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B EVEJZTZETTE S

A hisztamin egyike az emberi és az &llati szervezet

széveteiben s a vérben 16vd azon biogén anyagoknak, ame-
lyek felszabadulva nagy szerepet jatszanak kiilonbozd
gyulladésos, allergiés és ‘shockos ‘folyamatokban.
Jelentdségének felfedezése 6ta szhmos metodikai prébal-
kozés tortént arra vonatkozban, hogy a kiilonbdzd fizio-
l6giai folyamatokban bekévetkezd mennyiségi és mindségi
vAltozasdt ekzakt médon, pontosan tudjak meghatirozni.
A kezdetben alkalmazott blolégiai és fluorimetrids méd-
szerek azonban nem voltak alkalmasak arra, hogy a hisz-
tamin szintek ndvekedését vagy cstkkenését kelld érzé-
kenységgel kovessék.

Az utébbi évtizedben kidolgozott radioenzimatikus
hisztamin meghatirozas az eddigieknél érzékenyebb mérést
tesz lehetdvé, s emiatt révid idd alatt tért héditott az
e1l828 metodikéakkal szemben.

A folyamat lényege, hogy a vérben és a szdvetekben 1évl
hisztamint a patkéiny-vesébdl izol&lt hisztamin-N-metil-
transzferidz enzim stabil metabolittd, metilhisztaminné
alakitja aktiv metilcsoportot tartalmazé S-adenozil-I~
metionin /SAM/ jelenlétében. Az aktiv metilcsoportba
bevitt tricium. segitségével az enzimkémiail reakciéd vég-
bemenetele liquidscintillécidés méréssel nyomon kévethetd.
A reakcid in vitro korilmények k6zott torténd kivitele-
zése bonyolult, hosszadalmas metodikét igényel, amelyet
sz&mos, a folyamatban szerepet jatsz6 tényezd befolyasol.

Munkénk sordn célunk volt azon determindlé rész-
folyamatoknak, reakcidkdriilményeknek a vizsghlata, ame-
lyek dontd jelentdségiiek, illetve meghatarozé jellegliek
a kapott eredmények pontossdgiban és realitéséban.



Ennek eldontése végett tanulményoztuk az enzimkémiai
reakcié inkubdlasianak, a képz8ddtt aktiv metilhisztamin
extrahélésdnak és liquid-scintilléciés mérésének para-
métereit.

A meghatérozist kutydkon végzett &llatkisérletek
sordn vett vér— és kiilonbdzd szdvetmintakbdl végeztiik.
Vérmintdk esetében mértiik a teljes vérben, illetve a
plazmiban 1évd hisztamin-koncentraciédt.

Célunk volt tovAbbA annak vizsgdlata, hogy az Allatokon
létrehozott hemorrhagids shockos folyamatban a kapott
eredmények hogyan médosulnak a kisérlet sorén £ellépd
kiilonféle tényezbk hatéséAra.

Ehhez méréseinket a hisztamin-koncentracidét befolydsold
hemolizis okozta plazma-hemoglobin meghatéroziséval;
illetve szbvetek esetében fehérje-koncentricidé méréssel
egészitettiik ki. _

Eredményeink alapjédn a radioenzimatikus hisztamin
meghatirozdsban d6ntd szerepet jatsz6 paramétereket ugy
véAlasztottuk meg, hogy a tovabbiakban sorozatosan vég-
zett kisérleti munkdkban a médszer alkalmas, érzékeny
és reprodukidlhatd legyen.



IRODALMI ATTEEKINTES

I. A HISZTAMIN SZEREFE FIZIOLOGIAI £S
PATOFIZIOLOGIAY FOLYAMATOKBAN

1. A hisztamin felfedezése és izolaldsa

A hisztamin, amely egyike volt az é18 szervezetbddl
elsdként meghatérozott vazoaktiv anyagoknak, jelen van
mind emberi, mind pedig a kiilonbizd Allati szdvetekben és
a vérben.

Kémiailag 1907-ben szintetizdltik, még mieldtt jelenlétét
a szovetekben ismerték volna. 1910-ben irtdk le a hiszti-
din dekarboxilédcidéjéval, baktériumok hatéséra létrejott
képzddését /28/.

Biolégiai aktivitésdnak meghatérozasa utén Dale és munka-
tarsail kozel 20 évre kiterjedd kutatdémunkdjuk sordn, hama-~
rosan megéllapitottdk, hogy a hisztamin bizonyos farmako-
l6giai hatésokkal bir. Méar akkor ismeretes volt, hogy szé-
mos szdveti extraktum vazodilatldcibés aktivitdssal rendel-
kezik /29,30/, amit Poplelski Ggy vélt, hogy ez az aktivi-
tas egy egyszerii anyagnak koszOnhetd, melynek 8 a "vaso-
dilatin" nevet adta.

1927-ben kristalyos pikrét-forméban izolélték 0kdr tilidejé-
bdl és majabél /20/, illetve a késdbbi adatok szerint izom-
b6l és 1épbdl /28,77/.

Meanwhile, Lewis /46/, bizonyitott4k be, hogy az az anyag,
amelyet "H-substance™ névvel azonositottak, tulajdonségai-
ban a hisztaminnal megegyezd, és ugyanezen anyag szabadul
fel a bdr sejtjeibdl gyulladdsos folyamat és antigén-anti-
test kolcsonhatids sorén.

Hamarosan leirtdk a hisztaminnak az emberi és &llati szer-
vezetben végbemend szintézisét és katabolizmusét, melyet
az 6lsd abran szemléltetiink.
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A hisztamin szervezetben végbemend szintézisének
és katabolizmusénak részfolyamatai

A hisztamin az I~hisztidin dekarboxilez8dése révén a hiszti-
din-dekarboxiléz enzim hatésira keletkezik olyan folyamatban,
melyet a piridoxadl-foszfAt koenzim kataliz&l. Eml&8sckben a
képz8d6tt hisztamin két Gton metabolizélédik:

l. A diamin-oxid4dz /DAO, hisztamindz/ enzim hatésidra imid-
azol-ecetsav jon létre, mely ribdzhoz kdtve ribozitként
stabiliz&ldédik.

2. A hisztamin-N-metiltranszferdz /HNMT/ enzim aktiv metil
donort tartalmazé S-adenozil-metionin jelenlétében elé-
8z0r l-metilhisztaminnd alakitja; majd a monoamin-oxidéz

enzim segitségével végbemend masodik 1lépés végtermékként
metilimidazol-ecetsavat eredményez.



A két kiilonbozd irdnyd folyamat az egyes szervezetekben eltérd
fontosségu /21/. Patkényban a £8 Gt a hisztamindz enzim hata-
sira végbemend metabolizmus; emberben, macskéban és kutydban
az N-metildcié dominAl; mig nydlban, tengerimalacban a két
katabolikus 1lépés azonos mértékben jatsz6dik le.

A koral felfedezések ellenére is csak az utdbbi évtized-
ben sikeriilt tisztézni a hisztamin szerepét a killonféle szer-
vezetekben. A legujabb metodikak alapjan, amelyekkel a hisz-
tamin mennyiségi vAltozésa mar kelld érzékenységgel detektal-
haté, lehetdség nyilt arra, hogy informécibkat szerezziink a
hisztamin felszabadulédssal jaré folyamatokrdl, a hisztamin
receptorokrol. Az (jabb és ujabb specifikus agonisték és
antagonistdk felfedezése mddot ad arra, hogy a végbemend fi-
ziolégids és patofizioldégids folyamatok mechanizmusa részle-
teiben is ismertté valjék.

2. A hisztamin farmakolégial hatésai

A hisztamin izoldlésa és biolégiai aktivitadsinak meg-
hatdrozédsa utédn a kdvetkezd években az egyes kutatbdcsoportok
szamos alapvetd farmakolégial hatasat irték le /29,30/.
Felismerték, hogy emldsdkben a hisztamin sock-szeri tiineteket
okoz, bAr a hatédsok az egyes fajokt6l fiiggd médon érvényesiil-
nek. Tengerimalacban, amely hisztaminra igen érzékenyen rea-
gél, jelentds bronchokonstrikciét okoz; mAs speciesekben a
vascularis hatéds dominAl.

A hisztamin szémos emldsben kontrahAlja a véredényeket és az
arterioldkat; ugyanakkor a periférids szervek kapillarisait
dilatalja; mely a szisztém&s vérnyomads megvadltozisdt eredmé-
nyezi. Azonban a nagy erekre kifejtett szilikitd hatésat sem
tudtdk minden fajnidl megfigyelni. Patkényban és nyalban a
kontrakcié igen nagy mértékii, macskdban kevésbé jelentkezik,



mig kutydban,majomban és emberben ezzel ellentétes hatést,
vagyis dilatéciét okoz /1/.

Ezen potenclélis vazodilataci6és hatéds felvetette a hisztamin
lehetséges szerepét a mikrocirkuléciés rendszerben. Dale és
Laidlaw mér 1919-ben megfigyelték, hogy a hisztamin nagy
d6zisénak beaddsa kévetkeztében a vérplazménak a kapilléris
epitheliumba valé nagyfoku kidramlédsa torténik meg, ami
6démat, hemokoncentrécidt, megnovekedett vérviszkozitést és
jelentds testhOmérséklet csdékkenést okoz /30/.

Schayer /71/ szerint ezen "indukalt hisztaminnak" a mikro-
cirkulédciéban szabdlyozd szerepe van. Ugyanis a kis erek
endothel sejtjeiben a hisztamin folyamatosan szintetizalé-
dik, 8 a lok&lisan felhalmozott hisztamin relaxdlja a termi-
nadlis arteriolé&kban lévé simaizmokat, a prekapilléris
sphinktereket, igy fokozza a vasculdris permeabilitést /70/.
Ugyancsak Schayer mutatott r4 arra, hogy gyulladadsos, infek-
ci6é, endotoxin, tehAt hiperszenzitiv reskcidék esetében a
szdvetekben megnd a hisztidin-dekarboxiléz enzim-aktivitéas,
ami fokozott hisztamin szintézist indukal.

Hasonlé tiineteket észleltek gyulladdsos folyamatokban, s
tudva azt, hogy a hisztamin szdmos szdvetben fordul eld a
szervezetben, feltételezték jelenlétét és lehetséges szere-
pét ezen reakcidkban is.

Az irodalmi adatok szerint a gyulladésos folyamatokban még
sz&mos olyan anyag szabadul fel, amely mé&s-mis mbédon és mér—
tékben, de befolydsolja a reakcidé kimenetelét. Ide sorolha-
ték a serotonin /5-hidroxitriptamin/, vazoaktiv polipeptidek
/kallidin, kallikrein, bradykinin/ és a prostaglandinok,
amelyek a hisztaminhoz hasonléan 6déma-indukidlé 4gensek.

A jelenleg széles korben alkalmazott érzékeny radiokémiai
technikit felhasznAlva kdvetni tudjuk a hisztamin id8beli
felszabadulésit a gyulladdsos és shockos folyamatokban /39/.
Ezek a kutatésok rdmutattek arra, hogy szoros Osszefiiggés
van a szOvetekbe és a vérbe jutd hisztamin szintje és az
o6déma mértéke koz0tt; a hisztamin ugyanis megndvekedett



mennyiségben van jelen az intersticiélis-folyadékban, a
legtobd kdot8szdvetben, s felszabaduldsa utén a hizbésejtek-
b8l /mast cell/ szabadon diffundil a k6zell kapillérisok-
ba, vazodilaticidét és fokozott permeabilitést okozva.

A hisztamin farmakolédgial hatédsal koézil csak a vizs-
géléddsunk szempontjabdl legfontosabbakat emeltiik ki.
Emellett jelent8s befolyhsold szerepe van az idegrendszer—
ben, mint medidtor anyag: a kiilonféle immunreakcidkban;

a gyomorsav-szekréciéban; s nem utolsé sorban szémos meg-
betegedésben /mastocitédzis, basophil leukémia, urticaria/.

3. Hisztamin receptorok: Hl és H2 receptor
agonistdk és antagonisték

1937-ben Bovet és Straub megillapitottdk, hogy a
kiilonféle tercier diaminok antihisztamin aktivitast mutat-
nak. Ezen anyagok egy része /fenbenzamin, pirilamin-maleit/
toxikusnak bizonyult, mig mésok alkalmasak voltak a klini-
kumban valé hasznélatra.

Azokat a vegylileteket, amelyek a hisztamin hatasat fokoz-
ték agonistiknak, amelyek gitoltik antagonistéknak nevez-
ték el. A sorozatosan felfedezett &gensekrdl megéllapi-
totték, hogy nem blokkoljdk a hisztamin minden hatésit az
egyes allergids,shockos és gyulladdsos folyamatokban,
tovabba Ugy, mint a hisztamin hatdsok, fajtél fiiggden ér-
vényesiilnek.

Az egyes speciesekb8l izoldlt in vitro végzett szdveti
vizsgilatok rdmutattak az egyes szovetekben 1lévd specifi-
kus receptorok jelenlétére, melyeket az egyes vegyliletek
hatisa alapjan H-ill. H,-receptornak neveztek. A kétfajta
receptor az egyes preparatumokban eltérd szémban volt jelen.
A H,-receptorok elsdsorban a simaizmokban és a nagy-erekben

fordulnak eld, ahol stimuldcibéjuk kontrakciét vagy konstrik-

ciét okoz.



Ugyancsak el8fordulnak a kis-erekben is, ahol - a H,-
receptorokkal egylitt - hatdsuk vazodilatédciéban és meg-
novekedett vasculdris permeabilitésban mutatkozik meg,
mely Hl-antagonistékkal blokkolhaté.

Taldlhat6k Hy-receptorok a simaizomban is, és8 stimuléciéd-
juk a széveti prepardtumokban relaxidcidt, dilatéciédt,
illetve a perfunddlt késztményeken depresszor hatist
eredményez. Sz4mos méds helyen, mint példdul a gyomor-
mukozéban, szivizomban, bazofilokban kimutathaték.

A hisztamin hatdsok mechanizmusédnak felderitése révilé-
gitott arra, hogy més-més folyamatok jAtszddnak le a

Hl- és a H2-receptorokon, melynek lépéseit a szervezet-
ben és a lokédlisan jelenlévd anyagok befolyasoljék /41,81/.
Az utébbi évtizedben a kiilénféle antagonistdk és agonis-
tak egyre tobb fajtiajat fedezték fel, izolAltdk és alkal-
maztdk a klinikumban. A kisérletek bebizonyitottik, hogy
a két receptoron specifikusan haté anyagok kémiai szerke-
zetiikben alapvetden kiilonbdznek /19/, s ez az ismeret le-
hetdvé teszi az \jabb és 1jabb Agensek eld4llitasat és
azt, hogy az agonistédk és antagonistdk receptorokon végbe-
mend folyamat-mechanizmusidnak megértéséhez kozelebd jus-
sunk /7,13,14,24,33/.

4, A hisztamin raktérozasinak formdi a szervezetben

A hisztamin az emldstk szervezetében az egyes szive-
tekben kisebb-nagyobb mennyiségben taldlhatd, az adott
szovet mindségétdl és funkcidjatdl fiiggben. Lokdlls szinté-
zise, felhalmozdéddsa és metabolizicidja megszabja az ugy-
nevezett hisztamin-peaolok jelenlétét. A leggyakrabban és
legnagyobb mennyiségben a kdvetkezd sejtekben és szdvetek-
ben fordul eld:



1. Masztociték

A masztocitdkbdl meghatérozott elsd kémial anyag a heparin
volt, amelyet mint antikoagulénst, kutya madjabol izolAlték.
A tovabbi vizsgllatok sorén szémos tény mutatott arra, hogy
a heparin mellett a hisztamin is jelen van a hizésejtekben
/mast cell/, hiszen ahhoz hasonléan felszabadult shockos és
anaphilaktikus folyamatokban.

Ma mér bizonyitott, hogy a masztociték hisztamin tartalma
akAr az 1 mg/g sz6veti koncentréciét is meghaladhatja.
Ennek a magas hisztamin szintnek igen nagy jelentdsége van
azokban a £iziolégids és patofiziolégiss folyamatokban,
amelyek soridn a hisztamin a hizésejtekbdl felszabadulva
/32,68/, 8 a véraramba keriilve a szisztémis keringést
jelentdsen befolydsolja.

Néhany é&llat /patkény, egér/ peritonlidlis masztocitéibdl

a fenti két anyagon kiviil serotonint és dopamint is sike-
rilt kimutatni.

A hisztamin meghatérozdsidra vonatkoz6 biolégiai mbédszerek
felfedezése sor&n azt taldltdk, hogy a vér alacsony, de
viszonylag 41landd koncentréicibédban hisztamint is tartal-
maz /62/, mégpedig l...12 pg/bazofil sejt tartoményban,
ami a keringd vér mennyiségére a4tszdmolva tetemes hiszta-
min szintet /180 ug/ eredményez. Mégis valdsziniitlennek
tiinik, hogy & bazofilok jelentds szerepet jatszanénak az
anaphilaktikus reakciékban, ugyanis a hisztamin-felszaba-
dulds dontden a sz6vetekbdl torténik, ami vascularis
kollapszust okoz /15,64,76,80/.

Sz&mos szdvetl preparatum esetén szoros korreldcidé 4ll
fenn a hisztamin szint és a masztocitidk széma kozott;
azonban talé&ltak szdveteket, ahol a hisztamin magas kon-
centrédcidéban, mig a hizdsejtek kis szamban fordulnak eld,
mint példdul az agyban.



Specifikus hisztokémiai ismeretek hiédnydban a hisztamin-

pullok ilyen jellegii lokalizAciéja és forrésa ismeretlen;
ugyanakkor a felszabaditdsAra vonatkozd kisérletek soran

kitiint, hogy relative gyorsan kiiiriil a sejtekbdl, szemben
a masztocitékéval.

4. Fagzcensz-hisztamin

Bzamos szerzd feltételezi, hogy fiziolégiai szempontbdl
fontos a.masztocitdkon kiviil 1étezd ugynevezett naszcensz-
vagy indukalt-hisztamin jelenléte. Tapasztalataikat ugy
értelmezik, hogy bizonyos kisérktekben a szdveti hisztidin-
dekarboxiléz enzim aktivitésénak, ez&ltal a hisztamin kép-
z8désének mértéke meghaladja a szdveti hisztamin szintet.
Ujszeri értelmezésiik az enzim-aktivitds mértékét mint
dontd szabdlyozd faktort &llitja el8térbe, illetve azt,
hogy a képzddott hisztamin nem halmozbédik fel a sejtekben,

hanem szabadon diffunddl a keringésbe. -

II. A HISZTAMIN RADIOENZIMATIKUS MEGHATAROZASA

l. A hisztamin szintek mérésére kidolgozott
médszerek Gsszehasonlitésa

A hisztamin farmakolégiai hatédsainak egyre szélesebd
kori megismerésével felmeriilt az igény az emberi és az 4l-
latl szervezetekben ténylegesen meglévd s a gyulladésos,
hiperszenzitiv és shockos folyamatok sordn felszabaduld,
ezdltal a keringésbe jutd hisztamin szintek mérésére.
A H,- 6s H,~ receptorokkal,a hisztamin antagonistékkal és
agonistékkal folytatott in vitro és in vivo kisérletek
ramutattak a hisztamin patofiziolégids koriilmények kozott
kifejtett szerepbére. A gybdgyitd klinikai beavatkozés sziik-
ségessége egyre slirgetdbbé tette olyan meghatérozési for-
mék kidolgozését, amellyel a szervezet szdveteibdl, a vér-
b8l és a vizeletbdl a hisztamin és annak mennyiségi valto-
zésal kelld érzékenységgel detektalhatdk.



Az eddig alkalmazott mbédszerek kémial szempontdbdl 3 £6-
csoportba oszthaték:

1. blolégiai
2. fluorimetriés
3. radioenzimatikus

Mint ismeretes, a hisztamin az egyes szovetekben igen széles
koncentricibtartoményban / 0,1...20 ug/g / talélhatd, sbt
letélis mennyiségben lehet jelen néhAny olyan szervben,
melyek hatésival szemben a legérzékenyebbek, ugymint a
légutak, a vérerek és a sziv.

Norm4l koriilmények k6z6tt a plazmdban 1évd hisztamin szint
meglehetdsen alacsony - kisebb mint 10 nmol/l -, illetve a
keringésbe juté exogén és endogén hisztamin gyorsan kiiiril
vagy metabolizélédik.

A fentiek értelmében nyilvénvald, hogy a plazméndl nagy-
sdgrenddel tobb hisztamint tartalmazd szovetekbdl mennyisége
kevésbé érzékeny mbédszerekkel is meghatérozhatbd, mig a plaz-
méiban és a szérumban 1évé koncentrécidjinak mérése sokkal
finomabdb és specifikusabb mbébdszert igényel.

