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BEVEZETÉS

A hisztamin egyike az emberi és az állati szervezet 

szöveteiben és a vérben lévő azon biogén agyagoknak, ame­
lyek felszabadulva nagy szerepet játszanak különböző 

gyulladásos, allergiás és shockos folyamatokban. 
Jelentőségének felfedezése óta számos metodikai próbál­
kozás történt arra vonatkozóan, hogy a különböző fizio­
lógiai folyamatokban bekövetkező mennyiségi és minőségi 
változását ekzakt módon, pontosan tudják meghatározni.
A kezdetben alkalmazott biológiai és fluorimetriás mód­
szerek azonban nem voltak alkalmasak arra, hogy a hisz­
tamin szintek növekedését vagy csökkenését kellő érzé­
kenységgel kövessék.

Az utóbbi évtizedben kidolgozott radioenzimatikus 

hisztamin meghatározás az eddigieknél érzékenyebb mérést 
tesz lehetővé, s emiatt rövid idő alatt tért hódított az 

előző metodikákkal szemben.
A folyamat lényege, hogy a vérben és a szövetekben lévő 

hisztamint a patkány-veséből izolált hisztamin-B-metil- 

transzferáz enzim stabil metabolittá, metilhisztaminná 

alakítja aktiv metilcsoportot tartalmazó S-adenozil-L- 

metionin /БАМ/ jelenlétében. Az aktiv metilcsoportba 

bevitt tricium.segítségével az enzimkémiai reakció vég­
bemenetele liquidscintillációs méréssel nyomon követhető. 

A reakció in vitro körülmények között történő kivitele­
zése bonyolult, hosszadalmas metodikát igényel, amelyet 
számos, a folyamatban szerepet játszó tényező befolyásol.

Munkánk során célunk volt azon determináló rész­
folyamatoknak, reakciókörülményeknek a vizsgálata, ame­
lyek döntő jelentőségűek, illetve meghatározó jellegűek 

a kapott eredmények pontosságában és realitásában.
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Ennek eldöntése végett tanulmányoztuk az enzlmkémlal 
reakció inkubálásának, a képződött aktív metilhisztamin 

extrahálásának és liquid-scintillációs mérésének para­
métereit.

A meghatározást kutyákon végzett állatkísérletek 

sorén vett vér- és különböző szövetmintákból végeztük. 

Vérminták esetében mértük a teljes vérben, illetve a 

plazmában lévő hisztamin-koncentrációt.
Célunk volt továbbá annak vizsgálata, hogy az állatokon 

létrehozott hemorrhagiás shockos folyamatban a kapott 

eredmények hogyan módosulnak a kísérlet során fellépő 

különféle tényezők hatására.
Ehhez méréseinket a hisztamin-koncentrációt befolyásoló 

hemolizis okozta plazma-hemoglobin meghatározásával; 

illetve szövetek esetében fehérje-koncentráció méréssel 
egészítettük ki.

Eredményeink alapján a radioenzimatikus hisztamin 

meghatározásban döntő szerepet játszó paramétereket úgy 

választottuk meg, hogy a továbbiakban sorozatosan vég­
zett kísérleti munkákban a módszer alkalmas, érzékeny 

és reprodukálható legyen.
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ÁTTEKINTÉSIRODALMI

I. A HISZTAMIN SZEREPE FIZIOLÓGIAI ÉS 

PATOFIZIOLÓGIAI FOLYAMATOKBAN

1. A hl sy.-hamin felfedezése és izolálása

A Mezt amin, amely egyike volt az élő szervezetből 
elsőként meghatározott vazoaktiv anyagoknak, jelen van 

mind emberi, mind pedig a különböző állati szövetekben és 

a vérben.
Kémiailag 1907-ben szintetizálták, még mielőtt jelenlétét 

a szövetekben ismerték volna. 1910-ben Írták le a hiszti- 

din dekarboxilációjával, baktériumok hatására létrejött 

képződését /28/.
Biológiai aktivitáséinak meghatározása után Dale és munka­
társai közel 20 évre kiterjedő kutatómunkájuk során, hama­
rosan megállapították, hogy a hisztamin bizonyos farmako­
lógiái hatásokkal bir. Már akkor ismeretes volt, hogy szá­
mos szöveti extraktum vazodilatációs aktivitással rendel­
kezik /29»30/, amit Ponielski úgy vélt, hogy ez az aktivi­
tás egy egyszerű anyagnak köszönhető, melynek ő a "vaso- 

dilatin” nevet adta.
1927-ben kristályos pikrát-formában izolálták ökör tüdejé­
ből és májából /20/, illetve a későbbi adatok szerint izom­
ból és lépből /28,77/.
Meanwhile« Lewis /46/, bizonyították be, hogy az az anyag, 
amelyet "H-substance" névvel azonosítottak, tulajdonságai­
ban a hisztaminnal megegyező, és ugyanezen anyag szabadul 
fel a bőr sejtjeiből gyulladásos folyamat és antigén-anti­
test kölcsönhatás során.
Hamarosan leírták a hisztaminnak az emberi és állati szer­
vezetben végbemenő szintézisét és katabolizmusát, melyet 

az első ábrán szemléltetünk.
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A hisztamin szervezetben végbemenő szintézisének 

és katabolizmusának részfolyamatai

A hisztamin az L-hisztidin dekarboxileződése révén a hiszti- 

din-dekarboxiláz enzim hatáséira keletkezik olyan folyamatban, 

melyet a piridoxál-foszfát koenzim katalizál. Emlősökben a 

képződött hisztamin két úton metabolizálódik:
1. A diamin-oxidáz /DAO, hisztamináz/ enzim hatására imid- 

azol-ecetsav ji>n létre, mely ribózhoz kötve ribozitként 

stabilizálódik.
2. A hisztamin-N-metiltranszferáz /НШТ/ enzim aktiv me til 

donort tartalmazó S-adenozil-metionin jelenlétében elő­
ször 1-metilhisztaminná alakitja; majd a monoamin-oxidáz 

enzim segítségével végbemenő második lépés végtermékként 
metilimidazol-ecetsavat eredményez.
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A két különböző irányú folyamat az egyes szervezetekben eltérő 

fontosságú /21/. Patkányban a fő út a hisztamináz enzim hatá­
sára végbemenő metabolizmus; emberben, macskában és kutyában 

az N-metiláció dominál; mig nyálban, tengerimalacban a két 

katabolikus lépés azonos mértékben játszódik le.
A korai felfedezések ellenére is csak az utóbbi évtized­

ben sikerült tisztázni a hisztamin szerepét a különféle szer­
vezetekben. A legújabb metodikák alapján, amelyekkel a hisz­
tamin mennyiségi változása már kellő érzékenységgel detektál­
ható, lehetőség nyilt arra, hogy információkat szerezzünk a 

hisztamin felszabadulással járó folyamatokról, a hisztamin 

receptorokról. Az újabb és újabb specifikus agonisták és 

antagonisták felfedezése módot ad arra, hogy a végbemenő fi­
ziológiás és patofiziológiás folyamatok mechanizmusa részle­
teiben is ismertté váljék.

2. A hisztamin farmakológiai hatásai

A hisztamin izolálása és biológiai aktivitásának meg­
határozása után a következő években az egyes kutatócsoportok 

számos alapvető farmakológiai hatását Írták le /29,50/. 

Felismerték, hogy emlősökben a hisztamin sock-szerü tüneteket 

okoz, bár a hatások az egyes fajoktól függő módon érvényesül­
nek. Tengerimalacban, amely hisztaminra igen érzékenyen rea­
gál, jelentős bronchokonstrikciót okoz; más speciesekben a 

vasculáris hatás dominál.
A hisztamin számos emlősben kontrahálja a véredényeket és az 

arteriolákat; ugyanakkor a perifériás szervek kapillárisait 

dilatálja; mely a szisztémás vérnyomás megváltozását eredmé­
nyezi. Azonban a nagy erekre kifejtett szükitő hatását sem 

tudták minden fajnál megfigyelni. Patkányban és nyálban a 

kontrakció igen nagy mértékű, macskában kevésbé jelentkezik,
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mig kutyábanImajómban és emberben ezzel ellentétes hatást, 

vagyis dilatációt okoz /1/.
Ezen potenciális vazodilatációs hatás felvetette a hisztamin 

lehetséges szerepét a mikrocirkulációs rendszerben. Dala és 

Laidlaw már 1919-ben megfigyelték, hogy a hisztamin nagy 

dózisának beadása következtében a vérplazmának a kapilláris 

epitheliumba való nagyfokú kiáramlása történik meg, ami 
ödémát, hemokoncentrációt, megnövekedett vérviszkozitást és 

jelentős testhőmérséklet csökkenést okoz /50/.
Schaver /71/ szerint ezen "indukált hisztaminnak" a mikro- 

cirkulációban szabályozó szerepe van. Ugyanis a kis erek 

endothel sejtjeiben a hisztamin folyamatosan szintet!záló- 

dik, s a lokálisan felhalmozott hisztamin relaxálja a termi­
nális arteriolákban lévő simaizmokat, a prekapilláris 

sphinktereket, Így fokozza a vasculáris permeabilitást /70/. 

Ugyancsak Schaver mutatott rá arra, hogy gyulladásos, infek­
ció, endotoxin, tehát hiperszenzitiv reakciók esetében a 

szövetekben megnő a hisztidin-dekarboxiláz enzim-aktivitás, 

ami fokozott hisztamin szintézist indukál.
Hasonló tüneteket észleltek gyulladásos folyamatokban, s 

tudva azt, hogy a hisztamin számos szövetben fordul elő a 

szervezetben, feltételezték jelenlétét és lehetséges szere­
pét ezen reakciókban is.
Az irodalmi adatok szerint a gyulladásos folyamatokban még 

számos olyan anyag szabadul fel, amely más-más módon és mér­
tékben, de befolyásolja a reakció kimenetelét. Ide sorolha­
tók a serotonin /5-hidroxitriptamin/, vazoaktiv polipeptidek 

/kallidin, kallikrein, bradykinin/ és a prostaglandinok, 

amelyek a hisztaminhoz hasonlóan ödéma-indukáló ágensek.
A jelenleg széles körben alkalmazott érzékeny radiokémiái 
technikát felhasználva követni tudjuk a hisztamin időbeli 
felszabadulását a gyulladásos és shockos folyamatokban /59/* 

Ezek a kutatások rámutattak arra, hogy szoros összefüggés 

van a szövetekbe és a vérbe jutó hisztamin szintje és az 

ödéma mértéke között; a hisztamin ugyanis megnövekedett
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mennyiségben van jelen az intersticiális-folyadékban, a 

legtöbb kötőszövetben, s felszabadulása után a hízósejtek­
ből /mast cell/ szabadon diffundál a közeli kapillárisok­
ba, vazodilatációt és fokozott permeabilitást okozva.

A hisztamin farmakológia! hatásai közül csak a vizs­
gálódásunk szempontjából legfontosabbakat emeltük ki. 

Emellett jelentős befolyásoló szerepe van az idegrendszer­
ben, mint mediátor anyag; a különféle immunreakciókban; 
a gyomor sav-szekrécióban; s nem utolsó sorban számos meg­
betegedésben /mastocitózis, basophil leukémia, urticaria/.

3. Hisztamin receptorok: H-^ és receptor 

agonisták és antagonisták

1937-ben Bővet és Straub megállapították, hogy a 

különféle tercier diaminok antihisztamin aktivitást mutat­
nak. Ezen anyagok egy része /f enbenzamln, pirilamin-maleát/ 

toxikusnak bizonyult, mig mások alkalmasak voltak a klini­
kusában való használatra.
Azokat a vegyületeket, amelyek a hisztamin hatását fokoz­
ták agonistáknak, amelyek gátolták antagonistáknak nevez­
ték el. A sorozatosan felfedezett ágensekről megállapí­
tották, hogy nem blokkolják a hisztamin minden hatását az 

egyes allergiás,shockos és gyulladásos folyamatokban, 

továbbá úgy, mint a hisztamin hatások, fajtól függően ér­
vényesülnek.
Az egyes speciesekből izolált in vitro végzett szöveti 
vizsgálatok rámutattak az egyes szövetekben lévő specifi­
kus receptorok jelenlétére, melyeket az egyes vegyületek 

hatása alapján Ej-ill. Hg-re сер tornak neveztek. A kétfajta 

receptor az egyes preparátumokban eltérő számban volt jelen. 

A Нд-receptorok elsősorban a simaizmokban és a nagy-erekben 

fordulnak elő, ahol stimulációjuk kontrakciót vagy konstrik- 

ciót okoz.
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Ugyancsak előfordulnak a kis-erekben is, ahol - a Hg- 

receptorokkal együtt - hatásuk vazodilatációban és meg­
növekedett vasculáris permeabilitásban mutatkozik meg, 
mely Нд-antagonistákkal blokkolható.
Találhatók ^-receptorok a simaizomban is, és stimuláció­
juk a szöveti preparátumokban relaxációt, dilatációt, 

illetve a perfundált készfcményeken depresszor hatást 

eredményez. Számos más helyen, mint például a gyomor- 

mukozában, szívizomban, bazofilokban kimutathatók.
A hisztamin hatások mechanizmusának felderítése rávilá­
gított arra, hogy más-más folyamatok játszódnak le a 

H^- és a H2-receptorokon, melynek lépéseit a szervezet­
ben és a lokálisan jelenlévő anyagok befolyásolják /41,81/. 

Az utóbbi évtizedben a különféle antagonisták és agonis- 

ták egyre több fajtáját fedezték fel, izolálták és alkal­
mazták a ki Unikumban. A kísérletek bebizonyították, hogy 

a két receptoron specifikusan ható anyagok kémiai szerke­
zetükben alapvetően különböznek /19/« s ez az ismeret le­
hetővé teszi az újabb és újabb ágensek előállítását és 

azt, hogy az agonisták és antagonisták receptorokon végbe­
menő folyamat-mechanizmusának megértéséhez közelebb jus­
sunk /7,13,14,24,53/.

4. A hisztamin raktározásának formái a szervezetben

A hisztamin az emlősök szervezetében az egyes szöve­
tekben kisebb-nagyóbb mennyiségben található, az adott 

szövet minőségétől és funkciójától függően. Lokális szinté­
zise, felhalmozódása és metabolizációja megszabja az úgy­
nevezett hisztamin-paolok jelenlétét. A leggyakrabban és 

legnagyobb mennyiségben a következő sejtekben és szövetek­
ben fordul elő:
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1. Masztociták
A masztocitákból meghatározott első kémiai anyag a heparin 

volt, amelyet mint antikoagulánst, kutya májából izolálták* 

A további vizsgálatok során számos tény mutatott arra, hogy 

a heparin mellett a hisztamin is jelen van a hízósejtekben 

/mast cell/, hiszen ahhoz hasonlóan felszabadult shockos és 

anaphllaktikus folyamatokban.
Ma már bizonyított, hogy a masztociták hisztamin tartalma 

akár az 1 mg/g szöveti koncentrációt is meghaladhatja.
Ennek a magas hisztamin szintnek igen nagy jelentősége van 

azokban a fiziológiás és patofiziológiás folyamatokban, 
amelyek során a hisztamin a hízósejtekből felszabadulva 

/32,68/, s a véráramba kerülve a szisztémás keringést 

jelentősen befolyásolja.
Néhány állat /patkány, egér/ peritoniális masztocitáiból 
a fenti két anyagon kívül serotonint és dopamint is sike­
rült kimutatni.
2. Bazofil sejtek_
A hisztamin meghatározására vonatkozó biológiai módszerek 

felfedezése során azt találták, hogy a vér alacsony, de 

viszonylag állandó koncentrációban hisztamint is tartal­
maz /62/, mégpedig 1...12 pg/bazofil sejt tartományban, 
ami a keringő vér mennyiségére átszámolva tetemes hiszta­
min szintet /180 jug/ eredményez. Mégis valószínűtlennek 

tűnik, hogy a bazofilok jelentős szerepet játszanának az 

anaphllaktikus reakciókban, ugyanis a hisztamin-felszaba­
dulás döntően a szövetekből_történik, ami vasculáris 

kollapszust okoz /15,64,76,80/.
3» ^Non-mast cell” hisztamin
Számos szöveti preparátum esetén szoros korreláció áll 

fenn a hisztamin szint és a masztociták száma között; 

azonban találtak szöveteket, ahol a hisztamin magas kon­
centrációban, mig a hízósejtek kis számban fordulnak elő, 

mint például az agyban.
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Specifikus hisztokémiai ismeretek hiányában a hisztamin- 

pullok ilyen jellegű lokalizációja és forrása ismeretlen; 

ugyanakkor a felszabadítására vonatkozó kísérletek során 

kitűnt, hogy relative gyorsan kiűrül a sejtekből, szemben 

a masztocitákéval.
4. gaszcens.z-hisztamin
Számos szerző feltételezi, hogy fiziológiai szempontból 
fontos a.masztocitákon kívül létező úgynevezett naszcensz- 

vagy indukált-hisztamin jelenléte. Tapasztalataikat úgy 

értelmezik, hogy bizonyos kísértetekben a szöveti hisztidin- 

dekarboxiláz enzim aktivitásának, ezáltal a hisztamin kép­
ződésének mértéke meghaladja a szöveti hisztamin szintet. 

Újszerű értelmezésük az enzim-aktivitás mértékét mint 

döntő szabályozó faktort állítja előtérbe, illetve azt, 

hogy a képződött hisztamin nem halmozódik fel a sejtekben, 

hanem szabadon diffundál a keringésbe.

