetitéséwel s2411itédik az idegvézldésbe,
/JUNTUNEN, 1973/ . ' |

Mir a transgport vigzsgdlatok koral sgzakaszdban tbrtén-
tek utaldsok arra, hogy az anyagdramldsok nemcsak proximo-
-disztalisan, de a perifériérél a sejttest felé is t8rtén-
nek /KERKUT és mts,,1967; ROESSMAN és FRIEDE,1965/.
A retrogrdd transgport kutatds eredményességének donté 16—
kést adott egy J61 kimutathaté tesztanyag, a torma peroxi-
déz /HRP/ alkalmasdsa, Csirke optikus techtumdba juttatott
HRP transzportilédott a retina sejtjeibe., Intraokuldrisan
alkalmagva agz £fferens axondk mentén centripetdlisan halad-
va koncentrdlédik a nucleus opticusban., A protein retrogrdd
mozgdsa a termindlisokbdl a sejttestbe egy visszajelzd mec-
hanigmusra utal /LaVAIL és LaVAIL,1972/,
EDSTROM és HANSON /1973/ sgerint a retrogrdd transzport
60 mm/nap sebességi és tomegében kisebb, mint az anterogréd.
A disto-proximidlis transzport cianid, dinitrophenol és mito-
tikus inhibitor érzékenysége arra utal, hogy lefolydsa fiigg
az intakt tubuldris rendsger jelenlététSl. Esek az adatok
agt jelgik, hogy az ‘anterograd és retrogrid tramszport struk-
turdlis alapja megegyezik /EDSTRUM és HANSON,1973; BUNT és
mts.,1974; LaVAIL és LaVAIL,1974; STOECKEN és mts.,1975;1975;
ERDMANN és mts.,1975/.
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KRISTENSON. és OLSSON /1975/ egér, patkdny és nydl {il6-
idegének Adtvagisihoz aplikalt HRP nyomonkovetésével azt
taldltdk, hogy a spinalis ganglion sejtek korai véltozéi-
saként fellépd kromatoligis a HRP megjelenésével’egyidG-
ben torténik. Lehetségesnek tartjdk a két jelenség kap-
eselatat.
Mind a motoros, mind a sgenzoros rostok felveszik a peri-
£éridrél a tetanusz toxint és nagy szelektivitdssal az
NGF /nerve growth factor/-et és transzportdljdk a sejtek-
be, Axotomia vagy kolchicin kezelés meggdtolja ezt a
transzportot /ERDMANN és mts,,1975; STOECKEL és mts.,1975/.
A retrogréd transzport a specifikus felvétel dlral deter—
mindlt és maga a transzport mdr nem sepeifikus /STDECKEL
és mts,,1975/.

Az eldz8ekben felvdzolt problémakdrsk jelentik nap-
jaink tramszport kutatdsi feladatait is. Ezek:

- ag intraneuronalis transzport folyamatek pontos mege
ismerése,

-~ a kozpenti és a periférids idegrendszer kiil¥nbszd te-~
riiletein legajlé transzport folyamatok kvalitdsainak
felderitése,

- ag egyes rendszeepekbe ~-,a rdjuk jellemzé milkddésben
- dbnt8 sperepet jJAtszé anyagek /enzimek, transzmit-
terek,stb,/ migrdcidjdnak pentositdsa,

-~ a transgport folyamat felhaszndldsa morpholégiai vizs-
gdlatokban,

- ag intraneuronalis transzport folyamatok befolydsold-
8l lehetdémégeinek keresése mind pozitiv, mind negativ

reguldciéra vonatkozdan,

~ a reguldciés lehetdségek gyakorlatban vald alkalmazha-
t6sdgdnak vizsgdlata, killtnds tekintettel azok gydgydszati,
fejlédési, valamint regenerdcidés aspektusaira,
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1/2. Vigsgdlataink irodalmi eldzményei és célkitiizéscink
ennek alapjén

ap  emwe e smmt  apem S MR IR eame S Ny GENS e GHun GEtd oeb  weE> W

A kbzpontl és periférids idegrendszer szdmos neuronfé-
leségében az axoplagmatikus elemek sejttestbll periféria
felé valé transzportja az irodalomban j61 kimunkidlt
/LUBINSEA,1964/.

Ag ig ismeretes -- radioaktiv anyagokkal végzett vizsgdla-
tok alapjdn -~ hogy ag axoplazma kildnbdz6 elemeil egymistdl
eltérS sebességgel momognak a periférids idegekben /LIVETT,
GEFFEN és AUSTIN,1968; SJOSTRAND,1969;1970; FRIZELL és
SJOBTRAND,1974/ .

A kolinerg rendsgzer enzimei ie kii1dnbézdnek 14tszé
mechanigmissal és eltérd sebességgel transzportilddnak az
idegsejtekben /KASA és mts.,1973/.

Mig az acetilkolinésgterds /AChE: EC 3,1.1.7/ bidirekcio-
nalis és a ChAc proximo-dishtdlis irdnyban torténd mozgdsa
J61 demonstrdlt /IUBINSKA és mts,.,1963;1964; HEBB és SILVER,
1965; NIEMIERKO s LUBINSKA,1967; KASA,1968; FRIZELL és
mts.,1970; DAHLSTROM,1971; CARLSSON és mts,.,1971; PARTLOV
és mts,,1972; FONNUM és mts.,19733 HEILBRONN és PETTERSON,
1973; FRIZELL és SJOSTRAND,1974; KREUTZBERG &s TOTH,1974;
TUCEK,1974; FONNUM és mts,,1976/ addig kevés adat 411 ren-
delkegésiinkre a kolinerg rendszer tovdbbi komponensének a
kolimnak 111, az ACh-nak intraaxondlis transgportjdra vonat-
kogzban.

A kolin extracellularis térbSl t¥rténé felvételének

két komponensét irjék le,
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Egy magas affinitédsit, melynek hatdsa a sginaptoszomdl
frakecidban jelentkezik /YAMAMURA,1973/. Eg -- a ter-
mindlisokndl hatéfelvevS rendszer -~ érgékeny az a-
nyagesere viltogdsokra, erds inhibitora az ACh és a
hemikolinium-3, Evnek alapjdn egt a rendszert kap—
csolatba hozzdk az ACh-szintégisével, Az ACh-szinté-
gis gadtldja inhibitora a kolin felvételnek is
/YAMAMURA &s SNYDER,1972; YAMAMURA,1973; MASSARELLI
és mts.,1974; SUSZKIW és PILAR,1976; SUSZKIW és mts.,
1976/. Szémos neuron sejttestje nem rendelkegik ez-
"gel a magas affinitded felvevd rendsserrel /SUSZKIV
és PILAR,1976/.

Az alacsony affinitdsd kolin felvétel kevésbé specifikus
funkeidju, Fbleg a sejttestre lokalizdlédik. Kevésbé

- figg a metabolikus energldtbél &s nincs hatdssal rd a

Na*, X* koncentrdcié v4ltozds. Hemikolinium-3 agzonban
gétolja ezt a komponmenst is /YAMAMIRA,1973; MASSARELLI
és mts.,1974; SUSZKIV és mbs.,1976; 1976/.

Intracellularisan gerincveléi motoneuronokba juttatott

3H-kolin nagy része a sejt szomdjdban taldlhaté, ahonnak

transzportdlédik az axonba és a dendritekbe /KREUTZBERG

és SCHUBERT,197331975/. _

Az ACh~transzport kimutatdsdra is torténtek kisérle-
tek, HAGENDAL és mts,,/1973/ feltételezik, hogy nagy ré-
sze a lassi, kisebb hényada a gyors axonilis transzport-
tal mozog egylitt, Lézié mindkét oldaldn torténé skkumili-
ciéja a kétirdnyd dramlde jelenlétére utal./HEILBRONN és
PETTERSON,1973; DAHLSTROM és mts.,1974; HEIWALL és mbs.,

1976/, .
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Vigsgélataink egyik célkitlizése volt megvizsgalni,
hogy a kolin az extracellularis térbSl -- a sejttestnél
- t8rténd felvétele utdn intraaxondlisan hogyan transz-
portélédik és ez a transgport befolydsolhatéb-e.
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Nagy szémi kordbbi kiézlés szerint az AChE az ideg~
rendszer szdémos neuronjdban a perikarionban szintetigdlé-
dik és onnan axoplazmatikus transgzport révén jut el a
termindlisokba /LUBINSKA,1964; KASA,1968; FONNUM és mts.,,
1973; FRIZELL és SJOSTRAND,1974/.