A Kkiilonboz8 bioldégial és kémiai eljardsokat humén vérre,
plazmira és vizeletre kapott szinteket az l.tdblézat foglal-
ja Ossze, melynek meghatérozisai koziil tobb mint 20 éven
keresztiil csak a biolégiai-assay mbédszerét alkalmazték,
azonban ez nem Vvolt elég szenzitiv a plazméban 1évd hiszta-
min szint mérésére, csak akkor, ha valamilyen extrakcids
vagy purifikécidés lépést is beiktattak.

Shore és munkatérsai /72/ &ltal 1959-ben kidolgozott, a
hisztaminnak az O-fthalaldehid hatéséra keletkezd fluoresz-
cens termékeinek mérésén alapuld fluorimetrids médszer volt
az elsd megbizhaté kémiai metodika szbveti hisztamin megha-
té&rozisAra, azonban kelld érzékenység és specificitéds his-
nydban nem volt alkalmas plazma és vizelet mérésére.
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1. téblézat !

Kiilonbozd eljhrasokkal meghatiarozott normil egyedek
plazma, vér és vizelet hisztamin szintjei

EG HISZTAMIN
IRODALOM MODSZER SZ SZINT __ TARTOMANY
PLAZMA nmol/l
Barsoum, Smirk/1936/ bloassay 21 S4 27-108
Anrep /1944/ bioassay 7 54 18-100
Adam /1957/ bioassay/oszlop 7 9 -
Noah,Brand /1961/ fluorimetriéas 34 27 9-81
Beall /1963/ fluorimetriés 15 54 27-90
Thompson,Walton/1964/ fluorimetriés 16 72 -
Garden /1966/ fluorimetriés 47 45 36-54
Graham /1968/ fluorimetribs/
oszlop 46 S5y4 0,9-12,6

Miller /1970/ enzimatikus 11 5,4 3,6-9,0
Lorenz /1972/ fluorimetrias/ '

' oszlop 10 6,3 0,9-12,6
Bruce /1976/ enzimatikus 10 4,5 0,9-10,8
Lorenz ,Doenicke/1978/ fluorimetrias/
. oszlop 40 2,7 0,0-8,1
Shaff,Beaven /1979/ enzimatikus 19 5,4 1,8-12,6
Bruce /1979/ enzimatikus 25 5,4 -
Almeida /1980/ enzimatikus - 8 5,4 -
Moss /1981/ enzimatikus/TLC 21 9,0 -
VER nmol/1
Haworth,McDonald/1937/ bioassay 103 360 162-702
Rose, Browne /1940/ biloassay 50 360 225-720
Valentine /1950/ bioassay 33 720 315-1260
Zachariae /1963/ fluorimetriés 32 900 360-1260
Gilbert /1966/ fluorimetrias 67 360 90-900
Horakova /1977/ enzimatikus 11 504 99-945
Shaff ,Beaven /1979/ enzinatikus 17 S04 -
Bruce /1979/ enzimatikus 24 531 -

- VIZELET . nmol/24 h
Mitchell,0ode /1954/ bloassay 5 - 63%-189
Duner,Pernow /1956/ bioassay/oszlop 17 108 63-180
Duner /1961/ — bioassay/oszlop 4 lo8 54-~-171
Granerus /1968/ bioassay/oszlop 20 207 54414
Oates /1962/ fluorimetriés/ =

oszlop 24 405 135-8lo
Beall /1965/ fluorimetrias 10 414 -
Gilbert /1966/ fluorimetriis/ R

oszlop 19 378 162-603%
Beaven /1972/ enzimatikus 16 144 45-828
Horakova /1977/ enzimatikus 31 171 45-378
Bruce /1979/ enzimatikus 23 225 -
Myers /1981/ fluorimetrias/

oszlop 31 126 0-270
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Graham Altal bevezetett /37/ és Lorenz /44/ 41ltal tovébb-
fejlesztett oszlopkromatografids, illetve Davis és Skofitsch
/73/ &ltal kidolgozott magasnyomdsi folyadékkromatogréfias
tisztitédsi 1lépés beiktatdsédval a fenti nehézségek kilkliszd-—
bolhetdk.

1974~-ben Siraganian megalapozta az automatizélt fluorimet-
rids médszert, amely nagysz&mi minta sorozatos mérésére al-
kalmazhatd, emiatt szémos laboratdériumban elterjedt a hisz-
tamin-felszabadulds in vitro vizsghlatéra.

A fent leirt mbédszerek megfeleld érzékenység hidnyiban
irredlisan magas plazma-hisztamin értékeket eredményeztek.

A meghatérozési médszerek harmadik kategbdridja Snyder
4ltal 1966-ban megalapozott, és tobbek Altal tovabbfejlesz-
tett radioenzimatikus mérés.
Az 1. téblazat kiildnb5z8 médszerekkel Osszehasonlitott ada-
tait nézve kitilinik, hogy plazma esetében a mbédositésok,
finomitdsok nélkiil alkalmazott bioldgiai és fluorimetriéds
meghatarozasokkal kapott koncentraciétartomény l...12 ng/ml,
vagyis 9...108 nmol/l. Ahogyan a hisztamin-assay érzékeny-
sége nétt, ugy csokkentek a kapott értékek; s a normdl plaz-
mara megéllapitott hisztamin szintek 1,8...12,6 nmol/1
koncentrécid-értékek kozott valtoznake.
A vizelet hisztamin-extrécidjira a bioldogial és radioenzi-
matikus metodikakkal &tlagosan kdzel asonos, 1l08...171
nmol/24 h &tlagérték addédik, azonban a koncentrécidtartomany
az utébbi médszer esetében valamivel szélesebb . Tovabbi
vizsgidlatok megéllapitottdk, hogy a vizelettel kilirilt napi
hisztamin mennyiség viszonylag fiiggetlen a nemtdl és a
volumentdl,és konstans értéke.
Kiilon t4blézatban /2. t&blazat/ foglaljuk Ossze Shaff és
Beaven /1979/ és Horakova /1977/ &ltal radioenzimatikus
meghatdrozidssal kapott hisztamin szinteket humén vérre és
vizeletre vonatkozéban.




2. tablazat

Radioenzimatikus médszerrel meghatérozott hisztamin
szintek humdn vérre, plazmira és vizeletre

HISZTAMIN
MINTA EGYEDSZAM / pmol/l /
teljes vér 17 504 £ 22
Plazma 19 5,4 t 0,9
szérum 13 9,0 * 2,7
vizelet 22 144 * 126

2. A radioenzimatikus hisztamin meghatérozis alapijai

Az 1966-ban Snyder 4ltal kidolgozott enzimatikus izoté-
pos hisztamin meghatidrozéds az izotép higitdsos analizis méd-
szerén alapul, s az utébbi két évtizedben szimos mis szerzd
. &ltal tovébbfejlesztve é&s mbdositva tért héditott az eldzd
metodikédkkal szemben, mivel érzékenysége, specificitasa és
precizitdsa meghaladja azokét. .

A hisztamin metilacidjén alapuld radioenzimatikus mbédszer
bizonyos dtalakitasokkal hisztidin-mérésre, a szdvetekben
1év6 hisztidin-dekarboxiléz és hisztamin-N-metiltranszferiz
enzim meghatirozasira is alkalmas /22/.

2/1. Az_izotdép higitésos médszer alapjai

Az izotép derivéacidés analizis azon eljarasok egyike,
amelyek az izotép higitds analizisén alapulnak. A médszer
lényege, hogy a vizsgdlt komponenst valamilyen izotéppal
jelolt &gens jelenlétében radioaktiv szubsztriattd alakitjuk.
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A folyamat lejéfszédhat kémiai, vagy mint a hisztamin ese-
tében, enzimatikus reakciéval. A tovAbbiakban a keletkezett
terméket izo0l4ljuk a reakcibkdzeg t5bbi komponensétsl,vala-
‘mely alkalmas technikéval - pl. kristdlyositéssal, kroma-
tografédléssal, oldészeres extrakcidval -, majd radioaktivi-
tésAt megfeleld médon mérjiik.
A tovdbbiakban a radioenzimatikus mbé6dszernek két tipusat
targyaljuk: .

1. Dupla-izotépos mbédszer, amelyben 4ltaldban 146 45

. 35 izotépot hasznAlunk egymés mellett.

2. Bgyszerii-izotépos mbédszer, amelyben csak egyféle
izotépot - szokidsosan -“H - at - alkalmazunk.

A mbdszer eldnye a fluorimetrias és bioldgiai metodikAkkal
szembeh: .

l. A nem-radiokémiai mbédszerek esetében a meghataro-
zandd vegylilet izolaldsa és szeparidlidsa nehézsé-
gekbe iitk6zdtt, hiszen vele eylitt olyan anyagok is
bekeriiltek a mérendd mintdba, amelyek nagymértékben
zavartdk a meghatérozést.

2. Izotép-assay esetében az alkalmazott jeldlt reagens
specifikusan c¢sak az adott vegyllethez kotédik, s
ha tobb szubsztratum képzddik, akkor is kinnyen |
8zétvalaszthatdk a kozeg kémiai jellemzdit valtoz-
tatva.

3. A kémiei vagy enzimreakcié soran a képzédott jelolt
anyag ugyanazon vegyiletét mint hordozét /carrier/
a reakcidelegyhez adva; az elva&lasztédsi lépés soran
szdmottevden javul a hatisfok, illetve lehet8ség

nyilik arra, hogy akir makro-organikus termékeket is
percek alatt elkiildonitsiink valamely reakciotérbdl.
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A Snyder 4ltal 1966-ban megalapozott, és Beaven /22/
4ltal részleteiben kidolgozott enzim-assay azon a tényen
alapul, hogy szémos blogén amin metabolizidlédésa dontd
médon az arom&s hidroxil- vagy az oldallénc amino-csoport-
jénak metiléciéjAval megy végbe, amelyet az S-adenozil-I~
metionin /SAM/ mint metil donor katalizal. 1*C vagy °H
metilecsoportot tartalmazé SAM jelenlétében, alkalmas enzim
hatéséra az aminok jeldolt metildlt metabolitti alakulnak.
Amennyiben csak egy amin konvertdldédik, mint a hisztamin
és serotonin esetében; Ugy egyetlen szimpla extrakciés
1épés elegendd ahhoz, hogy a keletkezett metabolitot a
kémiai kdzeg tovabbi anyagaitdl elvélasszuk. Az enzimati-
kus reakcié két mbédon kivitelezhetd:

Ha *C-vel jeldlt SAM /140-SAM/ vesz részt a reakcid-
ban mint metil donor, Ggy sziikséges ugyanazon amin adott
tricidlt mennyiségének, mint a .reakcid kvantitativ végbe-
menetelét,s a visszanyerés szAzalékat jelzd anyagnak
/tracer/ a hozzhadésa. Ezt a mbédszert nevezi az irodalom
dupla izotépos metodikénak, szemben a triciummal jelzett
aktiv metilcsoportot tartalmazé 3H-SAM-mal végbemend
enzimreakcidéval, amire az egy izotépos meghatirozis elneve-
zés terjedt el.

A 3H--SAM szdz-, illetve ezerszer nagyobb specifikus akti-
vitéssal rendelkezik, mint az lqc-SAM, emiatt vele sokkal
inkébb érzékeny reakcid kivitelezhetd.

Az Amersam/Searel Corporation vagy & New England Nuclear
Corporation-Boston tdrsasigok 4ltal forgalmazott jelolt
SAM specifikus aktivitési értékei:

2
?
E

1,45...1,85 .107 Bq/mmol

SR-SAM  :  1,85...18,5 .10*°Bq/mmol
Mig &ltalédnosséigban a 140 izotéppal csak nanogramm, addig
a ’H izotéppal pikogramm nagységrendben mérhetiink.



M4s eldnye az egy-izotépos eljArasnsk, hogy kiiloénféle mikro-
médszerek megvaldésitdsira is alkalmas, kiilondosen szdvetmin-
t4k esetén /16,22,74,76,78/. Hatrénya viszont, hogy a trici-
ummal jeldlt szubsztrit alkalmazésa inkdbb magaval vonja a
precizitas cstkkenését, mint a 140 izotép.

A dupla-izotépos mbédszer esetében az inkubdlést ami a
metilacié végbemenetelét eredményezi, 14c_sam jelenlétében
végezziik, s belsd standardként az oldalldncon “H-mal jelslt
béta—3H-hisztamint adunk a rendszerhez.

A hisztamin a kovetkezd reakcidénak megfelelben konvertdlddik
1,4-metilhisztaminnid /2. 4bra/:

}:l lil };l ]-’l
R P
NNH NN

H/ R B S-Adenosylmethionine "CH{ 7" H H
(BC-methyvh) -

34 H Histamine-N- H H

| . methyltransferase 1]
1§, o

AAH H NOVH N

14CH,

Histamine . 1 4 Metrvlhistamine

A szimpla-izotépos technika alkalmazésakor triciummal
jeldlt SAM szerepel mint metil donor, s belsé standardot a
visszanyerésre nem alkalmazunk. A kémiai reakcid ugyanazon
elv alapjén jatszédik le /3. abra/:

pr———— ———————— — T D A S S RS S

N CH,CHNH, Histamne N CH2CHZNH;
Ik l +3H-SAMe N-methyltransferase “\ |
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1
CH,
Histamine . 3H-1 -methylhistamine



Az el06z8 részben utaltunk az egy-izotbépos technika
eldnyeire, amit a kiilonbdz8 mbédon kivitelezett laboratéd-
riumi eljardsok is igazoltak. Ha még ehhez hozzAvessaziik
a 3H, 14 izotbépok elB4llitasi és megvasarlasi koltsége
kozotti kiillinbséget, gazdaségl szempontok és gyakorlati
okok miatt is egyértelmiien a triciumra esik a vAlasztéas.
BAr a tovibbiakban a radioenzimatikus meghatirozés lépé-
seire és anyagaira részletesen kitériink, mégis Gsszeha~
sonlitds céljabdl a kdvetkezd tablazatban foglaljuk &ssze
a Beaven /22/ &ltal tovabbfejlesztett és kozolt kétféle
izotépos eljarasra vonatkozéd adatokat /3. tablézat/.

3. tdblézat
A kétféle izotépos mdédszer anyagsziikséglete és lépései

REAGENSEK, LEPESEK MODSZER
MEGNEVEZESE DUPLA-IZ0TOPOS EGY-IZOTOPOS
Reagensek térfogata /ml/
l.Standard v.minta 5o lo /v.5/
/szovet, plazma, vér/
2.Béta-3H-hisztamin.l.pCi/ml . lo -
3.Na-foszfat puffer. 300 20
0,1 mol/l; pH=7,9
4.140-, v.3H-SAM loo lo
enzimkeverék

Inkubélés;.90 perc, 303 K

5.Hordozé metilhisztamin 200 200
6.NaOH , 1o mol/1 200 200
7.Kloroform 4000 4000

Vortexezés, centrifugélés
8.Na0H , 3,3 mol/1l looo looo

Vortexezés, centrifugilés
3 ml kloroformos f4zis elpArologtatésa
Scintillécidés koktélban vald felvétel
Liquid-scintilléciés mérés
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3. A hisztamin-N-metiltranszferédz enzim tulajdonsigai
és izoldlasénak lehetdségei

A hisztamin-meghatdrozishoz nélkiilézhetetlen enzim
preparélésira eddig az irodalomban két alapvetd mbdszert
tartanak szémon. Az egylk eljérés szerint tengerimalac
agybbél, mig a mésik szerint patkény vesébdl izolaljak.
Mindkét folyamat ugyanazokkal a lépésekkel valdsithatd
meg, melysket az aldbbiakban foglalhatunk Ossze:

1. Homogenizélés, s az ezt kovetd ultracentrifugdlés
2. A fehérjék szaturdlésa kétszeri /NHA/2304—OB kezeléssal
3. Ismételt dializ&lAs uténi centrifugélas

Brown és munkatéarsai /17/ kisérleteket folytattak kiilonbozd
eml8sdllatok egyes szerveiben jelenlévd enzim mennyiségének
vizsgllatira és tulajdonsidgainak meg&llapitéséra. A prepa-
r4lt enzim kvantitativ meghatérozését radioenzimatikus
"hisztamin mérésre vezették vissza, amelyben metil donorként
14C-SAM—ot alkalmaztak. Az egyes speciesek kiilonbozd széve-
teire kapott eredményeket a 4. téblizat szemlélteti, amely-
ben az értékeket a tengerimalac agybdl preparilt legaktivabb
enzimre vonatkoztattidk, amli 200 mg sz6vetbdl 1 éra alatt

30 jamol metilhisztamint &11it eld /=100 %/.

A tablazatbbdl kitiinik, hogy az enzim Atlagosan a tengeri-
malac szerveiben fordul eld a legnagyobb mértékben, ami
magyarédzata lehet ezen faj jellemzd hisztamin-érzékenységé-
nek.

A tovabbi vizsghlatok alapjén megillapitottik, hogy joéllehet
az egyes fajok néhiny szerve magas enzimaktivitast mutat,
mégsem képes a hisztamin koncentraciéjénak kvantitativ meg-
hatarozésira, vagy pedig a vizsgdlt kofaktorok /ATP,MgClz,
glutation/ szintetizéléaséra.



4,t4blazat

Kiilonboz6 fajok szdveteire kapott enzim-aktivitéds értékek
HISZTAMIN-N-METILTRANSZFERAZ

ALLATOK

SZERVEK PATKANY TENGERIMALAC MACSKA NYUL EGER
méj 0 21 56 62 49
vese 46 63 m* 55 73
ileum 29 74 m 13

tidd 0 85 \ 64 40 69
sziv m 50 49 32 36
stomach 0 92 65 60 4u
izom m 46 15 25 25
boér m 79 e 60

1ép 0 78 56 29 25
pankreas 89

trachea 66

teljes agy 22 100 ) 62

+ — minimili® /kisebb mint 5 %/

A hisztamin laboratériuminmeghatirozidsénak kezdetén
més szerzdk /18,22,76/ is tengerimalac agybdl szintetizalték
a hisztamin-N-metiltranszferdzt mindaddig, amig 1978-ban
Shaff és Beaven /69/ kisérleteikkel bebizonyitottak, hogy a
patkény vesébdl nyert enzim nemcsak sokkal specifikusabb
mint a tengerimalacé, hanem vele a hisztamin radioenzimatikus
mérések érzékenysége jelentésen ndvelhetd. Meghllapitottak,
hogy az ugyancsak /NHu/2804—tal részlegesen tisztitott vese-
enzim 20...50-szer aktivabb, mint az agybdl elddllitott;
ugyanakkor zavard anyagokat nem tartalmaz, s vele az izoté-
pos hisztamin mérés vak értéke /blank/ lényegesen lecsdkken.
Ugyanakkor a két enzim hasonldé tulajdonsigokkal rendelkezik,
ugyanazon fizikai és kémiai lépések sziikségesek az el64lli-
téshoz, azonban az agybédl torténd izoladlds mennyiségileg
jéval t6bb anyagot igényel, igy kivitelezése nehézkes, hosz-—
szadalmas.




Az enzimek 1z0l4l4sédra és vizsgdlt tulajdonsigaira vonatkoz6
néhény adatot az 5. tablazatban tiintettiik fel.

5. tablazat
A két enzim el84llitAsédra. és néhdny tulajdonséghra
vonatkozé értékek Osszehasonlitéasa

PREPARATUM

TENGERIMATAC AGY PATEANY VESE

A sziikséges &llatok /db/ 500 6
A szbvet tOmege /g/ 1500 16
A prepardtum végsd térfogata /ml/ 820 14
Proteinkoncentricié /mg/ml/ 11 22
Specifikus aktivités :

/U/ng protein/ 2,1 46
Optimalis térfogat a vizsga-

lathoz /unl/ 50 1l
Stabilit4s /hénap/ _

- fagyasztva /-20°¢c/ 18 12

- liofilizélva /-20°C/ 12 3
Yizagadlatok szima 16 400 . 14000

4, Részlegesen mddositott radioenzimatikus
hisztamin-metodikéik

Az eldzbekben részletesen ismertettiik az utébbi év-
tizedben megalapozott és kidolgozott radioenzimatikus hisz-
tamin meghatdrozis kémiai folyamatait, osszefliggéseit, il.
letve az N-metiltranszferiz enzimre vonatkozé adatainkat.

A mbédszer megismerése, kiprébalésa, kutatédsi és rutin-
munkéban valé alkalmazésa soradn szémos kutatécsoport médo-
sitotta az egyes metodikai lépéseket anélkiil, hogy a folya-
mat alapjain és lényegén valtoztatott volma.

Beaven /18/ 1972-ben megfogalmazta a 140 ¢g Sn izotépokkal
kivitelezhetd dupla-és egy-izotbdpos eljarasok legf8bb 6ssze-
fiiggéseit, alkalmazta a mérési mbédszert szovet, plazma és
vizelet esetében.



Az Altala standardizdlt egyes fizikai, kémiai lépések végbe-
menetelének vizsgédlata, a reakcibkoriilményektdl fiiggd tanul-
mdnyozésa mésokat is foglalkoztatott; igy sziilettek meg az
olyan elgondolésok, amelyeknek gyakorlati megvalésitésival
a kivitelezés egyszeriibbé, zavard koriilményektSl mentessé,
az eredmény pedig reprodukilhatébbd valik.