П. A HISZTAMIN RADIOENZIMATIKÜS MEGHATÁROZÁSA

1. A hisztamin szintek mérésére kidolgozott 

módszerek összehasonlítása

A hisztamin farmakológiai hatásainak egyre szélesebb 

körű megismerésével felmerült az igény az emberi és az ál­
lati szervezetekben ténylegesen meglévő s a gyulladásos, 

hiperszenzitiv és shockoe folyamatok során felszabaduló, 

ezáltal a keringésbe jutó hisztamin szintek mérésére.
А Нд- és Hg- receptorokkal^a hisztamin antagonistákkal és 

agonistákkal folytatott in vitro és in vivo kísérletek 

rámutattak a hisztamin patofiziológiás körülmények között 

kifejtett szerepére. A gyógyító klinikai beavatkozás szük­
ségessége egyre sürgetőbbé tette olyan meghatározási for­
mák kidolgozását, amellyel a szervezet szöveteiből, a vér­
ből és a vizeletből a hisztamin és annak mennyiségi válto­
zásai kellő érzékenységgel detektálhatók.
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Az eddig alkalmazott módszerek kémiai szempontból 3 fő­
csoportba oszthatók:

1* biológiai 
2« fluorimetriás 

3* radioenzimatikus
Mint ismeretes, a hisztamin az egyes szövetekben igen széles 

koncentrációtartományban / 0,1.•.20>ug/g / található, sőt 

letális mennyiségben lehet jelen néhány olyan szervben, 

melyek hatásával szemben a legérzékenyebbek, úgymint a 

légutak, a vérerek és a szív.
Normál körülmények között a plazmában lévő hisztamin szint 

meglehetősen alacsony - kisebb mint 10 nmol/1 -, illetve a 

keringésbe jutó exogén és endogén hisztamin gyorsan kiürül 
vagy metabolizálódik.

A fentiek értelmében nyilvánvaló, hogy a plazmánál nagy­
ságrenddel több hisztamint tartalmazó szövetekből mennyisége 

kevésbé érzékeny módszerekkel is meghatározható, mig a plaz­
mában és a szérumban lévő koncentrációjának mérése sokkal 
finomabb és specifikusabb módszert igényel.

A különböző biológiai és kémiai eljárásokat humán vérre, 

plazmára és vizeletre kapott szinteket az 1.táblázat foglal­
ja össze, melynek meghatározásai közül több mint 20 éven 

keresztül csak a biológial-assay módszerét alkalmazták, 

azonban ez nem volt elég szenzitiv a plazmában lévő hiszta­
min szint mérésére, csak akkor, ha valamilyen extrakciós 

vagy purifikációs lépést is beiktattak*
Shore és munkatársai /72/ által 1959-ben kidolgozott, a 

hisztaminnak az O-fthalaldehid hatására keletkező fluoresz­
cens termékeinek mérésén alapuló fluorimetriás módszer volt 

az első megbízható kémiai metodika szöveti hisztamin megha­
tározására, azonban kellő érzékenység és specificitás hiá­
nyában nem volt alkalmas plazma és vizelet mérésére.
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1. táblázat

Különböző eljárásokkal meghatározott normál egyedek 

plazma, vér és vizelet hlsztamln szintjei
HISZTAMIN 

SZINT TARTOMÁNY
EGYED-

ШMÓDSZERIRODALOM SZ
nmol/1PLAZMA

Barsoum,Smirk/1936/ 
Anrep /1944/
Adam /1957/
Noah,Brand /1961/ 
Beall /1963/
Thompson,Walton/1964/ 
Garden /1966/
Graham /1968/

27-108
18-100

bioassay 
bioassay 

bioassay/o szlop 
fluorimetriás 
fluorimetriás 
fluorimetriás 
fluorimetriás 
fluorimetriás/ 

oszlop 
enzimatlkus
fluorimetriás/ 

oszlop 
enzimatikus 
fluorimetriás/ 

oszlop 
enzimatikus 
enzimatikus 
enzimatikus 
enzimatikus/TLC

21 54
7 54

97
9-812754

27-9015 54
7216

36-54
o,9-12,6 
3,6-9,о

47 45
46 5,4

Miller /1970/
Lorenz /1972/
Bruce /1976/
Lorenz,Doenicke/1978/
Shaff,Beaven /1979/ 
Bruce /1979/
Almeida /1980/
Moss /1981/

11 5,4

o,9-12,6
o,9-lo,8
о,o-8,l 
1,8-12,6

6,310
10 4,5

2,740
5,419

25 5,4
8 5,4

9,021

VÉR nmol/1
ЮЗ З60 162-702
50 З60 225-720
33 720 315-1260
32 9oo 360—126о
67 36o 90-900
11 5o4 99-945
17 5o4
24 531

Haworth,McDonald/1937/ bioassay 
Rose, Browne /1940/
Valentine /195О/
Zachariae /1963/
Gilbert /1966/
Horakova /1977/
Shaff»Beaven /1979/
Bruce /1979/

bioassay 
bioassay 
fluorimetriás 
fluorimetriás 
enzimatikus 
enzimatikus 
enzimatikus

nmol/24 h
63-189 

108 63-I80
I08 54-171
2o7 54-414
405 135-810

- VIZELET
Mitchell,Dode /1954/ 
Duner,Pemow /1956/ 
Duner /1961/ - 
Granerus /1968/
Oates /1962/
Beall /1965/
Gilbert /1966/
Beaven /1972/ 
Horakova /1977/
Bruce /1979/
Hysrs /1981/

bioassay 
bioassay/oszlop 
bioassay/oszlop 
bioassay/oszlop 
fluorimetriás/ 

oszlop
fluorimetriás
fluorimetriás/

oszlop
enzimatikus
enzimatikus
enzimatikus
fluorimetriás/

oszlop

5
174
20
24

41410
162-603
45-828
45-378

37819 14416
17131 22523

0-27O12641
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Graham által bevezetett /37/ és Lorenz /44/ által tovább­
fejlesztett oszlopkromatográfiás, illetve Davis és Skofitsch 

/73/ által kidolgozott magasnyomású folyadékkromatográfiás 

tisztítási lépés beiktatásával a fenti nehézségek kiküszö­
bölhetők.
1974-ben Siragan3an megalapozta az automatizált fluorimet- 

riás módszert, amely nagyszámú minta sorozatos mérésére al­
kalmazható, emiatt számos laboratóriumban elterjedt a hisz­
tam in-fel szabadulás in vitro vizsgálatára.

A fent leirt módszerek megfelelő érzékenység hiányában 

irreálisan magas plazma-hisztamin értékeket eredményeztek.
A meghatározási módszerek harmadik kategóriája Snyder 

által 1966-ban megalapozott, és többek által továbbfejlesz­
tett radioenzimatikus mérés.
áz 1. táblázat különböző módszerekkel összehasonlitott ada­
tait nézve kitűnik, hogy plazma esetében a módosítások, 
finomítások nélkül alkalmazott biológiai és fluorimetriás 

meghatározásokkal kapott koncentrációtartomány 1...12 ng/ml, 

vagyis 9««*lo8 nmol/1.Ahogyan a hisztamin-assay érzékeny­
sége nőtt, úgy csökkentek a kapott értékek; s a normál plaz­
mára megállapított hisztamin szintek 1,8...12,6 nmol/l 
koncentráció-értékek között változnak.
A vizelet hisztamin-extréciójára a biológiai és radioenzi­
matikus metodikákkal átlagosan közel azonos, I08...I7I 

nmol/24 h átlagérték adódik, azonban a koncentrációtartomány 

az utóbbi módszer esetében valamivel szélesebb • További 
vizsgálatok megállapították, hogy a vizelettel kiürült napi 
hisztamin mennyiség viszonylag független a nemtől és a 

volumentől,és konstans érték.
Külön táblázatban /2. táblázat/ foglaljuk össze Shaff és 

Beaven /1979/ és Horakova /1977/ által radioenzimatikus 

meghatározással kapott hisztamin szinteket humán vérre és 

vizeletre vonatkozóan.
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2. táblázat
Radioenzimatikus módszerrel meghatározott hisztamin 

szintek humán vérre, plazmára és vizeletre

HISZTAMIN 

/ nmol/1 /EGYEDSZÁMMINTA

504 - 72 

5,4 ± 0,9 

9,0 i 2,7 

144 ± 126

teljes vér
plazma
szérum

17
19
13
22vizelet

2. A radioenzimatikus hisztamin meghatározás alapjai

Az 1966—ban Snyder által kidolgozott enzimatikus izotó­
pos hisztamin meghatározás az izotóp higitásos analízis mód­
szerén alapul, s az utóbbi két évtizedben számos más szerző 

. által továbbfejlesztve és módosítva tért hódított az előző 

metodikákkal szemben, mivel érzékenysége, specificitása és 

precizitása meghaladja azokét.
A hisztamin metilációján alapuló radioenzimatikus módszer 

bizoryos átalakításokkal hisztidin-mérésre, a szövetekben 

lévő hisztidin-dekarboxiláz és hisztamin-N-metiltranszferáz 

enzim meghatározására is alkalmas /22/.

2/1. Az_izotó]D higitásos. módszer alapjai

Az izotóp derivációs analízis azon eljárások egyike, 

amelyek az izotóp hígítás analízisén alapulnak. A módszer 

lényege, hogy a vizsgált komponenst valamilyen izotóppal 
jelölt ágens jelenlétében radioaktiv szubsztráttá alakítjuk.
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A folyamat lejátszódhat kémiai, vagy mint a hisztamin ese­
tében, enzimatikus reakcióval. A továbbiakban a keletkezett 

terméket izoláljuk a reakcióközeg többi komponensétől,vala- 

'mely alkalmas technikával - pl. kristályositással, kroma- 

tografálással, oldószeres attrakcióval -, majd radioaktivi­
tását megfelelő módon mérjük.
A továbbiakban a rádióénzimatikus módszernek két típusát 

tárgyaljuk:
1. Dupla-izotópos módszer, amelyben általában

izotópot használunk egymás mellett.
2. Egyszerű-izotópos módszer, amelyben csak egyféle 

izotópot - szokásosan - at - alkalmazunk.
A módszer előnye a fluorimetriás és biológiai metodikákkal 
szembeh:

14C és

1. A nem-radiokémiai módszerek esetében a meghatáro­
zandó vegyület izolálása és szeparálása nehézsé­
gekbe ütközött, hiszen vele együtt olyan anyagok is 

bekerültek a mérendő mintába, amelyek nagymértékben 

zavarták a meghatározást.
2. Izotóp-assay esetében az alkalmazott jelölt reagens 

specifikusan csak az adott vegyülethez kötődik, s 

ha több szubsztrátum képződik, akkor is könnyen 

szétválaszthatók a közeg kémiai jellemzőit változ­
tatva.

3* A kémiai vagy enzimreakció során a képződött jelölt 

anyag ugyanazon vegyületót mint hordozót /carrier/ 

a reakcióelegyhez adva; az elválasztási lépés során 

számottevően javul a hatásfok, illetve lehetőség 

nyilik arra, hogy akár makro-organikus termékeket is 

percek alatt elkülönítsünk valamely reakciótérből.
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2/2. Az_enzimatikus_izotó]D Mgitáso£ módszer

A Snyder által 1966-ban megalapozott, és Beaven /22/ 

által részleteiben kidolgozott enzim-assay azon a tényen 

alapul, hogy számos biogén amin metabolizálód.ása döntő 

módon az aromás hidroxil- vagy az oldallánc aminő-csoport­
jának metilációjával megy végbe, amelyet az S-adenozil-L- 

metionin /SAM/ mint metil donor katalizál. ^0 vagy 

metilcsoportot tartalmazó БАМ jelenlétében, alkalmas enzim 

hatására az aminok jelölt metilált metabolittá alakulnak. 

Amennyiben csak egy amin konvertálódik, mint a hisztamin 

és serotonin esetében; úgy egyetlen ezimpla extrakciós 

lépés elegendő ahhoz, hogy a keletkezett metabolitot a 

kémiai közeg további anyagaitól elválasszuk. Az enzimati- 

kus reakció két módon kivitelezhető:
Ha ^C-vel jelölt SAM /^С-SAM/ vesz részt a reakció­

ban mint metil donor, úgy szükséges ugyanazon amin adott 

triciált mennyiségének, mint a reakció kvantitatív végbe­
menetelét, s a visszanyerés százalékát jelző anyagnak 

/tracer/ a hozzáadása. Ezt a módszert nevezi az irodalom 

dupla izotópos metodikának, szemben a triciummal jelzett 

aktiv metilcsoportot tartalmazó ^H-SAM-mal végbemenő 

enzimreakcióval, amire az egy izotópos meghatározás elneve­
zés terjedt el.
A ^H-SAM száz-, illetve ezerszer nagyobb specifikus akti­
vitással rendelkezik, mint az 

inkább érzékeny reakció kivitelezhető.
Az Amersam/Searel Corporation vagy a New England Nuclear: 
Corporation-Boston társaságok által forgalmazott jelölt 

SAM specifikus aktivitási értékei:

14C-SAM : 1,45...1,85 .109 Bq/mmol
%-SAM : 1,85...18,5 .101ÖBq/mmol

Mig általánosságban a ^C izotóppal csak nanogramm, addig 

a izotóppal pikogramm nagyaágrendben mérhetünk.

14C-SAM, emiatt vele sokkal
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Más előnye az egy-izotópos eljárásnak, hogy különféle mikro- 

módszerek megvalósítására is alkalmas, különösen szövetmin­
ták esetén /16,22,74,76,78/» Hátránya viszont, hogy a triói­
mmal jelölt szuhsztrát alkalmazása inkább magával vonja a 

precizitás csökkenését, mint a 14C izotóp.

2/3» A kétfél e_ i z о t óp о s__e 1 j árá s_ö s^sz^eha_s о ni it ás a

A dupla-izotópos módszer esetében az inkubálást; ami a
14C-SAM jelenlétébenmetiláció végbemenetelét eredményezi,

X
végezzük, s belső standardként az oldalláncon ^H-mal jelölt 

béta-^H-hisztamint adunk a rendszerhez.
A hisztamin a következő reakciónak megfelelően konvertálódik 

1,4-metilhisztaminná /2. ábra/s

H H
I I
C'-t-NHj

/ 'll
/N^N H HS-Adenosylmethionine 

(i^C-methyl i
MCH,

Histamine-N-
niethyltransferase

3H H 
I I

-C-C- MIj
’H H

I I
C—C-NH;

. ,/Nn^N h h
H

< v 1 t - H H,лгн3
1 4 Melrvlhistainir.eHistamine

A szimpla-izotópos technika alkalmazásakor triciummal 
jelölt SAM szerepel mint metil donor, s belső standardot a 

visszanyerésre nem alkalmazunk. A kémiai reakció ugyanazon 

elv alapján játszódik le /3» ábra/:

f
.

Htslamn*
3 N - me thy Urans a se

♦ H-bAMe----------------■*------ —--------------►

CH,CH,NHjVTVT
I
и си3

*H - \L - met hyIbist a m*n*>Histamine
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Az előző részben utaltunk az egy-izotópos technika 

előnyeire, amit a különböző módon kivitelezett laborató­
riumi eljárások is igazoltak. Ha még ehhez hozzávesszük 

a ^H, ^4C izotópok előállítási és megvásárlási költsége 

közötti külünbséget, gazdasági szempontok és gyakorlati 
okok miatt is egyértelműen a triciumra esik a választás* 

Bár a továbbiakban a radioenzimatikus meghatározás lépé­
seire és anyagaira részletesen kitérünk, mégis összeha­
sonlítás céljából a következő táblázatban foglaljuk össze 

a Beaven /22/ által továbbfejlesztett és közölt kétféle 

izotópos eljárásra vonatkozó adatokat /3» táblázat/.

3* táblázat
A kétféle izotópos módszer anyagszükséglete és lépései

REAGENSEK, LÉPÉSEK 
MEGNEVEZÉSE

MÓDSZER 
DUPLA-IZOTÓPOS EGY-IZOTÓPOS 

Reagensek térfogata /ul/
lo /v.5/1. Standard V. minta 

/szövet, plazma, vér/
2. Béta-^H-hisztamin 1 jaCi/ml 
3 • Na-f о szf át puff er

o,l mol/1; pH=7»9 

4*14C-, v.5H-SAM 

enzimkeverék

5o

lo
2oЗ00

loloo

Inkubálás s 90 perc, 303 К 

5«Hordozó metilhisztamin 

6 .NaOH , lo mol/1
7. Kloroform
Vortexezés, centrifugálás
8. NaOH , 3,3 mol/1

200
2oo

4ooo

2oo
2oo

4ooo

looolooo

Vortexezés, centrifugálás 
3 ml kloroformos fázis elpárologtatása 
Scintillációs koktélban való felvétel 
Liquid-scintillációs mérés
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3* A hisztamin-N-metiltranszferáz enzim tulajdonságai
és izolálásának lehetőségei

A hisztamin-meghatár ozáshoz nélkülözhetetlen enzim 

preparálására eddig az irodalomban két alapvető módszert 
tartanak számon. Az egyik eljárás szerint tengerimalac 

agyból, mig a másik szerint patkány veséből izolálják. 

Mindkét folyamat ugyanazokkal a lépésekkel valósítható 

meg, melyeket az alábbiakban foglalhatunk össze:
1* Homogén!zálás, s az ezt követő ultracentrifugálás
2. A fehérjék szaturálása kétszeri /NH^/gSO^-os kezeléssel
3. Ismételt dializálás utáni centrifugálás
Brown és munkatársai /17/ kísérleteket folytattak különböző 

emlősállatok egyes szerveiben jelenlévő enzim mennyiségének 

vizsgálatára és tulajdonságainak megállapítására. A prepa­
rált enzim kvantitatív meghatározását radioenzimatikus 

~ hisztamin mérésre vezették vissza, amelyben metil donorként 
^C-SAM-ot alkalmaztak. Az egyes speciesek különböző szöve­
teire kapott eredményeket a 4. táblázat szemlélteti, amely­
ben az értékeket a tengerimalac agyból preparált legaktívabb 

enzimre vonatkoztatták, ami 200 mg szövetből 1 óra alatt 

30 Aimol metilhi. sztamint állit elő /=100 %/.
A táblázatból kitűnik, hogy az enzim átlagoséul a tengeri­
malac szerveiben fordul elő a legnagyobb mértékben, ami 
magyarázata lehet ezen faj jellemző hisztamin-érzékenységé- 

nek.
A további vizsgálatok alapján megállapították, hogy jóllehet 

az egyes fajok néhány szerve magas enzimaktivitást mutat, 
mégsem képes a hisztamin koncentrációjának kvantitatív meg­
határozására, vagy pedig a vizsgált kofaktorok /AIPjMgClg» 

glutation/ szintetizálására.