Mids szerzdk szerint az AChE helyl szintégzise is le-
hetséges ag axonokban és idegvégzSdésekben ]KOENIG és
KOELLE,1960;19613 CLOUET és WAELSCH,1961; KOENIG,1965;
SRINIVASAN és mts.,1976/. Emlitett szerzfk abbél indulnak
ki, hogy a fehérjeszintézishes sszilkséges ribonukleinsav
jelen van hal Mauthner neuronjainak 6rids axonjaiban
/EDSTRSM &8 mts,,1962; EDSTROM,1964/ 65 kifejlett macska
motoros axonjaiban is /KOENIG,1965/. A helyi sgintézis
kimitatéséhoz as engim-tartalmat egy erSs AChE-inhibitor-
ral, a di-igzopropil-fluorofoszfattal /DFP/ eliminélték és
vizsgdltdk az enzim reszintézis helyét.

Hasonldé médszerrel -- mds rendszerben -- AUSTIN és
JAMES /1970/ WELSCH és DETTBARN /1972/, CHIPPENDALE és
mts, /1974/, valamint SOMOGYI és CHUBB /1976/ nem taldlt
bizonyitékot az AChE~lokdlszintézisére.



DAVIS és AGRANOTF /1968/, valamint WELSCH és DETTBARN
/1972/ szerint a DFP enzim-bénité hatdsa irreverzibilis,
nincs bizonyiték ag AChE szignifikdns reaktivdcidjéra.

Ez agt jelenti, hogy az enzimaktivitds visszatérése a re-
szintézisnek tulajdonithats.

Kisérleteink célja volt megvizsgdlni, hogy patkdny
spinalis gangkionjdba juttatott DFP, ganglion sejtekbe
t6rténé inkorpordcidja utdn, milyen strukturdkban loka-
lizdlhatd, 1l1l, a gdtlé hatds megsziinését kdvetden hol mu-
tathaté ki ellszér a reszintézis termelte AChE,

c. A neuronalis anyagtranszport_reguldcidja

A neuronalis axoplagmatikus transgportra e kolchicin
gédtlélag hat /WILSON,1975/. Ebben a kérdésben a kutaték
véleménye gységes. A gdtld hatds a mikrotubuldris protei-
nekhez t6rténd kot6dés révén jon 1létre /BORYSY és TAYLOR,
1967; SJOSTRAND és mts,,1970/.

A gdtlds hatdsossdgdt azonben -- a vigsgdlt rendszertsl, a
drog alkalmagzdsdnak helyétSl és koncentrdcidjdtol fiiggben
- kiilonbozben értékelik,

A sejttestnél alkalmazott kolchicin a tramszport las-
si fézisat gdtolja JAMES /1970/, McGREGOR /1973/ és FRIZELL
/1975/ szerint, KARLSON /1971/ szerint a gyorsat.
Ugyanilyen alkalmazdsban mindkét fizist gdtol ja HOHFELT és
DAHLSTROM /1971/, valamint FONNUM és mts,, /1973/ szerint.

A periféridn t6rténé alkalmazdsdnak hatdsossdgdrdl is
eltérfek a véleménylk, A periférids, lokdlis kolchicin ke-
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zelés transzportra gyakorolt hatdsat a meuronok nyilvinyan
a lekotéshez hasonld duzzanat létrejotte jelzi /HOHFELT
és DAHLSTROM,1971; NOOTEN és COYLE,1973; FERNANDEZ és
REMIREZ,1974; DAHLSTROM és mbs.,1975; FRIZELL és nmts.,
1975; AMBRON és mts.,1975; DZIEGIELEWSKA és mts,,1976/.
Patkdny n. ischiadicusdban teljesen gdtolja mindkét transz-
port komponenst /NOOTEN és COYLE,1973/. Nydl n. vagusdban
megdllitja a jelzett anyag lassu transzportjit /FRIZELL,
MCLEAN és SJOSTRAND,1976/.
A jelzett kolchicin a bejuttatis helyén marad /GRAFSTEIN
és mts,,1970; FRIZELL és mts.,1975/, ill. gdtlds alatti
dézis esetén a lassi fadzissal transzportdlédik /GRAFSTEIN
és mts,,1970/.
Ezirdnyd vigsgdlataink célkitiizése volt -- a kolin

és ag AChE transzportjénak felhasznidldsaval -- kisérletet

tenni a kolchicin hatds.ossdgénak tisztédzdsdra, Megvizsgil-
— ni, van-e kiilonbség a drog szomilis és periférids hatésa
kbzott.
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II. VIZSGALATI MODSZEREK ES ALKALMAZASUK EREDMENYEI

1. Kisérleteinkben 4ltaldnosan alkalmazott anyagok és
médszerek

A vizsgélatokat 250-300 g sulydi CFY-os him patkényo-
kon végeztik, melyeket a SZOTE Kiséllattenyészéé Telepé-
ré1 szeregtilk be. Vigsgdlati objektumként esen dllatok
gerincveld --- lumbdlis 5-68 /L5/ 11, 6-o0s /Lg/ spinalis
ganglion «— n. ischiadicus rendszere szolgdlt.

Egt a rendszert -- ag ideg sejttestjének és periférids
nydlvédnydnak viszonylatédban lejdtszddé -~ intraneurondlis
anyagtranszport vizsgilati modellként alkalmaztuk
/1.4bra/. |

Altatott dllatokon /4 mg/kg Nembutal, Abbott Ltd./
feltértuk az Lg 111, Lg-os spindlis gangliont /ggl./ és
intragangliondrisan /bizonyos esetekben a gerincveldi lum-
bdlis intumescencia terfiletére subdurdlisan/ juttattuk be
a tesztanyagokat /TORNY0S,1972/. A bejuttatds helyi és
mennyiségl pontossdgit egy Hamilton fecskendSre applikdl-
va, sgtereotaxids készillékre szerelt, kihigott livegkapil-
ld4ris bigtositotta, A kapilldrist silyméréssel kalibriltuk,
ezélﬁal 0,5 pl oldat pontos bejuttatdsdra is alkalmassd
vélt, Az enyagbevitel sebessége egységesen 1 ml/1 perc
volt, ami kikiieztbdlte az egy lépésben ttrténé bejuttatds
okogta strukturdlis viltogdsokat.

A vigsgdlatok nagy részénél -- a fent leirt procedura mel-
lett -- feltdrtuk a n, ischiadicust és a ggl.~-t6l étlaéo-
san 40 mm-re /a musculus pjriformis felett/ az idegktteg
folytonossigdt lekdtéssel vagy adtvigissal megsziintettilk.
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/Az axondlis transzport szempontjdbél az ideg lekttése,
dtvigésa vagy elronecsoldsa megegyezd hatdsd TUCEK /1974/
és DAHLSTROM /1974/ szerint/,

A tovébbiakban, a vizsgdlat megkivdnta idé elteltével, a
rendszer felhasgndldsdra keriild szgakaszait -- az dllat
dekapitdldsa utdn -- kiprepardltuk és a vizsgdlat jelle-
gének megfelelden feldolgoztuk,

A fentiek szerint kiprepardlt idegszakaszokat 5 mm-es
darabokra vigtuk. A szegmenseket 0,2%-o0s Triton X-100-
ban /Serva/ homogenizdltuk és 15 ml Unisol-I-ben /Koch-
~Light/ mértik az egy pere alatti belités szdmot /CPM/
Packard TriCarb liquid seintillacids spektrometerrel
Modell 3375/,

Kontrollként ugyanazon dllat ellenoldali idegének 2x5 mm-e
 szolgdlt, melynek aktivitds értékeit 5 mm-re szdmolva a
vizsgdlt oldal adatdbél levontuk,

A IT/1, szerint kivett idegszakaszot -- adott hosszisdgi-
ra t6rténdé darabolds utdn -- mikromanipuldeidés boxban
0%-on, a perineuriumtél megtisztitottuk, majd lemértiik,
Hiltve, dllandé id6 és fordulatszdm mellett, teflon homo-
genizdléban, fiziolégids suerose-val /Koch-Light/ 10 mg/ml-
es homogenizdtumet készitettiink,

EbbSl mértik az AChE-aktivitést ELLMAN és mts,/1961/ méd-
szere szerint 412 um-ndl, 25°%C-on, 5 percig. Szubszh
acethyltiocholiniedidot /ATCh,Sigma/ haszndltunk.
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l. dbra : A vizegdlt rendszer gémis rajza
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Kontrollként kezeletlen idegszakaszok enzimaktivitdsa
sz0lgdlt. Az AChE-aktivitdst E x 126 umol/g/éra hidrolizslt
ACThJ értékben adtuk meg.