A folyamat lényege tehAt, hogy a vizsgdlandé mintéban
1é6v8 hisztamin 310 K-en végbemend enzimkémiai reakcidban a
hisztamin-N-metiltranszferidz enzim hatdséra, aktiv metil-—
csoportjédba izotbébpot . bevitt S-adenozil-IL-metionin jelenlé-
tében jelolt metilhisztaminnd alakul. Ez a koézegtdl alkal-
mas extrahdlé szerrel elvalaszthatd s a reakcidban kelet-
kezd termék koncentricidjhnak valtozésa folyadék-scintillé-
ciés méréssel kovethetd.

A tovébbiskban irodalmi adatok alapjén azokat a meg-
figyeléseket, eredményeket tekintjiik At, amelyek a meghaté-
rozds folyamidbdl csak egy-egy részt foglalnak magukba, ugy-
mint: 1. enzim-mennyiség

2. inkubilisi idd

3. pufferkoncentrécib

4, puffer-mindség

5. hordozé metilhisztamin

6. livegfeliilet adszorpcidés hatéasa
7. extrahidlé oldészerek

Beaven /18/ 1972-ben k6261t dupla-izotdépos mdédszert
leiré részletes metodikai cikkében foglalkozik a tengeri-
malac-agyb6l kivont enzim mennyiségének az inkubilési fo-
lyamat eredményességét befolyisolé hatasival /4. &bra/;
az aktiv metil donorttartalmazé.luc-SAM mennyiségétil
/5.4bra/; és az inkubdldsi id8t8l /6.4bra/ fiiggben végbe-
mend enzimkémial reakcid termékének szézalékos alakulédséval.
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Kisérletei alapjén obtimélisnak tekinti a 100 ml enzim,

1 pl /2 nmol/ 14C-SAM jelenlétében 310 K fokos vizfiirdében

90 percig tarté inkubdlast, melynek sorén a hisztamin t6bb

mint 95 %-a metilhisztaminnd alakul, amit béta—BH-hisztamin
hozzéadésaval bizonyitottak /lsd. 1ll.tAblézat/.

) . %o LCHIWT >

4, dbra
Az aktiv metilhisztamin képzb6dési szizaléka az
enzim mennyiségétél fliggden

1 2 3

4
“C-8AM , nmol

5. &bra
A 140—SAM mennyiségének hatidsa a képzbdd metil-
hisztamin mennyiségére



80
o s % g oo 100 .penc’
6. é&bra
Az enzimkémiai reakcid inkubdlési idot6l filiggd
’ végbemenetele

A7  inkubAlast kovetd kloroformos extrahilds sordn a leg-

nagyobb a valdszinilisége annak, hogy olyan anyagok is az
extraktumba keriil jenek, amelyek zavarjék, esetleg meggétol-
jék a metilhisztamin kvantitativ kinyerését, illetve nagy-
mértékben megndvelik a vizsgalat vak—/blank/ értékét.

A blank-mintéra a reakcidkdzeg tobbi komponensét valtozat-—
lanul hagyva, pufferrel jatszatjuk le a tovabbi lépéseket.

A vakra kapott belitésszdm nagysdga indikatora a reakcid
specificitésénak, a zavard, s az aktivitldst ndveld anyagok
jelenlétének vagy hidnyénake

Beaven szerint az &4ltaluk kezdetben kapott magas belitésszé-
mok oka alapvet&en két interferdldé komponens volt Az egyik a
14C-metionin, amelynek extrahdldédésa a vizes fézisba, az el-
‘vélaszthds eldtt adott igen magas lugkoncentriciéval /10 mol/l/
visszaszorithaté.
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A masik zavaré radioaktiv anyag - amely részben az inkubi-
l4s sorén, részben pedig akkor kelatkezik, ha NaOH -dal
411itjuk le a reakciét -; nem-ionos, és széles pH-tarto-
madnyban ugyanolyan megoszlédsi koefficienssel bir a vizes

és a kloroformos fézis k6z6tt / 63:37 ardnyban /, mint a
metilhisztamin.

Ha a reakcidé ledllitését — még a NaOH-dal vald kezelés
elétt - perklérsavval végezzik, s a tovAbbiakban a fent le-
irt extrakciét alkalmazzuk; a blank-értékek tizedrészre
csdkkenthetdk.

Az extrahilés 140—metilhisztaminnal torténd vizsgdlata ra-
vil4dgitott tovabb4 arra is, hogy az extraktumba jutéd metil-
hisztamin nem-kvantitativ médon 10...40 % ~os kinyeréssel
reprodukédlhatd, ami miatt nem kapunk linedris Osszefliggést
az inkubdlés sorén képzddott, és az ily mdbédon visszanyert
termék mennyisége kozdtte

A 6. t4blazat adataibdl kitiinik, hogy ezen anomilia oka "az,
hogy a metilhisztamin adszorbedlbédik az liveg faldhoz, ami
100 ng /¢ = 10 nmol/1 / jeldletlen hordozd metilhisztamin-
nak az inkubalés helyén t6rténd hozzadadasaval kikiliszdbol-
hetb.

. 6. tablazat
A 140—metilhisztamin exktrakcidéja a hordozéd
metilhisztamin nélkiil és azzal egyiitt

146 _ METIIHISZTAMIN ARTIVITAS*/nCi/S00nmol/

Vizes Kloroformos Uveghez
fazis fazis adszorbeilt
Hordozé nélkiil 6,0 7,1 6,9

Hordozéval 7,0 13,1 0,0

+ &z elegy 2 nCi/50 pmol 140 - metilhisztamint, 50 ul enzi-
met, 0,2 m1 pH = 7,9 0,1 mol/l foszfat puffert, 1,8 ml
3,3 mol/l NaOH -ot és 6 ml kloroformot tartalmaz.



A kloroformos - vizes fazis ardnydt legaldbb 4 : 1 ar&ny-
ban beillitva, s hordozé metilhisztamint adva a rendszer-
hez; &tlagosan 50...55 % —o0s8 hatdsfok érhetd el az elva-
laszté&s sorén. ‘

Murran /52/ is foglalkozott a hisztamin liveghez valdé ad-
szorpcibéjaval, és az emiatt fellépd anomAlidkkal. 1982-ben
megjelent cikke ezen a téren a legujabb irodalmi adatokat
tartalmazza iiveg és polipropilén csdvek haszndlatardl

/7. t&dvléazat/. .

Kiil6nb6z6 mennyiségii / O...6 mmol/l / hordozé metilhiszta-
mint tartalmazd livegcsében /7.4bra/ vizsghdlta az adott
ménnyiségben bevitt,. 14C-hisztamin / 240 nmol/l; 59,7
mCi/mmol / metanolos oldatédban bekdvetkezd aktivitas-
csokkenés 293 K —-en 24 6réds intervallumban.

7. tédblazat

140 _hisztamin oldaténak kiilonbsz8 feliileteken
bekovetkezd aktivitésbeli vAltozisa

FEL%LET A 1 L A s 1 D 6 /n/
MIN SEGE 0 2 4 6 23
iiveg 28 321 14 621 7 786 5 883 2 591

DPM

polipropilén 28 164 28 516 28 479 28 069 28 158

Az adatok egyértelmlien magyaridzzdk a polipropilén csdvek el6-
nyét és a hozzdadott hordozd mennyiségének fontossigit a
metodika kivitelezésében. Mivel a hisztamin pontosabban az
enzimkémiai reakcidéban keletkezd metilhisztamin folyadék-
scintilléacidés mérése 4ltalédban livegedényben tdrténik, ott is
széamolnunk kell az adszorpcidé bekdvetkezédsével, ezdltal a
radioaktivitds részleges elvesztésével.

Szolubilizilé agensek /pl. etilénglikol-monometil-éter/
segltségével ez az anomilia kikilisz6bdlhetd /22/.
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D koncentricidk:
- 1000 /A/, 600
/B/, 400 /C/,
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7 « &bra
Jeldlt hisztamin kiilonbozd mennyiségének hatésa
az livegfeliilethez torténd adszorpcidra

Beaven /22/ a dupla és az egyszeri izotépos mbédszer
részletes targyalédsén és Csszehasonlitdsin tul, felveti a
belsd standardok alkalmazédsénak kérdését, s megadllapitja,
hogy a forgalomban 1évd gylirin jeldlt 3H—hisztamin vegyi-
letek mind 2-, mind 4~ H-hisztamint tartalmaznak, melyek
eltérd médon metilédlddnak, mégpedig az eldbbi sokkal gyor-
sabban, mig az utébbi sokkal lassabban mint a jeldletlen
hisztamin, igy a kvantitativ visszanyerés bizonytalan.
Tovabbi probléma, hogy a 2- H-hisztaminbél jéval rovidebb
idé alatt "kiiliriil"™ a tricium /4...5 hénap/, ami a 4-izomer
koncentricibjanak relativ megnovekedését, ugyanakkor a
rendszerben tricidlt viz megjelenését eredményezi, ez pedig
f6leg a vak-értékek irredlis novekedésében nyilvénul meg.
Mindezen anomadlidk megsziintethetbk, ha belsd standardként
oldalléncon jelélt “H-hisztamint alkalmaznak, ami a jelo-—
letlen vegylilettel analdég médon metilaléddik.



Az eldzbekben emlitett triciilt viz jelenlétével nemcsak a
fenti okok miatt kell szdmolnunk, hanem H-SAM esetében is,
ugyanis a SAM tisztasiga és stabilitasa dontd faktor a meg-
hatérozésban. Bomlédsa a vak-érték jelentSs megnovekedését
okozza, mivel a tricidlt vizbbl a 3H az extrahdléds sorén
akad4lytalanul 4tjub a kloroformos fézisba.

Subramanian /74/ kidolgozott mikromédszerében lénye-
gesen lecsdkkentette az inkubilasi 1ddt, mégpedig az addig
szokésos 90 percrdl 15 percre. Kisérleteli szerint ilyen
r6vid reakcibidd is elegendd ahhoz, hogy & bevitt minték-
ban az enzimkémiai reakecid kvantitativ médon, kelld ered-
ményességgel lejAtszédjon. Adatai ellentétben 4llnak eld-
26 irodalmi adatokksl, amelyekben bebizonyitottak /18,22/,
hogy 90...95 %-o0s atalakuléds csak 90 perc mulva érhetd el.

Shaff és Beaven /69/ 4ltal ismertetett 4j enzimprepa-
ratum, melyet patkany vesébd: 4llitottak eld, néhdny mbédo-
sitédst hozott a tovabbi munkéban. Az enzim eldnyeit a ten-
gerimalac agy4bél prepardltéval szemben az eldz8ekben mar
ismertettiiks Hasznos tulajdonségaival szemben a hisztamin
kutatissal foglalkozdk tobbsége attért eme preparidtum. hasz-
nédlatéra, amellyel a detektdlhaté legkisebb hisztamin kon-
centridcid a dupla-izotdpos mdédszer esetében 20 pg, mig az
egy-izotépos mbédszerrel 5 pg.

Az utébbl néhény évben elterjedtek az ugynevezett mikro-
assay médszerek, melyek jelent3sen lecsbkkentik a bemért
mintdk és reagensek térfogatét, s kiilondsen a kloroform
mennyiségének nagyfoku redukilésa megkdnnyiti az extrahé-
l4si 1épés kivitelezését.

Taylor /76/ 1980-ban irta le az 4ltala >H-SAM és agy-
b6l preparédlt enzim felhaszndlasival kidolgozott egyik
mikro-meghatirozist. Tobbek kozott vizsgdlta a puffer-
koncentricié mindségének hatédsdt az enzimkémiai reakcid
végbemenetelére, mégpedig 0,05 mol/l koncentraciéju 0,01
g/cm® triton X-100-at tartalmazé foszfat puffer, illetve
tris-bovin szérum albumin 0,025 mol/l koncentréciéju
puffer esetében.
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Ugyanazon standard mintdkat a két kiilonbdzd pufferkdzegben -
reagdltatva azt taldlta, hogy foszf4t puffer esetében kovet-
kezetesen magasabb belitésszamok addédnak, amint azt a 8.4bra
szemlélteti.

3H- METILHISZTAMIN,1072-CPM

20

0 05 10 15 20 HISZTAMIN . ypmol/l

8. &bra

Foszfét / e/ és tris-albumin pufferben / o/ kapott
belitésszamok a hisztamin koncentracié fiiggvényében.

Alkalmazott mikrombédszeriikkel 25 nmol/l alatti koncentricid
értékek nem voltak kimutathatédk, ugyanis ezen mikro-assay
inké&bb nagyobb hisztamin szintet tartalmazé mintdk esetén
ad redlis eredményt; mig plazmira vagy szérumra kevésbé
megbizhatb.

McDonald /31/ és munkatarsai a pufferkdzeg koncentra-
ciéjéara vonatkozban végeztek kutatasokat, egy-izotdépos mbd-
szert alkalmazva; s megdllapitottak, hogy a kloroform elparo-
logtatédsa utén a scintillacidés koktélban felvett mintakra
kapott belitésszédmok nagymértékben filiggnek a puffer molarité-
s4dtbdl. Mégpedig a foszfat puffer koncentrécidjdnak névelése
az aktivitdsok cstkkenését vonja maga utén /8.t4blézat/, |
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amit 8k azzal magyardznak, hogy a kﬁzeg toménységének ndveke-
dése gatld hatéssal van az enzimaktivitésra.

8. téblazat

A beiitésszamok valtozésa a puffer-koncentrécibdval
adott hisztamin koncentrécidé esetén

PUFFERKONCENTRACIO BEUTESSZAM
/ mol/l / , /CPM/
0,1 3 200
0,05 6 100
0,01 10 600

A legujabban kifejlesztett mbédszerek kozé tartozik
Beaven /16/ 1982-ben megjelent mikromédszere, amelyben lénye-
ges valtoztatdsokat k6261 az extrakcidra vonatkozdan, illetve
egy—-lépéses extrahdlést valdésit meg, amellyel 55...2 750
mmol/1 koncentrécidtartoményban kapott linedris Ssszefiiggést.
Az egy-izotépos mbédszerének lényege roviden a kovetkezd:
az inkubAciés folyamat az e1628 metodikakkal azonos, azonban
az elvédlasztist nem kloroformban, hanem toluol-izoamilalkochol
elegyében végzi. Innen, a centrifugilast kdvetden két tovabbi
megvalésitids lehetséges: '

l. A szerves fazisbdl adott térfogatot /300 ml/ kdzvetlenil
a scintillacibés koktélba mériink.

2. A szerves fazist lefuvatjuk, a kinyert jeldolt metil-
hisztamint 20 nl1 10 mol/l NaOH hozzéadésa utén vissza-
oldjuk 0,01 mol/1l HC1l -ban, 60 ml, s ugyanolyan Ossze-—
tételii eleggyel re-inkubdljuk. A tovabbiakban az 1.
pontban leirtak .szerint jarunk el.

A szerz8k szerint ez a masodik re-inkubilés pétolja a tobbiek
4ltal bevezetett vékonyréteg kromatogrifids lépést, melynek
hatrédnya, hogy a jelolt metilhisztamin elvilasztédsa és kvanti-
tativ visszanyerése ezen tisztitési méd alkalmazésival csak
tokéletes technikaval lehetséges.
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A mbédszer kidolgozasakor céljuk volt olyan extrahéléd olddszerek
megvilasztdsa, amelyek a scintillécidés koktélban - a kloroform-
mal ellentétben - nem okoznak quench-hatédst, illetve amelyek-
kel a vak-értékek a minimédlisra csbkkenthet8k. Legalkalmasabb-
nak a toluol-izoamilalkohol 80:20 ardnyu elegye bizonyult,
amelynél a kiilonb6z8 hisztamin mennyiséget tartalmazéd minték-
ra és a vakra kapott belitésszémok hényadosdra a legnagyobb
kiilénbség érhetd el /9. &bra/.

:g 500 nmol/t
2
z
2
]
w
T
2
10
50 nmol/l 9/ a
0 nmol/I
5
0 +
0 20 40 IZOAMILALKOHOL, %
>
Z
=4
<
b4
<
]
=
Z 3
S
a
500 nmol/I
2
1 50nmol/1
0 20 40 1IZOAMILALKOHOL, %

9. &bra
A 3H—extraktumok aktivitésai /9a/ és a vakértékeivel

osztott ardnyok Ob/kiilonbdzd izoamilalkoholt tartalma-
z6 extrahdld elegyek esetében
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TovAbbi vizsgildéddsunk szmpontjabél igen hasznos in-
formbdcidkat szolgaltat Beaven /16/ a kiilonbszd vérerekben
1év® eltérd hisztamin koncentricidkrdl, és a hisztamin kiii-
rilések /clearence/ szhzalékos valtozasardl. Eredményei azt
mutat jak, hogy.az egyes vénikban a hisztamin szint lényege-
sen alatta marad az artéridkban mért értékeknek, amelyek a
keringésben valdéban jelen 1évd hisztamin szintet reprezen-
t4ljak. Egyes szervekben ugyanis /vese, mij, gyomor/ a hisz-
tamin kiilirlil a szervezetbdl, igy ezen szervek vénaibdél vett
vérmintdkra irredlfisan alacsony érték adédik /9. téblézat/°

9, tablazat
Kiilonb6z6 erk vérmintdibdl mért hisztamin szintek és
clearence értékek kutydkban normédl &llapotban, illetve
15 perces, 160 ug/kge.perc hisztamin infuzié utén

HISZTAMIN /nmol/l/

MINTA
CLEARENCE/%/ KONTROLL INFUZIO UTAN

ARTERIAS plazma

jobb pitvar - 27 350
artéria carotis - 5,0 410
VENAS plazma

véna femorélis 99,5 <£2,0 2,0
véna renélis 90 25 40
véna mesenterica 78 6,0 90
véna gastrica 71 2,0 120
véna portélis - 5,0 170
véna hepatica 65 7,0 60

véna jugularis 39 3,0 250




10. tablazat
A kllonb6z6 szerzdk altal.megvalésitott radioenzimatikus hisztamin meghatérozas
anyagszikséglete és metodikai lépései

Taylor Taylor Kobayas. Miller sSubraman. Beaven , ohaff Taylor

- /1971/ /1972/ /19%72/  /1970/  /1978/ /1978/ /1980/
D+ S++ s D S D S S
MINTAFLOKESZITES  ,_j03te. 5-20% 20x% plazaoa 10% © 10x
foszf4t puffer  0,05M 0,00 M 0,05 M extr. 0,1 M 0,1 M -
a szdvethez pH 7,9 pH 7,9 pH 7,2 pH 7,9 pH 7,9
INKUBATAS 310K/ T T T T T TTs--- R Lk T pep
l.minta /ul/ 50-100 1-20 100 800 20-300  20-100 10 20
2,H-hisztamin/ul/ 25 - - .25 - 10 - -
| 16nCi 50n0i 10nCi
3, sam/itc v, omy 25 5 100 50 1,0 1,0 1,0 1,0
/al/ 200nCi; 312nCi; 250nCk;  40nCij; 50nCi . 54mCi; 500mCi;  500mCi;
Snmol 780pmol  650pmol 550pmol 2,9nmol  lmmol lomol lmmol
4,Enzim /ul/ 25 5 100 100 30 1 1 10
5.Foszfat puffer to 200 +++to 30 to 500
/al/ 0,054  0,06M 0,056M = - Bded  531% .
, PE 7,9 PH 7,9 ©DpH 7,2 0,1 M  pE'7,9
6. Inkubdlas/perc/ 90 90 90 15 90 - 90 60

+ Dupla~izotépos médszer /D/
++ Egy=-izotépos mdédszer /S/
+++ ul Ossztérfogatig /to/



10. téblazat - folytatéas

Taylor Taylor Kobayas. Miller  Subraman. Beaven, Shaff Taylor

'
/1972/  /1972/ /1972/ /1970/ /1978/ /1978/ /1980/
D S S D S D S S
EXTRAHALAS
l. NaCH /unl/ 500 5 200 1000 100 200 10
. lmol/1 lmol/1 2mol/1 lmol/l lmol/l 10mol/1 lmol/1
2.Kloroform /ul/ 6000 250 , 6000 8000 1000 3000 250
3 +NaOH-mosas /nl/ 2000 100 2000 1600 200 500 100

lmol/1 lmol/1 2mol/1 lmol/1l lmol/l 3,5mo0l/1 lmol/1l
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Az eddigiek sordn roviden &ttekintettiik a médositott
radioenzimatikus hisztamin meghatérozésokat, kiilonts te-
kintettel azokra a kutatésokra, amelyek az egyes paraméte-
reknek a reakcidéban kimutatoott szerepére vonatkoznak.

Az egyes Bzerzdk A4ltal kivitelezett folyamatok legfontosabb
Osszetevdit és lépéseit az el8z8 oldalakon 1lévé 10. téabléa-~
zatban foglaltuk Ossze.