20

4.táblázat
Különböző fajok szöveteire kapott enzim-aktivitás értékek 

HISZTAMIN-N-METII/TRANSZFERÁZ
ÁLLATOK

PATKÁNY TENGERIMALAC MACSKA NYÚL EGÉRSZERVEK
máj
vese
ileum
tüdő
szív
stomach
izom
bőr
lép
pankreas 

trachea 

teljes agy

21 62 470 56
_+щ63 735546

7429 13m
85 40 690 64
50 49 3632m

600 92 65 44
46 15 2525m
79 6035m
78 230 56 29

89
66

100 6222
+ - minimáii* /kisebb mint 5 %/

A hisztamin laboratóriuminmeghatározásának kezdetén 

más szerzők /18,22,76/ is tengerimalac agyból szintetizálták 

a hisztamin-N-metiltranszferázt mindaddig, amig 1978-ban 

Shaff és Beaven /69/ kísérleteikkel bebizonyították, hogy a 

patkány veséből nyert enzim nemcsak sokkal specifikusabb 

mint a tengerimalacé, hanem vele a hisztamin radioenzimatikus 

mérések érzékenysége jelentősen növelhető. Megállapították, 

hogy az ugyancsak /NH^^SO^-tal részlegesen tisztított vese­
enzim 20
ugyanakkor zavaró anyagokat nem tartalmaz, s vele az izotó­
pos hisztamin mérés vak értéke /blank/ lényegesen lecsökken. 
Ugyanakkor a két enzim hasonló tulajdonságokkal rendelkezik, 

ugyanazon fizikai és kémiai lépések szükségesek az előállí­
táshoz, azonban az agyból történő izolálás mennyiségileg 

jóval több anyagot igényel, igy kivitelezése nehézkes, hosz- 

szadalmas.

50-szer aktívabb, mint az agyból előállított;• • •

\
.3 О 3Г* % ж#
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Az enzimek izolálására és vizsgált tulajdonságaira vonatkozó 

néhány adatot az 5* táblázatban tüntettük fel.

5* táblázat
A két enzim előállítására és néhány tulajdonságára 

vonatkozó értékek összehasonlítása

PREPARÁTUM 

TENGERTMALAC AGY PATKÁNY VESE
A szükséges állatok /db/
A szövet tömege /g/
A preparátum végső térfogata /ml/ 820
Proteinkoncentráció /mg/ml/
Specifikus aktivitás 

/U/mg protein/
Optimális térfogat a vizsgá­

lathoz /Д1/
Stabilitás /hónap/

- fagyasztva /-2o°C/
- liofilizálva /-2b°C/

V-i giRgálfl-hnk száma

500 6
1500 16

14
11 22

2,1 46

50 1

18 12
12 3

ifi am та nnn

4. Részlegesen módosított radioenzimatikus
hisztamin-metodikák

Az előzőekben részletesen ismertettük az utóbbi év­
tizedben megalapozott és kidolgozott radioenzimatikus hisz- 

tamin meghatározás kémiai folyamatait, összefüggéseit, il­
letve az N-metiltranszferáz enzimre vonatkozó adatainkat.
A módszer megismerése, kipróbálása, kutatási és rutin­
munkában való alkalmazása során számos kutatócsoport módo­
sította az egyes metodikai lépéseket anélkül, hogy a folya­
mat alapjain és lényegén változtatott volna.
Beaven /18/ 1972-ben megfogalmazta a és izotópokkal 
kivitelezhető dupla-és egy-izotópos eljárások legfőbb össze­
függéseit, alkalmazta a mérési módszert szövet, plazma és 

vizelet esetében.
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Az Általa standardizált egyes fizikai, kémiai lépések végbe­
menet elének vizsgálata, a reakciókörülményektől függő tanul­
mányozása másokat is foglalkoztatott; Így születtek meg az 

olyan elgondolások, amelyeknek gyakorlati megvalósitásával 
a kivitelezés egyszerűbbé, zavaró körülményektől mentessé, 
az eredmény pedig reprodukálhatóbbá válik.

A folyamat lényege tehát, hogy a vizsgálandó mintában 

lévő hisztamin 310 K-en végbemenő enzimkémiai reakcióban a 

hisztamin-N-metiltranszferáz enzim hatására, aktiv metil— 

csoportjába izotópot bevitt S-adenozil-L-metionin jelenlé­
tében jelölt metilhisztaminná alakul. Ez a közegtől alkal­
mas extraháló szerrel elválasztható s a reakcióban kelet­
kező termék koncentrációjának változása folyadék-scintillá- 

ciós méréssel követhető.
A továbbiakban irodalmi adatok alapján azokat a meg­

figyeléseket, eredményeket tekintjük át, amelyek a meghatá­
rozás folyamából csak egy-egy részt foglalnak magukba, úgy-

1. enzim-mennyiség
2. inkubálási idő
3. pufferkoncentráció
4. puffer-minőség
5. hordozó metilhisztamin
6. üvegfelület adszorpciós hatása
7. extraháló oldószerek

mint:

Beaven /18/ 1972-ben közölt dupla-izotópos módszert
leiró részletes metodikai cikkében foglalkozik a tengeri- 

malac-agyból kivont enzim mennyiségének az inkubálási fo­
lyamat eredményességét befolyásoló hatásával /4. ábra/;

14-az aktiv metil donorttartalmazó C-SAM mennyiségétől 
/5.ábra/; és az inkubálási időtől /6.ábra/ függően végbe­
menő enzimkémiai reakció termékének százalékos alakulásával.
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Kísérletei alapján optimálisnak tekinti a 100 ;ul enzim,
1 >ul /2 nmol/ ^C-SAM jelenlétében ЗЮ К fokos vízfürdőben 

90 percig tartó inkubálást, melynek során a hisztamin több 

mint 95 %-a metilhisztaminná alakul, amit béta-^H-hisztamin 

hozzáadásával bizonyítottak /lsd. 11.táblázat/.

%•
ЮО

50

Inzih.,1 *0

4. ábra
Az aktiv metilhisztamin képződési százaléka az 

enzim mennyiségétől függően

-4— 4■*

2 MC-tAM . mmo<

5. ábra
A ^C-SAM mennyiségének hatása a képződő metil­

hisztamin mennyiségére
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б. ábra
Az enzimkémiai reakció inkubálási időtől függő

végbemenetele

Az inkubálást követő kloroformos extrahálás során a leg­
nagyobb a valószínűsége annak, hogy olyan anyagok is az 

extraktumba kerüljenek, amelyek zavarják, esetleg meggátol­
ják a metilhisztamin kvantitatív kinyerését, illetve nagy­
mértékben megnövelik a vizsgálat vak-/blank/ értékét*
A blank-mintára a reakcióközeg többi komponensét változat­
lanul hagyva, pufferrel játszatjuk le a további lépéseket.
A vakra kapott beütésszám nagysága indikátora a reakció 

specificitásának, a zavaró, s az aktivitást növelő anyagok 

jelenlétének vagy hiányának.
Bsaven szerint az általuk kezdetben kapott magas beütésszá­
mok oka alapvetően két interferáló komponens volt Az egyik a 

^C-metionin, amelynek extrahálódása a vizes fázisba, az el­
választás előtt adott igen magas lugkoncentrációval /10 mol/1/ 

visszaszorítható.
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A másik zavaró radioaktiv anyag - amely részben az inkübá- 

lás során, részben pedig akkor keletkezik, ha NaOH -dal 
állítjuk le a reakciót -; nem-ionos, és széles pH-tarto- 

mányban ugyanolyan megoszlási koefficienssel bir a vizes 

és a kloroformos fázis között / 65:57 arányban /, mint a 

metilhisztamin.
Ha a reakció leállítását - még a NaOH-dal való kezelés 

előtt - perklórsavval végezzük, s a továbbiakban a fent le­
irt extrakciót alkalmazzuk; a blank-értékek tizedrészre 

csökkenthetők.
Az extrahálás ^C-metilhisztaminnal történő vizsgálata rá­
világított továbbá arra is, hogy az extraktumba jutó metil­
hisztamin nem-kvantitativ módon 10 

reprodukálható, ami miatt nem kapunk lineáris összefüggést 
az inkubálás során képződött, és az ily módon visszanyert 

termék mennyisége között.
A 6. táblázat adataiból kitűnik, hogy ezen anomália oka az, 
hogy a metilhisztamin adszorbeálódik az üveg falához, ami 
100 Mg /с = 10 nmol/l / jelöletlen hordozó metilhisztamin- 

nak az inkubálás helyén történő hozzáadásával kiküszöböl-

40 % -os kinyeréssel• • •

hető.

6. táblázat 
14A C-metilhisztamin exfcrakciója a hordozó 

metilhisztamin nélkül és azzal együtt

14C - METILHISZTAMIN АКТ ГУТ TÁS+/nCi/5 OOnmol/
Üveghez 
adszorbeált

Kloroformos 
fázis

Vizes
fázis

Hordozó nélkül 
Hordozóval

7,1 6,96,0
7,0 13,1 0,0

+ ^z elegy 2 nCi/50 pmol - metilhisztamint, 50 ;ul enzi­
met, 0,2 ml pH = 7,9 0,1 mol/1 foszfát puffert, 1,8 ml 
5,5 mol/1 NaOH -ot és 6 ml kloroformot tartalmaz.
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A kloroformos - vizes fázis arányát legalább 4 : 1 arány­
ban beállítva, s hordozó metilhisztamint adva a rendszer­
hez; átlagosan 50#.#55 % -os hatásfok érhető el az elvá­
lasztás során.
Murran /52/ is foglalkozott a hisztamin üveghez való ad­
szorpciójával, és az emiatt fellépő anomáliákkal# 1982-ben 

megjelent cikke ezen a téren a legújabb irodalmi adatokat 
tartalmazza üveg és polipropilén csövek használatáról 
/7# táblázat/#
Különböző mennyiségű / 0#.#6 mmol/1 / hordozó metilhiszta­
mint tartalmazó üvegcsőben /7#ábra/ vizsgálta az adott 

mennyiségben bevitt, ^
mCi/mmol / metanolos oldatában bekövetkező aktivitás­
csökkenés 293 К -en 24 órás intervallumban.

C-hisztamin / 240 nmol/1; 59 »7

7. táblázat

^C-hisztamin oldatának különböző felületeken 

bekövetkező aktivitásbeli változása

ÁLLÁSIDŐ/h/ÜLET
ŐSÉGÉ

FEL
MIN 20 4 236
üveg
polipropilén

28 521 14 621 7 786 5 885 2 591 

28 164 28 516 28 479 28 069 28 158 DEM

Az adatok egyértelműen magyarázzák a polipropilén csövek elő­
nyét és a hozzáadott hordozó mennyiségének fontosságát a 

metodika kivitelezésében. Mivel a hisztamin pontosabban az 

enzimkémiai reakcióban keletkező metilhisztamin f olyadék- 

scintillációs mérése általában üvegedényben történik, ott is 

számolnunk kell az adszorpció bekövetkezésével, ezáltal a 

radioaktivitás részleges elvesztésével.
Szolubilizáló ágensek /pl. etilénglikol-monometil-óter/ 

segítségével ez az anomália kiküszöbölhető /22/.
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7« ábra
Jelölt hisztamin különböző mennyiségének hatása 

az üvegfelülethez történő adszorpcióra

Beaven /22/ a dupla és az egyszerű izotópos módszer 

részletes tárgyalásán és összehasonlításán túl, felveti a 

belső standardok alkalmazásának kérdését, s megállapítja, 

hogy a forgalomban lévő gyűrűn jelölt ^H-hisztamin vegyü- 

1etek mind 2-, mind 4—^H-hisztamint tartalmaznak, melyek 

eltérő módon metilálódnak, mégpedig az előbbi sokkal gyor­
sabban, mig az utóbbi sokkal lassabban mint a jelöletlen 

hisztamin, igy a kvantitatív visszanyerés bizonytalan. 

További probléma, hogy a 2-^H-hisztaminból jóval rövidebb 

idő alatt "kiürül** a tricium /4...5 hónap/, ami a 4—izomer 

koncentrációjának relativ megnövekedését, ugyanakkor a 

rendszerben triciált viz megjelenését eredményezi, ez pedig 

főleg a vak-értékek irreális növekedésében nyilvánul meg. 
Mindezen anomáliák megszüntethetek, ha belső standardként 
oldalláncon jelölt ^H-hisztamint alkalmaznak, 

letlen vegyülettel analóg módon metilálódik.
ami a jelö-
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Az előzőekben emlitett triciált viz jelenlétével nemcsak a 

fenti okok miatt kell számolnunk, hanem ^H-SAM esetében is, 

ugyanis а БАМ tisztasága és stabilitása döntő faktor a meg­
határozásban* bomlása a vak-érték jelentős megnövekedését 

mivel a tíriciált vizből a az extrahálás soránokozza,
akadálytalanul átjut a kloroformos fázisba.

Subramanian /74/ kidolgozott mikromódszerében lénye­
gesen lecsökkentette az inkubálási időt, mégpedig az addig 

szokásos 90 percről 15 percre. Kísérletei szerint ilyen 

rövid reakcióidő is elegendő ahhoz, hogy a bevitt minták­
ban az enzimkémiai reakció kvantitatív módon, kellő ered­
ményességgel lejátszódjon. Adatai ellentétben állnak_elő- 

ző irodalmi adatokkal, amelyekben bebizonyították /18,22/, 

hogy 90*. »95 %-os átalakulás csak 90 perc múlva érhető el.
Shaff és Beaven /69/ által ismertetett új enzimprepa­

rátum, melyet patkány veséből állítottak elő> néhány módo­
sítást hozott a további munkában. Az enzim előnyeit a ten­
gerimalac agyából preparáltéval szemben az előzőekben már 

ismertettük. Hasznos tulajdonságaival szemben a hisztamin 

kutatással foglalkozók többsége áttért eme preparátum, hasz­
nálatára, amellyel a detektálható legkisebb hisztamin kon­
centráció a dupla-izotópos módszer esetében 20 pg, mig az 

egy-izotópos módszerrel 5 pg*
Az utóbbi néhány évben elterjedtek az úgynevezett mikro- 

assay módszerek, melyek jelentősen lecsökkentik a bemért 
minták és reagensek térfogatát, s különösen a kloroform 

mennyiségének nagyfokú redukálása megkönnyíti az extrahá- 

lási lépés kivitelezését.
Taylor /76/ 1980-ban irta le az általa ^H-SAM és agy­

ból preparált enzim felhasználásával kidolgozott egyik 

mikro-meghatározást. Többek között vizsgálta a puffer- 

koncentráció minőségének hatását az enzimkémiai reakció 

végbemenetelére, mégpedig 0,05 mol/1 koncentrációjú 0,01 

g/cm^ triton X-100-at tartalmazó foszfát puffer, illetve 

tris-bovin szérum albumin 0,025 mol/1 koncentrációjú 

puffer esetében.
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Ugyanazon standard mintákat a két különböző pufferközegben 

reagáltatva azt találta, hogy foszfát puffer esetében követ­
kezetesen magasabb beütésszámok adódnak, amint azt a 8.ábra 

szemlélteti.

5
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20 HISZTAMIN . jjmol/itö- T5

8. ábra

Foszfát /•/ és tris-albumin puff erben / о/ kapott 

beütésszámok a hisztamin koncentráció függvényében.

Alkalmazott mikromódszerükkel 25 nmol/1 alatti koncentráció 

értékek nem voltak kimutathatók, ugyanis ezen mikro-assay 

inkább nagyobb hisztamin szintet tartalmazó minták esetén 

ad reális eredményt; mig plazmára vagy szérumra kevésbé 

megbízható.

McDonald /31/ és munkatársai a pufferközeg koncentrá­
ciójára vonatkozóan végeztek kutatásokat, egy-izotópos mód­
szert alkalmazva; s megállapították, hogy a kloroform elpáro­
logtat ása után a scintillációs koktélban felvett mintákra 

kapott beütésszámok nagymértékben függnek a puffer molaritá- 

sától. Mégpedig a foszfát puffer koncentrációíjának növelése 

az aktivitások csökkenését vonja maga után /8.táblázat/,
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amit ők azzal magyaráznak, hogy a közeg töménységének növeke­
dése gátló hatással van az enzimaktivitásra*

ő. táblázat

A beütésszámok változása a puffer-koncentrációval 

adott hisztamin koncentráció esetén

PUFPERKONCENTEÁCIÓ 
/ mol/1 /

BEÜTÉSSZÁM
/СРМ/

3 700 

6 100 

10 600

0,1
0,05
0,01

A legújabban kifejlesztett módszerek közé tartozik 

Beaven /16/ 1982-ben megjelent mikromódszere, amelyben lénye­
ges változtatásokat közöl az extrakcióra vonatkozóan, illetve 

egy-lépéses extrahálást valósit meg, amellyel 55 

mmol/l koncentrációtartományban kapott lineáris összefüggést. 

Az egy-izotópos módszerének lényege röviden a következő: 
az inkubációs folyamat az előző metodikákkal azonos, azonban 

az elválasztást nem kloroformban, hanem toluol-izoamilalkohol 
elegyében végzi. Innen, a centrifugálást követően két további 
megvalósitás lehetséges:

1. A szerves fázisból adott térfogatot /500 ;ul/ közvetlenül 
a scintillációs koktélba mérünk.

2. A szerves fázist lefúvatjuk, a kinyert jelölt metil- 

hisztamint 20 /il 10 mol/1 NaOH hozzáadása után vissza­
oldjuk 0,01 mol/1 HC1 -ban, 60Д11, s ugyanolyan össze­
tételű eleggyel re-inkubáljuk. A továbbiakban az 1. 
pontban leirtak szerint járunk el.

A szerzők szerint ez a második re-inkubálás pótolja a többiek 

által bevezetett vékonyréteg kromatográfiás lépést, melynek 

hátránya, hogy a jelölt metilhisztamin elválasztása és kvanti­
tatív visszanyerése ezen tisztítási mód alkalmazásával csak 

tökéletes technikával lehetséges.