-y e W e mam e

Az I/1. szerint kivett -~ jelzett anyagot tartslmazé -—-
vigsgdlni kivdnt sgakaszokat 6%-os formalinban\fixél;uk
/12 éra/, majd faéyasztémikrotommai 25 u-~o08 meiszeteket
készitettiink, A metsgeteket Ilford-L4 emulzidval fedtik
és 17 napig inkubdltuk., Az elShivédst Kodak-D19-el vég¢z~
tik, a £fix4l4s Kodak~F5~tel tbrtént.

Kontrollként kezeletlen dllatok megfeleld idogesakaszait
haszndltuk. |

Az I/1/c. szerint késgillt metszetekben az 4GhE-aktivités
hisgtokémial demonstrdlisa a Cooper—Lead~Tiocholine tech-
nikéval tortént /KASA és CSILLIK,1966/. |

Kontrollként kezeletlen 4dllatokbdél vett mintdkat alkalmaz-
tunk. ‘

.
1
i

]
¢



I11/2. Intraneurondlis kolin transgzport

a./ A vizsgilatot a II/1/a. szerint végeztiik, A feltdrt
Lg-os ggl-ba 1 ul /methyl-'*c/ klopinkloridot.
59 mCi/mmol, Amersham/ adtunk be. Az Lg-o8 ggl. és
a hozzdtartozé n. ischiadicus kivétele 12,24 és 48
6rdval a klorinklorid beaddsa utdn t8rtént.

b./ Egy vigsgilati sorozatban a 140 xo1in bejuttatdsdval
egy 1d6ben atvdgtuk a n. ischiadicust. A feldolgozds
1,4,12,24 és 48 6réval az 4tvigds utdn tortént.

Mivel a kolin nem szintetigdlédik az idegrendszerben,
felvétele alapvetsS fontossigi a neuronok sgdmira /MASSARELLI
és mts,,1974/. Magas affinitdsi felvédtelét f£6leg a termi-
ndlisokon vizsgdltik
de koglik szomdlis felvételédt is

Kisérleti eredményeink sgerint a spinalis ggl. neuron-
jal felveszik az extracellularisan bevitt kolint és 48 6ra-
val a kegelés utdn még viszonylag magas jelzettségilk van
/2.4bra/, ‘

KREUTZBERG és SCHUBERT /1973;1975/ szerint gerincvelli
motoneuronokba juttatott 3H--kolin transzportélédik az axon-
ba és a dendritekbe, A transgport lefolydsdrél és viszonyai-
rél azonban nem ktgztlnek adatokat.

Méréseink sgerint a felvett kolin a perikarionbél ktilénddzéd
sebességll komponensekkel transzportdlédik a termindlisok
felé. A transgportban résztvevs Jjelgett anyag mennyisége az
146 fuggvényében ndvekszik, 4 Sra utdn 8%, 24 Sra utdn 23%,
48 6rdndl kdzel 40% és ennek ardnydban fogy a ggl-ban

/2. és 3, ébra/,
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A transgzport folyamat sebességére a ggl-t61 40 mm-re el-
helyezett, dtmetszéare proximilis 5 mm-es idegszakasznak

. az 148 fiiggvényében emelkedd aktivitdsa szolgidlhathat a-
datot.

Mar 4 éra elteltével szdzalékosan kicsi, de megbizhatéan
mérhetd akkumuldcid jelentkezik 40 mm-re a ggl-t6l, Ez
arra enged kdvetkeztetnl, hogy a Jelzett anyag egy bizonyos
- hényada az axoplazmatikus tremszport gyors komponenséhgz
kapesolédik /4.4bra/. A tévolsdg és iddviszonyok figyelem-
bevételével ennek é komponensnek a sebessége tobb mint

240 mm/nap.

A 12,24 és 48 6rds mintdk eredményét tﬁkrﬁzélgﬁrbék lefus
t4s84t elemezve /2.4bra/ a szdllitdsi eebeeséﬁ és amyagmeny-
nyiség szem@ontjébél, tavéﬁbi két transzport komponens ei-
killsnitésére van lehetdség. A gyors komponenst kévets fézis-
sal migrilédé radioaktivitds 12 Orénil a 4.-, 24 6réndl a
875 mm-ben, 48 6rdndl pedig az egésg vizsgéit szakaszban
jelen van, Erre utal a 24 6rdndl ugrésszerﬁén megemelkedd
akkumuldecié is /4.4bra/, EzekbSl az adatokbél kalkulélva,
ennek a fézisnak a sebessége 40-50 mm/nap.

A transgporthban résztvevs rddioaktivitis qanté t6bbsége a
fenti két komponmnsnél lényegesen lassabbén sgdllitédik,
létrehozva a harmadik transzport komponenst. Ennek sebes-
sége nem t5bb mint 2-3 mm/nap /2.4bra/. ‘
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I1/3. AChE - transzport

A vizsgdlat elsS lépéseként a I11/1/b. szerint mértik
a kezeletlen dllatok Lg ggl-jéban és a n, ischiadicus el-
86 40 mm-ben az AChE-aktivitdst 5 mm-ként, A m. pyriformis
felett hdrom egymisra kovetkezé 2 mm aktivitdsdt is meg-
hatdroztuk. Ezeket a szegmenseket a proximilis végtll szd-
molva Pl’ Pz, P3-mal Jeloltik,

Az igy kapott eredmények adjdk a késdbbi vizsgdlatokhoz a
fiziolégids normdl értékeket és mint kontroll szerepelnek
a tovdbbiakban,

A kBvetkezé lépésben a m. pyriformis felett lekdtot-
tiik a n. ischiadicust és 4 Srdval a lekdtés utédn vettilk ki
a Py, P, éa,P3-as sgakaszokat,

A 40 mm-es idegszakasz vizsgdlatdnak eredménye azt
mutatja, hogy az idegtirgzs mentén az AChE-aktivitéds disg-
t4lis irdnyban cstkken /5.4bra/. Fizioldgids kSriilmények |
x628tt jelen van tehdt egy proximo-disztdlis aktivitas
gradiens,

Az idegkidteg folytonossdgdnak megsziintetése, mdr 4
6rds idStartam alatt ag aktivitds gradiens dtrendegzddését
okozza /6.4bra/., A lekotésre proximilis idegszakaszok AChE
aktivitdsa jelentésen megemelkedik. Legkifejezettebben ez
az akkumuldceid a lekotést kozvetleniil megeldzd Py-a8 sza—
kaszban, I1tt az aktivitds emelkedés dtlagosan 80%-08.

Bar ez a kisérleti médszer nem ad médot az AChE
transzport sebességi viszonyainak szdmitdséra, de lehet(sé-

get teremt anmnak megdllapitdsdra, hogy
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AChAE - aktivitas

5¢ dbra ¢ Az AChE-
aktivitds vdlto-

iy —
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zédsa & n. igchi- > S

ggl.

adicug idegttrzs
mentén. n = 7, A gszords/S/ feltiintetve minden értdéknél.
AChE-gktivitds : E x 126 umol/g/h hidrolizdlt ATChJ.
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Nom

AChE- axtivits

6. dbra ¢ A n., ischi-

adicus lekBtégére
1

RIR R B R F

proximdlis 3 x 2 mm-
eg gzakagzok /Pl;PQ,PB/ AChE-gktivitdsg vdltozdsa 4 Srival a
lekttés utdn. n = 5, 5 ~fdltiintetve minden értéknél.,
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- & kolinerg rendszer ezen enzime ag 1degt6résben je-
lent6s mértékii mozgaésban van,

- a 4 6rds peridédusban kialakulé szignifikdns atrende-
z6dés lehetSvé teszi minden olyan anyag hatdsdnak
tesztelését ezgzel a rendszerrel, amely az axondlis

transzport paramétereit befolyidsol ja,

11/4, DFP-transzport

— e e mp  sms  Gmem  omws  mame — omme  pagn  wm  cmn — oy w—ow  wmns b

A Lg-os ggl-ba az I/1. szerint 1 pl 3 H-DFP~t /1-1-3H/
diizopropylfluorophosphdt, 3,9 Ci/mmol, Amresham/ juttat-
tunk és két 6ra elteltével a ggl-t, valamint ag elsé 5 mm-~
es idegszakaszt az I/1/c. szerint feldolgoztuk,

A kezelt ggl. sejtjeiben j61 ktrillhatérolhaté helye-
ken a “H-DFP akkumuldlédik, Féleg a nagy pseudounipolaris
sejtek meghdrtysjiban &s citoplazmijdban, valemint a kis-
sejtek karioplazmijdban figyelhets meg aktivitis /7.4bra/.
Az idegrostok rddioaktivitdst /B;ébra/ az AChE-hisgztokémiai
reakeié végtermékéhez hasonld elrendezbédésben /10/a.dbra/
tgrtalmaznak,

A vigsgdlat eredményei sgerint ag extracellularisan
ggl-ba juttatott ~H-DFP bejut a ggl. sejtjeibe és ott az
AChE elhelyezkedésének megfelell pozicidjidban halmozbdik
fel, Ezek a helyek f6leg a sejt membrdnrendszerei /GWIN és
FLUMERFELT ,1971; HATTORI és McGEER,1974/. A bejutds utédn
két érédval magas diffiz Jjelzettsége is van a ggl-nek,
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T+ dbra 3H-DFP -vel kegelt gele autoradiogridfids képe.
A DFP lokalizdcié helyét az eziist szemesék

jelzik,

4 @ o8 g g ek -y oy ‘“','_.'_ RN B

” o o il . £% . -t

8, dbras 3H-DFP az idegrogstokban.A szemcgék flleg az

axonokban foglalnak helyet.