MERESI MODSZERTEK

Az el8zbekben tArgyalt irodalmi adatok ismeretében a
tovabbiakban részletesen bemutatjuk azon folyamatok meto-
dikail 1lépéseit, amelyeket kisérleti munkénk kivitelezése
sorén alkalmaztunk, nevezetesen:

I. Egy-izotépos radiocenzimatikus hisztamin meghaté-
rozés plazma és szévetmintékbdl
II. Plazma-hemoglobin mérés
III. Fehérje-koncentrdcidé meghatirozéas

I. PLAZMA ES SZOVETI RADIOENZIMATIKUS HISZTAMIN
MEGHATAROZAS KIVITELEZESE

l. A hisztamin-N-metiltranszferadz enzim preparilésa

A tengerimalac agydbdl és a patkény-vesébdl kivont
enzimpreparidtumokra vonatkozé részletesen ismertetett
irodalmi adatok és eredmények alapjén /17,22,67/ kisér-
leteinkhez & hisztamin-N-metiltranszferiz enzimet pat-
kdny veséjébdl izoldltuk.
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6 darab 180...220 g—-os himpatkanyt dekapitéltunk, a
veséket kivettiik, térfogatukat £izioldégids séoldatban mér-
tiik; majd kilencszeres mennyiségii jéghideg 0,25 mol/l
koncentraciédju szahardzban homogenizAltuk.

A durva partikulumokat Janetzky VAC-601 tipusu ultra-
centrifugéval 277 K-en 40 000 g~vel 60 percig tarté ultra-
centrifugiléissal tavolitottuk el.

A feliiluszbhoz a protein~frakcid 45 %—os precipitdlésa cél-
j&bél ml-ként 0,258 g /NH,/,80, -ot adagoltunk, 41landé
mégneases keverés mellett 1O perc alatt; majd a sd teljes
feloldédaslig kevertettiik a rendszert. 277 K-en 1 6rai
4114s utan Janetzky K-23 centrifugin 2 000 g-vel 20 percig
277 K-en centrifugidltuk. 70 %-os fehérje-szaturdcidét valéd-
sitottunk meg tovAabbi /FH, /580, -os kezeléssel Ugy, hogy
a minta feliiliszé6jdhoz ml-ként 0,156 g s6t adagoltunk a
fent leirtak szerint. Ujabb, 1 6ral 277 K-en vald A&llést
kovetd centrifugllés - 2 000 g, 20 perc 277 K ~ utén a
feliiliuszét eldobtuk, s a tovAbbiakban a precipitétumot
haszniltuk fel.

A kozel 3 g kinyert extraktumot 3-szoros mennyiségi 7,4
pH-ju 0,1 mol/l koncentrécidju Na-foszfat pufferben
szuszpenddltuk, s dializéaltuk 2 liter pH= 7,4 0,01 mol/1
toménységli pufferrel szemben. A dializdld oldatot h&rom-~
szor cseréltiik, minden lépés idS8tartama 8 6ra volt.

A végsd prepardtum térfogat l4...1l6 ml-nek addédott, amely-
nek feliiluszéjat Janetzky K-23-mal torténd centrifugélés
utdn - 4 000 g, 20 perc 277 K - ampulliztuk 400 ml-es
részletekben, és felhaszndldsig 253 EK-en téroltuk.

Az enzimprepardtum fehérje-koncentricidjat Lowry /45/
médszerével /lsd. késdbb/ végeztiik el.

A radioengimatikus reakcidban optimldlisan sziikséges meny-
nyiségii enzim megdllapitésdhoz kalibrdlast végeztiink,



melynek soridn a kdvetkezd higitatlan és 7,9 pH értéki 0,1
mol/l foszfat pufferrel higitott térfogatokat vittiik be a
reakcibdelegybe:

higitatlan enzimbdl: 103 15; 20 ml/minta
higitéds mértéke s 2x; 5x; 10x; 20x; 25x%; 50x
/bevitt térfogat: 10 ml/minta /

A vak értékekre és a standard sorozatba kapott belités-
szmok alakulédsédt az enzimkoncentrécid figgvényében a
kOvetkezd részben ismertetjiik.

2. A standard—-, vér- és szovetmintédk elbkészitése
a vizsgilathoz

A kalibraciés gorbék felvételéhez a kiilonbozb koncent-
rédciéji hisztamin standardokat hisztamin-dihidrokloridbél
mértiik be. 0,01 mol/l HCl-val 10 mmol/l koncentrécidju
torzsoldatot készitettiink, amit ampullézva 253 K-en té-
roltunk. K6zvetlen hasznilat eldtt ebbdl ugyancsak 0,01
mol/l sésavval higitési sort 4llitottunk eld 1l...2 000
nmol/l koncentricidé-tartomanyban dgy, hogy. a mintdk kon-
centrécidja l,0; 5,03 lo; 50; loo; 500; looo és 2000 nmol/l
érték legyen.

A biolégiai meghatarozisokat éber és 30 mg/kg Na-
pentobarbitéllal /Nembutal/ altatott kutydkon létrehozott
hemorrhagiés-shockos folyamat sordn vett vér- és kiilonbozd
szO0vetmintékbdl végeztiik.

Vérmintdk esetében az eldbbiekben ismertetett artéria és
véna eltérd hisztamin koncentrécidira vonatkozé irodalmi
adatok /16/, és sajét~1aborat6riumunkban tapasztalt kor&b-
bi eredmények alapjan altatott kutydktél az artéria femo-
rdlisbbl,éber 4llatoktdl az artéria carotisbbdl vettiik a
testsily-kilogrammonként 750 NE heparint mint antikoagu-
lédnst tartalmazé vérmintékat.



A teljes vért a, plazma kinyeréséhez Janetzky K-23 tipusu
centrifugén 277 K-en 10 percig 2 000 g-vel centrifugédltuk.
Mind a centrifugélést, mind pedig a plazma 253 K-en tor-
ténd tArolésat a hisztamin bizonyitott iliveghez valé ad-
szorbcidja miatt /18,52/ polipropilén csdben végeztiik.

A szoveteket a kisérletsorozat végén az &llatok £616s
mennyiségi altatéval torténd ledlése utén azonnal kivettiik,
jéghideg £iziolbégids sboldattal mostuk, majd szarazjégre
téve hiitottik. Hisztamin meghatéirozédst a kovetkezd szbve-
tekbdl végeztiink:

sorozatos mérésekkel: vAzizom; lép; mij; tidd; bal-
pitvar; balkamra

egyedl mérésekkel ¢ mellékvese; vese-velddllomany;
vese-kéregdllomény; pankreas;.
artéria; jejunum; lileum

A vizsgélathoz mértilk a szévetmintdk tomegét, majd 9-szeres
mennyiségi 7,9 pH-ju foszf4t pufferben homogeniziltuke
Legaldbb egy €jszakédn 4llni hagytuk a hisztamin teljes ki-
oldbédasdhoz /18/. Felhasznldlds eldtt Janetzky K-23 centri-
fugéval 277 K-en 2 000 g-~vel 15 percig centrifugéltuk, s a
fellilusz6bbl hisztamin és Lowry-féle fehérje-meghatarozést
végeztiink.

Annak elddntésére, hogy kiilonbdznek-e és milyen mértékben
a kapott hisztamin szintek a g-szdvetre vagy g-fehérjére
vonatkoztatva; mind a tomeg—-, mind pedig a fehérje-mérést
elvégeztiik ugyanazon szovetminta esetén.

B1ltérd irodalmi adatok &llnak rendelkezésiinkre a
reakcidelegybe valé bemérés eldtti szovet-elSkészitésekrsl.
Egyes szerzdk /16,22,76/ szerint a homogenizdtum tovabbi
eldkezelés nélkiil, kSzvetleniil bevihetd a rendszerbe; mig
médsok /18,31,74/ szerint. 10 perces 363 K-es vizfirddé sziik-
séges az endogén PAM eltdvolitasara, illetve deproteiniza-
lasra; 8 a forralas utéan centrifugdlt minta feliiliszé ja
alkalmazhaté hisztamin-mérésre,



Az ellOkezelt és kezeletlen mintdk hisztamin szintje kozott
ad6dd kilonbség megéllapitdsédra mind a homogenizéatum, mind
a fehérje-mentesitett felldluszét feldolgoztuk.

' Minden esetben 20 ul mintdt reagéltattunk. Olyan szovetek-
nél, amelyek hisztamin tartalma 40...50 nmol/l vagy ennél
nagyobb volt, 0,1 mol/l pH = 7,9 foszf4t pufferrel 5~ vagy
10-szeresen higitott anyagb6l mértiink be 20 ul-~t.

Ehhez kapcsoldéddan vizsgaltuk, hogyan valtozik a kapott
hisztemin szint a higitds mértékével; hol az enzim és a
5H—SAM mennyisége &ltal megszabott mérhetd felsd koncent-
récié-hatéar.

3+ Inkubécibés folyamat

Az irodalomban k&z61lt, részlegesen médositott kiildon-
féle mikromdédszerek érzékenységiik miatt nem alkalmasak a
plazma vagy a szérumban lévdé igen alacsony hisztamin koncent=
racié mérésére. :
Mivel munkénkban dénté fontosségu volt az Allatkisérletek
sordn vett vérmintdkban bekdvetkezd hisztamin szintek meny-
nyiségi véltozdsénak kovetése, emiatt az ismert metodikék
k62Ul olyat kellett valasztani, amellyel kelld pontosséggal
meghatdrozhaték a plazmiban bedlld csekély koncentriacid-
valtozasok is. :

Emiatt Beaven /22/ &ltal 1972-ben részletesen kidolgozott
és leirt izotdépos eljardsok koziil az egy-izotdpos 3H-SAM
alkalmazésdval kivitelezett metodikat vettik alapul, s
ehhez kapcsoldéddéan vizsgdltuk az enzimkémiai reskcid kime-
netelét befolyasold tényezdket; majd eredményeink alapjén
médositottuk ugy, hogy sorozatosan végzett kisérleti mun-
kénkban érzékeny és reprodukalhaté médszerré vAaljon.



A meghatirozdst 15 ml-es kénuszos polipropilén csbében
végeztiike A csdoveket jégbe &llitottuk, és a kdvetkezd
reagenseket mértiik bele:

l. 20 pnl standard, plazma vagy széveti homogenizéatum,
illetve a vak mintdhoz 20 pl 0,1 mol/l pH = 7,9
foszfét puffer

2. 10 pl, az eldzetes vizsgllatok alapjén optimalis-
nak taldlt 10-szeresen higitott enzim

31 i 11 g ol

3¢ 1,0 pul “H-S-adenozil-I~metionin 5,55.10 q/mm

4, 50 pu1 0,1 mol/1 7,9 pH-ju foszfét puffer

A rendelkezésiinkre 4116 5H—SAM -0t a bemérés eldtt, a vak
értékek csOkkentése céljabdl tisztitottuk az alabbi mdédon:
Az 6sszeninta szémpba bemért 1 pl/minta , kénsavban
oldott aktiv SAM-r6l a folyadék-fazist N, - dramban le-
fuvattuk, majd legfeljebb a kiinduldsi izotdp térfogaté-
val azonos mennyiségl desztillédlt vizzel kétszer ismétel-
ten mostuk. Ezen beavatkozis célja, hogy a SAM bomlasa
miatt a folyadék-fazisba tricidlt viz formiajadban bekeriilt
triciumot a rendszerbdl eltdvolitsa; illetve a kénsavban
oldott izotdp erdsen savas kémhatidsit megsziintesse.
A 3H—SAM fent leirt elbzetes kezelésével a vak értékeire
ad6dé aktivitdsokat jelentds mértékben sikeriilt vissza-
szoritani.

A bemérés utén a 80 ml Ossztérfogatu cséveket vortexez-
tiik, majd 310 K-en 90 percig inkub&ltuk. Az inkubdlés vé-
gén 50 41, 0,8 mol/l HClO4 - ban oldott 4,5 mmol/l koncent-
rdcidju jeldletlen hordozdé metilhidztamint adtunk a rend-
szerhez.

Amennyiben a meghatarozés kovetkezs lépéseit folyamatosan nem
végeztik el, ugy ebben a stAdiumban tovabbi beavatkozésig
lehetdség nyilt a mintédk 253 K-en t0rténd tarolasara.

Az eldbbiekben ismertetett inkubidcidés elegy mar azokat az
adatokat tiikrdozte, amelyeket kisérleteink sordn legalkalma-
sabbnak véltiink a reakcié kvantitativ lejatszb6dasihoze.



Ezzel kapcsolatosan az aldbbi paramétereket vizsgaltuk:

l. Az enzim mennyiségének hatdsdt a reakcid kimenetelére

2. A kOzegben 16v8 Na-foszfat puffer koncentrécidjat
10-3, 10—2, 1071 mol/1 értéknek vélasztva, illetve
helyette ugyanolyan mennyiségii fizioldégias sbéoldatot
‘vagy desztillélt vizet hozzédadva figyeltiikk a reakcid

. hatasfokénak alakuléasat .

3¢ Vizsgdltuk az aktivitésok valtozésit a 0,1 mol/l
koncentrécidju foszfat puffer kiilénboz8 pH értékein:
7,035 7,33 7,65 7,9; 8,2

4, Osszehasonlitottuk a 0,1 mol/l pH = 7,9 foszfat és
0,025 mol/1 pH = 7,4 tris-albumin pufferes kézegben
kivitelezett reakcid eredményességét

5. Tanulminyoztuk az enzimkémiai folyamat lejatsz6dasi-
nak hatésfokit névekvd inkubalasi id8knél: O; 15; 30;
60; 90 perc h

6. VAltoztattuk az inkubalds végén hozziadott 4,5 mmol/l
inaktiv hordozdé metilhisztaminnak a reakcidelegybe

. bevitt mennyiségét : 0; 25; 50; 753 100 ml/csd

7. Végil Osszefoglaljuk a fenti tényezdknek a vak érté-
kekre kifejtett hatdsit, és bemutatjuk a blank akti-
vitésanak alakuldsét 100...100 ml 0,43 1,05 2,03 4,0;
7,0 modk/1 perklérsavnak az inkubilést kévetd hozza-
addsakor; és foglalkozunk a vak mintak kiilonféle elé-
kezelésének lehetdségeivel.

4, A jelolt metilhisztamin extrahidlisa és
liquid-scintillicidés mérése

Az irodalomban az aktiv metilhisztamin kinyerésére
elfogadott altaldnos lépés a Kloroformmal torténd extrakcib.



Az egyes szerzl8k Altal megadott sziikséges és elegendd
kloroform mennyigég igen széles tartomAnyt foglal magé-
ban /lsd. 10. tablézat/ attédl fiiggbéen, mekkora a hisztamin
szint a mérendd mintaban.

Ismert, hogy az inkubilds sorén képz6dott metilhisztamin
er6sen lugos kdzegben kb, 50...55 % -0s megoszlast mutat

a kloroformos és vizes fézis kozott/18/. Mint mAr emli-
tettik, a lugos kozeg egyrészt elbsegiti a szerves fézis-
ba vald atjutést, masrészt viszont megakad&dlyozza egyédb
komponensek extrakcidjat.

Mivel irodaslmi adatok alapjén /16,74,76/ a kiilonbdzd mdédon
megvalésitott mikromdédszerek inkabb szdvet, mint plazma
nérésére alkalmasak; emiatt az extrahidlési miiveletnél is
Beaven /22/ altal leirtak szerint jartunk el.

A keletkezett Jjelolt és hozzdadott inaktiv metilhisz-
tamint tartalmazd reakcidelegyhez NaCl-dal telitett 400 ml
5 mol/1l NaOH-ot és 4 ml kloroformot adtunk. A csdveket
zértuk, és 2 percig vortexeztiik, majd Janetzky centrifugén
277 K-en. 1 500 g-vel 10 percig centrifugidltuk. A vizes fa-
zis leszivasa utdn a tovébbiakban NaCl-dal telitett 3,3
mol/1l NaOH-dal mostuk, s a fentieknek megfelelden ujbédl
centrifugéltuk. A ,

A szervetlen fézis teljes eltavolitédsa utédn a szerves fa-
zisb6él 3 ml-t Packard folyadék-scintilldcids kiivettéba mér-
tink be, s a kloroformot szobahémérsékleten lefuvattuk,
mégpedig kétféle mdbdon:

Az irodalomban kdz6ltek szerint az elparologtatds mind N2-,
mind levegd-aramban lehetséges. Kisérleteink sordn mindkét
médszert kiprébadltuk, s a kapott eredményeket egymassal
Osszehasonlitva értékeltiik.

A kloroform evaporilasa utdn a maradékot eldszdr 0,5
ml szolubilizélészerben /Celloszolv/ visszaoldottuk, majd
scintillécités koktélként 9,6 ml toluolt és 4oo ml liqui-
fluort adtunk hozzé.



Az utédbbi scintillAtor anyag Osszetétele a kovetkezd volt:
1,25 g 1,4-d1-/2/5-fenil-l-oxazolil-benzol /POPOP/ és
loo g 2,5-difeniloxazol /PPO/ 1 1 toluolban oldva.

Ezek utén mértilkk a mintdk aktivitédsait Beckman folyadék-

scintilléciés berendezésben 298 K—en 10 perces mérésidd-

vel. A CPM-ben /counts per minnte/értékeket a mérdberen-
dezés hatésfok-gorbéjének ismeretében DPM~re /disintegra-

tions per mimyte/szémoltuk At, s minden minta esetében a

vak beiitésszéméval korrigéltuk.

A plazma és szovetpreparatumok hisztamin szintjét ugyan-

olyan koriilmények ko6zdtt kezelt standardok DPM-értékei

alapjédn szémitégépes program segitségével szémoltuk.

Az extrahédlés és mérés sordn a kovetkezd tényezdket vizs—
géltuk: -

l. Az extrahdlasi id6t8l vald filiggést tanulményoztuk
oly médon, hogy a mintékat o,0; 0,5; 1l,0; 2,0; 3,0;
5,0 percig vortexeztiik.

2. A kloroform mennyiségét vidltoztatva — 2 és 4 ml -
néztiik az aktivitédsok vAltozdsit ugyanazon minték
esetében. .

3. Az extrah&léisi viszonyokat azzal is mdbdositottuk,
hogy kloroform helyett mas szerves 0lddészert hasz-
ndltunk: toluol, 5 és 10 ml

. toluol-izoamilalkohol, 4:1 elegye, 5 és lo

4, A celloszolv elsddlegesen kifejtett szolubilizdlé-,
és mésodlagos quench-hatésa miatt vAltoztattuk a fo-
lyadék-szcintilldciés koktélba bemért mennyiségét
0,03 0,5; 0,75; 1,05 1,25; 1,75; 2,0 ml/lo ml koktél
értékeket valasztva. '

5. Kiilénbozé mindséglii mérdkiivettdkban - iiveg, miianyag -
visszaoldott ugyanazon mintdkra kapott aktivitésokat
hasonlitottuk Ossze.



Ezzel roviden &ttekintettiik az 4ltalunk megvaldésitott,
hisztamin radioenzimatikus meghatArozisénak lépéseit; is-
mertettiik azokat a tényez8ket, amelyeket részben irodalmi
adatok, részben pedig sajat laboratériumi tapasztalataink
alapjan szilikségesnek tartottunk behatébban tanulményozni
annsk érdekében, hogy az enzimkémiai folyamat paramétereit
részleteiben is megismerjiik.

ITI. A PLAZMA-HEMOGLOBIN SPEKTROFOTOMETRIAS MERESE

Allatkisérletek sordn vett vérmintédkmAl azt tapasz-
taltuk, hogy a hemorrhagiis shock kiilonb6zd szakaszaiban,
kiilonosen a shock késéi stédiumiban vett vérmintdk kisebb-
nagyobb mértékben hemolizaltak, ami a plazméban 1évé hemo-
globin szint megndvekedését okozza.

A hemolizis oka a vér vordsvér-testjeinek mechanikai, ké-

miai és energetikai okok miatt bekovetkezd roncsolddésa

és szétesése.

Annak elddntése végett, hogy vorosvértestek hemolizise

befolyésolja~e a plazmiban mért hisztamin szinteket, ugyan-

azon vérmintdb6l hisztamin és plazma-hemoglobin mérést is

megvalésitottunk. A hemolizist mesterséges uton kétféle

médon idéztiikk eld:

1. A heparimnal levett vérmintdt roncsoldsos kezelésnek

vetettiik ald olymédon, hogy hdmérsékletét - 253 K és
298 K kbzott — tobbszdr ismételt fagyasztis-olvasz-
tdssal vAltoztattuk, aminek kdvetkeztében a vdrssvér-
testek nagyfoku degenerécidja kovetkezett be. Az igy
kezelt vérmintdt Janetzky EK-23 centrifugival 2 000
g-vel 10 percig 277 K-en centrifugdltuk. A nagymérték-
ben hemollzilt feliiliszd plazmédbdl desztillédlt vizzel
higitési sort készitettiink. Kontrollként a kiindulési
vérminta 2 000 g~vel 10 percig 277 K-en torténd centri-
fugéléssal kapott plazmijat haszndltuk mind hisztamin,
mint hemoglobin mérésére.