2 750• • •



51
/

A módszer kidolgozásakor céljuk volt olyan extraháló oldószerek 

megválasztása, amelyek a scintillációs koktélban - a kloroform­
mal ellentétben - nem okoznak quench-hatást, illetve amelyek­
kel a vak-értékek a minimálisra csökkenthetők. Legalkalmasabb­
nak a toluol-izoamilalkohol 80:20 arányú elegye bizonyult, 

amelynél a különböző hisztamin mennyiséget tartalmazó minták­
ra és a vakra kapott beütésszámok hányadoóára a legnagyobb 

különbség érhető el /9» ábra/.
i

600 nmol/l
П

$2
Z
2

N 15
(Я
X

I

9/a10
60 nmol/l 

0 nmol/l

5

0
"20 40 IZOAMILALKOHOL.%0

>
Z< 4oc<

%
I

2
z 3
5

A

500 nmot/l

2

9/b
50 nmol/l 

40 IZOAMILALKOHOL,^0 20

9• ábra
A ^H-extraktumok aktivitásai /9а/ és a vakértékeivel 
osztott arányokj^b/különböző izoamilalkoholt tartalma­

zó extraháló elegyek esetében
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További vizsgálódásunk szempontjából igen hasznos in­
formációkat szolgáltat Beaven /16/ a különböző vérerekben 

lévő eltérő hisztamin koncentrációkról, és a hisztamin kiü­
rülések /clearence/ százalékos változásáról. Eredményei azt 

mutatják, hogy az egyes vénákban a hisztamin szint lényege­
sen alatta marad az artériákban mért értékeknek, amelyek a 

keringésben valóban jelen lévő hisztamin szintet reprezen­
tálják. Egyes szervekben ugyanis /vese, máj, gyomor/ a hisz­
tamin kiürül a szervezetből, igy ezen szervek vénáiból vett 

vérmintákra irreálisan alacsony érték adódik /9» táblázat/.

9. táblázat
Különböző езйс vérmintáiból mért hisztamin szintek és 

clearence értékek kutyákban normál állapotban, illetve 

15 perces, 160/üg/kg.perc hisztamin infúzió után

HISZTAMIN /nmol/1/ 

KONTROLL INFÚZIÓ UTÁN
MINTA

OLEAREN СЕ/%/

ARTÉRIÁS plazma 

jobb pitvar 

artéria carotis
VÉNÁS plazma 

véna femorális 

véna renális 

véna mesenterica 

véna gastrica 

véna portális 

véna hepatica 

véna juguláris

27 350
5,0 410

^2,0 2,099,5
259Q 40

78 6,0 90
71 2,0 120

5,0 I70
65 7,0 60
39 3,0 250



10. táblázat
A különböző szerzők által-megvalósított radioenzimatikus hisztamin meghatározás

anyagszükséglete és metodikai lépései

Taylor Taylor Kobayas. Miller SübramanI Seaven , Shaff
/197}/ /1972/ /1972/ /1970/ /1978/

D+
Taylor
/1980//1978/

SS++ S D S D S\
MINTAELŐKÉSZITÉS
foszfát puffer 
a szövethez

inkübÍlás /jIo" £/
1. minta /ja1/
2. ̂ H-hisztamin/ul/

3« SAM/14C v.5H/
Ail/

2-lQxtf. 
0,05M 
pH 7,9

5-20X 
0,01 M 
pH 7,9

20x plazma
extr*

lOx lOx
0,05 M 
pH 7,2

0,1 M 
pH 7,9

0,1 M 
pH 7,9

20-300 20-100 2050-100 1-20 100 800 10
2525 10

16nCi 50nCi lOnCi
5 100 50 1,0 1,0 1,0 1,025200nCi; 312nCi; 

5nmol 780pmol
250nCii
65Qpmol

4QnCi; 
55Qpmol

50nCi;
2,9nmol

54mCi; 
lmmol

500mCi;
lmmol

500mCi;
lmmol

4.Enzim /jal/
5«foszfát puffer 

/Al/

25 100 15 100 30 101
to 200 +++to 30 

0,05 M 
pH 7,9

to 500 
0,05 M 
pH 7,2

to 40 
0,1 M 

pH 7,9
В?
0,1 M

0,05 M 
pH 7,9

6. Inkubálás/perc/ 90 90 90 15 90 90 60

+ Dupla-izotópos módszer /D/ 

++ Egy-izotópos módszer /S/ 

+++ ul össztérfogatig /to/



10. táblázat - folytatás

Taylor Taylor Kobayas. Miller Subraman. 
/1972/ /1972/ /1972/ /1970/ /1978/

Beaven,Sh.aff Taylor 
/1978/ /1980/

D S s D S D S S
EXTRAHÁLÁS 

1. NaОН /д1/ 200500 200 1000 
lmol/1 lmol/1
8000
1000 

lmol/1 lmol/1

1005 10
lmol/1 lmol/1 2mol/l

2.Kloroform //il/ 6000
3*NaOH-mosás /pl/ 2000

lmol/1 lmol/1

10mol/l lmol/1
250 6000

2000
2mol/l

1000 3000 250
200100 500 100

3,5mol/l lmol/1

.r
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Az eddigiek sorén röviden áttekintettük a módosított 

radioenzimatikus hisztamin meghatározósokat, különös te­
kintettel azokra a kutatásokra, amelyek az egyes paraméte­
reknek a reakcióban kimutatoott szerepére vonatkoznak.
Az egyes szerzők által kivitelezett folyamatok legfontosabb 

összetevőit és lépéseit az előző oldalakon lévő 10* táblá­
zatban foglaltuk össze.

MÉRÉSI MÓDSZEREK

Az előzőekben tárgyalt irodalmi adatok ismeretében a 

továbbiakban részletesen bemutatjuk azon folyamatok meto­
dikai lépéseit, amelyeket kísérleti munkánk kivitelezése 

során alkalmaztunk, nevezetesen:
I. Egy-izotópos radioenzimatikus hisztamin meghatá­

rozás plazma és szövetmintákból 
II. Plazma-hemoglobin mérés 

III. Fehérje-koncentráció meghatározás

I. PLAZMA ÉS SZÖVETI RADIOENZIMATIKUS HISZTAMIN 

MEGHATÁROZÁS KIVITELEZÉSE

1. A hisztamin-N-metiltranszf eráz enzim preparálása

A tengerimalac agyából és a patkány-veséből kivont 

enzimpreparátumokra vonatkozó részletesen ismertetett 

irodalmi adatok és eredmények alapján /17,22,67/ kísér­
leteinkhez a hisztamin-N-metiltranszf eráz enzimet pat­
kány veséjéből izoláltuk.
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6 darab 180.* *220 g-os hiшрatkámat dekapitáltunk, a 

veséket kivettük, térfogatukat fiziológiás sóoldatban mér­
tük; majd kilencszeres mennyiségű jéghideg 0,25 mol/1 

koncentrációjú szaharózban homogenizáltuk.
A durva partikulumokat Janetzky VAC-601 tipusu ultra- 

centrifugával 277 K-en 40 000 g-vel 60 percig tartó ultra- 

centrifugálással távolitottuk el.
A felülúszóhoz a protein-frakció 45 $S-os precipitálása cél­
jából ml-ként 0,258 g /NH^/gSO^ -ot adagoltunk, állandó 

mágneses keverés mellett 10 perc alatt; majd a só teljes 

feloldódásáig kevertettük a rendszert. 277 K-en 1 órai 
állás után Janetzky K-23 centrifugán 2 000 g-vel 20 percig 

277 K-en centrifugáltuk. 70 %-os fehérje-szaturációt való­
sítottunk meg további /NH^/gSO^ -os kezeléssel úgy, hogy 

a minta felülúszójához ml-ként 0,156 g sót adagoltunk a 

fent leírtak szerint. IJjabb, 1 órai 277 K-en való állást 

követő centrifugálás - 2 000 g, 20 perc 277 К - után a 

felülúszót eldobtuk, s a továbbiakban a precipitátumot 

használtuk fel.
A közel 3 g kinyert extraktumot 3“*szoros mennyiségű 7*4 

pH-ju 0,1 mol/1 koncentrációjú Na-foszfát pufferben 

szuszpendáltuk, s dializáltuk 2 liter pH= 7,4 0,01 mol/1 

töménységű pufferrel szemben. A dializáló oldatot három­
szor cseréltük, minden lépés időtartama 8 óra volt.
A végső preparátum térfogat 14...16 ml-nek adódott, amely­
nek felülúszóját Janetzky K-23-mal történő centrifugálás 

után - 4 000 g, 20 perc 277 К - ampulláztuk 400 yul-es 

részletekben, és felhasználásig 253 K-en tároltuk.
Az enzimpreparátum fehérje-koncentrációját Lowry /45/ 

módszerével /lsd. később/ végeztük el.
A radioenzimatikus reakcióban optimálisan szükséges meny- 

nyiségü enzim megállapitásához kalibrálást végeztünk,
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melynek során a következő higitatlan és 7,9 pH értékű 0,1 

mol/1 foszfát pufferrel hígított térfogatokat vittük be a 

reakcióelegybe:

higitatlan enzimből: 

hígítás mértéke 

/bevitt térfogat: 10 ;ul/niinta /

10; 15; 20/ul/minta
2x; 5x; 10x; 2Qx; 25x; 50*

A vak értékekre és a standard sorozatba kapott beütés­
számok alakulását az enzimkoncentráció függvényében а 

következő részben ismertetjük.

2. A standard-, vér- és szövetminták előkészítése
a vizsgálathoz

A kalibrációs görbék felvételéhez a különböző koncent­
rációjú hisztamin standardokat hisztamin-dihidrokloridból 
mértük be. 0,01 mol/1 HCl-val 10 mmol/1 koncentrációjú 

törzsoldatot készítettünk, amit ampullázva 255 K-en tá­
roltunk. Közvetlen használat előtt ebből ugyancsak 0,01 

mol/1 sósavval higitási sort állítottunk elő 1 

nmol/1 koncentráció-tartományban úgy, hogy a minták kon­
centrációja l,o; 5»о» lo; 5o; loo; 5oo; looo és 2ooo nmol/1 

érték legyen.

2 000• • •

A biológiai meghatározásokat éber és 30 mg/kg Na- 

pentobarbitállal /Nembutal/ altatott kutyákon létrehozott 

hemorrhagiás-shockos folyamat során vett vér- és különböző 

szövetmintákból végeztük.
Vérminták esetében az előbbiekben ismertetett artéria és 

véna eltérő hisztamin koncentrációira vonatkozó irodalmi 
adatok /16/, és saját laboratóriumunkban tapasztalt koráb­
bi eredmények alapján altatott kutyáktól az artéria femo- 

rálisból,éber állatoktól az artéria carotisból vettük a 

testsúly-kilogrammonként 750 NE hepar int mint antikoagu- 

lánst tartalmazó vérmintákat.
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A teljes vért a,plazma kinyeréséhez Janetzky K-23 tipusu 

centrifugául 277 K-en 10 percig 2 000 g-vel centrifugáltuk. 

Mind a centrifugáilást, mind pedig a plazma 253 K-en tör­
ténő tárolását a hisztamin bizonyított üveghez való ad- 

szorbciója miatt /18,52/ polipropilén csőben végeztük.

A szöveteket a kisérletsorozat végén az állatok fölös 

mennyiségű altatóval történő leölése után azonnal kivettük, 

jéghideg fiziológiás sóoldattal mostuk, majd szárazjégre 

téve hütöttük. Hisztamin meghatározást a következő szöve­
tekből végeztünk:

sorozatos mérésekkel: vázizom; lép; máj; tüdő; bal­
pitvar; balkamra

: mellékvese; vese-velőállomány; 
vese-kéregállomány; pahkreas; 
artéria; jejunum; ileum

A vizsgálathoz mértük a szövetminták tömegét, majd 9-szeres 

mennyiségű 7» 9 pH-ju foszfát puff erben homogenizáltuk. 
Legalább egy éjszakán állni hagytuk a hisztamin teljes ki­
oldódásához/18/. Felhasználás előtt Janetzky K-23 centri­
fugával 277 K-en 2 000 g-vel 15 percig centrifugáltuk, s a 

felüluszóból hisztamin és Lowry-féle fehérje-meghatározást 
végeztünk.
Annak eldöntésére, hogy különböznek-e és milyen mértékben 

a kapott hisztamin szintek a g-szövetre vagy g-fehérjéré 

vonatkoztatva; mind a tömeg-, mind pedig a fehérje-mérést 

elvégeztük ugyanazon szövetminta esetén.

egyedi mérésekkel

Eltérő irodalmi adatok állnak rendelkezésünkre a 

reakcióelegybe való bemérés előtti szövet-előkészitésekről. 

Egyes szerzők /16,22,76/ szerint a homogenizátum további 
előkezelés nélkül, közvetlenül bevihető a rendszerbe; mig 

mások /18,51,74/ szerinti 10 perces 365 К-es vizfürdő szük­
séges az endogén $AM eltávolítására, illetve deproteinizá- 

lásía; s a forralás után centrifugált minta felülúszója 

alkalmazható hisztamin-mérésre.
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Az előkezelt és kezeletlen minták hisztamin szintje között 

adódó különbség megállapítására mind a homogenizátum, mind 

a fehérje-mentesitett felülúszót feldolgoztuk.
‘ Minden esetben 20 jul mintát reagáltattunk. Olyan szövetek- 

nál, amelyek hisztamin tartalma 40...50 nmol/1 vagy ennél 
nagyobb volt, 0,1 mol/1 pH s 7,9 foszfát pufferrel 5- vagy 

10-szeresen higitott anyagból mértünk be 20 >ul-t.
Ehhez kapcsolódóan vizsgáltuk, hogyan változik a kapott 

hisztamin szint a higitás mértékével; hol az enzim és a 

^H-SAM mennyisége által megszabott mérhető felső koncent­
ráció-határ.

3* Inkubációs folyamat

Az irodalomban közölt, részlegesen módosított külön­
féle mikromódszerek érzékenységük miatt nem alkalmasak a 

plazma vagy a szérumban lévő igen alacsony hisztamin koncent­
ráció mérésére.
Mivel munkánkban döntő fontosságú volt az állatkisérletek 

során vett vérmintákban bekövetkező hisztamin szintek meny- 

nyiségi változásának követése, emiatt az ismert metodikák 

közül olyat kellett választani, amellyel kellő pontossággal 
meghatározhatók a plazmában beálló csekély koncentráció­
változások is.
Emiatt Beaven /22/ által 1972-ben részletesen kidolgozott 

és leirt izotópos eljárások közül az egy-izotópos ^H-SAM 

alkalmazásával kivitelezett metodikát vettük alapul, s 

ehhez kapcsolódóan vizsgáltuk az enzimkémiai reakció kime­
netelét befolyásoló tényezőket; majd eredményeink alapján 

módosítottuk úgy, hogy sorozatosan végzett kísérleti mun­
kánkban érzékeny és reprodukálható módszerré váljon.
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A meghatározást 15 ml—es kónuszos polipropilén csőben 

végeztük* A csöveket jégbe állítottuk, és a következő 

reagenseket mértük beles

1* 20 Ail standard, plazma vagy szöveti homogenizátum, 
illetve a vak mintáihoz 20 pl 0,1 mol/1 pH = 7,9 

foszfát puffer
2* 10 /il, az előzetes vizsgálatok alapján optimális­

nak talált 10-szeresen higitott enzim 
3* 1,0 Ali ^H-S-adenozil-L-metionin 5,55.10П Bq/mmol 
4. 50 Ail 0,1 mol/1 7*9 pH-ju foszfát puffer

A rendelkezésünkre álló ^H-SAM -ot a bemérés előtt, 

értékek csökkentése céljából tisztítottuk az alábbi módon:
Az össz-minta számira bemért 1 /il/minta , kénsavban 

oldott aktiv SAM—ról a folyadék-fázist N2 — áramban le­
fúvattuk, majd legfeljebb a kiindulási izotóp térfogatá­
val azonos mennyiségű desztillált vizzel kétszer ismétel­
ten mostuk. Ezen beavatkozás célja, hogy a SAM bomlása 

miatt a folyadék-fázisba triciált viz formájában bekerült 

triciumot a rendszerből eltávolítsa; illetve a kénsavban 

oldott izotóp erősen savas kémhatását megszüntesse*
A ^H-SAM fent leirt előzetes kezelésével a vak értékeire 

adódó aktivitásokat jelentős mértékben sikerült vissza­
szorítani*

a vak

A bemérés után a 80 /il össztérfogatu csöveket vortexez- 

tük, majd 310 K-en 90 percig inkübáltuk. Az inkubálás vé­
gén 50 >ál, 0,8 mol/1 HCIO^ - ban oldott 4,5 mmol/1 koncent­
rációjú jelöletlen hordozó metilhiáztamint adtunk a rend­
szerhez*
Amennyiben a meghatározás következő lépéseit folyamatosan nem 

végeztük el, úgy ebben a stádiumban további beavatkozásig 

lehetőség nyilt a minták 253 K-en történő tárolására*
Az előbbiekben ismertetett inkubációs elegy már azokat az 

adatokat tükrözte, amelyeket kísérleteink során legalkalma­
sabbnak véltünk a reakció kvantitatív lejátszódásához*
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Ezzel kapcsolatosan az alábbi paramétereket vizsgáltuk:

1. Az enzim mennyiségének hatását a reakció kimenetelére
2. A közegben lévő Na-foszfát puffer koncentrációját 

10 10 10 ^ mol/1 értéknek választva, illetve
helyette ugyanolyan mennyiségű fiziológiás sóoldatot 

vagy desztillált vizet hozzáadva figyeltük a reakció 

hatásfokának alakulását
3* Vizsgáltuk az aktivitások változását a 0,1 mol/1 

koncentrációjú foszfát puffer különböző pH értékein: 

7,0; 7,3; 7,6; 7,9; 8,2
4. összehasonlitottuk a 0,1 mol/1 pH = 7,9 foszfát és 

0,025 mol/1 pH = 7,4 tris-albumin pufferes közegben 

kivitelezett reakció eredményességét
5* Tanulmányoztuk az enzimkémiai folyamat lejátszódásá­

nak hatásfokát növekvő inkubálási időknél: 0; 15; 30; 
60; 90 perc

6* Változtattuk az inkubál4s végén hozzáadott 4,5 mmol/1 

inaktiv hordozó metilhisztaminnak a reakcióelegybe 

bevitt mennyiségét : 0; 25; 50; 75; 100yul/cső
7« Végül összefoglaljuk a fenti tényezőknek a vak érté­

kekre kifejtett hatását, és bemutatjuk a blank akti­
vitásának alakulását 100 

7,0 mol/l perklórsavnak az inkubálást követő hozzá­
adásakor; és foglalkozunk a vak minták különféle elő­
kezelésének lehetőségeivel.