Ugyanekkor a ggl-ra kogvetlentil kivetkezd idegszakasg
/8.4bra/ alacsony diffiz és magas —- az idegrostok lefu-
tasanak megfeléléen -- rendezett aktivitdsa arra enged
kévetkeztetni, hogy az itteni jelzettség intraaxondlis
eredeti és a meginduld transzporttal kapcsolatos,

Gt awmn wme e G S R R WD MU I (WS WURD  GNED  GeE W)  whah S S e

Az Lg-os ggl-ba a II/1: szerint 0,4 mg/kg DFP-t és
100 ug JH-DFP-t tartalmazé oldatot juttattunk, A gglet
é8 a kapesolddd 20 mm-es idegszakaszt 4 ill, 24 6ra utén
vettik ki. Az 5 mm-es darabokbél a II/1/b szerint készlilt
homogenszdtumokat két részre osztottuk /A és B/;
Ag dllatok egy csoportjdndl a ggl. kezelése utén lekotot-
tik a n, ischiadicust /I1/i/. Az anyag kivétele és fel-
dolgozdsa 24 6ra elteltével tortént a fentiek szerint,
1. Transzport vigsgdlat SH-pFP-vel

Az PAY -homogenizdtumok 50-50 ul-ének aktivitdsdt a II/1/a
szerint meghatéroztuk.

| A mérés eredményei azt mutatjdk, hogy a >H-DFP ggl-ba
juttatisa utdn 4 érdaval a Jelzett anyag megjelenik az el-
86 5 mm;es idegszakaszban, de a mdsodik 5 mm-t nem éri el.
24 6ris mintékban radioaktivitds taldlhaté a mésoéik 5 mm-
es spgakaszban is, de 10 mm-en til nem Jjut a jelzett anyag
/9.6bra/, KOENIG /1965/ patkdny IV. agykemrdjéba bevitt
SH-DFP~re hasonlé /8<10 mm/nap/ migrdléddst ir le.

A 40 mm-re t6rtént lekdtésnél nincs akkumulédcié a 24 6rds
paridédus alatt,
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9, dbrg ¢ A 3H--DFP intraaxonalis transzportja a2 n. ischiadi-




2. Transzport vizsgdlat AChE-aktivitds valtogdsdnak mérésével
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A "B%" _homogenizdtumokbél a II/1/b szerint mértik az
enzimaktivitédst.,
A mérések szerint 0,4 mg/kg DFP ggl-be vitele utdn az en-
zimgdtlds helyi jellegil, A 4 6rdndl az ideg els§ 5 mm-nek
aktivitdsa a kontrollhoz viszonyitva jelentésen cstkken,
mig a mdsodik 5 mm-ben nincs valtozds. 24 6ra utdn a gét-
lds-zéna eléri a midsodik 5 mm-t, de aktivitds csdkkenés nem
tapasztalhaté a kovetkez8 szakaszban /10,.dbra/,
A 9 és 10-es Abrék bssgevetésébll J61 latszik, hogy a pir-
hugamosan alkalmazott két médszer eredményei nagyfoki ko=
reldciét mutatnak, A jelgett anyag és az enzimaktivités
caokkenés id8ben azonos idegezakaszon jelentkezik.
A lckdtéses kisériet eredményei szerint a 3H-DFP nem vesz
részt kimutathatéan a gyors transgportban, ellentétben az
aktiv AChE-al /LUBINSKA &s NIEMIERKO,1971; KASA,1968;
KASA és mts,,1973/ és 5-10 mm/napos elérehaladdsit figyelem-
bevéve, a lassi transzport komponenshes kapésolédik.

II/5. AChE-reszintézis tanulminyozdse DFP-s bénitds utdn
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A II/1 sgerint az Lg-os ggl-ba 2 mg/kg DFP-t Juttattunk,
Ezzel egyidSben 5 mg/kg atropint adtunk ip. a kolinerg fa-
cilitdcidébsl eredS tinetesoport cstkkentésére.

2 6r§val a kezelés utdn a II/1/c. szerint végeztitk az AChE
hisztokémial kimutatédsit,

A kezeletlen dllatok ggl-jaiban AChE-aktivitds demonst-
rdlhaté minden isegsejtben és axonban /11/a.dbra/.



11/a. dbra s Kontroll spinalis ggl. AChE agktivitdsa.
Mind 2 nagy,mind g kis sejtek intenziv feg-
t8ddst mutatnak. / x 350/

11/b. 4bra : Lo og epinalis gel. ACHE aktivitdsa 2 éré-
val a DFP /2 mg/kg/ beaddsa uvtén. A kissejtek
néhénydban gyenge festddds lithatd./ x 400/
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A DFP-vel kezelt ggl-ok sejtjelinek és axonjainak
AChE-aktivitdsa eltiinik /11/b.&bra/. Kisebb reakcib-vég-
termék jelentkezik a kissejtek dllomdnydban,

—— v St goevs o

A I1/1, szerint 2 mg/kg DFP-t adtunk az Lg-85 ggl-ba.
A mintékat /ggl. és 3x3 mm-es idegszakasz/ £61-, 3, 6, 12
és 24 béra elteltével vettiik., A II/1/b. szerint mértik az
AChE-aktivitdst,

2 mg/kg DFP intragangliondris alkalmazdsa utdn az en-
zim reszintézise tanulminyozhaté, Az ilyen mennyiségii DFP
hatdsa szisztémds,

3 érdval a kezelés utén a2 ggl. AChE aktivitdsa 3-6 %-a a
kontrollnak, A kiilonbszS idSpontokban vett mintdk vdltozd
enzimaktivitdsa jelzi a reszintézis folyamatdt /12.4bra/.
Fél éra utdn a gdtlds foka a vizsgilt szekaszon megegyezl.
A DFP a beaddst kiovet§ 1l-2 6ra alatt fejti ki maximilis
hatdsdt /DAVIS és AGRANOFF,1968; SOMOGYI és CHUBB,1976/.

3 éréndl ag aktivitds cstkkenése ellenére a reszintézis ha-
tisédt egy kialakuld aktivitds gradiens jelgi, amely kifeje-
zetté vdlik 6 és 12 6rdndl, A ggl, és az elsd 3 mm aktivitd-
sa. gyorsan emelkedik, mig a tobbié valtozatlan marad, ill.
alig emelkedik,

12 és 24 Sra kozbtt az aktivitds sgintjében lényeges vélto-
gés nem torténik, |
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A 15—63 spindlis ganglion és a n. ischiadicus
AChE-gktivitds viszonyai 2 mg/kg DFP intfa ggl.-
dris injekcidja utén.

Ord. : AChE-gktivitds a kontroll értékek %-Zban.
Abg. : Az idegszakaszok ggl.-t81 mért tdvolsdga.

n = 4 minden id8pontndl.Szérds/S/ feltiintetve.
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II/6. A neurondlis anvagtranszport befolydsoldsa
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A vigsegdlat menete annyiban tért el a II/2/b pontban
tdrgyaltaktél, hogy a “40-kolin Lg-os ggl-ba juttatésit és
ag ideg 4tvigdsdt 20 h-val megeldglen a ggl-ba fiziolégids
séoldatban 50 pg/l pl kolchicint /colchicin sgulfdt, Serva/
juttatunk a mikrotii segitségével /1 perc alatt/, McGREGOR .
és mts, /1973/ szerint a kolchicin hatdsa figgetlen a gétlé
és tesgtelésére haszndlt anyag bejuttatdsa kozttti iddelto-
16d4st61l, ha az 2 Sra és 9 nap kizé esik, Két Srdndl elébd
és 27 napndl késlbb a gdtlds kifejlédése nem kifejezett,

A kegzelt rendszert 24 6rdval a Jelzett kolin bejuttatisa u-
tdn a II/1/a-ban leirt radiokémiai médsgerrel vizsgdltuk,

A vizsgdlat eredményeit Osszevetve a gdtléval nem kezelt
rendszer kolin-transgport viszonyaival /13.4bra/ megdllapit-
haté, hogy 50 mg kolchicin 20 érdval a kolin elétt adva,
felfiliggeszti annak transzportjdt.