2. A kutydbbdl vett teljes vért kontrollként ugyanolyan
mennyiségi £izioldégids sbéoldatban, illetve hemoliza-
tumként az elbbbivel azonos térfogatu desztillélt
vizbe mértikk be,s ilymbédon két higitasi sorozatot
kaptunk. A hemolizilt vérmintdk plazma-hemoglobin
és hisztamin értékeit a fizioldégids sbéoldatban 1évd
kontrollhoz viszonyitottuk. Osszehasonlitottuk tovéb-
b4 a mérés eldtt 2 000 g-vel 10 percig centrifugélt
és centrifugilatlan mintdkra kapott hisztamin és
hemoglobin értékeket.

A hisztamint az eldzbekben részletesen ismertetett
radioenzimatikus, & plazma-hemoglobint pedig Martinek /51/
4ltal 1956-ban leirt spektrofotometriéds mdédszerrel mértiik.

Az eljaras lényege, hogy a plazma-hemoglobin kis

mennyisége is meghatérozhaté az oxihemoglobin ab-

szorpciéjénak mérésére visszavezetve; azonban sza-
molni, illetve korrigadlni kell a bilirubin ugyan-
olyan hullémhossz-tartomdnyban mutatott fényelnyelé-
sével. A két hulldmhossz abszorbancidjénak mértékét
a hullémhossz fiiggvényében a 10. &bran tiintettikk fel.
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Az oxihemoglobin /---/ és a bilirubin /——/ abszorpciés
gorbéje 400...700 nm hullémhossz-tartoményban



A spektrofotometrids meghatérozéds magaban foglalja egy-
részt az oxihemoglobin 412...415 nm —-en mutatott maximé-
lis abszorpcidjénak mérését, mésrészt a bilirubin addiciéd-
jénak kiszlirését annak ismeretében, hogy a bilirubin &ltal
ilyen hulldmhosszon okozott abszorbancia a 455...457 nm
értéknek vett maximilis abszorpcidjanak 80 %-&t teszi ki,
TehAt ezen két /412 és 457 nm/ hullémhosszon mért extink-
ci6bél a plazma-hemoglobin az aldbbi médon szamithaté:

Fyip = /08 X Bygp/ X F = gy / ng/m1/

ahol: B - a mért extinkcié
F - a készliléktdl fiiggd, eldzetesen meghllapitott
szorz6faktor, ami ismert total -hemoglobint
tartalmazé, kiilonbozd mértékben higitott vér-
nintdkbél mérhetd, s a kdvetkezd képlettel
szamithaté: Heb
F =

Eu15 - 70,8 X Ep.7

A mérést Opton PMQ - II tipusu spektrofotométeren
1 cm-es kiivettdban valésitottuk meg oly mdéddon, hogy 0,3 ml
plazmat vagy higitott hemoliz&tumot 3,0 ml fizioldgids sb-
oldatba mértiink; legaldbb fél percig vortexeztiik a hemo-
globin teljes oxigenizéldéddsdhoz. 30 perc 4lléds utam fizio-
légiés sbéval szemben mértiik az extinkcidkat 415 és 455 nm-

en, a hemoglobin koncentridcidét pedig a fenti képletek alap-
jan szamoltuk.



3. Oldott fehérje-meghatlrozds Lowry mdédszerével

Mint mdr emlitettiik, sz6veti prepardtumok esetében a
hisztamin koncentricié szémolését mind g-szovetre, mind
pedig g-fehérjére elvégeztiik.

Az egységnyl proteinre viszonyltott hisztamin memnyiség
meghllapitésdhoz sziikséges volt a 7,9 pH-ju 0,1 mol/l
foszfdt pufferben homogenizilt és a durva partikulumoktél
centrifugélassal mentesitett feliilszé6 fehérje-koncentri-
ciéjénak ismerete, amelyet spektrofotometriis mérésre
vezetiink vissza.

A folyamat, amelyet Lowry /45/ 1951-ben dolgozott ki,
tulajdonképpen a tirozin Folin reagenssel kivaltott szin-
rakciéjan alapul, ami a fehérjék lugos kézegli hidrolizise
utdn jatszébdik le.

A meghatérozéshoz 0,5 ml homogenizitum~feliiliszébbl
indulunk ki; ehhez 3 ml reagenst adunk, melyet a kdvetkezd-
képpen készitiink: :

100 ml 0,1 mol/l nAtriumhidroxidban oldott 2 g/loo cm’
Naacd3 -hoz hozgéadunk lmll g/loo cm’ CuSU, -ot és

1l ml 2 g/loo cm” K-Na-tartardtot. Az igy eldAdllitott ol-
datot Osszekeverés utdn azonnal, de legfeljebb 24 6rai
4ll4sideig hasznAlhatjuk fel.
A két komponensii 6sszemért rendszert szobahdmérsékleten
10 percig 4llni hagyjuk, majd 0,5 ml kétszeresen higitott
Folin reagenst mériink bele. Ujabb, 30 percig tarté 4llas
utan 750 nm-es hullémhosszon mérjiik a mintdk extinkcidjat
Opton PMQ II spektrofotométeren; s a bovine-serum albumin
standard fehérje-koncentrécidjhra szémolunk.
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3H—S—-adenozil—L—metionin
specifikus aktivitds : 5,55.10% Bg/mmol

/Amersham UK International Corporation/
Hisztamin-dihidroklorid /Merck/

Metilhisztamin; l-metil-4-/2-aminoetil/-imidazol-

hidroklorid /Serva/

Na,HPO, . 12 H,0 /Reanal/

NaHZPO4 « 2 H20 /Reanal/
Perklérsav /Reanal/

NaOH /Reanal/

HCl /Reanalyf

Kloroform /Reanal/

Toluol /Reanal/

Celloszolv /Loba Chemie/

Izoamilalkohol /Reanal/
Tris-/hidroxi-metil/—amino-met4n /Reanal/

PPO; 2,5-difeniloxazol /Reanal/

POPOP; 1,4-di~/2/5-fenil-l-oxazolil-benzol /Reanal/

1.
2.
Se
4.
5e
6.

NaOH /Reanal/

Na,C05 /Reanal/

K-Na-tartardt /Reanal/

CuSO4 /Reanal(_
Folin Ciocalteau phenolreagens /Merck/
Bovine-serum albumin /Reanal/
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Az el628 fejezetben részletesen Attekintettiik a kisér-
letsorozatunkban alkalmazott metodikékat, azok részfolyama-~
tainak lépéseit, amelyekkel a mérendd plazma- és szdovetmin-
ték hisztamin szintjeit; csak szovetek esetében a protein-
koncentrdciét és csak plazmira a hemoglobin értékeket meg-
hataroztuk.

Ismertettiik tovaAbbéd azokat a paramétereket, amelyekkel,vizs-
gadldédasunk szempontjabdl legfontosabbaknak tartva 6ket; rész-~
letesen foglalkoztunk.

Az alibbiakban bemutatjuk azokat az eredményeket, ame-
lyeket a hisztamin radioenzimatikus meghatirozésénsk, illet-
ve a hozz& szorosan kapcsold6dd fenti mdédszerek kivitelezése
sordn kaptuhk; s Osszehasonlitjuk az irodalomban k6z0lt ha-
sonldé vizsgAlatok adataival.

Az inkubilas, az extrahdlés és a llquld-sclntillécios mérés
kapcsédn tanulminyozott és véaltoztatott tényezbk vizsgélatat
Oe..2 000 nmol/l koncentracibéb-tartoményt &tfogbd hisztamih
standard sorozattal valésitottuk meg oly médon, hogy Beaven
22/ 4ltal kidolgozott és ismertetett mennyiségeket, kon-
centrdcidkat vettiik alapul /1sd. 10. tablazat/, amelyekbsl
csak a vizsgdlt paraméter értékeit mbddositottuk adott tar—~
tom4nyon beliil; az Osszes tobbi tényezét vAltozatlanul
hagyva.

Az ily médon - 4tlagosan 3...5 ismételt méréssorozat alap-
jén optimélisnak taladlt, részleteiben médositott metodika-
val valdésitottuk meg helyi laboratdériumi kériilmények kozott
vér- és szivetmintdk sorozatos mérését.

Tulajdonképpen a radicenzimatikus médszert plazma hisztamin
szintek meghatdrozésira vezettiik be; szivetekre csak a ké-
88bbi kutatiasok soradn alkalmaztuk; ami a reakcid kivitele-
zésében nem, csak a szovetek szlikséges eldkezelésében vetett
fel uj problémékat, amit a fejezet végén ismertetiink.



I. A HISZTAMIN RADIOENZIMATIKUS MEGHATAROZASANAK
VIZSGALT PARAMETEREI

l. Az iz0l4lt enzimmel folytatott vizsgélatok
eredménvei

A patkédny veséb8l - a metodikai részben ismertetett
eljaras szerint - Altalunk izoldlt enzim Lowry /45/ wmbéd-
szerével meghatarozott fehérje tartalma &atlagosan 10,4
mg/ml volt; szemben a Shaff és Beaven /69/ 4ltal ugyanilyen
médszerrel eldéllitott prepardtum 22 mg/ml -es protein-
koncentradcidéjaval /lsd. 5. tdblazat/.

Az eltérés feltehetden az &llatok koradval, sulylval, faj-
t4javal; illetdleg a kivitelezés soran alapvetSen fontos
homogeniz&lés hatasfokival értelmezhetd.

Fenti okok miatt a szerzék szerint az egy izotépos eljaras
enzimkémiai reakcidéjéra optimalisnak taldlt 50-szeresen
higitott enzim méréseink sorin hatéstalannak bizonyult
/12. abra/.

A preparalt enzim azon mennyiségének megéllapitéséara,
amellyel a vak értékek még nem novekednek meg jelentSsen,
de madr a legnagyobb koncentricidéju mintdkra is kelld hatés-—
fokkal lejatsz6dik a reakcidé az inkubdlés iddétartama alatt;
vizsgilatunkhoz minden esetben lo-lo ml végs8 térfogata
enzimet mértiink be higitatlan, illetve kiilonboz8é mértékben
higitott formiban.

A mérések.eredményeit, az egyes enzim mennyiségekkel kapott
aktivitdsokat /DPM/ a ll. tAblazatban tiintetjlik fel.
Kiilon tdblazatban /12.t4blazat/ szemléltetjliik a kalibra-
ciés tartomédny felsd hatdrén, a 2 000 nmol/l1 koncentré-
ciéju hisztamin-standardra kapott aktivitésok vAltozasat,
késébbiekben prepaxalt enzimmel kivitelezve.




11. t&blazat

Az aktivitasértékek alakuldsa a patkdnyvesébdl izolalt enzim mennyiségének
valtozésa kévetkeztében O...2 000 nmol/l hisztamin koncentricid-tartomanyban

ABSZOLUTMT BEUTPTESSZAM /DPM/

HISZTAMIN E N 2 I ¥ M E N N . Y I S & @
/omol/1/ higitatlan /ul/ higitott / loul/uminta/
20 15 10 2x lox 20x 25x
0,0 21 006 20595 15 186 12 053 2 971 7 659 6 481
1,0 17 484 14 996 3 005 - 610 - -
5,0 18 784 15 596 4 233 3 427 1 864 - -
1o 21 112 17 035 6 512 7 830 3 295 425 -
50 29 425 28 922 16 493 14 042 - 12 575 1 128 -
100 51 438 42 568 36 493 29 577 21 603 2 684 2 540
500 132 078 110 641 155 309 103 333 62 901 18 005 5 936
1000 161 429 111 665 316 627 2570 297 123 779 31 170 11 689
2000 171 721 146 644 409 690 308 759 226 365 50 383 18 179
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12. téabléazat
A DPM értékek vAltozdsa 2.10° mol/l hisztamin koncentrécié-
nil kiilonbozd enzimmennyiség hataséra

ENZIM AKTIVITAS /DRW/
MINTA BLANK
Higitatlan /ul/ _ _
20 178 026 20 817
15 295 291 15 365
10 256 560 16 560
Higitott /bemérés:10 ul/
2x 250 313 19 109
10x 146 510 5 975
15x 105 820 6 110
20x 107 402 4 619
25x 77 424 4 613
30x 51 606 4 400
50x 27 406 4 087
=
£
'g | .
z |
z |
2
4
1/
T e mamam L
ENZIM, pl
13. abra

A DPM értékek valtozdsa az enzim-mennyiség fliggvényében
adott /2.103mol/1/ hisztamin koncentracidénil



Az adatok koziil kiilon értékeljiik a vAltozd enzim-mennnyi-
ségekkel kapott vak értékek és a standard sorozat értékei-
nek alakulését. |

A rendszer enzimkoncentrécidjat ndvelve higitatlan enzim-
mel /10, 15, 20 pul / extrém wmédon megnd a blank értéke
/11. 4bra/, ami jelentdsen lecsdkkenti az érzékenységet,
ugyanis a standardok esetében igen alacsony /l...10 nmol/l/
tartomédnyban irredlisan magas belitészdmok adbédnak; mig
nagy/1000...2000 nmol/1l / hisztamin koncentricidéknél az
enzim £610s mennyisége nem eldsegiti, hanem gatolja az
enzimkémiai reakcié lejatszddasAt, ami vagy telitési gor-
bét eredményez,/l2. &bra/; vagy mint a 12. tAblAazat Abré-
zolt adatai mutatjédk, maximum utén cs6kkenés kovetkezik be
az aktivitésokban /1l3. &bra/.

Irodalmi adatok szerint /18,22/ a blank mintdk akti-
vitasinak tetemes megndvekedését okozhatjik,tobbek koézott,
a reakciodtérbe bevftt, és a 3H—SAM /1ill. dupla-izotépos
médszernél 14C-SAM is/ jelenlétében fokozottan aktivalddott
enzim el nem reagdlt mennyiségének a £010s SAM-mal alkotott
termékei, amelyek & jeldolt metilhisztaminnal egylitt aka-
délytalanul jutnak &t az extrahdlas folyamén a kloroformos
fazisbae.

Ezt bizonyitja az is, hogy tapasztalataink szerint az ilyen
térfogatu enzimet tartalmazd mintakrél a kloroform evapo-
rélésa utdn , az edény faldn csapadékos kivAlas marad visz-
sza, ami a beilitésszamok nem-linedris alakitésa mellett -
nint a koktélban 1év0 idegen fézis - még a liquid-scintil-
lacidés mérés pontosséght ks csdkkenti.

A 10 pl higitatlan, illetve a kiilonbozdé foku higitott enzim-
mel lejdtszatott reakcidban, az eredmények szerint, a fent
részletezett zavard effektusok egyre kevésbé érvényesiilnek,
amit a vak értékek léhyeges csOkkenése, és az egyre nagyobb
koncentracié-tartomanyban érvényesiilé linearitis jelez.
Ugyanakkor 20-szoros és ennél nagyobb higitds midr az enzim
mennyiségét annyira lecsdkkenti, hogy az aktivitdsok lénye-



gesen visszaszorulnak, ugyanakkor a vak értékek csak
minimédlisan vdltoznak, ami azt eredményezi, hogy le...50
nmol/1 koncentricié tartoményban nem lehetséges a hiszta-
-min szintek kimutatésa, mivel a standardokra kapott DFPM
értékek beleesnek a vakra kapott széréds tartomanyéba.
Magas koncentrécidékndl pedig az enzim mennyisége nem
elegendd a reakcidé kvantitativ lejatszbddésihoz.

Legalkalmasabbnak a 1lO-szeresen higitott preparétum
bizonyult, ugyanis ekkor a reakcidelegy 1 ml enzimet tar-
talmaz minténként, ami megegyezik Shaff és Beaven /69/
4ltal optimélisnak taldlt bemért mennyiséggel.

Ba4r ezen enzim-koncentrédciénil a vizsgldlt koncentricid-
tartomndny fels6 hatarénak kdérnyezetében a standardok
aktivitdsdnak értékei alatta maradnak a tobb enzimet tar-
talmaz6é mintdk értékeinek; mégis ezt a higitast kell
idedlisnak tekinteniink, mert mind alacsony, mind pedig
magas hisztamin szintek kimutatésédra alkalmas, lineari-
tdst mutat; ami a szamolést nagymértékben megkdmnyiti
/14. &bra/.

w
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14. &bra
A patkény vesébdl izoldlt, 1O-szeresen higitott enzim

jelenlétében felvett kalibrécids gbrbe




Masrészt pedig - mint mAr emlitettilk -, a vak értékek ndve-
kedésének lehetséges okait vizsgélva,nem sziikségszeriien
redlisak a higitatlan enzim 10, 15, 20 ul-nek jelenlétében
kapott lényegesen nagyobb belitésszémok, ugyanis a reakcid-
térben 16v8, részben az enzimmel, részben pedig a késlb-
biekben a plazma -, illetve sztovetmintdkkal bevitt igen
magas fehérjemennylség szémos keresztreakcidt adhat, ami
részlegesen megakaddlyozhatja a hisztamin kvantitativ
metilidldédasét.

2. A pufferkoncentricid csokkenésének
hatésa a mérés pontossigira

Mint minden enzimkémiai reakcid, ugy a hisztamin
metildlésdnak folyamata is igen szigoruan fiigg attél,
hogy milyen kdzegben, milyen pH-n jatszédik le, s milyen
erds a pufferkdzeg stabiliz&lé hatésa a reakcidelegyben,
Ennek kapcsén eldszbor a pufferkoncentrdcid véltoztatéasa-
nak hatédsat tekintjiik At.

A hisztamin radioenzimatikus meghatirozésa sorém a
kutaték nagyobb része a Na-foszfat pufferes kozeget vé-
lasztja, mégpedig a puffer koncentricidéjat 0,1 mol/1
értéknek véve.

McDonald /31/ folytatott vizsgilatokat arra vonatkozéan,
hogyan vAltoznak az aktivitésok, ha ugyanazon mintat
csdkkend . pufferoltsigi kdzegben reagdltatjuk; mégpedig

a 7,9 pH-ju foszfat puffer toménységét 0O0,1; 0,05; 0,01
mol/1l értéknek véve.

Eredményei szerint a koncentricid cstkkenésével jelent&-
sen megn$ a mintéra kapott belitésszém /1sd. 8.téblazat/,
amit & az enzimaktivitis fokozbdddsdval értelmez.
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Nem részletezi viszont, vajon a vak értékek hogyan alakul-
nak ilyen beavetkozés kovetkeztében.

Ennek eldontése, illetve eredményeinek reprodukélésa
végett olyan kisérleteket folytattunk, amelyekben a pH
7,9 foszfat puffer koncentréciédjat 0,1; 0,0l; 0,001 mol/l
értéknek vettilk, és lejatszattuk a reakciét pufferolatlan
desztilldlt vizes kdzegben és fiziolégiés séoldatban is.
Eredményeink - amelyeket a 13. té4blazat foglal Gssze -
megegyeznek McDonald adataival. Valéban, ahogyan csdkken
a puffer koncentricibdja, Ugy né az aktivitésok értéke
adott hisztamin standard esetében; de csak egy bizonyos
koncentracibig; attél kezdve alatta marad az erdsebben
pufferolt kizeg értékeinek /15. ébra/.

Ez a hatdr a mi kdriilményeink kézé6tt 100 nmol/l hiszta-
min értéknek adbédott, ahol a belitésszimok szinte teljesen
megegyeznek :

0,1 mol/l foszfat pufferrel : 68 797 DPM
0,01 mol/l foszfat pufferrel : 68 037 DPM
0,001 mol/l foszfat pufferrel : 67 401 DPM

E £616tti tartomanyban viszont 0,01 és 0,001 mol/l
puffer koncentriaciénidl mé&r nem elegendd a kozeg stabi-
1iz416 hatésa a hisztamint tartalmazé rendszerek standard
koriilmények koz6tt torténd tartésédhoz /16. &bra/.
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13. téblézat
A Na-foszfat puffer / pH = 7,9 / koncentriciédjnak
hatésa az enzimkémiai reskcidé lejatszbédésira

HISZTAMIN R EAKCTIOE KO 2 E G
/ nmol/1 / PUFFER /nmol/l/ FIZ.S0 DESZT.
0,1 0,01 0,001 VIZ
0,0 7 432”7 13 753 14 398 15 572 19 178
1,0 1 220 3 492 1 006 - -
5,0 2 459 7 789 6 021 - -
10 9 362 15 955 16 724 1 887 -
50 14 459 24 387 43 310 10 610 18 132
100 20 797 35 952 67 410 16 911 76 597
500 9% 325 76 278 83 627 36 129 114 576
1000 132 254 85 003 94 069 52 722 160 918
2000 25% 428 108 622 - 72 593 201 534

» DPM értékek

w
+

10" molN

DESZT.VIZ
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15. &bra

Az aktivitds é&rtékek vAltozédsa a hisztamin koncentricid
fliggvényében kiilonbozd mindségii pufferkdzegben



16. 4bra

Az aktivitésok
alakulédsa kiilonbozd
kémiai kOzegben
hisztamin: 10 /A/;
50 /B/; 100 /C/3
500 /D/; 1000 /E/;
2000 /F/ nmol/1l

' . M- METILHISZTAMIN . 10™° DPM
. »
i‘" )

>o0

i

4] 006 o -
PUFFER. molA

Fiziolégids s6 és desztillédlt viz esetén alacsony, l...10
nmol/1 hisztamin értékeknél egydltalan nem tudtunk valto-
zédst kimutatni, ugyanis puffer nélkiil a médszer szenziti-
vitdsa jelentdsen lecsOkken.