100 ja 1 0,4; 1,0; 2,0; 4,0;• • •

4. A jelölt metilhisztamin extrahálása és
liquid-scintillációs mérése

Az irodalomban az aktiv metilhisztamin kinyerésére 

elfogadott általános lépés a kloroformmal történő extrakció.
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Az egyes szerzők által megadott szükséges és elegendő 

kloroform mennyiöég igen széles tartományt foglal magá­
ban /lsd. 10. táblázat/ attól függően, mekkora a hisztamin 

szint a mérendő mintában.
Ismert, hogy az inkubálás során képződött metilhisztamin 

erősen lúgos közegben kb. 5О...55 % -os megoszlást mutat 
a kloroformos és vizes fázis között/18/. Mint már emlí­
tettük, a lúgos közeg egyrészt elősegiti a szerves fázis­
ba való átfutást, másrészt viszont megakadályozza egyéb 

komponensek extrakcióját•
Mivel irodalmi adatok alapján /16,74,76/ a különböző módon 

megvalósított mikromódszerek inkább szövet, mint plazma 

mérésére alkalmasak; emiatt az extrahálási műveletnél is 

Beaven /22/ által leirtak szerint jártunk el.

A keletkezett jelölt és hozzáadott inaktiv metilhisz- 

tamint tartalmazó reakcióélégyhez NaCl-dal telitett 400 /il 

5 mol/1 NaOH-ot és 4 ml kloroformot adtunk. A csöveket 
zártuk, és 2 percig vortexeztük, majd Janetzky centrifugán 

277 K-en 1 5oo g-vel 10 percig centrifugáltuk. A vizes fá­
zis leszívása után a továbbiakban NaCl-dal telitett 3,3 

mol/1 NaOH—dal mostuk, s a fentieknek megfelelően újból 
centrifugáltuk.
A szervetlen fázis teljes eltávolítása után a szerves fá­
zisból 3 ml—t Packard folyadék-scintillációs küvettába mér­
tünk be, s a kloroformot szobahőmérsékleten lefúvattuk, 

mégpedig kétféle módon:
Az irodalomban közöltek szerint az elpárologtatós mind N2-1 

mind levegő-áramban lehetséges. Kísérleteink során mindkét 
módszert kipróbáltuk, s a kapott eredményeket egymással 
összehasonlítva értékeltük.

A kloroform evapórálása után a maradékot először 0,5 

ml szolubilizálószerben /Celloszolv/ visszaoldottuk, majd 

scintillációs koktélként 9»6 ml toluolt és 4oo yUl liqui- 

fluort adtunk hozzá.
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Az utóbbi scintillátor anyag összetétele a következő volt: 

1,25 g 1,4—di-/2/5-fenil-l-oxazolil-benzol /РОРОР/ és 

loo g 2,5-difeniloxazol /РРО/ 1 1 toluolban oldva.
Ezek után mértük a minták aktivitásait Beckman folyadék- 

scintillációs berendezésben 298 K-en 10 perces mérésidő­
vel. A CPM-ben /counts per minute/értékeket a mérőberen­
dezés hatásfok-görbéjének ismeretében DPM-re /disintegra­
tions per mixelte/számoltuk át, s minden minta esetében a 

vak beütésszámával korrigáltuk.
A plazma és szövetpreparátumok hisztamin szintjét ugyan­
olyan körülmények között kezelt standardok DPM-értékei 
alapján számitógépes program segitségével számoltuk.

Az extrahálás és mé-rés során a következő tényezőket vizs­
gáltuk :

1. Az extrahálási időtől való függést tanulmányoztuk 

oly módon, hogy a mintákat 0,0; 0,5; l,o; 2,o; 3>o;
5,o percig vortexeztük.

2. A kloroform mennyiségét változtatva - 2 és 4 ml - 

néztük az aktivitások változását ugyanazon minták 

esetében.
3* Az extrahálási viszonyokat azzal is módositottuk, 

hogy kloroform helyett más szerves oldószert hasz­
náltunk: toluol, 5 és 10 ml

toluol-izoamilalkohol, 4:1 elegye, 5 és lo ml.
4. A celloszolv elsődlegesen kifejtett szolubilizáló-, 

és másodlagos quench-hatása miatt változtattuk a fo-r 

lyadék-szcintillációs koktélba bemért mennyiségét 
0,0; o,5í o,75; l»o; 1,25; 1,75; 2,o ml/lo ml koktél 
értékeket választva.

5» Különböző minőségű mérőküvettákban - üveg, műanyag - 

visszaoldott ugyanazon mintákra kapott aktivitásokat 

hasonlitottuk össze.
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Ezzel röviden áttekintettük az általunk megvalósított* 

hisztamin radioenzimatikus meghatározásának lépéseit; is­
mertettük azokat a tényezőket, amelyeket részben irodalmi 
adatok, részben pedig saját laboratóriumi tapasztalataink 

alapján szükségesnek tartottunk behatóbban tanulmányozni 
annak érdekében, hogy az enzimkémiai folyamat paramétereit 

részleteiben is megismerjük.

II. A PLAZMA-HEMOGLOBIN SPEKTROFOTOMETRIÁS MÉRÉSE

Állatkísérletek során vett vérmintáknál azt tapasz­
taltuk, hogy a hemorrhagiás shock különböző szakaszaiban, 
különösen a shock késői stádiumában vett vérminták kisebb- 

nagyobb mértékben hemolizáltak, ami a plazmában lévő hemo­
globin szint megnövekedését okozza.
A hemolizis oka a vér vörösvér-teetjeinek mechanikai, ké­
miai és energetikai okok miatt bekövetkező roncsolódása 

és szétesése.
Annak eldöntése végett, hogy vörösvértestek hemolizise 

befolyásolja-e a plazmában mért hisztamin szinteket, ugyan­
azon vérmintából hisztamin és plazma-hemoglobin mérést is 

megvalósítottunk. A hemolizist mesterséges utón kétféle 

módon idéztük elő:
1. A heparinnal levett vérmintát roncsolásos kezelésnek 

vetettük alá olymódon, hogy hőmérsékletét - 253 К és 

298 К között - többször ismételt fagyasztás-olvasz­
tással változtattuk, aminek következtében a vörösvér- 

testek nagyfokú degenerációja következett be. Az igy 

kezelt vérmintát Janetzky K-23 centrifugával 2 000 

g-vel 10 percig 277 K-en centrifugáltuk. A nagymérték­
ben hemolizált felülúszó plazmából desztillált vizzel 
higitási sort készítettünk. Kontrollként a kiindulási 
vérminta 2 000 g-vel 10 percig 277 K-en történő centri- 

fugálással kapott plazmáját használtuk mind hisztamin, 

mint hemoglobin mérésére.
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2. A kutyából vett teljes vért kontrollként ugyanolyan 

mennyiségű fiziológiás sóoldatban, illetve hemolizá- 

tumként az előbbivel azonos térfogatú desztillált 

vizbe mértük be,s ilymódon két higitási sorozatot 

kaptunk. A hemolizált vérminták plazma-hemoglobin 

és hisztamin értékeit a fiziológiás sóoldatban lévő 

kontrolihoz viszonyítottuk, összehasonlítottuk továb­
bá a mérés előtt 2 OOO g-vel 10 percig centrifugáit 

és centrifugálatlan mintákra kapott hisztamin és 

hemoglobin értékeket.

A hisztamint az előzőekben részletesen ismertetett 

radioenzimatikus, a plazma-hemoglobint pedig Martinék /31/ 

által 1956-ban leirt spektrofotometriás módszerrel mértük. 
Az eljárás lényege, hogy a plazma-hemoglobin kis 

mennyisége is meghatározható az oxihemoglobin ab­
szorpciójának mérésére visszavezetve; azonban szá­
molni, illetve korrigálni kell a bilirubin ugyan­
olyan hullámhossz-tartományban mutatott fényelnyelé­
sével. A két hullámhossz abszorbanciájárnak mértékét 
a hullámhossz függvényében a 10. ábrán tüntettük fel.

. 5 +
Ы
2
x Г\Ш

11to I'

у! !
\
\

\
\(XS
\
\
\\

\ .*\ 
ч- \

N

400 500 700 '* 
HULLÁMHOSSZ, пт

600

10. ábra
Az oxihemoglobin /---/ és a bilirubin /-----/ abszorpciós
görbéje 4oo...7oo nm hullámhossz-tartományban
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A spektrofotometriás meghatározás magában foglalja egy­
részt az oxihemoglobin 412...415 nm -en mutatott maximá­
lis abszorpciójának mérését, másrészt a bilirubin addició- 

jának kiszűrését annak ismeretében, hogy a bilirubin áú.tal 
ilyen hullámhosszon okozott abszorbancia a 455»•»457 nm 

értéknek vett maximális abszorpciójának 80 %-át teszi ki. 

Tehát ezen két /412 és 457 nm/ hullámhosszon mért extink- 

cióból a plazma-hemoglobin az alábbi módon számitható:

B412 ~ /°»8 x B457^ x г = °Kgb / mg/ml/

ahol: E - a mért extinkció
F - a készüléktől függő, előzetesen megállapított 

szorzófaktor, ami ismert totál -hemoglobint 
tartalmazó, különböző mértékben higitott vér­
mintákból mérhető, s a következő képlettel 
számítható:

*

°Hgb
F =

E415 “ /0»8 x e457/

A mérést Opton FMQ - II tipusu spektrofotométeren 

1 cm-es küvettában valósítottuk meg oly módon, hogy 0,5 ml 
plazmát vagy higitott hemolizátumot 5»0 nil fiziológiás só­
oldatba mértünk; legalább fél percig vortexeztük a hemo­
globin teljes oxigenizálódásához. 50 perc állás után fizio­
lógiás sóval szemben mértük az extinkciókat 415 és 455 nm­
en, a hemoglobin koncentrációt pedig a fenti képletek alap­
ján számoltuk.
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5» Oldott fehér.'ie-meghatározás Lowry módszerével

Mint már említ ettük, szöveti preparátumok esetében a 

blsztamin koncentráció számolását mind g—szövetre, mind 

pedig g-fehérjére elvégeztük.
Az egységnyi proteinre viszonyított hdsztamin mennyiség 

megállapításához szükséges volt a 7,9 pH-ju 0,1 mol/1 

foszfát pufferben homogenizált és a durva partikulumoktól 
centrifugálással mentesített felülBzó fehérje-koncentrá­
ciójának ismerete, amelyet spektrofotometriás mérésre 

vezetünk vissza.
A folyamat, amelyet Lowry /45/ 1951~ben dolgozott ki, 

tulajdonképpen a tirozin Folin reagenssel kiváltott szin- 

rakcióján alapul, ami a fehérjék lúgos közegü hidrolízise 

után játszódik le.

A meghatározáshoz 0,5 ml homogenizátum-felülúszóból 
indulunk ki; ehhez 5 ml reagenst adunk, melyet a következő­
képpen készítünk:

100 ml 0,1 mol/1 nátriumhidroxidban oldott 2 g/loo cnr* 

NagCO^ -hoz hozzáadunk 1 ml 1 g/loo cm^ CuSO^ -ot és 

1 ml 2 g/loo cm^ K-Na-tartarátot. Az igy előállított ol­
datot összekeverés után azonnal, de legfeljebb 24 órai. 
állásidőig használhatjuk fel.
A két komponensü összemért rendszert szobahőmérsékleten 

10 percig állni hagyjuk, majd 0,5 ml kétszeresen higitott 

Folin reagenst mérünk bele. Újabb, 50 percig tartó állás 

után 750 nm-es hullámhosszon mérjük a minták extirikcióját 

Opton FMQ II spektrofotométeren; s a bovine-serum albumin 

standard fehérje-koncentrációjára számolunk.

. /
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FELHASZNÁLT KÉMIAI ANYAGOK

1« Hisztamin meghatározás_
1. ^H—S—adenozil—Ir-met ionin

specifikus aktivitás : 5,55*1011Bq/mmol
/Amersham UK International Corporation/

2# Hisztamin—dihidroklorid /Merck/
3* Metilhisztamin; l-metil-4—/2-aminoetil/-imidazol-

hidroklorid /Serva/
4« Na2HP0^ • 12 HgO /Reanal/
5« NaH^O^ • 2 HgO /Reanal/
6. Perklórsav /Reanal/
7* NaOH /Reanal/
8. HC1 /Reanal/
9* Kloroform /Reanal/
10. Toluol /Reanal/
11« Celloszolv /Lóba Chemie/
12« Izoamilalkohol /Reanal/
13. Tris-/hidroxi-metil/-amino-metán /Reanal/
14. PPO; 2,5-difeniloxazol /Reanal/
15* POPOP; 1,4—di-/2/5-fenil-l-oxazolil-benzol /Reanal/

2. Plazma-hemoglobin meghat ár о z á s_ 

1 • NaCl /Reanal/

3* Fehér je_ meghatározás^
1. NaOH /Reanal/
2. NagCO^ /Reanal/
3. K-Na-tartarát /Reanal/
4. CuSO^ /Reanal/
5* Folin Ciocalteau phenolreagens /Merck/ 

6* Bovine—serum albumin /Reanal/
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MÉRÉSI EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK

Az előző fejezetten részletesen áttekintettük a kisér- 

letsorozatunkban alkalmazott metodikákat, azok részfolyama­
tainak lépéseit, amelyekkel a mérendő plazma- és szövetmin­
ták hisztamin szintjeit; csak szövetek esetében a protein­
koncentrációt és csak plazmára a hemoglobin értékeket meg­
határoztuk*
Ismertettük továbbá azokat a paramétereket, amelyekkel; vizs­
gálódásunk szempontjából legfontosabbaknak tartva őket; rész­
letesen foglalkoztunk.

Az alábbiakban bemutatjuk azokat az eredményeket, ame­
lyeket a hisztamin radioenzimátikus meghatározásának, illet­
ve a hozzá szorosan kapcsolódó fenti módszerek kivitelezése 

során kaptunk; s összehasonlítjuk az irodalomban közölt ha­
sonló vizsgálatok adataival*
Az inkubálás, az extrahálás és a liquid-scintillációs mérés 

kapcsán tanulmányozott és változtatott tényezők vizsgálatát 

0*.*2 000 nmol/1 koncentráció-tartományt átfogó hisztamih 

standard sorozattal valósítottuk meg oly módon, hogy Beaven 

£2/ által kidolgozott és ismertetett mennyiségeket, kon­
centrációkat vettük alapul /lsd* 10. táblázat/, amelyekből 
csak a vizsgált paraméter értékeit módosítottuk adott tar­
tományon belül; az összes többi tényezőt változatlanul 
hagyva*
Az ily módon - átlagosan ismételt méréssorozat alap­
ján optimálisnak talált, részleteiben módosított metodiká­
val valósítottuk meg helyi laboratóriumi körülmények között 

vér- és szövetminták sorozatos mérését*
Tulajdonképpen a radióenzimatikus módszert plazma hisztamin 

szintek meghatározására vezettük be; szövetekre csak a ké­
sőbbi kutatások során alkalmaztuk; ami a reakció kivitele­
zésében nem, csak a szövetek szükséges előkezelésében vetett 

fel uj problémákat, amit a fejezet végén ismertetünk*
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I. A HISZTAMIN RADIOENZIMATIKUS MEGHATÁROZÁSÁNAK 

VIZSGÁLT PARAMÉTEREI

1. Az izolált enzimmel folytatott vizsgálatok
eredményei

A patkány veséből - a metodikai részben ismertetett 

eljárás szerint - általunk izolált enzim Lowry /45/ mód­
szerével meghatározott fehérje tartalma átlagosan 10,4 

mg/ml volt; szemben a Shaff és Beaven /69/ által ugyanilyen 

módszerrel előállított preparátum 22 mg/ml -es protein­
koncentrációjával /lsd. 5» táblázat/.
Az eltérés feltehetően az állatok korával, súlyával, faj­
tájával; illetőleg a kivitelezés során alapvetően fontos 

homogenizálás hatásfokával értelmezhető.
Fenti okok miatt a szerzők szerint az egy izotópos eljárás 

enzimkémiai reakciójára optimálisnak talált 50_szeresen 

higitott enzim méréseink során hatástalannak bizonyult 

/12. ábra/.
A preparált enzim azon mennyiségének megállapitására, 

amellyel a vak értékek még nem növekednek meg jelentősen, 

de már a legnagyobb koncentrációjú mintákra is kellő hatás­
fokkal lejátszódik a reakció az ihkubálás időtartama alatt; 

vizsgálatunkhoz minden esetben lo-lo /il végső térfogatú 

enzimet mértünk be higitatlan, illetve különböző mértékben 

higitott formában.
A mérések eredményeit, az egyes enzim mennyiségekkel kapott 

aktivitásokat /БРЦ/ a 11. táblázatban tüntetjük fel.
Külön táblázatban /12.táblázat/ szemléltetjük a kalibrá­
ciós tartomány felső határán, a 2 000 nmol/1 koncentrá­
ciójú hisztamin-standardra kapott aktivitások változását, 

későbbiekben preparált enzimmel kivitelezve.