A 40 mm-re elhelyezett dtvdgdsndl nincs akkumuldcid, ami a
gyors transzport gatoltsigdra utal.,

Az eredmények azt mutat]ék, hogy a kolin az idegrostban az-
zal a rendsgerrel transzportdlédik, amit a kolchicin gdtol,
tehdt moggdsa ezzel a gdtldval és analdégjaival befolydsolhaté.
Ez a vizsgdlat igazolja azt is, hogy a kolin gyors transzport-
jéra kapott eredmények valéban intraaxondlis eredetiiek, hi-
szen gatolhatdk,

Mivel az azonos mennyiségi jelgett kolin mellett a rendsgzer
Usszaktivitdsa 24 6rds mintdkndl rendsgzeresen alacsonyabdb
/2/%-a/ gétlé esetén, feltételeshetd, hogy a tovdbbszdllitds

hidnya gdtldst jJelent a felvevS membréntranszport-rendsger
A mira 1o
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13. 4bra: Kolchicin hatdee a 14C-k011n intraaxanélia transzport~
jéra. A kolin ggl.-ba vitele és a2z ideg dtmetgzése a
kolehicin /50 ug/ kezelés utdn 20 h-val,az anyag kivétel
tovdbbi 24 h elteltével tortént.

1* - az dtmetszés helye.

Ord. ¢ rididaktivitds e vizegdlt rendagzer %-dban.



B. Kolchicin hatdsa az AChE transzportidra

1. Sejttestnél alkalmazva

SOOI OISETOROIEIN SISO IZTOERDY

Ennél a vigsgdlati sorozatnidl a kolchicin addsa két
médon tortént.

a/ Fiziolégids séoldatban 800 és 200 pg intraperito-
nidlisan,

b/ 50 és 100 ng szgubdurdlisan a lumbdlis intumescencia
terilletére /50 pg/1 p1/.

A bev%tel utdn 20 6rdval a n. ischiadicust atvigtuk a m.
pyriformis felett, 4 éra elteltével vettik ki a mintdkat és
dolgoztuk fel a 1I/3 szerint /Pl’Pz’P3 szakaszok/ .

Az ip, bejuttatott kolchicin /800 ng/ letdlis hatésﬁ; mig
kisebb d6zis /200 pg/ alkalmazdsa esetén az AChE transzport-
ra nincs mérheté hatdsa., A letalitds oka tipusos kolchiecin
mérgezés: a splanchnicus érterillet kapilldrisainak bénulédsa
az egzel Jard tinetcsoporttal egyiitt. |

A letdlis alatti dézis szervegeten belilli koncentricidja nem
éri el a transzport gétldsdhoz ézﬁkséges sgintet.

A subdurdlisan alkalmagott kolchiocin mind a gerincvelSi mog-
gatdé neuronokra, mind a spindlis ggl—ok érzlideg sejtjelire
kifejti hatésdt, S50 ng-ja csvkken, 100 pg~ja megszlinteti az
dtmetszésre proximilis skkumildcidt. A két dSzis hatdsa kéz-
t1i kiilonbség /14.8bra/ jelzi a gdtlé hatds koncentricid filg-
gését és részben magyardzga az ip. alkalmazds hatdstalansdgit.
Osszevetve a kegeletlen-, az dtmetszett-, valamint az dtmet-
szett és kolchicinnel kegelt n, ischiadicus AChE aktivitédsat
/6. és 14.évra/ ﬁegéllapithaté, hogy 50 mg kolchicin cstkken-
ti a transzportot, mig'loo pg felfiiggeszti azt.



’ 1 50 ug kolchicin 100ug kolchicin
@ n=3 n=6
v
-
>
t . -
T L !
E 1 1 "_“ | -/J.//j
<J; i ‘ , 7

’

4 l
rRR" K RAA K

14, ébra : A ne ischisdicus dtmetazdpdre proximdlis 3x2 mm-es
azekaszok /Pl.?z,?B/ AChBwgktivitds vdltozdea a
ggsubdurdlisan adott 50 £a 100 ug kolchicin hatdodra.
24 h=val & kolchicin 4g 4 he-vel az dtmetszds utdn,
1%« gz dtmetazds helye.

?50,100 t az ellenoldal sktivitdsa.

AChE=gktivitds 3 F x 126 umol/g/h hidrolizdlt ATChJ,
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A szignifikancia préba /P3 - P, variancia analizise/ agt
matatja, hogy az 50 pg-al kegelt és adtmetszett, valamint

a kezelés nélkiil atmetszett kozott nincs szignifikdns ki-
liinbség /P>55/.

Ezzel szemben a 100 jg kolchicinnel kezelt szignifikénsaﬂ
/P < 1%/ kiilonbozik a csak dtmetszettdl és j6 egyezést mu-
tat a kontrollal /P>>5%/.

Az ip, adott kolchicin hatdstalansdga kizdrja annak lehe- '
t8ségét, hogy a szubdurdlis alkalmazds hatdsa az dtmet-
sz8st0l proximilis akkumuldcidéra helyl jellegil legyen.

2. A periférién alkalmagott kolchicin anterogrid transz-

..“.‘QQQ.....0.0.000.'..000.0‘..."'.Q.Q.Q.O..Q..O.

portra gyakorolt hatdsa
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A vigsgdlatokat 120141% n, ischiadicus idegtbrgs darabon
végeztiik,

Patkdnyon -- nerkézis alatt -- a hasoldalrdl miitétileg fel-
tartuk ag LS-—LG—OB ggl-b6él induldé idegek bifurkicidjénak
helyét, majd ez alatt 2 mm-el dtvdgtuk a n. ischiadicust
/L1/.

Ezt kbvetben:

a/ az dtmetszésre periférids 30 mm-es idegszakaszokat a
15.48bra azerint feldaraboltuk és meghatidroztuk AChE
aktivitdsukat a II/1/b alapjén,

b/ az ideg 4tmetszése /Ll/ utén 2 6rdval kiprepariltuk
az idegtorzset a m, pyriformis felett /30 mm-re Ly~
$61/ és itt lekttottik az ideget /L,/. Innen szdmi-
tott 4 Sra utdn vettik a mintédkat és ag a. pont sze-
rint tortént a meghatérozds. Ez a vigsgdlat a 4 6rds

. 1ekdtott sorozat eredményét adja.
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15, dbra : Az izoldlt n. ischiadicus idegszakasz kégzité-
gének és feldaraboldsdnak sémdija az anterograd
trgnszport vizagdlatihoz.

P - periféria, Ll H L2 - gz dtmetazés ég lekb-
tés helyei.

0 AChE aktivitas (E)
¥ KONTROLL ATMETSZETT KOLCHICIN
8 (100 pg )
o E 8° E = E s?
111288 |om2| 1440 |oms | 1748 |oms
21246 0,23/.__7,233 0007 | 1453 | qoss
31131 |ors9 1093 | 0034 | 1152 |07
4 (1041 |oo075|1062 | o062| 0983 | o120
510896 010210 3_6 o070 | 0973 | a9
6| 0875 |aos0| 1525 o046 7,0&__3 o9
ﬁz 0042 |ow7 ' 0206 |20 | 0315 |aors
2 - 4
6-4 [-0157 | 0026 | 0463 | aos0 | Q0 15 | aoo4
N 10 6 6

I. t4dbl. ¢ Iz0ldlt n. ischisdicus AChE-gktivitds értékei g

15. 4brea szerinti vigggdlatban.

N %,
AChr-gktivitds: Ex 126 umol/g/h hidrolizélt&g@’fh{n.

s1e0t
2

S = varizncia
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¢/ Az ideg dtmetszésével /Ll/ egyldSben a perifériis
csonkot 1 mm hosszi, az idegnek megfeleld atmérd-
ji, miianyag csébe helyesztik és 100 pg/4 yul kolc-
hicinnel kezeltilk, A vizsgdlat tovabbi menete a
' b szerint tortémt.
Ez adja a 100 ug kolchicinnel kezelt, 4 6rds leko-
t6tt sorogat eredményeit,

Az a alatt leirt vizsgdlat eredménye az idegtidrszs
30 mm-nek AChE-aktivitds eloszgldsdt adja meg a kezelés
nélkili idegtdrzsnek megfelellen /1,tdbl,,kontroll/.