A fiziolédgiés séval végbemend reakcid aktivitésal végig
alatta maradnak barmely més kdzegili, ugyanolyan hisztamin
koncentracidra kapott beilitésszémoknak; mig desztillélt
vizben a detektdléds alsd hatéra / 50 nmol/l / £561lotti
mintédkra ugrésszeriien megndvekedett, irredlisan magas
aktivitésokat kapunk, aminek nyilvénvalé oka, hogy a
rendszer az enzimkémiai reakcid kvantitativ lejatszdddsa
szempont jdbdl teljes mértékben instabil; sbét ezzel magya-
rdzhaté a 0,1 mol/l foszfat puffernél kevesebb puffert
tartalmazé reakcidelegyek részlegesen megnovekedett
aktivitads értéke is.



Szamottevdien mbédosulnak a kozeg ionerdssége vdltozésinak
hatésara a blank értékek is, mégpedig a pufferkoncentrécié
csbkkenésével két-, sét hdromszorosidra emelkednek /l17.4bra/.
Ez szintén arra utal, hogy kevésbé vagy egyédltalén nem puffe-
rolt kbzegben a reakcid lejatszd6ddsdban olyan zavard, gatld
tényezd8k és anyagok jutnak eldtérbe, amelyek jelentésen le—
csOkkentik az inkubdldsi folyamat és az extrakcid eredmé-
nyességét.

10°*.0PM
N

(o] _+_”__‘.___/I 4 : + +
A B O O001 005 a1
PUFFER ,mol/l

17. ébra
A blank minték aktivitdsainak vAdltozésa a pufferkizeg
mindségétdl filiggben; desztillélt viz /A/, fizioldgias
s6 /B/, foszf4t puffer 0,1 , 0,01 , 0,001 mol/1l
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3. Kiilonboz6 pH - értékeken végbemend enzimkémiai
reakcid eredményessége

Nemcsak a puffer koncentrécidja, hanem az optimilis
PH értékének eltoldédhsa is oka lehet annak, hogy az enzim-
kémiai reakcié nem a kivant mértékben és médon jatszbédik le.

Irodalmi adatok szerint /16, 18, 22, 78/, a foszfét
puffer optimdlis pH-jat a reakcidé kimenetele szempontjabdl
7,9 értéknek tekintik, azonban egyes szerzdk /76/ vélemé-
nye, hogy 7,4 pH-ju pufferkdzegben is ugyanolyan eredmé-
nyességgel megy végbe a hisztamin metilalédésa.

Kisérleteink sordn az in vitro bioldégiai folyamatokra
nézve igen széles, 7,0...8,2 pH-tartom&nyban végeztikk el
a méréseket, mégpedig a 0,1 mol/l koncentrdciéju puffer
pH—-értékeit 7,0; 7,3; 7,6; 7,9; 8,2 értéknek vettiik.
Eredményeink alapjén,kiilondsen.csokkend pH-értélkre,a vak
mintdkra kapott aktivitédsok ugrésszerii emelkedése jelzi a
termékek mindségi megvaltozAsat és mennyiségi eltolddasit
az enzimkémiai reakcidban:

8,2 7,9 7,6 743 7,0
6 585 4638 12 377 13 764 19 267

pH-értékek
DPM

A szémadatok szerint, illetve grafikus &brazolds alapjén
/18. abra/ nyilvanvald, hogy legeldnybsebb a 7,9 pH-n
kivitelezett reakcidé; ami nemcsak a vak, hanem az egyes
mintédkra kapott aktivitasokbdl is kitiinike.

7+66¢¢¢8,2 pH~tartomdnyban a standardok beilitésszémai a vizs-
gadlt koncentrécidé-tartomdny felsd hatérédig igen jé egyezést
nutatnak /19. &bra/, a vak értékeitdl eltekintve; mig az
alacsonyabd / pH = 7,0; 7,3 / pH~kon a vakra kapott DPM
tovabbi novekedése mellett megsziinik a hisztamin kvanti-
tativ kinyerése, illetve csak 1000 nmol/l és annil maga-
sabb koncentricidknil kézeliti meg az eldzd6 mintékat, de
azok értéke alatt marad.
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Ugyanakkor kézel Sb nmol/1 koncentrécibéig nem-specifikusan
megy végbe az enzimkémial reakcid /l4.tablézat/.
A pH=7,0 értéken lej&tsz6d6 folyamatra is hasonld jellem-
 + z8k érvényesek alacsony hisztamin szinteknél; hgyanakkor
magas koncentracidékndl az aktivitésok jéval a reélis
szint £61é ugranak, aml a reakcibelegyben 1lévd anyagok
nyilvénvaléan més kémial termékeinek megjelenésére utal.

14. tablazat

A 0,1 mol/1 koncentriciéju foszfat puffer
pH-vadltozAsdnak hatédsa a reakcid kimenetelére

HISZTAMIN A KT IV ITAS OTZXK /DPN/
/ mmol/l / B pH-értékek ]
8,2 7,9 7,6 7+3 7,0
0,0 6 585 4 63§ 12 377 13 764 19 267
1,0 2367 152 3918 3 362 4 888
5,0 6 973 3 761 6 782 4 150 5 547
10 6 722 5 505 4 565 6 411 6 138
50 7 412 7 997 6 524 5216 12 111
100 11 659 9 877 20802 10549 17 331
500 36 595 29 253 46 491 29 186 43 939
1000 67 914 52 241 58 884 60 945 83 633

2000 ' 100 315 94 889 101 019 76 147 157 315
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A vak értékek valtozdsa a pH -fliggvényében

H- METILHISZTAMIN . 10-4.DPM

>

G- ‘ 1 ‘ 2000
000 HISZTAMIN. nmol/|

19. &bra
A 0,1 mol/l foszfat puffer kiilonbdzé pH-értékein
kivitelezett enzimkémiai rezkcidé kalibracids
gorbéi



4, Kiilonbozé minbségii és Osszetételii pufferek
alkalmazisa az enzimkémiai reakcidban

A pufferkézegre vonatkozé adatok és eredmények koziil
eddig a koncentrédcid és pH-kérdését érintettiik.
A foszfat pufferen kiviil Taylor /76/ és munkatirsai vizs-
gadltak mas kOzegben, konkrétan tris-albumin kdzegben le-
Jjatsz6d6 hisztamin metildlési reakcidt.
Kisérleteik sordn alkalmazott pufferek adatai:

puffer H-érték koncentricid
mo

Na-foszfat 7,9 0,1

tris—albumin 7.4 0,025

Emellett a tris-albumin puffer tartalmazott még 0,12 mol/l
NaCl-, 0,005 mol/l KCl-, 6.107% mol/1 MgCl,-ot és Bovine-
serum albumint 0,30mg/100 ml koncentrécidban. )

Az irodalmi részben bemutattuk a két pufferrel kivi-
telezett reakcid Osszehasonlitd &brijét /8. Abra/, amelyen
lathaté, hogy alacsony hisztamin szinteknél nincs; de
magas koncentridcidknidl mér lényeges aktivitasbeli kiilonb-
ség van a két kézeg kozott a foszfat puffer javéara.

Ez a puffer pH-ra vonatkozé vizsgédlataink alapjan nemcsak
a puffer mindségével, hanem 7,4 pH-értékével is értelmez-
hetd /1sd. l4.tédblézat/.

Az altaluk leirt /76/ tris-puffert komponenseibdl Ossze-
&llitottuk, s a méréseket paralell mbébdon valdésitottuk meg
Ugy, hogy ugyanazon koncentriaciéju standardokat reagil-
tattunk a két eltérd mindségii k6zegben.

A kapott eredmények /15.téblézat és 20. 4bra/ meg-
egyeznek fenti szerzdk adataival, vagyis a foszfé4t puffer
reakcidkdzegii enzimkémiai folyamat termékeinek aktivité-
sai atlagosan nagyobbak az egész koncentriacidé-tartomany-
ban; emellett a vak mintéra kapott érték pedig jéval ala-
csonyabb, mint tris-—-albumin puffer esetén.



& -

15, téblazat 4
Foszfat pufferben / 0,1 mol/l, pH= 7,9 / és tris-
albumin pufferben / 0,025 mol/l, pH=7,4 / végbemend
enzimkémiai reakcidk kozti kiilonbségek

HISZTAMIN AKTIVITASOK /DFW
/ nmol/l / FOSZFAT PUFFER TRIS PUFFER
0,0 6 385 8 896
1,0 1 542 1 741
5,0 2 582 3 089
10 3 409 3 959
50 6 025 6 234
100 12 293 11 292
500 36 769 25 666
-1000 55 607 48 734
2000 105 747 92 717
gwt 2

b
g
g
s
(0] ]

0 1000 2000
* HISZTAMIN .nmol/

20. &bra
Kiilénboz8 pufferkozegben kivitelezett enzimkémiai reakcid
DPM értékei ; foszfat puffer /O/, tris-albumin puffer /@ /
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5. Az enzimkémial reakcidé hatésfokénak fliggése
az inkubAdlés idejétdl

Beaven /18/ részletesen vizsghlta a hisztamin radio-
enzimatikus meghatirozésa sordn a 310 K-en végbemend
inkub4lés idejének befolydsat a reakcid eredményességére.
Megillapitotta, hogy a metilhisztamin képzddése spontén .
médon, az enzim-SAM keverék hozzladdsakor pillanatszeriien
mintegy 20 %~ban lejatsz6dik; 90 perc reakcididd alatt
pedig tobb mint 95 %-o0s a konvertdlédds /lsd. 6.4bra/.

Erre vonatkozdé kisérleteink sorén a 310 K-es viz-
fiird8n megvalésitott inkubdldsndl a 90 perc teljes idbre
kapott értékeket mi 100 %-os &talakulésnak vettiik; s en-
nek széizalékiban fejeztiikk ki az egyes reakcididdkhoz
tartozé, addig 4talakult mennyiségeket.

Beaven eredményeit /18/ a nulla perces inkubdlésra, vagyis
az enzimreakcié pillanatnyi lejatsz6d4sira vonatkozodan,
sikeriilt reprodukdlnunk. Az 4ltala megallapitott 20 %—~os
metilal6déds a mi kdriilményeink k6z6tt hisztamin koncent-
rdciotdl fiiggetleniil adtlagosan 21,6 %~nak adddott.

A kiilonboz8 iddétartamig reagaltatott, majd a tovéabbiakban
azonos médon extrahilt mintékra kapott aktivitédsokat a

16. tdblézatban mutatjuk be.

Az egyes reakcididdkre addédd &tlagos dtalakulési
szézalékokat , a 90 perces inkubdlas eredményeit 100 %~
nak véve .az aldbbiakban foglaljuk ossze:

146 /perc/ : 0O 10 15 20 30 40 60 90

Atalakulds /%/ : 21 55 65 79 100
Beaven 20 " 45 60 75 85 95

/&talakulési %/
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16. tabléazat

Az enzimkémiai reakcidban keletkezett aktiv metil-
hisztamin DPM értékeinek vaAltozésa az inkubdlés

idétartamaval
HISZTAMIN A XK T I VITTALA 8 /DPM/
/ nmol/l/ INKUBALAS IDOTARTAMA /perc/
0 15 30 60 90
0,0 4429 5 366 5755 6 856 7 882
1,0 697 2 331 3 163 4 098 4 499
5,0 852 3815 4678 5 030 5 919
10 2098 430 659 7 768 10 939
50 3 068 11 483 12 730 13 709 17 057
100 6 229 18 571 18 049 20 868 29 914
500 25 687 32 645 55 141 71 345 9l O44
1000 40 860 78 086 95 405 105 212 128 356
2000 48 521 109 848 131 196 138 961 190 611
Ez /.
,%
&

1000 2000
HISZTAMIN .nmol/l

2l. 4bra

Az aktivitas értékek valtozédsa a hisztamin koncentricid
fiiggvényében konstans inkubdlési /310 K/ iddknél



60 perces reakci6iddé alatt a kiinduldsi hisztamin mennyi-
ségnek mé&r mintegy 80 %-a metilhisztaminnd alakul. -
Ez alapjén érthetdévé valik, hogy néhény szerzé /76, 78/
megelégszik 310 K-en 60 percig tartd inkubdléssal; sdt
Subramanian /74/ csak 15 perces reakciéiddvel dolgozik,
ami pedig csak Aatlagosan 55 %-os konvertdlédast eredmé-
nyez. A kutaték tobbsége azonban a 90 perces metilalés
mellett dontott, mely idd alatt az enzimkémiai folyamat
szinte teljes mértékben lejatszbddik.

A 21. és 22. 4bran szemléltet jiikk az aktivitasok
vadltozdsadt konstans idétartamokndl a hisztamin koncent-
rédcid; illetve adott hisztamin értékeknél az idd filigg-
vényében. Mindkét gorbe telitési jellegii, ami megegyezik
Beaven /18/ &4ltal leirtakkal; mésrészt bizonyitékul szol-
gél arra, hogy a hisztamin enzimkémiai reakcidéja, melynek
sorén metilhisztaminnd alakul 4t, a reakcididé noveked-
tével egyre csokkend reakcidsebességgel éri el a végsd,
szinte egyensulyi é&talakulédsi szézaléknak tekinthetd
termék-koncentricidt.

N
—>
=

3 - METILHISZTAMIN .10°%.DPM

_____ac
4 i A paY
- 5 B
. . — <A
0 * 30 60 90  IDO.PERC
22. &bra

A DPM értékek novekedése az inkubadléds idétartamédval konstans
hisztamin koncentrécidéknidl ; 10 /A/, 50 /B/, 100 /C/, 500 /D/
1000 /E/, 2000 /F/ nmol/l
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Nemcsak a standard, hanem a vak minték aktivitas-
novekedésének gorbéje is hasonld lefutédst mutat /23.4bra/;
és a 90 perces inkubilasi id&nél kapott érték /7880 DPM/
sz&zalékéban kifejezve az aldbbi eloszlast mutatja:

Id6 /perc/ s 0 15 30 60 90
Aktivitds . /DPM/ : 4 429 5 366 5 755 6 856 7 882
Atalakulés/%/ : 56 68 n3% 87 100

A mintdk O perces reakcididejéhez tartozé atlagos 21,6 %—os
hisztamin &talakulds a blank értékekre tobb mint 50 %, s
az id6 fuggvényében éppen emiatt lényegesen kisebb mérték-
ben emelkedik.

A n6vekedés oka, irodalmi adatok szerint /18,22,31/, hogy
a reakcidelegyben 1évd, &ltaldban fehérje természetii anya-
gok a £016s mennyiségii SH-SAM-mal olyan jeldlt reakcié-
terméket alkotnak, amely az extrahdlt szerves féazisba jut-
va az aktivitédst kisebb-nagyobb mértékben megnéveli.

10-3-DPM

30 - 60 90 100. PERC

23. &bra
A blank minta aktivitéds értékeinek valtozésa a
reakcididd fiiggvényében
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6. A reakcibelegybe bevitt inaktiv hordozéd
metilhisztamin hatésa

Beaven /18/ és Murray /52/ részletesen elemzik az
inkub4lis végén a reakcidtérbe bevitt inaktiv hordozéd
metilhisztamin sziikségességét, mely kétféle mbédon segiti
eld az aktiv metilhisztamin kvantitativ kinyerésének
tovAbbi lépéseit.

Egyrészt ~ £616s mennyiségben 1lévén - megkonnyitl a
kloroformos fAzisba t6rténd extrahédlés lehetséges maxi-
malis hatasfokénak elérését; mésrészt pedig megakadAlyoz-
za a jelolt metilhisztamin iivegfeliilethez valé adszorpcié-
jadt. Bz utdédbbival munkénk sorén nem kellett szémolnunk,
mivel a kisérleteket polipropilén csdvekben végeztiik,
amelynek feliiletén adszorpcid nem jon. 1létre.

Az egész metodika folyamén egyetlen iivegfeliilettel érint-
kezik az anyagunk, mégpedig a liquid-scintillacidés mérés-
hez haszndlt kiivettdban. Az erre vonatkozd kisérleteinket
a késébbiekben ismertetjiik.

Térjlink vissza & carrier-ként hozzéadott inaktiv
metilhisztamin fontossdgira. Kisérletsorozatunkban ugyan-
olyan reakcibkorilményeknek kitett mintakhoz az inkubalas
végén kiilonb6z6 mennyiségben bevitt hordozéval kapott
eredményeket a 17. t&blézatban foglaljuk Ossze, melynek
adatai alapjan megillapithatjuk, hogy alacsony hisztamin
koncentriacibé-tartoményban / l...5 nmol/l / sem a tul kis
/0..425 p1/, sem a t4l nagy /100 ul/ térfogatd hordozé
metilhisztamin nem hatdsos, ugyanis elsf esetben nincs
elegend® mennyiségben jelen az aktiv metilhisztamin
extrah&lésinak elésegitéséhez, mig az utd4bbi esetben az
optimdlis £516tt 1évé mennyisége visszaszoritja a kis
koncentridciéju mintédk aktiv termékének kinyerését.

" A vizsg4lt hisztamin tartomdny tovabbi standardjai-
ra kapott aktivitdsokat szemlélve, a kdvetkezd megdllapita-
sokat tehetjik:



Inaktiv metilhisztamin nélkiil és 25 ul hordozd
hatéséra, ugyanazon minték belitésszdmai S...10 nmol/l
hisztamin koncentrécié-tartomanyban nem-linedris médon
vAltoznak; ez alatti hisztamin értékek pedig egyhltalén
nem mutathaték ki,

Magasabb koncentriacidéju standardokra a metilhisztaminnal
nem kezelt mintdk aktivitdsai Atlagosan kisebbek a hordo-
26t tartalmazdékénil; a koncentricié—tartomény felsd haté-
rédnil pedig ugyanugy nem érvényesiil a linearitas, mint
alacsony hisztamin szinteknél.

25 nl inaktiv hordozd jelenlétében kozepes értékeknél

a nagyobb mennyiségben /50, 75 ml/ hozzaadott mintéké-
val kozel azonos DPM értékeket kapunk, azonban 500 nmol/l
£0616tti hisztamin szintekre a hordoz4 mennyisége nem ele-
gendd /24. &bra/.

OptimAdlisnak tekinthetd az 50 és 75 ml -ben bevitt metil-
hisztamin tartalom /17. tablazat/, ugyanis a két sorozat
értékei nem kiilonboznek szamottevden egyméstdl, és a ma-
gas hisztamin szintekmél is linedris Osszefliggést adnake.

Tovabbl munkénkban az 50 ul térfogatot.valasztottuk,
amivel mar kelld méré&ékben biztositott az asktiv termék
kinyerése; ugyanakkor a vak értéke szignifikénsan alacso-—
nyabb a t6bbi esethez képests

Hordozé /ul/ : o . 25 50 _ 75 100
Axtivitds /DPM/:13 666 7 130 6 268 11 764 14 985

A vak értékek ilyen jellegi vAltozésa nemcsak a hordozd
jelenlétére vagy hiényéra vezethetd vissza /24, &bra/,
hanem oka lehet a O,? mol/1 HC10, = ben oldott hordozé

savas kozegének hatésa ise



Irodalmi adatok szerint /18, 22/ a perklérsavval ledlli-
tott reakcid megakaddlyozza az inkubdlés sorén képzbdd
azon nem-ionos, nem-illékony radioaktiv anyagnak a kloro-
formos fazisba jutdsét, amely a metilhisztaminhoz hasonld
megoszldsi faktort mutat a két /vizes- szerves/ fézis
k6z6tt; és amely jelent8sen megndveli a vak értékét.
Tulajdonképpen mi Osszevontuk a két bevitt reagenst,
ugyanis az inkubdléds végén az 5 mol/l NaOH hozziadé&sa
eldtt)a reakcidétérbe adagolt hordozéd metilhisztamin
egyrészt eldényosen befolyasolja az extrahdléds kimenete-
1ét, mésrészt pedig egyuttal biztositja az inkubilas
perklérsavval torténdé ledllitésat.

Ennek hidnyaval magyardzhaté a hordozé6t nem tartalmazd
sorozat igen magas blank értéke.