11. táblázat
Az aktivitásértékek alakulása a patkányveséből izolált enzim mennyiségének 

változása következtében 0 2 000 nmol/1 hisztamin koncentráció-tartományban• • •

BEÜTÉSSZÁM /РРМ/ABSZOLÚT
ENZIMMÉ 

higitatlan /ni/

HISZTAMIN
/nmol/1/

N N У I S É G 

higitott /lo yul/minta/

20 15 10 2x lox 25x2ox

21 006 20 595
12 484 14 996
18 784 

21 112 

29 425 

51 438 

132 078 

161 429 

171 721

15 186
3 005
4 235 

6 512
16 493 

36 493 

155 309 

316 627 

409 690

12 053 7 659 6 4817 771oyo
1,0
5,0

610
15 596 

17 035 

28 922 

42 568
110 641
111 665 

146 644

3 4-27 

7 830 

14 042 

29 577 

103 333 

252 277 

308 759

1 864 

3 295 

12 575 

21 603 

62 901 

123 779 

226 365

lo 425
5o 1 128 

2 684 

18 005 

31 120 

50 383

loo 2 540 

5 936 

11 689 

18 179

5oo
looo
2ooo
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11. ábra
A vak értékek növekedése az enzim mennyiségének

függvényében

03

0.2

0.1 ■

12. ábra
A standard minták DPM 

értékei különböző 

enzim-mennyiségeknél 
20/11 /А/; 15/11 /В/; 
10/Xi /С/; 2x /D/; 

lQx /Б/; 20x /F/\
25x /G/ higitott 

enzim

->

HISZTAMIN.nmol/l1500
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12. táblázat
A DPM értékek változása 2.10^ mol/1 hisztamin koncentráció­
nál különböző enzimmennyiség hatására

AKTIVITÁS /DPM/
BLANK

ENZIM
MINTA

Higitatlan /д1/
20 817
15 565
16 560

20 178 026 

295 291 
256 560

15
10

Higitott /bemérés: 10 jal/
19 109

5 975
6 110 

4 619 

4 615 

4 400 

4 087

250 515 

146 510 

105 820 

107 402 

77 424 

51 606 

27 406

2x
lQx
15x
20x
25x
50x
50x

I

ÍO“^Í5 20O 1 5
ENZIM.pl

15. ábra
A DPM értékek változása az enzim-mennyiség függvényében 
adott /2.10^mol/l/ hisztamin koncentrációnál
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Az adatok közül külön értékeljük a változó enzim-mennnyi- 

ségekkel kapott vak értékek és a standard sorozat értékei­
nek alakulását«
A rendszer enzimkoncentrációját növelve higitatlan enzim­
mel /10, 15» 20 pl / extrém módon megnő a blank értéke 

/11« ábra/, ami jelentősen lecsökkenti az érzékenységet, 

ugyanis a standardok esetében igen alacsony /1«.«10 nmol/1/ 

tartományban irreálisan magas beütószámok adódnak; mig 

nagy/1000...2000 nmol/1 / hisztamin koncentrációknál az 

enzim fölös mennyisége nem elősegiti, hanem gátolja az 

enzimkémiai reakció lejátszódását, ami vagy telitési gör­
bét eredményez,/12« ábra/; vagy mint a 12« táblázat ábrá­
zolt adatai mutatják, maximum után csökkenés következik be 

az aktivitásokban /13* ábra/«
Irodalmi adatok szerint /18,22/ a blank minták akti­

vitásának tetemes megnövekedését okozhatják,többek között, 

a reakciótérbe bevitt, és a ^H-SAM /ill« dupla-izotópos 

módszernél ^C-SAM is/ jelenlétében fokozottan aktiválódott
enzim el nem reagált mennyiségének a fölös SAM-mal alkotott 

termékei, amelyek a jelölt metilhisztaminnal együtt aka­
dálytalanul jutnak át az extrahálás folyamán a klóroformos 

fázisba«
Ezt bizonyitja az is, hogy tapasztalataink szerint az ilyen 

térfogatú enzimet tartalmazó mintákról a kloroform evapo- 

rálása után , az edény falán csapadékos kiválás marad visz- 

sza, ami a beütésszámok nem-lineáris alakítása mellett - 

mint a koktélban lévő idegen fázis - még a liquid-scintil- 

lációs mérés pontosságát ts csökkenti«
A 10 pl higitatlaty illetve a különböző fokú higitott enzim­
mel le játszatott reakcióban, az eredmények szerint, a fent 

részletezett zavaró effektusok egyre kevésbé érvényesülnek, 

amit a vak értékek lényeges csökkenése, és az egyre nagyobb 

koncentráció-tartományban érvényesülő linearitás jelez« 

Ugyanakkor 20-szoros és ennél nagyobb higitás már az enzim 

mennyiségét annyira lecsökkenti, hogy az aktivitások lénye-
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gesen visszaszorulnak, ugyanakkor a vak értékek csak 

minimálisan változnak, ami azt eredményezi, hogy 1 

nmol/1 koncentráció tartományban nem lehetséges a hiszta- 

min szintek kimutatása, mivel a standardokra kapott DPM 

értékek beleesnek a vakra kapott szórás tartományába.
Magas koncentrációknál pedig az enzim mennyisége nem 

elegendő a reakció kvantitatív lejátszódásához.
Legalkalmasabbnak a 10-szeresen higitott preparátum 

bizonyult, ugyanis ekkor a reakcióelegy 1 yUl enzimet tar­
talmaz mintánként, ami megegyezik Shaff és Beaven /69/ 

által optimálisnak talált bemért mennyiséggel.
Báj? ezen enzim-koncentrációnál a vizsgált koncentráció­
tartomány felső határának környezetében a standardok 

aktivitásának értékei alatta maradnak a több enzimet tar­
talmazó minták értékeinek; mégis ezt a higitást kell 
ideálisnak tekintenünk, mert mind alacsony, mind pedig 

magas hisztamin szintek kimutatására alkalmas, lineari- 

tást mutat; ami a számolást nagymértékben megkönnyiti 
/14. ábra/.
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14. ábra
A patkány veséből izolált, 10-szeresen higitott enzim 

jelenlétében felvett kalibrációs görbe
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Másrészt pedig - mint már emlitettük a vak értékek növe­
kedésének lehetséges okait vizsgálva)nem szükségszerűen 

reálisak a higitatlan enzim 10, 15, 20 jul-nek jelenlétében 

kapott lényegesen nagyobb beütésszámok, ugyanis a reakció­
térben lévő, részben az enzimmel, részben pedig a későb­
biekben a plazma -, illetve szövetmintákkal bevitt igen 

magas fehérjemennyiség számos keresztreakciót adhat, ami 
részlegesen megakadályozhatja a hisztamin kvantitatív 

metilálódását•

2* A pufferkoncentráció csökkenésének
hatása a mérés pontosságára

Mint minden enzimkémiai reakció, úgy a hisztamin 

metilálásának folyamata is igen szigorúan függ attól, 

hogy milyen közegben, milyen pH-n játszódik le, s milyen 

erős a pufferközeg stabilizáló hatása a reakcióelegyben* 

Ennek kapcsán először a pufferkoncentráció változtatásá­
nak hatását tekintjük át.

A hisztamin radioenzimatikus meghatározása során a 

kutatók nagyobb része a Na-foszfát pufferes közeget vá­
lasztja, mégpedig a puffer koncentrációját 0,1 mol/1 

értéknek véve.
McDonald /51/ folytatott vizsgálatokat arra vonatkozóan, 
hogyan változnak az aktivitások, ha ugyanazon mintát 

csökkenő pufferőitságú közegben reagáltatjuk; mégpedig 

a 7»9 pH-jú foszfát puffer töménységét 0,1; 0,05; 0,01 

mol/1 értéknek véve.
Eredményei szerint a koncentráció csökkenésével jelentő­
sen megnő a mintára kapott beütésszám /lsd. 8.táblázat/, 

amibő az enzimaktivitás fokozódásával értelmez.
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Nem részletezi viszont, vajon a vak értékek hogyan alakul­
nak ilyen beavatkozás következtében*

Ennek eldöntése, illetve eredményeinek reprodukálása 

végett olyan kísérleteket folytattunk, amelyekben a pH 

7,9 foszfát puffer koncentrációját 0,1; 0,01; 0,001 mol/1 

értéknek vettük, és lejátszattuk a reakciót pufferolatlan 

desztillált vizes közegben és fiziológiás sóoldatban is. 

Eredményeink - amelyeket a ÍJ. táblázat foglal össze - 

megegyeznek McDonald adataival. Valóban, ahogyan csökken 

a puffer koncentrációja, úgy nö az aktivitások értéke 

adott hisztamin standard esetében; de csak egy bizonyos 

koncentrációig; attól kezdve alatta marad az erősebben 

pufferőit közeg értékeinek /15* ábra/.
Ez a határ a mi körülményeink között 100 nmol/1 hiszta­
min értéknek adódott, ahol a beütésszámok szinte teljesen 

megegyeznek:

0,1 mol/1 foszfát pufferrel 
0,01 mol/1 foszfát pufferrel 
0,001 mol/1 foszfát pufferrel

68 797 DPM 

68 057 DPM 

67 401 DPM

E fölötti tartományban viszont 0,01 és 0,001 mol/1 

puffer koncentrációnál, már nem elegendő a közeg stabi­
lizáló hatása a hieztamint tartalmazó rendszerek standard 

körülmények között történő tartásához /16* ábra/.
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15* táblázat
A Na-foszfát puffer / pH = 7,9 / koncentrációjának 

hatása az enzimkémiai reakció lejátszódására

REAKCIÓ KÖZEG
FIZ.SÓ

HISZTAMIH 

/ nmol/1 / PUFFER /nmol/1/ 
0,01

DESZT.
0,1 víz0,001

7 432” 13 7550,0 19 17814 398 15 572

1.0 1 220 

2 459 

9 562 

14 459 

20 797 

96 325 

152 254 

255 428

5 492 

7 789 

15 955 

24 387 

55 957 
76 278 

83 003 
108 622

1 006 

6 021 

16 724 

43 310 

67 410 

83 627 

94 069

5,0
10 1 887 

10 610 

16 911 

36 129 

52 722 

72 595

50 18 132 

76 597 

114 576 

160 918 

201 554

100
500
1000
2000

” DPM értékek

5
CL

? 3
Ю

TO'mol/lZ
5s
N
1Л

DESZT VlZI 2
P
Ш
5

* __ 1Ó* mol/l 
Ю''то(/1

___-FIZ SO
1 -

5Ó0 2000
HISZTAMW.nmol/l

ЮОО I

15• ábra
Az aktivitás értékek változása a hisztamin koncentráció 

függvényében különböző minőségű pufferközegben
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16. ábra
Az aktivitások 

alakulása különböző 

kémiai közegben 

hisztamin: 10 /А/; 

50 /В/; 100 /С/;
500 /D/i 1000 /Е/; 
2000 /Р/ nmol/1

I

1

PUFFER, той

Fiziológiás só és desztillált viz esetén alacsony, 1 

nmol/1 hisztamin értékeknél egyáltalán nem tudtunk válto­
zást kimutatni, ugyanis puffer nélkül a módszer szenziti- 

vitása jelentősen lecsökken.
A fiziológiás sóval végbemenő reakció aktivitásai végig 

alatta maradnak bármely más közegü, ugyanolyan hisztamin 

koncentrációra kapott beütésszámoknak; mig desztillált 

vizben a detektálás alsó határa / 50 nmol/1 / fölötti 

mintákra ugrásszerűen megnövekedett, irreálisan magas 

aktivitásokat kapunk, aminek nyilvánvaló oka, hogy a 

rendszer az enzimkémiai reakció kvantitatív lejátszódása 

szempontjából teljes mértékben instabil; sőt ezzel magya­
rázható a 0,1 mol/1 foszfát puffernél kevesebb puffert 

tartalmazó reakcióelegyek részlegesen megnövekedett 
aktivitás értéke is.

10• • •
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Számottevően módosulnak a közeg ionerőssége változásának 

hatására a blank értékek is, mégpedig a pufferkoncentráció 

csökkenésével két—, sőt háromszorosára emelkednek /17«ábra/* 

Ez szintén arra utal, hogy kevésbé vagy egyáltalán nem puffé­
rőit közegben a reakció lejátszódásában olyan zavaró, gátló 

tényezők és anyagok jutnak előtérbe, amelyek jelentősen le- 

csökkentik az inkubálási folyamat és az extrakció eredmé­
nyességét.

5
a. j.. a z

о

1-t-

О
в о Q1001 005A

PUFFER. mol/I

17. ábra
A blank minták aktivitásainak változása a pufferközeg 

minőségétől függően; desztillált viz /А/, fiziológiás 

só /В/, foszfát puffer 0,1 , 0,01 , 0,001 mol/1
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3» Különböző pH - értékeken végbemenő enzimkémiai
reakció eredményessége

Nemcsak a puffer koncentrációja, hanem az optimális 

pH értékének eltolódása is oka lehet annak, hogy az enzim- 

kémiai reakció nem a kívánt mértékben és módon játszódik le.
Irodalmi adatok szerint /16, 18, 22, 78/, a foszfát 

puffer optimális pH-ját a reakció kimenetele szempontjából 
7,9 értéknek tekintik, azonban egyes szerzők /76/ vélemé­
nye, hogy 7*4- pH-ju pufferközegben is ugyanolyan eredmé­
nyességgel megy végbe a hisztamin metilálódása.

Kísérleteink során az in vitro biológiai folyamatokra 

nézve igen széles, 7,0.•.8,2 pH-tartományban végeztük el 
a méréseket, mégpedig a 0,1 mol/1 koncentrációjú puffer 

pH-értékeit 7,0; 7*3» 7,6; 7,9» 8,2 értéknek vettük. 

Eredményeink alapján,különösen,csökkenő pH-értékkre,a vak 

mintákra kapott aktivitások ugrásszerű emelkedése jelzi a 

termékek minőségi megváltozását és mennyiségi eltolódását 

az enzimkémiai reakcióban:

pH-értékek : 8,2 7,6 7,5 7,0
: 6 585 4 638 12 377 15 764 19 267

7,9
DFM

A számadatok szerint, illetve grafikus ábrázolás alapján 

/18, ábra/ nyilvánvaló, hogy legelőnyösebb a 7,9 pH-n 

kivitelezett reakció; ami nemcsak a vak, hanem az egyes 

mintákra kapott aktivitásokból is kitűnik.
7,6
gált koncentráció-tartomány felső határáig igen jó egyezést 
mutatnak /19* ábra/, a vak értékeitől eltekintve; mig az 

alacsonyabb / pH = 7,0» 7,5 / pH-коп a vakra kapott DPM 

további növekedése mellett megszűnik a hisztamin kvanti­
tatív kinyerése, illetve csak 1000 nmol/1 és annál maga­
sabb koncentrációknál közelit! meg az előző mintákat, de 

azok értéke alatt marad.

8,2 pH-tartományban a standardok beütésszámai a vizs-• • •
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Ugyanakkor közel 50 nmol/1 koncentrációig nem-specifikusán 

megy végbe az enzimkémiai reakció /14«táblázat/. 

r A pH=7,0 értéken lejátszódó folyamatra is hasonló jellem- 

■ zők érvényesek alacsony hisztamin szinteknél; ugyanakkor 

magas koncentrációknál az aktivitások jóval a reális 

szint fölé ugranak', ami a reakcióelegyben lévő anyagok 

nyilvánvalóan más kémiai termékeinek megjelenésére utal.

14. táblázat
A 0,1 mol/1 koncentrációjú foszfát puffer 

pH-változásának hatása a reakció kimenetelére

AKTIVITÁSOK /DEM/HISZTAMIN 

/ nmol/1 / pH- értékek
8,2 7,9 7,6 7,07,3

6 585 4 6580,0 12 377 13 764 19 267

2 367
6 973 
6 722
7 412 

11 659 

36 593 

67 914
100 315

1 524 

3 761 

5 505 

7 297 

9 877 

29 253 

52 241 

94 889

1,0 3 918 

6 782
4 565 
6 524

20 802 

46 49I 

58 884
101 019

4 888
5 547
6 138 

12 111 

17 331 

43 939 

83 633
157 З15

3 362
4 150 

6 411
5 216 

10 549 

29 186 

60 945
76 147

5,0
10
50
100
5OO
1000
2000
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5 /о.
о
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О

15

10

5

:

О >70 82 pH7.3 7376

18. ábra
A vak értékek változása a pH -függvényében

I
pH-7.0? 15

О

5
2
Ni pH-76 

ipH-a2 
'pH-79

£ 10
d
Ш
5 ‘pH*73I

5
á'
Г
'o
1

О
2ÖÍ5Ö *

HISZTAMIN. nmof/l
О 1000

19. ábra
A 0,1 mol/1 foszfát puffer különböző pH-értékein 

kivitelezett enzimkémiai reakció kalibrációs
görbéi

ч
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4. Különböző minőségű és összetételű pufferek
alkalmazása az enzimkémiai reakcióban

A pufferközegre vonatkozó adatok és eredmények közül 
eddig a koncentráció és pH-kérdését érintettük.
A foszfát pufferen kivül Taylor /76/ és munkatársai vizs­
gáltak más közegben, konkrétan tris-albumin közegben le­
játszódó hisztamin metilálási reakciót.
Kísérleteik során alkalmazott pufferek adatai:

pH-érték koncentráció
/ mol/Í7

puffer

Na-foszfát 

tris-albumin
7,9 0,1
7,4 0,025

Emellett a tris-albumin puffer tartalmazott még 0,12 mol/1 

NaCl-, 0,005 mol/1 KC1-, 6.10”^ mol/1 MgC^-ot és Bovine- 

serum albumint 0,30mg/100 ml koncentrációban.
Az irodalmi részben bemutattuk a két pufferrel kivi­

telezett reakció összehasonlitó ábráját /8. ábra/, amelyen 

látható, hogy alacsony hisztamin szinteknél nincs; de 

magas koncentrációknál már lényeges aktivitásbeli különb­
ség van a két közeg között a foszfát puffer javára.
Ez a puffer pH-га vonatkozó vizsgálataink alapján nemcsak 

a puffer minőségével, hanem 7,4 pH-értékével is értelmez­
hető /lsd. 14.táblázat/.
Az általuk leirt /76/ tris-puffeitkomponenseiből össze­
állítottuk, s a méréseket paralell módon valósítottuk meg 

úgy, hogy ugyanazon koncentrációjú standardokat reagál- 

tattunk a két eltérő minőségű közegben.
A kapott eredmények /15»táblázat és 20. ábra/ meg­

egyeznek fenti szerzők adataival, vagyis a foszfát puffer 

reakcióközegü enzimkémiai folyamat termékeinek aktivitá­
sai átlagosan nagyobbak az egész koncentráció-tartomány­
ban; emellett a vak mintára kapott érték pedig jóval ala­
csonyabb, mint tris-albumin puffer esetén.
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15о táblázat
Foszfát pufferben / 0,1 mol/1, pH= 7,9 / és tris- 

albumin pufferben / 0,025 mol/1, pH=7,4 / végbemenő 

enzimkémiai reakciók közti különbségek

AKTIVITÁSOK /DFM/ 
FOSZFÁT PUFFER

HISZTAMIN 

/ nmol/1 / TRIS PUFFER
0,0 8 8966 385

1,0 1 542
2 582 

3 409 

6 025
12 293 

36 769 

55 607 

105 747

1 741 

3 089 

3 959 
6 234 

11 292 

25 666 

48 734 

92 717

5,0
10
50
100
5OO
1000
2000

5

**
o
T—

2
5
2
Ni

X
=!
ш
5 5

0
0 2000

HISZTAMIN .nmol/l
1000

20. ábra
Különböző pufferközegben kivitelezett enzimkémiai reakció 

DH értékei ; foszfát puffer /О/, tris-albumin puffer /•/
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5* Az enzimkémiai reakció hatásfokának függése
az irikubálás idejétől

Beaven /18/ részletesen vizsgálta a hisztamin radio- 

enzimatikus meghatározása során a 310 K-en végbemenő 

ihkubálás idejének befolyását a reakció eredményességére. 
Megállapította, hogy a metilhisztamin képződése spontán 

módon, az enzim-SAM keverék hozzáadásakor pillanatszerüen 

mintegy 20 %-Ъап lejátszódik; 90 perc reakcióidő alatt 

pedig több mint 95 %-os a konvertálódás /lsd. 6.ábra/.