A 11/3 eredményeivel egyezfen egy Jjelentds proximo-disz-
tdlis aktivitds gradiens van a vigsgdlt szakasgban.

Ezeket az értékeket Usszevetve a b szerint kapott
eredményekkel, az aktivitds szembeting dtrendezbdése fi-
gyelhet$ meg /l.t4bldzat/. Az igzoldlt sgakasz AChE-a a
csonkok felé vdndorol és mind a disztdlis, mind a proxi-
malis végen akkumulédlddik, A disztdlis végen torténd felw
halmogdédds pontosabb mérését célozza az utolsé 2,5 mm to~
vdbbi feldaraboldsa /15.4bra/.

Az osszehasonlithatésidg érdekédben ag 1l,tdbldzat a végdara-
bok &s az utdnuk ktvetkezb 2,5 mm-ek aktivitds-kiilnbségelt
is tartalmagza,/1-2 és 6-4/. Ezek Usszehasonlitédsa J61 szem-
1élteti a 4 6ra alatt mindkét csonkndl lejdtszédd akkumuld-
cidt.

A ¢ szerinti kolchicin kezelés jellemzS médén valtogz-
tatja meg az akkumuldciés viszonyokat. 100 ug hatdsdra a
periférids végen az engimaktivitds-szint ktzelebd 411l a
kontroll értékhez /P >5%/, mint az dtmetsgettnél kapott
értékhez /P < 1%/. Ez azt jelenti, hogy a kolchicin prifé-
rids alkelmagdsira disztdlis szakaszon gdtolja az anterol-
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rdd AChE transgportot, egyezésben a kolin transzportjdnil
tapasztalt inhibicidés hatédssal.

Az anterogrdd transzport gitldsa a kordbbi eredményeck-
kel j6l1 magyardzhaté, ellentétben a centrdlis csonk akku-
mildeidjandl tapasztaltakkal, Osszehasonlitva a hirom soro-
zatban az l-es és 2-es szegmens aktivitds killvnbségének a-
datait /1.tdbldzat/, a nagyobb akkumuldcid a kolchicinnel
kezelt idegeknél adbédik, Ez az eredmény elsl megkdzelités-
ben arra enged kiovetkeztetni, hogy a leirtak szerint alkgl-
mazott kolchicin a retrogrid tramszportra nincs hatdssal.
Ezen visgzonyok tisztdzdsdra és helyes értékelhetdségére
egy mids Usszedllitdsu kisérlet sziikséges, amelyben a drog
retrogridd transzportra gyakorolt hatdsa is-mérheté.

%. Kolchicin retrogridd transzportra gyakorolt hatdsa
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A vigsgdlatot a B/2 pontban leirt igoldlt idegszakasszal
végeztik, A kisérlet ossgedllitédsdban alkalmazott vdltozta-
tdsokat a 16.4bra mutatja.

Ag &bra sgerintl periférids atmetszést /L1/ végegtilk elészbr
és 1tt alkalmawtuk a kolchicint is, A centrdlis lekitést
/Ly/ elkalmaztuk két 6réval késébb és ugdna négy 6ra telt el
a mintavételédigd A feldaraboldsndl most a centrilis csonk
2,5 m~-ét osztottuk tovdbb, hisgen az itt lejdtsz6dsé akkumu-
1l4cidé valtozdst kivantuk pontosan kdvetni,

A tovédbbiakban a B/2-nek megfelellen mértilk a kegeletlen, a
lekotott, valamint a lekotvtt és 100 ne kolchicinnel‘a peri-
£érids osonkndl kegelt idegszakaszok AChE-aktivitdsait,
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A mért adatokbél kitinik, hogy ebben az tsszedllitds-
ban a kordbbinak /B/2 pont/ az ellenkezdje torténik
/2.tdbldzat/, A centrdlis csonk akkumulédcidja csékken a
gadtld anyag hatésdra, mig a periféridsé inkdbb ndvekszik.

A retrogrid transzport gdtldsa nem annyira pontosan
mérhets, mint az anterogridé, mert figyelembe kell venni,
hogy a vizsgdlt idegszakaszon tobb kilépS oldaldg is van,
melyek az anterogrdd transzport vizsgdlatdt nem, de a ret-

rogriddét jelentSsen médosithatjdk.

Osszeﬁasonlitva a két vizesgdlat eredményeit /17.4bra/
megdllapithaté, hogy a kolchicin alkalmazdsi helyét8l pe-
riféridsan ag anterégréd, centrdlisan a retrogridd transg-
portot gidtolja, de nincs hatdssal egyidejileg mind a ket-

tére.
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kolchicin

Lot 1 L /
ggl, = fil2[3 4 556[: P

B 11525 45 2525 mm

16. 4bra 3 Az izol4lt n. ischiasdicus idegszakasz készitésének
éa feldaraboldsdnak sémdja a retrogrdd transzport
vizsgdlatdhoz. P - periféria.

Ly 3 Iy, = dtmetezds 1ll. lekBtés helye.

0 AChE aktivitas (E)
s | «owrrRoLL ATMETSZETT KOLCHICIN
e i (100pg )
o =) i '3 g* = s?
111276 |o02¢| 1501 | gors | 1400 | o076
2 7,086 0,035 7, 768 0013 7,759 0088
31106 |oos7 | 1053 |qgo22| 1146 | o3
4 I'OI/L 0084 | 1035 |aos3 | 0956 | go36
510876 |00s9|0901 |g012| 0E20 o110
6| 0817 |gozs | 1128 |oos: | 1,069 a044—
2| 0169 |aws | 0448 | opos 0494 016
y ]
65 |-0067 | 0019 | 0228 |g00r | 0,248 ' o009
|
N 7 ) 6
II. t4ble. : Izoldlt n. ischiadicus.AChE-aktivités értékei a 16.
dbra szerint végzett vizsgdlatban. 32 -variancia

AChE-sktivitde: E x 126 umol/g/h hidrolizdlt ACThJ.



kolchicin az 1-es végen kolchicin g 6-0s vegen

(ANTEROGRAD HATAS ) ( RETROGRAD HATAS)
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17. dbrag : A kolchicin periférids hatdsa n. ischiadicus izoldlt
szakaszdnak AChE-transzpor€jira.
K- kontroll, L- lek®tott, C- lekotott és kolchicinnel
kezelt /100 ug/
1-2 ég 1-3 a2 centrdlis csonk akkumuléciéja/l—es.vég/

6-4 ég  6-5 a periférids csonk akkumuldciéja /6-o0s/
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III, VIZSGALATAINK EREDMENYEINEK ERTEKELESE

A kolin egyrészt az ACh-szintéziséhez szilkséges
szubsztrat, misrészt fontos prekurzora a membrinépitd
foszfolipideknek /leeitinek, szfingomidlinek/ is,

Figyelembe véve, hogy az ACh-lokédlis szintézise eléfor-
dulhat az axonban /HEILBRONN és PETTERSON,1973%; DAHLSTROM
és mts,,1974/ a kolin -- mint prekurzor -- transzport
vizsgdlataré kapott eredmény lehetlséget ad anmnak, hogy a
helyl szintézishez szikséges kolin rendelkezésre 4ll-e,
111, pétlésdban az axoplazmatikus transzport milyen szere-
pet jatszhat.,

A kolint -- f8leg a klinerg neuronok -- nagy affinitds-
sal felveszik az extacelluldris térb6l /YAMAMURA és SNYDER,
1972; YAMAMURA,1973/.

Intracellulédrisan gerincveldi motoneuronokba Jjuttatott >q
kolin transzportdlédik az axonba és a édendritekbe /KREUTZBERG
és SCHUBERT 1973%;1975/.

Kisérleteink agt mutatjdk, hogy a spindlis ggl-ok ideg-
sejtjel is felveszik az extracelluliris 146 xo1int &s hosz-
szabb 1d6n keresztiil /2-3 nap/ magas jelzettségiik marad,

A felvett kolin a perikarionbdl kiilnbtzd sebességil kompo-
nensekkel transgportdldédik a termindlisok feléd A transzport
hédrom fédzisa killtnithetS el. Egy gyors, t&bb mint 250 mm/nap
sebességli, egy kozepesen mozgé /40-50 mm/nap/, amely vald-
szinilleg a foszfolipideket hordozza /MIANI,1964/ és egy lasstd
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fédzis /2-3 mm/nap/, amivel a transzportdlt jelzettség
nagy tomege szdallitdédik.