>
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24. &bra

A DPM értékek alakuldsa kiilonbozd inaktiv hordozd-

mennyiség filiggvényében konstans histamin szintekmél;

10 /&/, 50 /B/, 100 /C/, 500 /D/, 1000 /E/, 2000 /F/
nmol/1 hisztamin koncentrécid



17. téblazat

Kiilonb6zd hordozé metilhisztamin térfogatot tartal-
mazé reakcid-elegyekkel kapott aktivités értékek

HISZTAMIN AKTIVITAS  /DPW/
/nmol/1/ INAKTIV METIIHISZTAMIN /ul/
0 25 50 75 100
0,0 13 666 7 130 6 268 11 764 14 985
1,0 - - 1 961 2 156 -
5,0 - 5 401 2 459 3 226 6 972
10 10 308 7 286 6 362 6 377 9 968
50 22 239 22 803 29 539 27 435 22 854
100 40 128 44 28% 35 323 36 009 32 184
500 54 484 69 507 69 813 66 614 70 545
1000 75 094 84 045 93 703 101 480 79 071
z 1
% i
— 1251 \
10
75
°5 25 50 75 HORDOZO i Z
25. ébra

A vak értékek valtozédsa az inaktiv hordozd metil-
hisztamin térfogaténak fiiggvényében



7. A vak értékek csdokkentésére irdnyuld kisérletek

Az el16z8 hat pontban Attekintettiik azokkal a para-
méterekkel folytatott vizsghlatainkat, amelyeket fontos-
nak tartottunk a reakcibelegy 310 K-en torténd inkubédlés
hatésfokénak, illetve az enzimkémiail reakcidé kvantitativ
végbemenetelének szempontjébdl.

Minden részletnél kitértiink a vizsgldlt tényezdnek a vak
értékek alakulédséra kifejtett hatéslra; és nemcsak a
standard sorozatra kapott eredményeket, hanem a blank
mint&ra adédé aktivitdsokat is ugyanolyan jelentdségii-
nek tekintettilk az optimalis mennyiség, idd6, ... meg-
4llapitéséhoz /lsd. 11,17,18,23,25. ébra/.

Fentieken kiviil az aladbbiakban bemutatunk még néhany
olyan egyedi mérést, illetve méréssorozatot, amelyek ki-
fejezetten ennek tanulmAnyozésdra szolgilnak.

Kisérleteink egy részében az inkubdlas befejezése utan,

az inaktiv hordozdé metilhisztamin hozzhadésa elétt,a
blank és a 2500 nmol/l hisztamin koncentracidéju mintékat
100...100 jml kiilonbozd koncentracidji perklérsavval
kezeltiik.

Tapasztalataink szerint a vak értékek ennek hatésira nem
valtoztak szignifikéansan, ugyanakkor a hisztamin standard-
ra novekv® savkoncentracidéval, egyébként azonos koriilmé-
nyeknek aldvetett mintAk belitésszéma a kezeletlenhez képest
mintegy a felére csdokkent. Ugyanis a reskcibelegy kémhata-
sénak fokozatos eltolédasiat a savas pH-~értékek felé a
szintén perklérsavban oldott hordozdé metilhisztamin még-
inkabb fokozza, amit a kdvetkezd metodikai 1épést jelentd
5 mol/l NaOH-os kezelés csak kisebb-nagyobb mértékben tud
kompenzA4lni. o

Feltehetben ez okozza az aktivitds értékek ilyen jelentés
csOkkenését, ugyanis a hisztamin a vizes fAzisbbdl kvanti-
tativ médon csak ligos kozegben extrahidlddik a szerves
fézisba.



18. t4blézat
A vak értékek és adott koncentriciéju /2 500 nmol/l/
hisztamin aktivités értékeinek megvdltozdsa az
inkub4léast kovetd perklérsavas kezelés hatésira

HC10, — AKTIVITAS /DPM/
/wol/1/ VAK MINTA HISZTAMIN STANDARD
0,0 5 233 212 976

0,4 6 072 126 321

1,0 5 622 198 835

2,0 5 975 177 611

4,0 5 e44 154 953

7:0 5 324 105 354

A kovetkezdkben kiilonféleképpen eldkezelt vak minték-
kal prébalkoztunk, mégpedig: enzim nélkiili vak; reagens-
vak; forditott vak, ami az eldbbitdl annyiban kiilonbdzik,
hogy az inkubdlds végén 20 nl vizsgdlandd mintat adunk a
vakhoz, s a reakcidét azonnal leallitjuk.

Ezen kiviil inaktiv&lt enzimet vagy plazméat, és inaktivalt
enzimet és plazmdt tartalmazd vak mintakat is reagaltat-
tunk. Az inaktivalas 333...343 K-en 5 percig tartd vizfiir-
dét Jjelentett.

A mérések eredményeit a 19. tdblazat tartalmazza. Az ada-
tok azt mutatjdk, hogy . a reagens-és forditott-vak kozott
nincs kiildnbség. frthetd mbédon az enzim nélkiili mintira az
aktivitids lecsokken - esetiinkben kb. 50 %$-kal -, ami arra
utal, hogy a blank beiitésszaménak koriilbeliil a fele az
enzim komponenseibdl; mig mésik fele az aktiv metil donort
tartalmazé JH~-SAN-bo1l: tevidik Ossze.



Fmlitésre mélt6, hogy az inaktivalt, egyuttal deproteini-

- z8l1lt enzim - 3H—SAM keverékével lefolytatott reakcidbdban
lényeges emelkedés /10 344 DPM/ tapasztalhatd. Ugyanerre

a szintre ugrik meg az aktivitas /9 292 DPM/, ha emellett
még az enzimreakcid végén hozzhadott plazmail is inaktivélt.
A bekivetkezd novekedést mégsem a plazma okozza ~ hanem az
enzim - SAM inaktivalédds -, ugyanis kezeletlen enzimet és
inaktivalt plazmit tartalmazé vak mintdkra a reagens-vakkal
megegyez6 aktivitasok adddnak.

19. téblazat
Kiilonbozd Osszetételii blank mintdk aktivitasénak

O0sszehasonlitésa
MINTA ARTIVITAS /DPM/
Reagens-vak 7 816
Forditott-vak ' 7 808
Enzim nélkiili vak 3 331
Inaktivalt plazmival 7 828
Inaktivalt enzimmel 10 344
Inaktivalt enzimmel 9 292

és plazmaval
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‘Roviden Osszefoglalva az eddigieket, megédllapithatjuk,
hogy a hisztamin enzimkémiai reakciéjdban szerepet jatszé
komponensek optimalis megvAdlasztésa mellett igen fontos a
vak értékek minimalizdléasa, ugyanis ez nagymértékben meg-
novell a mbédszer érzékenységét, ugyanakkor a zavard effek-
tusok megsziintetése nagymértékben lecsdkkenti a kimutathatéd
hisztamin szint alsé hatarat, ami f8leg vérmintak esetében
rendkiviil fontos a redlis és meglehetdsen alacsony hisztamin
tartalom megdllapitésidhoz.

8. A kloroformos extrahdlds idejétél vald
fliggés vizsgdlata

Az inkubilist kovetd, nem kevésbé fontos metodikai
lépés az enziumkémiai reakciodban keletkezett aktiv termék
kinyerése, amihez az irodalmi adatokat kdvetve /227,
extrahdlészerként 4 ml kloroformot vAlasztottunk.
Viszont nem 4llnak rendelkezésinkre eredmények arrdl,
vajon az extrahdlidsi 1dé befolyédsolja~e és milyen mbédon
a szerves fézisba jutott termék memnyiségét; ezért kisér-
leteinkben ugyanazon standard sorozatot kiilonbdzd ideig
vortexeztiik /0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0 percig/, ahol a
O perc csak kézil razast jelent.

A folyadék scintillécids mérések eredményeit egyméssal
O0sszehasonlitva 20. tablazatunkban foglaljuk Ossze.
Alacsony, l...10 nmol/1l hisztamin koncentricibékmél méar

a rovid /0; 0,5; 1,0 perc/ extrahdldsi id6 is elegendd
ahhoz, hogy az aktiv metildlt termék az extrahilési
faktornak megfeleld megoszlést mutasson a két fazis ko-
z0tt; mig ennél magasabb . hisztamin szintekmél legaléabb
2,0 perces vortexezésre van szlikség ahhoz, hogy a metil-
hisztamint kvantitativ mennyiségben kinyerjiik.



20. té4blézat

A vortexezés id8tartaminak hatédsa a kloroformos
fézisba extrahélt metilhisztaminra

. HISZTAMIN . AKTIVITAS /DPM/
/ nmol/l/ EXTRAHALAST IDO  /perc/

0 0,5 1,0 2,0 3,0 5,0
5,0 1 496 2 338 1 040 2 070 2 130 4 226
10 5 120 2 507 2 056 % 168 2 576 13 278
50 10 716 9 479 8 580 12 884 21 136 18 594
100 13 579 15 569 12 914 32 885 32 523 20 557
500 52 503 53 997 51 476 70628 95 737 88 107
1000 71 212° 76 985 72 428 85 756 117 433 113 911
2000 97 407 99 887 106 545 114 850 143 441 130 627

Ezen mintdk mindegyike tartalmazott inaktiv hordozé metil-
hisztamint, ami irodalmi adatok /18,52/ és sajit tapasztala-
taink alapjdn is megkbnnyiti a kloroformos fazisba valé at-
jutéast.

Erdekes, hogy az 5 perces extrahidldsi id8 magasabb hisztamin
szinteknél / 1000...2000 nmol/l / visszaszoritja az aktiv
termék kinyerését, vagyis ebben a tartomiényban az idé fliggvé-
nyében Abrazolt belitésszémokra — adott hisztamin koncentria-
ci6knil - lefelé hajld gorbét kapunk /26.4bra/.

A 27. abran feltiintetett aktivitasok hisztamin-fliggése alap-
jén a 2 perces extrahdlasi idét valasztottuk tovAbbi kisér-
leteinkhez, amelynél mir a vizsgdlt koncentricidé-tartomany
felsd hatirdn is megfeleld belitésszédmokat kapunk:; és kivite-
lezés szempontjabdl is visionylgg konnyen megoldhaté.
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26. &4bra

A DPM értékek alakulésa
az extrahédléasi idé
fliggvényében; 10 /A/,
50 /B/, 100 /C/, 500
/b/, 1000 /E/, 2000
/F/ nmol/l hisztamin
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‘Az optimAlis extrah&lési 1d8 meghdllapitasakor itt sem
hanyagolhaté el a vak értékek vAltozédsinak figyelembevétele.
BAr nagy kililonbség az egyes szémadatok kozott nincs, kivéve
az 5 perces iddtartamot /21l. té&blézat/, ahol az elébbiekhez
képest szignifikéns emelkedés mutathatd ki

2l. tébléazat
A vak mintdk belitésszAmainak. véltozésa az
extrahdléds idétartamaval

HISZTAMIN ARKTIVITAS  /DPM/
/nmol/1l/ EXTRAHALASsI IDO6 /perc/
0 0,5 1,0 2,0 3,0 5,0

6,0 10612 9572 10405 9 361 12 039 16 971

A blank mintdk k6zel azonos aktivitds értéke arra utal, hogy
a zavardé anyagok atjutdsa a szerves fazisba pillanatok alatt
lejatszb6dik, amit az aktiv metilhisztamin névekvd mennyisé-
gének extrahdldédisa sem szorit vissza.

Ezzel kapcsolatosan prébalkoztunk elbzetesen vizzel
telitett kloroform - mint extrah&ldészer - haszndlatéval.
‘Fizikai-kémiai adatok szerint a kloroform vizzel valé ele—
gyedése 0,5507 cm3/100 cm5 viz. Mivel extrahdlidsunk koriil-
ményei kozott a gszefves-vizes fizis ardnya 8:1, ami irodal-
mi eredmények /18/ alapjan optimalis aradny a termék kinye-
rése szempontjabédl.

Mégis szémolnunk kell azzal, hogy a vizes f&zis kisebb-
nagyobb térfogata teliti a kloroformos fézist, és az inku-
balés sordn keletkezett aktiv és inaktiv anyagok is ily
médon a szerves fazisba jutnak, s onnan centrifugldléssal
sem tavolithatdk el.



Ez részben magyarlzata lehet a hosszu, 6tpeices extrahdléasi
idére magas hisztamin szinteknél kapott cstkkend beiités-
szémoknak 1s. Erre vonatkozd kisérleteink sorin azonban
szignifikans kiilonbséget a vizet tartalmazé és vizmentes
kloform kozott kimutatni nem tudtunk.

Mivel az extrahilést kovetd l1lépés a kloroform adott
térfogaténak /3 ml/ levegdAramban torténd lefuvatésa, ami
ilyen nagymennyiségii szerves anyag esetén rendkiviil idé-
igényes; megprobaltuk az extrahélészert ennek felére csok-
kenteni. Azonban azt tapasztaltuk, hogy ez a térfogat nem
elegenddé az aktiv metilhisztamin kinyerésére, ugyanis
kovetkezetesen alacsonyabb aktivités értékeket keptunk,
az érzékenység pedig lecsb6kkent. Erre vonatkozd eredménye-
inket a 22. tdblazatban és 28. &bré&n mutatjuk be.

22. tAbléazat

A Xloroform mennyiségének hatésa az extrahdlt aktiv
termék beilitésszdmainsk valtozédsara

HISZTAMIN AETIVITAS /DPM/
/nmol/1/ | KL OROTFOTR M /ml/
4,0 ' 2.0
0,0 . 7 286 . 9 406
1,0 1 142 -
10 3 409 1 955
100 ' 10 903 4 508

500 55 862 35 975




28+ &bra
Kiilonboz6 térfogatu kloroformmal extrahdlt minték
aktivitédsédnak valtozésa
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Mar érintdlegesen utaltunk a szerves fazisba keriilt
aktiv termék tovabbi kezelésére, vagyis a natrium-hidroxid-
dal torténd kétszeri mosés és centrifugdlis utdn a 3 ml
kloroform lefuvatéséra. Erre azért van sziikség, mert ezen
anyag a folyadék-szcintilldcibés mérésnél mAr kis mennyi-
ségben is quench-hatést fejt ki, és emiatt az aktivitéasok
igen rossz hatédsfokkal vagy egydltalén nem detektélhaték.
Azonban az evapordlds hosszadalmas és nehézkes miivelet;
illetve szédmolnunk kell azzal, hogy ebben a lépésben az
aktivitdsok egy része elvész, amit azonban hordozé metil-
hisztamin hozzéad&sédval és kb. csak 10...15 percig tarté
kloroform lefuvatdssal szinte teljes mértékben megakadi-—
lyozhatunk.

A rendelkezésilinkre 4116 irodalmak szerz8inek egy része
ezt a miiveletet indifferens Nz-gézzal, méds része pedig
levegbAirammal végzi.



Mivel laboratériumunkban a nitrogéngdz csak palackokban
411t rendelkezésiinkre, az egyre novekvd szémi minta pedig
jelentés mennyiségii nitrogént igényelt; prébalkoztunk a
levegdvel vald elparologtetissal, amit egyszeriien hajszéritéd
hideg léghramival valésitottunk meg elszivéd fiilke alatt.
Azt tapasztaltuk, hogy a két megvaldésitéds kozdtt lényeges
eltérés nincs /23. tablézat/. Igy a tovébbiakban a ké-
nyelmesebben és £6leg gyorsabban kivitelezhetd levegd-
&drammal tOorténd kloroform-evaporidlis mellett dontottiink.

23. tablazat .
A nitrogén- és levegbérammal elpirologtatott minték
aktivitds értékeinek Osszehasonlitésa

HISZTAMIN NITROGERN LEVEGO

/nmol/l/
5,0 2 411" 4 597
10,0 4 053 8 152
50 - 10 237 15 506
100° 24 693 22 979
500 72 970 71 860
1000 76 771 78 735
2000 128 366 126 496

X DPM értékek



9. Egyéb szerves extrahdldszerek alkalmazidsdnak

lehetbsége

Az extrah&lést kovetd kloroform elparologtatis eset-
leges kikliszobolése céljabdl, megprébdltunk més lehetséges,
és a kloroformhoz hasonléan hatdsos olddészert keresni az
aktiv termék kinyeréséhez.

A legkézenfekvdbb lett volna a liquid-stintilléacidés koktél
toluol-alapanyagénak alkalmazésa, hiszen ebben az esetben
az extrahdlt minta minden egyédb beavatkozds nélkil koz-
vetleniil mérheté lett volna. Azonban a toluol nagy - 5 és
10 ml - térfogata sem volt megfeleld erre a célra, vele
ugyanis a vak értékek és a hisztamin standardokra kapott
belitésszamok szinte megegyezbek voltak, ami arra enged
kévetkeztetni, hogy az aktiv metilhisztamin egydltalén
nem, vagy-csak igen kis koncentriciéban keriil 4t a szer-
ves fAdzisba. Helyette dontden a beilitésszidmot megndveld
szennyezd aktiv termékek extrah&lédnak.

Beaven /16/ 1982-ben k6z61lt egyik legijabb mikromdédszer-
nek tekinthetd eljarasa sorédn - amivel az irodalmi rész-
ben részletesen foglalkoztunk - 500 mul 1:4 ardnya izo-
amilalkohol-toluol elegyet ajidnl extrahdldszerként.

Mivel médszere mikroméretekben kivitelezve £8leg a nagyobd
hisztamin-tartomdnyokban reprodukdlhatd; ezért noveltiik

a szerves fézis mennyliségét - a csak toluolhoz hasonldan -
5 ill. 10 ml-re ugy, hogy & rendszerben a két komponens
aranya az &ltala leirt optimélis szézaléki legyen /20:80/.

Azonban a fenti vdltoztatds ellenére sem kaptunk
mintdinkra kielégité eredményt. Ugyanis nemcsak a blak-ra
‘kapott aktivitasok ugrottak meg szamottevéen, hanem a
standardsorozatra kapott értékek is, mégpedig a hisztamin
koncentracidjatoél figgetleniil szinte azonosak voltak 5 ml
extrahdldé elegy hatdsdra; sét a magasabb koncentracid felé
haladva lecsbkkent 10 ml szerves kidzegii kezelésre:



Hisztamin : 0 10 50 100 500 1000
/nmol/1l/

Belitésszam: 19 833 67 201 60 605 25 941 16 123 11 227
/CPN/

Hasonlé tapesztalatokat szereztiink a leirt mikrombédszer ki~
prébalasa sorén is, ami az &ltalunk kivitelezett metodiké-
hoz képest csak az extrahdlés 1épésétdél kezdve jelent kii-
16nbséget. Azonban az izoamilalkohol-toluol elegyének

500 ml-vel sem az egyszeri, sem pedig azismételt extrahdléas
nem vezetett eredményre; mindkét esetben a magas vak érté-
keken tdil a kiilénb5z8 mintdkra addédéd aktivités értékekben
semmilyen tendencia nem volt megfigyelheté.

10. Az aktiv termék folyadék—scintillacids
mérése

A kloroform lefuvatésidt a kiivettdban szérazon maradt
és a scintillécids koktélban visszaoldott termék aktivité-
sdnak mérése kovette. .

Kezdetben ezzel kapcsolatosan problémiaink voltak, ugyanis
az luveg faldhoz részben adszorbeidlldédott anmyagot a toluol
nem volt képes ekvivalens mennyiségben oldani, igy az
aktivitds értékei nem mutattak linealitést a teljes kon-
centricié-tartomanyban.

Ezen zavarSé effektus kikiisz6bolésére eldszér a
szolubilizalé hatéssal bird celloszolvban visszaoldottuk
a maradékot, majd ezt kovetlen vettilk fel a scintilléciéds
koktélban. .

Ebben az esetben is meg kellett hatéroznunk celloszolvra
nézve az optimadlis mennyiséget; mivel ezen anyag nemcsak
szolubilizal; hanem erdés quench~hatdst is kifejt, ami a
(3 -sugirzds detektdlédsdnak hatdsfok4t, ezzel a mérés pon-
tossfgit erdsen lecsokkenti /24.t4bl&zat és 29. &bra/.



24. tablazat

A folyadék-scintillécids mérés hatédsfokdnak valtozésa
novekvd szolubilizildszer /celloszolv/ hatéséara

Hﬁ%ﬁSFOK: 0,0 0,5 0,75 1,0 1,25 1,5 2,0

TERFOGAT: 55,0 48,6 47,3 45,5 44,1 43,2 40,9
/ul/

A kisérletek soran Ugy tapasztaltuk, hogy mér 0,5 ml
celloszolv hozziadasa elegendd ahhoz, hogy a legnagyobb
mennyiségii aktiv terméket is szolubilizilja, ugyanakkor vele
kb. 50 %-os mérési hatasfok érhetd el; igy ezt vettilk kisér-
leti munkénkban optimalis térfogatnak.

Osszehasonlitésképpen a 25. tdblazatban bemutatjuk a S
szolubilizilé Agenst nem, illetve optimalis mennyiségben
tartalmazé standardok aktivitédsai kdzotti kiildonbséget, ami
szemléletesen bizonyitja a celloszolv pozitiv hatasét.