Erre vonatkozó kísérleteink során а ЗЮ К-es víz­
fürdőn megvalósított ihkubálásnál a 90 perc teljes időre 

kapott értékeket mi 100 %-ob átalakulásnak vettük; s en­
nek százalékában fejeztük ki az egyes reakcióidőkhöz 

tartozó, addig átalakult mennyiségeket*
Beaven eredményeit /18/ a nulla perces inkubálásra, vagyis 

az enzimreakció pillanatnyi lejátszódására vonatkozóan, 
sikerült reprodukálnunk* Az általa megállapított 20 %-os 

metilálódás a mi körülményeink között hisztamin koncent­
rációtól függetlenül átlagosan 21,6 %-nak adódott.
A különböző időtartamig reagáltatott, majd a továbbiakban 

azonos módon extrahált mintákra kapott aktivitásokat a 

16* táblázatban mutatjuk be*
Az egyes reakcióidőkre adódó átlagos átalakulási 

százalékokat , a 90 perces inkübálás eredményeit 100 %- 

nak véve,az alábbiakban foglaljuk összes

0 10 15 20 30 40 60 90Idő /perc/

Átalakulás /%/ : 21 79 1006855
Beaven 75 85 9520 ' 45 60
/átalakulási %/
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16. táblázat
Az enzimkémiai reakcióban keletkezett aktiv metil- 

hisztamin DPM értékeinek változása az inkubálás
időtartamával

А К T I V I T Á S /РИД/HISZTAMIN 

/ nmol/1/ INKUBÁLÁS IDŐTARTAMA /perc/
15 300 60 90

4 429 5 566 5 755 6 856 7 882
697 2 551 3 163 4 098 4 499
852 3 815 4 678 5 030 5 919

2 098 4 360 6 594 7 768 10 959
3 068 11 483 12 750 13 70S 17 057
6 229 18 571 18 049 20 868 29 914

25 687 52 645 55 141 71 545 91 044
40 860 78 086 95 405 105 212 128 356
48 52I IO9 848 I3I 196 138 961 19О 611

0,0

1,0
5,0
10
50
100
5OO
1000 

2000 „

1

i 2f
О
?'о
2
5

.60
30NJ

со
X
=! 15'
- 1

o 2000 *
HISZTAMIN . nmol/l

Wöő0

21. ábra
Az aktivitás értékek változása a hisztamin koncentráció 

függvényében konstans inkubálási /310 К/ időknél



66

60 perces reakcióidő alatt a kiindulási hisztamin mennyi­
ségnek már mintegy 80 %-& metilhlsztaminná alakul. __
Ez alapján érthetővé válik, hogy néhány szerző /76, 78/ 

megelégszik J10 K-en 60 percig tartó ihkuhálással; sőt 

Suhramanian /74/ csak 15 perces reakcióidővel dolgozik, 

ami pedig csak átlagosan 55 %-os konvertálódást eredmé­
nyez. A kutatók többsége azonban a 90 perces metilálás 

mellett döntött, mely idő alatt az enzimkémiai folyamat 

szinte teljes mértékben lejátszódik.
A 21. és 22. ábrán szemléltetjük az aktivitások 

változását konstans időtartamoknál a hisztamin koncent­
ráció; illetve adott hisztamin értékeknél az idő függ­
vényében. Mindkét görbe telitési jellegű, ami megegyezik 

Beaven /18/ által leírtakkal; másrészt bizonyítókul szol­
gál arra, hogy a hisztamin enzimkémiai reakciója, melynek 

során metilhlsztaminná alakul át, a reakcióidő növeked- 

tével egyre csökkenő reakciósebességgel éri el a végső, 
szinte egyensúlyi átalakulási százaléknak tekinthető 

termék-koncentrációt.

6*0 90 IDŐ. PERC30

22. ábra
A DPM értékek növekedése az inkubálás időtartamával konstans 

hisztamin koncentrációknál ; 10 /А/, 50 /В/, 100 /С/, 500 /D/
1000 /Е/, 2000 /Е/ nmol/1
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Nemcsak a standard, hanem a vak minták aktivitás­
növekedésének görbéje is hasonló lefutást mutat /25.ábra/: 

és a 90 perces inkubálási időnél kapott érték /7880 DPM/ 
százalékában kifejezve az alábbi eloszlást mutatja:

Idő /perc/ 

Aktivitás . /DPM/ 
Átalakulás/%/

0 15 30 60 90
4 429 5 366 5 755 6 856 7 882

56 68 73 87 100

A minták 0 perces reakcióidejéhez tartozó átlagos 21,6 %-os 

hisztamin átalakulás a blank értékekre több mint 50%» s 

az idő függvényében éppen emiatt lényegesen kisebb mérték­
ben emelkedik.
A növekedés oka, irodalmi adatok szerint /18,22,31/» hogy 

a reakcióelegyben lévő, általában fehérje természetű anya­
gok a fölös mennyiségű ^H-SAM-mal olyan jelölt reakció­
terméket alkotnak, amely az extrahált szerves fázisba jut­
va az aktivitást kisebb-nagyobb mértékben megnöveli.

I
?

idő re fíÍ

23. ábra
A blank minta aktivitás értékeinek változása a 

reakcióidő függvényében
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6. A reakcióelegybe bevitt inaktiv hordozó
metilhisztamin hatása

Beaven /18/ és Murray /52/ részletesen elemzik az 

inkubálás végén a reakciótérbe bevitt inaktiv hordozó 

metilhisztamin szükségességét, mely kétféle módon segiti 
elő az aktiv metilhisztamin kvantitatív kinyerésének 

további lépéseit#
Egyrészt - fölös mennyiségben lévén - megkönnyíti a 

kloroformos fázisba történő extrahálás lehetséges maxi­
mális hatásfokának elérését; másrészt pedig megakadályoz­
za a jelölt metilhisztamin üvegfelülethez való adszorpció­
ját. Ez utóbbival munkánk során nem kellett számolnunk, 
mivel a kísérleteket polipropilén csövekben végeztük, 

amelynek felületén adszorpció nem jön létre.
Az egész metodika folyamén egyetlen üvegfelülettel érint­
kezik az anyagunk, mégpedig a liquid-scintillációs mérés­
hez használt küvettában. Az erre vonatkozó kísérleteinket 

a későbbiekben ismertetjük.
Térjünk vissza a carrier-ként hozzáadott inaktiv 

metilhisztamin fontosságára. Kísérletsorozatunkban ugyan­
olyan reakciókörülményeknek kitett mintákhoz az inkubálás 

végén különböző mennyiségben bevitt hordozóval kapott 

eredményeket a 17» táblázatban foglaljuk össze, melynek 

adatai alapján megállapíthatjuk, hogy alacsony hisztamin 

koncentráció-tartományban / 1...5 nmol/1 / sem a túl kis 

/0...25 ;ul/, sem a túl nagy /100jul/ térfogatú hordozó 

metilhisztamin nem hatásos, ugyanis első esetben nincs 

elegendő mennyiségben jelen az aktiv metilhisztamin 

extrahálásának elősegítéséhez, mig az utóbbi esetben az 

optimális fölött lévő mennyisége visszaszorítja a kis 

koncentrációjú minták aktiv termékének kinyerését.
A vizsgált hisztamin tartomány további standardjai­

ra kapott aktivitásokat szemlélve, a következő megállapítá­
sokat tehetjük;
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Inaktiv 'metilhisztamin nélkül és 25 >ul hordozó 

hatáséira, ugyanazon minták beütésszámai 5 

hisztamin koncentráció-tartományban nem-lineáris módon 

változnak; ez alatti hisztamin értékek pedig egyáltalán 

nem mutathatók ki«
Magasabb koncentrációjú standardokra a metilhisztaminnal 
nem kezelt minták aktivitásai átlagosan kisebbek a hordo­
zót tartalmazókénál; a koncentráció-tartomány felső hatá­
ránál pedig ugyanúgy nem érvényesül a linearitás, mint 
alacsony hisztamin szinteknél«
25 Jül inaktiv hordozó jelenlétében közepes értékeknél 
a nagyobb mennyiségben /50» 75 hl/ hozzáadott mintáké­
val közel azonos DPM értékeket kapunk, azonban 500 nmol/1 

fölötti hisztamin szintekre a hordozó mennyisége nem ele­
gendő /24. ábra/«
Optimálisnak tekinthető az 50 és 75 /ul -ben bevitt metil- 

hisztamin tartalom /17* táblázat/, ugyanis a két sorozat 

értékei nem különböznek számottevően egymástól, és a ma­
gas hisztamin szinteknél is lineáris összefüggést adnak.

10 nmol/1• • •

További munkánkban az 50 /il térfogatot választottuk, 

amivel már kellő mértékben biztosított az aktiv termék 

kinyerése; ugyanakkor a vak értéke szignifikánsan alacso­
nyabb a többi esethez képest*

Hordozó //ol/ : 0 . 25 50 _ 75
Aktivitás /DFM/íl3 666 7 1ЗО 6 268 11 764 14 985

100

A vak értékek ilyen jellegű változása nemcsak a hordozó 

jelenlétére vagy hiányába vezethető vissza /24« ábra/, 

hanem oka lehet a 0,8 mol/1 HCIO^ - ben oldott hordozó 

savas közegének hatása is«
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Irodalmi adatok szerint /18, 22/ a perklórsawal leállí­
tott reakció megakadályozza az inkubáJLás során képződő 

azon nem-ionos, nem-illékony radioaktiv anyagnak a kloro- 

formos fázisba jutását, amely a metilhisztaminhoz hasonló 

megoszlási faktort mutat a két /vizes- szerves/ fázis 

között; és amely jelentősen megnöveli a vak értékét. 

Tulajdonképpen mi összevontuk a két bevitt reagenst, 

ugyanis az inkubálás végén az 5 mol/1 NaOH hozzáadása 

előtt)a reakciótérbe adagolt hordozó metilhisztamin 

egyrészt előnyösen befolyásolja az extrahálás kimenete­
lét, másrészt pedig egyúttal biztosítja az inkubálás 

perklórsawal történő leállítását.
Ennek hiányával magyarázható a hordozót nem tartalmazó 

sorozat igen magas blank értéke.
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24. ábra
A DPM értékek alakulása különböző inaktiv hordozó­
mennyiség függvényében konstans histamin szinteknél; 

10 /А/, 50 /В/, 100 /С/, 500 /D/, 1000 /Е/, 2000 /F/ 

nmol/1 hisztamin koncentráció
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17» táblázat

Különböző hordozó metilhisztamin térfogatot tartal­
mazó reakció-elegyekkel kapott aktivitás értékek

AKTIVITÁ S /РРМ/HISZTAMIN
/nmol/1/ INAKTIV METILHISZTAMIN /}il/

0 10075
7 150 6 26813 666 14 98511 764

2 156 

3 226 

6 377 

27 435 

36 009 

66 614 

101 480

0,0
1 961
2 459 

6 362
29 539 

35 323 
69 813 

93 703

1,0
5 401 

7 286 

22 803 

44 283 

69 507 

84 045

6 972 

9 968 

22 854 

32 184 

70 545 

79 071

5,0
10 308 

22 239 

40 128 

54 484 

75 094

10
50
100
500
1000

!

5
HORDOZ0.pl7525 50О

25. ábra
A vak értékek változása az inaktiv hordozó metil­
hisztamin térfogatának függvényében

J \ '1£
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7* A vak értékek csökkentésére irányuló kísérletek

Az előző hat pontban áttekintettük azokkal a para­
méterekkel folytatott vizsgálatainkat, amelyeket fontos­
nak tartottunk a reakcióelegy JIO K-en történő inkübálás 

hatásfokának, illetve az enzimkémiai reakció kvantitatív 

végbemenetelének szempontjából.
Minden részletnél kitértünk a vizsgált tényezőnek a vak 

értékek alakulására kifejtett hatására; és nemcsak a 

standard sorozatra kapott eredményeket, hanem a blank 

mintára adódó aktivitásokat is ugyanolyan jelentőségű­
nek tekintettük az optimális mennyiség, idő, 

állapításához /lsd. 11,17,18,25»25* ábra/.
Fentieken kivül az alábbiakban bemutatunk még néhány 

olyan egyedi mérést, illetve méréssorozatot, amelyek ki­
fejezetten ennek tanulmányozására szolgálnak.
Kísérleteink egy részében az inkübálás befejezése után, 
az inaktiv hordozó metilhisztamin hozzáadása előtt,a 

blank és a 2500 nmol/1 hisztamin koncentrációjú mintákat 

100 

kezeltük.
Tapasztalataink szerint a vak értékek ennek hatására nem 

változtak szignifikánsain, ugyanakkor a hisztamin standard­
ra növekvő savkoncentrációval, egyébként azonos körülmé­
nyeknek alávetett minták beütésszáma a kezeletlenhez képest 

mintegy.a felére csökkent. Ugyanis a reakcióelegy kémhatá­
sának fokozatos eltolódását a savas pH-értékek felé a 

szintén perklórsavban oldott hordozó metilhisztamin még- 

inkább fokozza, amit a következő metodikai lépést jelentő 

5 mol/1 NaOH-os kezelés csak kisebb-nagyobb mértékben tud 

kompenzálni.
Feltehetően ez okozza az aktivitás értékek ilyen jelentős 

csökkenését, ugyanis a hisztamin a vizes fázisból kvanti­
tatív módon csak lúgos közegben extrahálódik a szerves 

fázisba.

meg-• • •

100 /ul különböző koncentrációjú perklórsawal• • •
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18. táblázat
A vak értékek és adott koncentrációjú /2 500 nmol/1/ 

hisztamin aktivitás értékeinek megváltozása az 

inkubálást követő perklórsavas kezelés hatására

ÁKTITHiS /ЛШ/HC104 

/то1/1/ VAK MINTA HISZTAMIN STANDARD

0,0 5 235
6 072 

5 622 

5 975 

5 644 

5 324

212 976 

126 321 

198 835 

177 611 

I54 953 

IO5 354

0,4
1,0
2,0
4,0
7,0

A következőkben különféleképpen előkezelt vak minták­
kal próbálkoztunk, mégpedig: enzim nélküli vakj reagens- 

vak; forditott vak, ami az előbbitől annyiban különbözik, 

hogy az ihkübálás végén 20 д1 vizsgálandó mintát adunk a 

vakhoz, s a reakciót azonnal leállitjuk.
Ezen kivül inaktivált enzimet vagy plazmát, és inaktivált 

enzimet és plazmát tartalmazó vak mintákat is reagáltat- 

tuhk. Az inaktiválás 333 

dőt jelentett.
A mérések eredményeit a 19» táblázat tartalmazza. Az ada­
tok azt mutatják, hogy ч a reagens-és forditott-vak között 

nincs különbség. Érthető módon az enzim nélküli mintára az 

aktivitás lecsökken - esetünkben kb. 50 %-kal -, ami arra 

utal, hogy a blank beütésszámának körülbelül a fele az 

enzim komponenseiből; mig másik fele az aktiv metil donort 

tartalmazó ^H-SAM-ból tevődik össze.

343 K-en 5 percig tartó vizfür-• # •
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Említésre méltó, hogy az inaktivált, egyúttal deproteini- 

zált enzim - ^H-SAM keverékével lefolytatott reakcióban 

lényeges emelkedés /10 344 DEM/ tapasztalható« Ugyanerre 

a szintre ugrik meg az aktivitás /9 292 DPM/, ha emellett 

még az enzimreakció végén hozzáadott plazmái is inaktivált« 

A bekövetkező növekedést mégsem a plazma okozza — hanem az 

enzim - SAM inaktiválódás ugyanis kezeletlen enzimet és 

inaktivált plazmát tartalmazó vak mintákra a reagens-vakkal 
megegyező aktivitások adódnak«

19* táblázat
Különböző összetételű blank minták aktivitásának

ö s sz ehasonlit ása

AKTIVITÁS /DEM/MINTA

7 816 

7 808 

5 331 

7 828 

10 344 

9 292

Eeagens-vak
Eorditott-vak
Enzim nélküli vak
Inaktivált plazmával 
Inaktivált enzimmel
Inaktivált enzimmel 
és plazmával
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Röviden összefoglálva az eddigieket, megállapíthatjuk, 

hogy a hisztamin enzimkémiai reakciójában szerepet játszó 

komponensek optimális megválasztása mellett igen fontos a 

vak értékek minimalizálása, ugyanis ez nagymértékben meg­
növeli a módszer érzékenységét, ugyanakkor a zavaró effek­
tusok megszüntetése nagymértékben lecsökkenti á kimutatható 

hisztamin szint alsó határát, ami főleg vérminták esetében 

rendkívül fontos a reális és meglehetősen alacsory hisztamin 

tartalom megállapításához.