A gyors fézisu kolin transzport jelenléte lehetSsé-
get nyijt arra a feltételezésre, hogy a kolin részt ve-
het az axondlis ACh-szintézis prekurzorinak pétlédsdban.
Tianszportjénak mind a gyors, mind a lassi fdzishoz va-
16 kapcsoldéddsa, valamint gyors akkumuldcidja a sejttest-
t81 tdvoli /40 mm/ periférids lekotésnél, alkalmassd tet-
te a kolint arra, hogy transzport gatlasi vizsgdlatok
tesztanyagaként felhaszndl juk,

Vizsgdlataink eredményei aldtdmasztjdk LUBINSKA és
mts. /1963/, valamint DAHLSTROM /1971/ czon k6zlését, hogy
az AChE-aktivitéds a n., ischiadicusban proximo-digztdlis
csbkkend gradienst mutat. Az ideg 40 mm-ében a gradiens
jelentés mértékii.

Az axonok folytonossdgdnak megsziintetését /lekiotés
vagy 4tvédgds/ kovetd, a lekdtésre proximdlis idegszakasz
aktivitdsdnak rovid 1dS /4 6ra/ alatt 1étrejovs, jé1 de-
monstrédlhaté emelkedése és ezzel kapcsolatosan a gradiens
ezen szakaszra vonatkozd megforduldsa, jelzi az AChE je-
lentfs mértékii transzportjdt. Ezek az adatok jé1 egyeznek
a vizsgdlt rendszerben tett kordbbi megfigyelésekkel
/KASA ,MANN,KARCSU,TOTH és JORDAN,1973/.
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BLABER és CREASEY /1960/, DAVIS és AGRANOFF /1968/,
AUSTIN és JAMES /1970/, .valamint BUTCHER és BILEZIKJIAN
/1975/ vizsgdlataiban az idegrendszer kiilnbbzd teriiletein
az AChE-aktivitds 75-90 %-os gdtldsdt 1,5-3 mg/kg DFP int-
racerebral, ip. vagy im. bejuttatdsdval érték el.

Intragangliondrisan bevitt hasonlé mennyiségii DFP --
esetiinkben -- a spindlis ganglion enzimaktivitdsdnak 95-96
%-4t gdtolta. Hisztokémiai vizsgdlataink szerint a megma-
radé aktivitdsért a ggl. kissejtjei lehetnek feleldsek, mi~
vel ezekben helyenként enzimaktivitds-végtermék marad DFP
kezelés utdn is. A rezjigztens aktivitdst tobb tényezd is
okozhatja:

- az AChE-izoenzimek DFP-re nézve killénbdz6 érzékenysé-
giiek /SRINIVASAN és mts. 1976/,

- egy olyan DFP-rezisztens eszterdz jelenléte, amely
képes az ATCh bontdsdra /SINGER és mts,,1960/.

Az autoradiogrdfids vizsgdlatok azt jelzik, hogy a
gegl-ba vitt >H-DFP koncentrdlédik, ahol az enzim-aktivitéds
hisztokémiailag is demonstrdlhaté. Ezek a megfigyelések e-
gyeznek GWYN &és FLUMERFELT /1971/, valamint HATTORI és
MCcGEER /1974/ adataival,

Az egy idében alkalmazott ~HDFP-s radiokémiai- és
AChE~-enzimkémiai vizsgdlatok nagyfoku koreldcidja -- a
DFP és gdtldsi z6na egyitt mozgdsdban -- arra utal, hogy

- vagy az inaktivdlt enzim halad disztdlisan,
- vagy a DFP védndorol az idegtorzsben és létrehozza a
gdtldsi zdéna eltoldddsdt a periféria felé.
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Az a tény, hogy a spindlis ggl -- n, ischiadicus rendszer-

“ben a JH-DFP vdndorldsa 10 mm/24 h-ndl nem t5bb, arra en-

ged kovetkeztetni, hogy a lassan migrdldédé sejtkomponens-
hez kotédik.,

Patkény IV. agykamrdjdbanjuttatott SH-DFP is 8-10 mm—t
transzportdlédik naponta /KOENIG,1965/.

Az intraaxondlis gyors transzport AChE-ra /LUBINSKA
&s NTEMIERKO,1971; KASA,1968; KASA és mts.,1973/ ~H-DFP
segitségével nenm muitathaté ki /nincs akkumuldcié a lekd-
tésnél/. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy sem az inhibi-
tor-enzim komplex, sem a DFP szabadon nem 1ép be a gyors
transzport rendszerbe.

Az intragongliondrisan bejuttatott 2 mg/kg DFP a bio-
kémiai vizsgdlatok szerint -- az egész szervezetben --
hatdsosan bénitja az AChE-t. A gdtlds irreverzibilis
/DIXON és WEBB,1964/ és spontdn reaktivdcié nem fordul el
/BLABER és CREASEY,1960; WELSCH és DETTBARN,1972/ igy az
ujonnan megjelené enzim a reszintézisnek tulajdonithaté.

Az AChE gyors megjelenése a ggl-ban /6 éra/, majd az
idegtorzsben kialakulé proximo-disztdlis enzimaktivitéds
gradiens arra enged kﬁvetkeztetni,lhogy az enzimszintézis
els6dleges helye a perikarion /KASA és CSILLIK,1968;
SOMOGYI és CHUBB,1976; CISSON és WILSON,1977/ és az axond-
1lis lokdlszintézis /RKOENIG és KOELLE,1960;1961; KOENIG,1965;
SRINIVASAN és mts,,1976/ feltehetSen nem jdtszik szerepet
az axondlis AChE-aktivitds visszadllitdsdban.
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Az intraaxondlis anyagtranszport befolydsoldsdnak
lehetdségét vizsgdltuk kiilonbozd helyen és eltérs dézis-
ban alkalmazott kolchicin gdtld hatdsdnak felhasznidldsdval.,

Az ip. alkalmazott kolchicin nagy dézisa letdlis, ez
alatti dézisa hatdstalan a transzportra.

Iv. vimblastin /CHENEY és mts,,1973/ és ip. kolchicin
/F1TZGERABD és MAYFIELD,1976/ szintén hasonld eredményt

adott. '

Patkédny, egér, tengerimalac és aranyhorcstg tubulinjdnak
polimerizdcidéja -- in vitro -- hasonlé érzékenységii kolc-
hicinra, de in vivo alkalmazva az LDSO-es dézis szdzszoros
/470 mg/kg/ aranyhtrcsdégnél, mint patkdnyndl /3-4 mg/kg/
/FRITZGERARD és IMAYFIELD,1976/. Ezek alapjén fel kell té-
telezniink egy aktiv lebonté mechanizmzst /CHENEY és mts,,1973/.

Az idegrendszer teriiletén -- a neuronok sejttestjeinél
-~ alkalmazva a kolchicin gdtolja a transzportot /JAMES,
1970; KARLSOMN,1971; McGREGOR,1973; FONNUM,197%; FRIZELL,
1975; WILSON,1975/. A hatds kifejlGdéséhez elegendS 1d6
/legaldbdb 2 8ra/ és megfeleld koncentricié szilikséges.

Eredményeink szerint a kolchicin a neuronok sejttestjé-
nél alkalmazva mind az AChE, mind a kolin transgportjit gi-
tolja. A lumbdlis intumescencia teriiletére szubdurdlisan
adva 50 ng-ja cstkkenti, 100 Pg-ja ledllitja a patkany n.

ischiadicusdban az AChE transzportot. A két ddzis hatdsa® - )

kozti kiilonbség a gdtldsi folyamat koncentricié figgésére a¥al
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Nagy dozisu kolchicin és vimblastin ugyanebben a rendsger-
ben szubdurdlisan adva hasonlé hatésd az ACh /HEIWALL és
mts,,1976/ i1l. a ChAc /DZIEGIELEWSKA és mts.,1976/ transz-
portjéra. ,

A spindlis ggl-béllkiindulé kolin transzport gdtldsd-
hoz 50 ng hafésosnak bizonyult, az inhibicidé a transzport
minden komponensére kiterjed;

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a transzport
rendszer sejttesti inicidcidjdnak gdtldsa maga utdn vonja
az egész axon ilyen jellegl aktivitdsdnak blokkoldedt.

Bar ezen kautéldk mellett végzett vizsgdlat nem nyijt in-
formiciét a gatlds mechanizmusdra, eredményel felvetik an-
nak veldésziniiségét, hogy a transzport rendszer egy pontjé-
nak sérﬁlése a t68le disztdlis idegszakaszok gét;éeét is
eredményezi. A kérdés ugy meriil fel, hogy ez a jelleg csak
a sejttest axon viszonylatdban, vagy axonon belill is igaz-e.
Ez a kérdés vezetett benniinket a kolchicin . periférids al-
kalmazdsénak vizsgdlatihoz.,

A kolchicin, az idegek periférids nydlvénydnil alkal-
mazva a lekttéshesz vagy atvidgdshoz hasonld duzzanatot okoz
a kezelésre proximilis néhdny mm-en. Ez a duzzanat az int-
ra axondlis anyagmozgds gdtoltségdbll adédik /SJOSTRAND és
mts.,1969; FERNANDEZ és RAMIREZ,1974; FRIZELL és mts.,1975;
DAHLSTROM és mts.,1975/.