%A |
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25. tablazat
A standard mintékra kapott aktivitésok celloszolv
nélkiil, illetve 500ul celloszolv hozziadésakor

HISZTAMIN AETIVITAS /DPM/
/nmol/1/ CELLOSZOLYVY TERFOGATA /nl/
0,0 0,5
0,0 5 013 , 6 028
10 7 271 5 738
50 11 541 14 447
100 13 820 37 933
500 35 907 55 434
1000 97 263 115 424
2000 110 007 150 220

Nem lenne sziikség szolubilizdlébészerre, s az ilivegfelii-
leten bekovetkezd esetleges adszorpcié is teljes mértékben
kikiisz6b61lhetd lenne; ha a méréshez alkalmas milanyag-kii-
vetta 411lna rendelkezésiinkre. Eppen .ezért ugyanazon soro-
zatunkat mind liveg-, mind pedig miianyag-kiivettdban vissza-
oldva lemértiik, s azt tapasztaltuk, hogy a minték aktivi-
tdsiban szdmottevd eltérés nincs.

Azonban a miianyag-kiivetta hAtranya, hogy csak egyszeri
haszné&latra alkalmas, ugyanis a dekontaminild mosogatés
utdn is tetemes aktivitads mutathatdé ki benne.

Amig a csak koktélt tartalmazd haszndlt iiveg-klivetta
beilitésssdmai - atlagosan 30...50 CPM - alig haladjdk meg
a hattér értékét /20 CPM/; addig a mosogatott milanyag-
kiivettdban ezres nagysigrendil beiitésszimok maradnak.



11. Szovetmintak elbkezelésére vonatkozd
tapasztalataink

Mint m&r utaltunk ré4, szoveti homogenizatumok a plaz-
méhoz képest sem ujat, sem pedig nehézséget nem jelentet-
tek a mérés tekintetében; csupén azt kellett eldodnteniink,
vajon az egyes szerzdk altal leirt /18,31,74/ bemérés
elétti %3 K~-en 5...10 percig tarté vizfiirdén vald keze-
1ést kozbeiktatjuk-e, vagy pedig a homogenizdtum feliil-
1sz6jabél kdzvetleniil visziink be 20 ml térfogatot a
reakcidelegybe.

Emiatt az &4ltalunk vizsgilt szovetek mind eldkezelt, mind
pedig kezeletlen formiajaval lejéatszattuk az enzimkémiai
reakcidét, melynek eredményeit a 26. tAblAazat mutatja.
Plazmira vonatkozdan vannak tapasztalataink arrél, hogy

az ilyen jellegii deproteinizdlis ugyanazon minta aktivita-
st kOzel tizedrészére lecsOkkenti: B

normédl plazma 8 100 DPM
fehérjementesitett plazma 704 DPM

Szévetek esetében is - ugyanigy mint plazmira - lecstkken
az aktivitéas eldzetes deproteinizédlas hatésara, s emiatt

a mintdkat a tovdbbiakban fehérjementesités nélkiil, csak
homogenizadlas és centrifugdlis utadn reagaltattuk.

A 26. tdblazat adataibdl kitilnik, hogy a kétféle médon
eldkészitett mintak kozilil csak a sziv, mellékvese, pankreas
mintdinil olyan kiilonbség a két eljards kozott, ami a depro-
teinizalt bemérésekre magasabb hisztamin koncentriciét ered-
ményez, mint a nem-ellkezeltekre,



26. , té.blé.zat

Ugyanazon szdvetmintdk hisztamin szintjei homogenizilés,
illetve homogenizdlis és deproteinizélés utén

MINTA HISZTAMIN /nmol/g/
HOMOGENIZALT DEPROTEINIZALT

maj 57,74 45,14
sziv 17,64 27,26
ileum 4,24 2,41
jejunum 4,33 1,33
tiudé 57,47 17,44
mellékvese 4,96 9,68
vese-kéregallomidny 5,70 2,56
vese-velbillominy 10,19 3,63
lép 4,72 1,62
izom 6,06 -
pankreas 8,95 16,11

Sz6vetekkel kapcsolatosan mégegy. lényeges metodikai
vAltozdsrél, mégpedig Taylor /78/ Altal kidolgozott mikro-
médszer /1sd.l0.t4blazat/ prébaméréseinek eredményeirdl
kell beszamolnunk. Ez, az alapjaiban is szOvetekre leirt
mikrombédszer a kovetkezd médositiasokat jelenti: ,

l./Az inkubdléds végén nem adunk perklérsavban oldott
inaktiv hordozé metilhisztamint a rendszerbe, hanem
csak 2,4 mol/l perklérsavat, ami a reakcié leiallita-
sdra szolgél.

2./Az extrahdlé kloroform mennyiségét 400 nl térfogatra
cs6kkent jik, amibdl 200 ml-t visziink 4t a mérdkivet-
téba.



Ugyanazon standard-és szovetmintédkkal pérhuzamosan kivi-
teleztiik az 4ltalunk addig alkalmazott és Taylor mdédszerét.
A folyadék-scintillAcibds méréssel kapott eredményeket a
szédmitott hisztamin koncentracidkra vonatkozban a 27. tabla-
zat és a 30. &bra oszlopdiagramjai mutatjéke.

A mikrombédszerrel adédé Atlagosan 40 %~kal kisebb hisztamin
szinteket okozhatja mind a hordozé metilhisztamin hiénya,
mind pedig a tizedrészére csbkkentett kloroform-térfogat.
Mindamellett ezen mbédszer tovadbbfejlesztett valtozata al-
kalmas lenne szoveti hisztamin tartalmak meghatirozéisira,
mivel lényegesen rdvidebd i1d6 alatt, kényelmesebben és
kevesebb munkaridforditidssal kivitelezhetd.

Mérési tapasztalataink alapjin megédllapithatjuk,hogy ezen
mikromédszer a plazmidban 1évé igen kis koncentriacibdk ki-
mutatidsdra nem alkalmazhaté. . '

27. t4blézat .

Beaven és Taylor médszerével meghatérozott hisztamin
szintek kiilonbozd szovetmintikra

MINTA ' HISZTAMTIN /nuol/g/

BEAVEN TAYLOR
izom 5,05 3,50
1ép 18,47 9,95
maJ N 218,95 . 137,59
tids 159,74 84,99
pitvar 10,81 6,27

kamra 17,68 - 9,06
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Ezzel roviden Attekintettilk a hisztamin radioenzima-
tikus mdédszerének tanulményozisa és laboratdé4riumunkban tor-
ténd bevezetése sordn azon vizsgilt paraméterekkel kapott
eredményeinket, amelyek lényeges hatéssal vannak az inkuba-
las, az extrahdléds és a folyadék-scintillacidés mérés pon-
tossagéra.

A tovébbigkban a munkdnk sordn alkalmazott egyéb,
de a hisztamin koncentrédcidkkal valamilyen médon kapcsola-
tos mérésekkel kapott eredményeket szeretnénk roviden O0sz-—
szefoglalni.



II. A PLAZMA-HEMOGLOBIN MEGHATAROZASOK EREDMENYEI

A kutydkon létrehozott hemorrhagids shockos folyamat-
ban, kiilondsen az shock késdi szakaszédban, a vérmintékban
kisebb-nagyobb foki hemolizis volt megfigyelhetd.

A 4 kPa-ra levéreztetett altatott &llatok koziil a kisérlet
k6zben vagy kevéssel uténa exitélt &llatokndl ez anagyobb;
mig a tilé1l8knél kisebb mértékben jelentkezett.

A spektrofotometrids plazma-hemoglobin meghatarozissal a
két csoportra kapott eredményeket a 31. Abra szemlélteti,
ahol a mintékat a shock kiilonbozd stAdiumiban vettiik le.
Az exitdlt &llatok magasabb plazma-hemoglobin értékei,
amelyek a keringésben in vivo koriilmények kozott bedlléd

zavarokra is utalnak, indikétorai lehetnek a shock su-
lyosségénak.

N ,nmol/I
n
s

HISZTAMI

N.
Q@

1 2 a4 6 8 MINTA

~ 31. &bra
Exitdlt /e / és 48 6rédn 4t t11léld /o / &llatok
plazma-hemoglobin értékei a shock kiilonbozd
szakasziban
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Bizonyitott, hogy a teljes vér a plazménil nagység-
rendekkel tobb hisztamint tartalmaz, ami a legljabb
irodalmi adatok szerint &tlagosan SO4 ¥ 72 nmol/l /16, és
2. tablazat/. Totdl vér mérésekor mi &tlagosan 216 nmol/l
hisztamin értéket tudtunk kimutatni.

Célunk volt a vordsvértestek roncsolbédédsa és szétesése
miatt hemoliz4lt vérmintédkban 1évé plazma-hemoglobin és
hisztamin koncentracié viszonyénak megédllapitdsa; és annak
eldontése, hogy a shock folyamata miatt a keringésben be-
4llott termdszetes eredetii hemolizis hogyan befolyisolja
az &llatkisérletek sordn vett vérmintdkbdl meghatérozott
hisztamin szinteket.

Az in vitro médon létrehozott hemélizAtumokbbdl parhuzamo-
san megvalésitott spektrofotometrids hemoglobin és radio-
enzimatikus hisztamin meghatirozis eredményeit ugyanazon
vérminta hemolizédlatlan plazmdjéhoz viszonyitotiuk.
Vizsgdlatainkhoz a koncentraciévaltozésok minél pontosabb
kovetése végett olyan shockos kutydtél vett vér- illetve
plazméval dolgoztunk, amelyben a hisztamin kiindulési
koncentracidéja meglehetésen magas volt, atlagosan 29,3
nmol/l ; igy a sorozatban a legnagyobb foku higitasndl is
detektdlhaté hisztamin szintet kaptunk.

A 32. 4bran feltiintetett mérések eredményei alapjin el-
mondhatjuk, hogy az in vitro korilmények kozott létre-
hozott hemolizis magas plazma-hemoglobin koncentricibk-
ndl sem okoz jelentds hisztamin ndvekedést, sbét a gorbék
azt jelzik, hogy a desztillé&lt vizes hemolizis nem ndveli,
hanem éppen csdkkenti a plazma-hisztamin mért értékét,
vagyis a kapott koncentricidkkal a keringésben redlisan
meglévd hisztamin tartalmat alulbecsiil jlik.



.nmol/

32. &bra
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8

A hisztamin értékek
valtozédsa a plazma-
hemoglobin /HGB/
koncentricid jénak
fliggvényében;
fiziolégids s6 / @/,
desztillédlt viz /o /,
a két érték kiilonb-
sége /A/
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A fiziolégids sb6val és desztillédlt vizzel higitott
teljes vérmintdk mért hisztamin tartalménsk kiilonbsége
egyenessel abradzolhatd, melynek pontjai a higités mérté-
kének névekedtével linedrisan csdkkennek.

A mésik mbédon - tehat tobbszori olvasztés-fagyasz-
t4dssal roncsolasnak kitett teljes vér - hemolizidlt min-
tédkra a 32. 4brédn a desztillélt vizzel kezelttel azonos
lefutédsi gdrbét kaptunk.
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IIT. A FEHERJE-MEGHATAROZASOK EREDMENYET

Mint az e1628 fejezetben s2z6 volt rbla, a Lowry /45/
4ltal kidolgozott spektrofotometrids proteinkoncentricid
meghatédrozést kisérletsorozatunkban két alkalommal hasz-
néltuk. Egyrészt az izoldlt hisztamin-N-metiltranszferaz
enzim fehérjemennyiségének mérésére; mésrészt pedig Ossze-
hasonlitottuk a szoveti hisztamin szinteket egységnyi
tomegre, illetve egységnyi fehérjére vonatkoztatva.

A sorozatos méréseket az &llatkisérletek soré&n vett vaz-
izom, 1ép, m4j, tidd, balpitvar és balkamra minték esetén
végeztik el, mivel azt tapasztaltuk, hogy az eltérd mind-
ségii szovetek eltérd hatésfokkal homogenizalhatédk. Ugyanis
a rostosabb anyagok /izom, pitvar, kamra/ sejtjeli a
"puhdbb", f£8leg kotdszdveti 4llomaAnyd mintakhoz képest
kevésbé roncsoldédnak, aminek kévetkezménye, hogy beldliik
a hisztamin sem szabadithaté fel teljes mértékben; ez
pedig a mért koncentrécibdkban a valdban meglévdkhéz vi-
szonyitva kisebb szintet jelent.

Az egyes szdvetmintédkra meghatérozott fehérje-koncentricid-
kat a 28., a kétféle mbédon szamolt eredményeket pedig a
29. téblazatban tlintettiik fel.

Tiz &llat esetében végeztiink paralell tdmeg és fehérje-
koncentridcidé meghatarozist minden szdvetmintlra. Az ered-
mények eldzetes elképzeléseinket igazoltidk, ugyanis a
kénnyen homogenizé&lhatd lép, midj, eredményei igen jé
egyezést mutatnak, mig a tobbi esetben a g-szdvetre vonat-
koztatott hisztamin érték Atlagosan 30...50 %-kal alatta
marad a g-fehérjére kapott szinteknek, ami a visszamaradd
partikulumokban 1évd fel nem tart hisztamin-mennyiségbil
adédik. )
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28. téblazat
A vizsgélt szovetmintédk Atlagos fehérje-koncentrécidi

MINTA FEHERJE /g/l/
Izom : 5,30
Lép : ' 12,50
Maj 9,90
Tiidd 6,50
Pitvar 4,85
Kamra 5:31

29. téabléazat
Szoveti hisztamin értékek egységnyli tomegre és egységnyi
fehérjére szamolva

HISZTAMIN SZINT

MINTA nmol/g szdvet — nmol/g fehérje
Izom 5,66 11,34
Lép 10,53 12,67
M4j 131,62 127,19

THAS . 71,28 113,43
Pitvar 16,83 32,88
Kamra 15,47 29,23

Eredményeink megaddsiban az egységnyi tomegre vonatkoz-
tatott adatokat vdlasztjuk a szbvetmeghatarozasokkal fog-
lalkozé irodalmi eredményekkel valé Osszehasonlithatéség
ﬁiatt; ugyanis a szerz8k tobbsége &ltalédban g-szdvetre
szédmitva kozli eredményeit.



/

OSSZEFOGLALAS

Munkénk sordn kisérleteket folytattunk a t6bb mint
tiz évvel ezeldtt kidolgozott, és azbdta szhmos szerzd
altal /16,18,22,3%1,69,74,76,78/ részleteiben médositott
radioenzimatikus hisztamin meghatérozis laboratériumunk-
ban valdé bevezetésére; olyan mbédszer megvaldsitéséara,
amely kisérleti munké&nk sordn sorozatos plazma- és szdvet-
minték mérésére alkalmas.

Ennek kapcsén irodalmi, torténeti Attekintést adtunk
a hisztamin felfedezésérdl és izolalasarél /20,28,29,30,77/;
ismertettikk a hisztaminnak az emberi és &4llati szervezetben
in vivo médon végbemend keletkezését és metabolizilddasAnak
lépéseit /19,26,36,38/.

Részletesen foglalkoztunk a két kiilonbozd tipusu
- H és H, - receptoron /10,55,56/ haté hisztamin farmako-
1légiai hatésaival, kiilonts tekintettel azokra a folyama-
tokra, amelyek tovébbi, hemorrhagids shockos allatkisérle-
teinkben fontos szerepet jatszhatnak /6,25,40,63,79/.

R4vilagitottunk a hisztaminnak a kiilonféle gyullada-
808, allergids, hiperszenzitiv reakcidkban kifejtett hata-
saira /8,58/; a hisztamin kiilonbozd sejtekbdl és szovetek-
b8l torténd felszabadulasinak, ezé&ltal a keringésbe vald
bejutasanak /23,53%,65/ kovetkezményeirse.

Utaltunk a klinikumban valé fontosségéra /34,42,47/,
azokra az in vivo és in vitro korilmények kézétti kutata-
sokra, amelyeknek célja, hogy a hisztaminmak a szervezetben
olykor letdlis szintre megndvekedett mennyiségét alkalmas,
receptorokon hatd Hl és H, antagonistékkal /11,41,68,81/
blokkolni tudjék.



Eppen a hisztamin szémos patofiziolégids folyamatban
betoltott fontos szerepe miatt meriilt fel az igény a vér-
bdl, vizeletbdl és szovetekbSl torténd kvantitativ meg-
hatarozésira.

Az irodalmi részben alapjaiban &ttekintettiik az erre vo-
natkoz6 metodikai mdédszereket; elemeztilk a kezdetben .
egyediildlld bioassay, a késdbb kidolgozott fluorimetriéds
/43,44 ,72/ és szémos mAs prbdbadlkozids /35,73/ eldnyeit és
hatranyait a kvalitativ és kvantitativ meghatéarozisok
pontossigéra és szenzitivitisAdra; Osszehasonlitésképpen
a legujabb és jelenleg legérzékenyebb radioenzimatikus
hisztamin kimutatédssal, amely rovid idd alatt tért hédi-
tott az e1l6z8 metodikikkal szemben.

Specifikus enzimkémiai reakcién - a hisztamin adott
korilmények kozdtt végbemend metil&ldédasan - alapuld mbd-
szer in vitro koriilmények kozotti megvaldsitésa lényegesen
kisebb hisztamin szintek kimutatasi&t teszi lehetévé, igy
alkalmassi valt arra, hogy az emberi és é4llati szervezet
barmely mindségii anyagabdl /vér, vizelet, szovetek/ a
hisztamin koncentriciét és amnak bekdvetkezd mennyiségi
valtozasit kdvetni tudjuk; igy lehetdséget nyujt az egyes
patofizioldgids folyamatok részleteinek megismerésére, és
a szilikséges gyégyitd klinikai beavatkozésra.

Célunk volt ezen médszer paramétereinek, részfolya-
matainak részletes tanulminyozéséaval olyan kivitelezést
megvalésitani, amely alkalmas,érzékeny és reproduké&lhaté
sorozatos kisérleti munkénk vér- és szdvetmintidinak méré-
sére.

A hosszadalmas, bonyolult metodikdju radioenzimatikus
hisztamin mérés bharom f£6 fizikai, kémial 1épésének,



Ugymint a metilhisztamin képzddését eredményezd inkubdlési

folyamatnak; az aktiv termék szerves fazisba wald extrahi-
ldsdnak és liquid-scintillécids mérésének /61/ azon kémiai

anyagmennyiségeit, fizikai-kémiai paramétereit vizsgéltuk,

amelyeket legfontosabbnak véltiink a reakcié eredményességé-
nek, kelld hatidsfokkal torténd lejdtszbd6didsédnak és kvantita-
tiv termékképzddésének szempontjébodl.

Ezek kozlil - az inkubdlads sordn - dontd jelentdségii-
nek taldltuk a hisztamin-N-metiltranszferdz enzim és az
aktiv metil donort tartalmazdé 5H—S—adenozil—L—metionin
optimdlis mennyiségének; tovabbad a kémiai rcakcid lejat-
sz6d4sdt biztositd inkubdlads idétartaménak; és az aktiv
metilhisztamin extrahdlasidt eldésegitd és iivegfeliileten
bekdvetkezd adszorpcidjat gdtld inaktiv hordozd metil-
hisztamin hozziadott térfogatanak megvalasztasat.

A fizikai-kémiail tényezdk optimélis mennyiségének,
konstans és idedlis reakcidkoriilményeknek a megteremtése
eldésegiti a médszer érzékenységét jelentdsen meghatirozd
vak /blank/ értékek minimalizdlésidt is, aminek hatasara
a kimutathaté legkisebb hisztamin koncentricidé l...5 nmol/l
értékre csdokkenthetd.

A szerves fazist /kloroform/ extrahdlédsi miiveletnél
igen lényeges az extrahidld kOzeg azon mennyiségének bizto-
sitdsa amellyel a metilhisztaminnak a vizes-szerves fazis
k0z0tti maximdlis megoszlédsi hényadosa /18/ biztosithatd,
ez ugyanis a termék atlagosan 50...55 %-os kinyerését ered-
ményezi, optimdlis extrahdlasi idd mellett.

Az gktiv termék liquid-scintilldcidés méréséhez nem
elhanyagolhaté a koktélba bevitt szolubilizilészer jelen-
t8sége, amely biztositja a homogén féazis kialakitasat,
ugyanakkor meggédtolja a metilhisztamin iliveghez vald adszorp-
cidjat is, amely egyébként a radioaktivitéds egy részének
elvesztését okozza. '




A mérés sorén figyelemmel kell lennunk a’ ‘kellé hatasfoku
detektdlasra, a quench-hatésok kikuszobolésére, amit okoz-
hat - t0bbek kbzétt — a szolubilizéld Agens tGl nagy meny-
nyiségének jelenléte a rendszerben.

. Usszefoglaléan megdllapithatjuk, hogy a radioenzima-
tikus hisztamin meghatérozis médszerének kidolgoziséra és.
laboratériumi koriilmények kozdott torténd beillitasara
vonatkoz6 vizsgdlatainkkal; az egyes paraméterek, fizikai-
kémiai és reakcidkinetikai tényezdk optimélis megvalasz-~ .
tésival sikeriilt olyan standard reakcidkoriilményeket terem-
teniink, amelyek kozott kutylkon végzett 4llatkisérleteink
sordn vett vér- és szdvetmintdk mérése reprodukdlhatéd és
redlis értékeket eredményez.
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