Ezzel megegyezl hatdsi a drog ilyen feltételek kb6zott, a
periféridrél sejttestbe irdnyuld transgportra is /EDSTROM

és HANSON,1973; LaVAIL és LaVAIL,1974; STOECKEL és mts.,1975;
ami jelgi, hogy nemcsak az anterogridd, de a retrogrid transz-
port gdtldsa is tﬁrtén;k.
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Iz0ldlt idegszakaszban -- ami egyardnt jelenti a sejt-
testtdl és a periféridtél tortént elvdlasztést -~ intraaxo-
ndlis anyagvindorlds folyik, melynek tendencidja az, hogy
az egyes anyagokra nézve akkumulécié jon 1létre mind a peri-
férids, mind a centrdlis végnél /LUBINSKA és mts.,1964;
NIEMIERKO és LUBINSKA,1967; PARTLOW és mts.,1972; FONNUM
és mts.,1976/.

Ilyen koriilmények ktzott az AChE-aktivitds emelkedése erb-
sebb a distdlis, mind a proximdlis oldalon, novekszik az
idével és filigg az izoldlt szakasz hosszdtél /LUBINSKA és
mts.,1964; FONNUM és mts,,1976/.

Az AChE-nak n,., ischiadicus 30 mm-es 1z0ldlt szegmensé-
ben t6rténd elmozdulédsidt célzéd vizsgdlataink a fentiekhez'
hasonld eredményt hoztak. 4 6ra alatt a proximdlis és disz-
t4dlis csonkndl egyardnt j61 mérhet§ enzimaktivitéds emelke-
dés tortént.

Ilyen koriilmények kozott az AChE mind gyors, mind lassu
transzportja folyamatos /FONNUM,FRIZELL és SJOSTRAND,1976/
ami arra utal, hogy az ideg 4tmetszése /vagy lekdtése ill.
roncsoldsa/ magdt a transzﬁort folyamatot a szakasz belse~
jében érintetlentil hagyja, transzport barriert csak agz at-
vagasndl jelent.

Ezzel ellentétben a sejttestnél alkalmazott kolchicin
kezeléslink utdn az idegre helyezett lekdtésnél nincs akku-
muldcié, megegyezlen misok eredményeivel,

Ennek analégidjaként, lokdlisan, periféridn alkalmazott
kolchicin kezelést6l disztdlis lekdtésnél sincs ACh /HEIWALL
és mts.,1976/, ChAc /DZIEGIELEWSKA és mts.,1976/, valamint
AChE és ChAc /DAHLSTROM,HEIWALL és LARSON,1975/ akkumulécid.
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Az dltalunk vigsgdlt izoldlt idegszakasz centralis
csonkjénsl alkalmazott 100 pg kolchicin hatdsa elimindlta
a distdlis csonkndl tortén6 AChE-aktivitds felszaporoddsdt.
A k681t adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az ideg
folytonossdgdnak megsgziintetése és a kolchicin okozta transz-
portgdtlas kozott lényegi kiilltnbségek vanmnak. A colchicin
magdt a transzport folyamatot szlinteti meg, az 4tmetszés
ezt érintetleniil hagyja.
E mellett, az izoldlt idegszakasz centrdlis csonkjdnak kolc-
hicihezése csak a periférids csonk akkumuldciéjdt szinteti
meg,.a centralis csonknél -- 3 kegelt helyen -- az enzimak-
tivitds fokozédds folyamatos. Ennek forditottja jdtszddik
le, ha a kezelést /100 ng/ a'pefifériés_csonkon végezzik,
Ebben az esetben a retrogridd transzport gdtldsa mellett az .
anterogréd folyamatos,

Kisérleteink ezen eredményei azt a ktvetkeztetést va-
16sziniisitik, hogy az anterogridd és a retrogrid intraaxond-
1lis transzport azonos mechanigmussal, de strukturdlisan egy-
mdstél elkiilvniilt rendszerrel torténik,

Figyelembe véve, hogy a mikrotubulusok dinamikus egyen-
silyban vannak subegységeikkel, és a kolchicin bekdtédésével
ezt az egyensilyt ssiinteti meg /BORYSY ‘és TAYLOR,1967/, to-
vdbba feltételezve a transzportdldé filament modell helyessé-
gét /OCHS,1974/ mely szerint az anyagékat ez a filament hor-
dozgza a mikrotubulusok mentén az aktomyozin kapcsolatdhoz
hasonlé Mgt*; ca** &s ATP-fiigg§-kereszthid rendszer segitsé-

gével, az a kovetkeztetés adddik, hogy a transzport folyamat
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bdrmely pontjdn a mikrotubuldris struktura felbomldsa,
ca*?, Mg™* koncentrdcié fizioldgidstél torténd eltoléddsa
/OCHS,1975; ROSENFELD és mts.,19764 vagy az energetikai
rendszer gidtldsdbél adédé ATP-cstkkenés /OCHS,1974;1975;
SHALENSKT,1973/ a behatds helyét6l periféridsan az ante-

rogrid, centrdlisan a retrogrdd intraaxondlis transzportot

sziinteti meg.
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IV. 0 SSZEFOGLALAS

Vizsgilatainkban az AChE-nak és a kolinnak patkdny
spindlis ganglipn—-n.isehiadicus médelirendszerbeh lejét-
626d6 intraaxonilis transzport folyamatait,‘transzportjuk
kolchicinnel t6rténd befolyisoldsinak lehetéségeit,.a
transzport folyamat jellemz8it, valamint 0,4-2,0 mg/kg DFP
AChE=enzimaktivitdsira és reszintézisére kifejtett hatdsdt
tanulminyeztuk.

A vizsgdlat alapjdn levonhaté kovetkeztetések:

A vizsgdlt rendszerben mind a kolin, mind az AChE részt
vesz a proximo-distalis axoplazmatikus transzportban. Egy
gyors fézisi kolin transzport létezése valésziniisiti, hegy
a kolin -- mint prekurzor -- részt vehet az ACh axondlis
.1okélszintézisében._

A kolchicin a sejttestnél alkalmazva mindkét vizsgdlt
anyag transzpertjidt gdtelja. Periférids alkalmazédsdnak e-
redménye; arra utalnak, hogy az intraneurondlis transzport
anterogrid &s retrogrid komponensei azonos mechanizmussal,
de egyméstél strukturdlisan elkillonilt rendszerrel torténnek.

Az intragangliondrisan bejuttatott DFP a pseudo-unipo-
1éris_dquejtek enzimaktivitdsidt megssziinteti, de a kissejtek
néhdnyéban marad AChE-aktivitds,

A JH-DFP auteradiogrifidsan azokon a merpholegial helye-
ken demonstrdlhaté, mint az ACKE hisstokémiailag. A jelzett
anyag a perikarionbél lassdi transzporttal halad /10 mm/24 h/
az axon—términélisok(felé. Aé AChE=aktivit4s a ~H-DFP transz-

portjival pidrhuzamesan esdkken.
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Az intragangliondrisan bevitt DFP /2 mg/kg/ gdtolja az
egész vizsgdlt rendszer AChE-aktivitdsdt /96%/. A ganglion

sejtek enzimaktivitdsa mdr 3 éra utdn kezd visszatérmi és
12 6éra alatt eléri az eredeti aktivitds 27 %-4t.

A perikarionbdl transzportdlédsé enzim az axonban pro-
ximo-distalis gradienst mutat, igy vizsgdlati eredményiink
az AChE axondlis lokdlszintézisére vonatkozé hipotézist

nem témogatja.

Ezuton mondok ktsztnetet Dr KASA PETER egyetemi
tandrnak,a SZOTE Kozponti Kutaté Laboratériuma vezetS5jé-
nek,ski disgzertdciém készitését mind elméleti,mind gya-
korlati segitaégével és tandcsailval messzemenben témogat-
ta és intézetében a munkém elvégzéséhez szilkaéges minden
feltételt biztositotta.

Koazonom kollégdimnak - a Kozponti Laboratorium
koldektivdjdnak- a kisérletes munldban és a dolgozat
technikai Fivitelezéasében nyujtott segitadgiiket.

| Ezen kiviil mindazoknak hdldval tartozom,akik munkéd-

mat ktzvetve vagy koazvetleniil tamogatték.
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