8. A kloroformos extrahálás idejétől való
függés vizsgálata

Az ihkubálást követő, nem kevésbé fontos metodikai 
lépés az enzimkémiai reakcióban keletkezett aktiv termék 

kinyerése, amihez az irodalmi adatokat követve /22/, 

extraháló szerként 4 ml kloroformot választottunk.
Viszont nem állnak rendelkezésűnkre eredmények arról, 

vajon az extrahálási idő befolyásolja-e és milyen módon 

a szerves fázisba jutott termék mennyiségét; ezért kísér­
leteinkben ugyanazon standard sorozatot különböző ideig 

vortexeztük /0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0 percig/, ahol a 

0 perc csak kézi rázást jelent.
A folyadék scintillációs mérések eredményeit egymással 
összehasonlítva 20. táblázatunkban foglaljuk össze. 
Alacsony, 1
a rövid /0; 0,5; 1,0 perc/ extrahálási idő is elegendő 

ahhoz, hogy az aktiv metilált termék az extrahálási 
faktornak megfelelő megoszlást mutasson a két fázis kö­
zött; mig ennél magasabb , hisztamin szinteknél legalább 

2,0 perces vortexezésre van szükség ahhoz, hogy a metil- 

hisztamint kvantitativ mennyiségben kinyerjük.

10 nmol/1 hisztamin koncentrációknál már• • •
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20. táblázat
A vortexezés időtartamának hatása a kloroformos 

fázisba extrahált metilhisztaminra

■AKTIVITÍS /ТШ/HISZTAMIN 

/ nmol/1/ extrahAlási idő /perc/
1,0 2,0 5,00,5 5,00

5,0 1 040
2 056 

8 580
12 914 

51 476
72 428

2 070 

5 168 

12 884 

32 885 

20 628 

85 756 117 435 115 911

2 358 

2 507 

9 479 

15 569 

55 927 

76 9.85
99 887 106 545 114 850 143 441 130 627

2 13О 

2 576 

21 136 

52 523 

95 757

1 496 

5 120 

10 716 

15 579 

52 503 

71 212 

97 407

4 226
13 278
18 594 

20 557 

88 IO7

10
50
100
5OO
1000
2000

Ezen minták mindegyike tartalmazott inaktiv hordozó metil- 

hisztamint, ami irodalmi adatok /18,52/ és saját tapasztala­
taink alapján is megkönnyiti a kloroformos fázisba való át­
jutó st.
Érdekes, hogy az 5 perces extrahálási idő magasabb hisztamin 

szinteknél / 1000
termék kinyerését, vagyis ebben a tartományban az idő függvé­
nyében ábrázolt beütésszámokra - adott hisztamin koncentrá­
cióknál - lefelé hajló görbét kapunk /26.ábra/.
A 27* ábrán feltüntetett aktivitások hisztamin-függése alap­
ján a 2 perces extrahálási időt választottuk további kisér- 

leteirikhez, amelynél már a vizsgált koncentráció-tartomány 

felső határán is megfelelő beütésszámokat kapunk; és kivite­
lezés szempontjából is viszonylag könnyen megoldható.

2000 nmol/1 / visszaszőritja az aktiv• « •
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26. ábra
A DPM értékek alakulása 

az extrahálási idő 

függvényében; 10 /А/,
50 /В/, 100 /С/, 500 

/D/, 1000 /Е/, 2000 

/Р/ nmol/l hisztamin 

koncentrációnál

4-О IDŐ.PERC2 4

1
i

О
?

5 27• ábra
A DPM értékek alaku­
lása a hisztamin 

koncentráció függvé­
nyében adott 

extrahálási időnél

pш5
I

15

10

V
HISZTAMIN nmol/l
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Az optimális extrahálási idő megállápitásakor itt sem 

hanyagolható el a vak értékek változásának figyelembevétele. 

Bár nagy különbség az egyes számadatok között nincs, kivéve 

az 5 perces időtartamot /21. táblázat/, ahol az előbbiekhez 

képest szignifikáns emelkedés mutatható ki.

21о táblázat
A vak minták beütésszámainak változása az 

extrahálás időtartamával

AKTIVITÁS /РРМ/
/perc/

HISZTAMIN
/nmol/1/ IDŐEXTRAHÁLÁSI

5.00 0,5 1.0 2.0 5,0
10 612 9 572 10 405 9 561 12 059 16 9710,0

A blank minták közel azonos aktivitás értéke arra utal, hogy 

a zavaró anyagok átfutása a szerves fázisba pillanatok alatt 

lejátszódik, amit az aktiv metilhisztamin növekvő mennyisé­
gének extrahálódása sem szőrit vissza.

Ezzel kapcsolatosan próbálkoztunk előzetesen vizzel 
telitett kloroform - mint extraháló szer - használatával. 

Fizikai-kémiai adatok szerint a kloroform vizzel való ele­
gyedése 0,5507 cm^/100 cm^ viz. Mivel extrahálásunk körül­
ményei között a szeíves-vizes fázis aránya 8:1, ami irodal­
mi eredmények /18/ alapjául optimális arány a termék kinye­
rése szempontjából.
Mégis számolnunk kell azzal, hogy a vizes fázis kisebb- 

nagyobb térfogata teliti a kloroformos fázist, és az inku- 

bálás során keletkezett aktiv és inaktiv anyagok is ily 

módon a szerves fázisba jutnak, s onnan centrifugáúLással 
sem távolithatók el.
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Ez részben magyarázata lehet a hosszú, ötperces extrahálási 
időre magas hisztamin szinteknél kapott csökkenő beütés­
számoknak is. Erre vonatkozó kísérleteink során azonban 

szignifikáns különbséget a vizet tartalmazó és vízmentes 

kloform között kimutatni nem tudtunk.
Mivel az extrahálást követő lépés a kloroform adott 

térfogatának /3 ml/ levegőáramban történő lefuvatása, ami 
ilyen nagymennyiségű szerves anyag esetén rendkívül idő­
igényes; megpróbáltuk az extrahálószert ennek felére csök­
kenteni. Azonban azt tapasztaltuk, hogy ez a térfogat nem 

elegendő az aktiv metilhisztamin kinyerésére, ugyanis 

következetesen alacsonyabb aktivitás értékeket kaptunk, 

az érzékenység pedig lecsökkent. Erre vonatkozó eredménye­
inket a 22. táblázatban és 28. ábrán mutatjuk be.

22. táblázat
A kloroform mennyiségének hatása az extrahált aktiv 

termék beütésszámainak változására

AKTIVITÁS /РИД/HISZTAMIN
/nmol/1/ KLOROFORM /ml/

2.04.0
0,0 7 386 9 406

1 1421,0
3 409 

10 903 

55 862

1 955 

4 508 

35 975

10
100
500
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28• ábra
Különböző térfogatú kloroformmal extrahált minták 

aktivitásának változása

HISZTAMIN . nmol/l

Máj? érintőlegesen utaltunk a szerves fázisba került 

aktiv termék további kezelésére, vagyis a nátrium-hidroxid- 

dal történő kétszeri mosás és centrifugálás után a 3 ml 
kloroform lefuvatására. Erre azért van szükség, mert ezen 

anyag a folyadék-szcintillációs mérésnél már kis mennyi­
ségben is quench-hatást fejt ki, és emiatt az aktivitások 

igen rossz hatásfokkal vagy egyáltalán nem detektálhatok. 

Azonban az evaporálás hosszadalmas és nehézkes művelet;
illetve számolnunk kell azzal, hogy ebben a lépésben az 

aktivitások egy része elvész, amit azonban hordozó metil- 

hisztamin hozzáadásával és kb. csak 10 15 percig tartó 

kloroform lefuvatással szinte teljes mértékben megakadá­
lyozhatunk.
A rendelkezésünkre álló irodalmak szerzőinek egy része

• • •

ezt a műveletet indifferens ^-gázzal, más része pedig 

levegőárammal végzi.
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Mivel laboratóriumunkban a nitrogéngáz csak palackokban 

állt rendelkezésünkre, az egyre növekvő számú minta pedig 

jelentős mennyiségű nitrogént igényelt; próbálkoztunk a 

levegővel való elpárologtatóssal, amit egyszerűen hajszárító 

hideg légáramával valósítottunk meg elszívó fülke alatt.
Azt tapasztaltuk, hogy a két megvalósítás között lényeges 

eltérés nincs /23- táblázat/. így a továbbiakban a ké­
nyelmesebben és főleg gyorsabban kivitelezhető levegő­
árammal történő kloroform-evaporálás mellett döntöttünk.

23. táblázat .
A nitrogén- és levegőárammal elpárologtatott minták 

aktivitás értékeinek összehasonlitása

HISZTAMIN
/nmol/1/

NITROGÉN L EY E G ő

2 411X 

4 О53
10 237
24 693 

72 97О 

76 771 

128 366

5,0 .4 597 
8 I52 

15 506 
22 979 

71 860 

73 755 

126 496

10,0
50
100
5OO
1000
2000

x DPM értékek
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9» Egyéb szerves extrahálószerek alkalmazásának
lehetősége

Az extrahálást követő kloroform elpárologtatás eset­
leges kiküszöbölése céljából, megpróbáltunk más lehetséges, 
és a kloroformhoz hasonlóan hatásos oldószert keresni az 

aktiv termék kinyeréséhez.
A legkézenfekvőbb lett volna a liquid-stintillációs koktél 
toluol-alapanyagának alkalmazása, hiszen ebben az esetben 

az extrahált minta minden egyéb beavatkozás nélkül köz­
vetlenül mérhető lett volna. Azonban a toluol nagy - 5 és 

10 ml - térfogata sem volt megfelelő erre a célra, vele 

ugyanis a vak értékek és a hisztamin standardokra kapott 

beütésszámok szinte megegyezőek voltak, ami arra enged 

következtetni, hogy az aktiv metilhisztamin egyáltalán 

nem, vagy-csak igen kis koncentrációban kerül át a szer­
ves fázisba. Helyette döntően a beütésszámot megnövelő 

szennyező aktiv termékek extrahálódnak.
Beaven /16/ 1982-ben közölt egyik legújabb mikromódszer- 

nek tekinthető eljárása során - amivel az irodalmi rész­
ben részletesen foglalkoztunk - 500 /ul 1:4 arányú izo- 

amilalkohol-toluol elegyet ajánl extrahálószerként.
Mivel módszere mikroméretekben kivitelezve főleg a nagyobb 

hisztamin-tartományokban reprodukálható; ezért növeltük 

a szerves fázis mennyiségét - a csak toluolhoz hasonlóan - 

5 ill. 10 ml-re úgy, hogy a rendszerben a két komponens 

aránya az általa leirt optimális százalékú legyen /20:80/.

Azonban a fenti változtatás ellenére sem kaptunk 

mintáinkra kielégítő eredményt. Ugyanis nemcsak a blak-ra 

kapott aktivitások ugrottak meg számottevően, hanem a 

standardsorozatra kapott értékek is, mégpedig a hisztamin 

koncentrációjától függetlenül szinte azonosak voltak 5 ml 
extraháló elegy hatására; sőt a magasabb koncentráció felé 

haladva lecsökkent 10 ml szerves közegü kezelésre:
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/

10Hisztamin : 0
/шю1/1/
Beütésszám: 19 833 67 201 60 6О5 25 941 16 123 11 227

/СЕМ/

100 500 100050

Hasonló tapasztalatokat szereztünk a leirt mikromódszer ki­
próbálása során is, ami az általunk kivitelezett Metodiká­
hoz képest csak az extrahálás lépésétől kezdve jelent kü­
lönbséget. Azonban az izoamilalkohol-toluol elegyónek 

500/il-vel sem az egyszeri, sem pedig azismételt extrahálás 

nem vezetett eredményre; mindkét esetben a magas vak érté­
keken túl a különböző mintákra adódó aktivitás értékekben 

semmilyen tendencia nem volt megfigyelhető.

10. Az aktiv termék folvadék-scintillációs
mérése

A kloroform lefúvatását a küvettában szárazon maradt 
és a scintillációs koktélban visszaoldott termék aktivitá­
sának mérése követte.
Kezdetben ezzel kapcsolatosan problémáink voltak, ugyanis 

az üveg falához részben adszorbeállódott anyagot a toluol 
nem volt képes ekvivalens mennyiségben oldani, igy az 

aktivitás értékei nem mutattak linealitást a teljes kon­
centráció-tartományban .

Ezen zavaró effektus kiküszöbölésére először a 

szolubilizáló hatással biró celloszolvban visszaoldottuk 

a maradékot, majd ezt követően vettük fel a scintillációs 

koktélban.
Ebben az esetben is meg kellett határoznunk celloszolvra 

nézve az optimális mennyiséget; mivel ezen anyag nemcsak 

szolubilizál; hanem erős quench-hatást is kifejt, ami a 

|2> -sugárzás detektálásának hatásfokát, ezzel a mérés pon­
tosságát erősen lecsökkenti /24.táblázat és 29» ábra/.
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24» táblázat

A folyadék—scintillációs mérés hatásfokának változása 

növekvő szolubilizálószer /celloszolv/ hatására

HATÁSFOK: 0,0 0,5 0,75 1,0 1,25 1,5 2,0
/%/

TÉRFOGAT: 55,0 48,6 47,5 45,5 44,1 43,2 40,9
/ml/

A kísérletek során úgy tapasztaltuk, hogy már 0,5 ml 
celloszolv hozzáadása elegendő ahhoz, hogy a legnagyobb 

mennyiségű aktiv terméket is szolubilizálja, ugyanakkor vele 

kb. 50 %—os mérési hatásfok érhető el, igy ezt vettük kísér­
leti munkánkban optimális térfogatnak, 

összehasonlításképpen a 25« táblázatban bemutatjuk a 

szolubilizáló ágenst nem, illetve optimális mennyiségben 

tartalmazó standardok aktivitásai közötti különbséget, ami 
szemléletesen bizonyltja a celloszolv pozitiv hatását.

29. ábra

A folyadék-scintillációs 

mérés hatásfokának vál­
tozása a celloszolv 

térfogatának függvényében

1 ■*

0 A
CÉL LOS20 L V ,m|
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25• táblázat
A standard mintákra kapott aktivitások celloszolv 

nélkül, illetve 50Qd^ celloszolv hozzáadásakor

AKTIVITÁS /РРМ/HISZTAMIN
/nmol/1/ CELLOSZOLV TÉRFOGATA /ml/

0,0 0,5
5 0130,0 6 028

7 271 

11 541 

13 820 

35 907 

97 263 

110 007

5 738 

14 447 

37 933 

55 434 

115 424 

150 220

10
50
100
500
1000
2000

Nem lenne szükség szolubilizálószerre, s az üvegfelü­
leten bekövetkező esetleges adszorpció is teljes mértékben 

kiküszöbölhető lenne; ha a méréshez alkalmas müanyag-kür- 

vetta állna rendelkezésünkre« Éppen -ezért ugyanazon soro­
zatunkat mind üveg-, mind pedig müanyag-küvettában vissza­
oldva lemértük, s azt tapasztaltuk, hogy a minták aktivi­
tásában számottevő eltérés nincs*
Azonban a müanyag-küvetta hátránya, hogy csak egyszeri 
használatra alkalmas, ugyanis a dekontamináló mosogatás 

után is tetemes aktivitás mutatható ki benne.
Amig a csak koktélt tartalmazó használt üveg-küvetta 

beütésszámai - átlagosan 30««»50 CFM - alig haladják meg 

a háttér értékét /20 СРМ/; addig a mosogatott müanyag- 

küvettában ezres nagyságrendű beütésszámok maradnak.
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11. Szövetminták előkezelésére vonatkozó
tapa sz talataink

Mint máj utaltunk rá, szöveti homogenizátumok a plaz­
mához képest sem újat, sem pedig nehézséget nem jelentet­
tek a mérés tekintetében; csupán azt kellett eldöntenünk, 
vajon az egyes szerzők által leirt /18,51,74/ bemérés 

előtti ^5 K-en 5 

lést közbeiktatjuk-e, vagy pedig a homogenizátum felül- 

úszójából közvetlenül viszünk be 20 /il térfogatot a 

reakcióelegybe.
Emiatt az általunk vizsgált szövetek mind előkezelt, mind 

pedig kezeletlen formájával lejátszattuk az enzimkémiai 
reakciót, melynek eredményeit a 26. táblázat mutatja. 

Plazmára vonatkozóan vannak tapasztalataink arról, hogy 

az ilyen jellegű deproteinizálás ugyanazon minta aktivitá­
sát közel tizedrészére lecsökkenti:

10 percig tartó vízfürdőn való keze-• • •

normál plazma 

fehérjement esitett plazma 704- DPM
8 100 DPM

Szövetek esetében is - ugyanúgy mint plazmára - lecsökken 

az aktivitás előzetes deproteinizálás hatására, s emiatt 

a mintákat a továbbiakban fehérjementesités nélkül, csak 

homogenizálás és centrifugálás után reagáltattuk.
A 26. táblázat adataiból kitűnik, hogy a kétféle módon 

előkészített minták közül csak a szív, mellékvese, pankreas 

mintáinál olyan különbség a két eljárás között, ami a depro- 

teinizált bemérésekre magasabb hisztamin koncentrációt ered­
ményez, mint a nem-előkezeltekre.
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26., táblázat
Ugyanazon szövetminták hisztamin szintjei homogenizálás, 

illetve homogenizálás és deproteinizálás után

HISZTAMIN /nmol/g/ 

HOMOGÉNT ZÁIZT
MINTA

DEPROTEINIZÁLT

máj
szív
ileum
jejunum
tüdő
mellékvese
vese-kéregállomány
vese-velőállomány
lép
izom
pankreas

57,74
17,64
4,24
4,33

57,47
4,96
5,70

10,19
4,72
6,06
8,95

45,14
27,26
2,41
1,33

17,44
9,68
2,56
3,63
1,62

16,11

Szövetekkel kapcsolatosan mégegy lényeges metodikai 
változásról, mégpedig Taylor /78/ által kidolgozott mikro- 

módszer /lsd*10.táblázat/ próbaméréseinek eredményeiről 
kell beszámolnunk. Ez, az alapjaiban is szövetekre leirt 

mikromódszer a következő módosításokat jelenti:
l./Az inkubálás végén nem adunk perklórsavban oldott 

inaktiv hordozó metilhisztamint a rendszerbe, hanem 

csak 2,4 mol/1 perklórsavat, ami a reakció leállítá­
sára szolgál«

2«/Az extraháló kloroform mennyiségét 400 /il térfogatra 

csökkentjük, amiből 200 /il-t viszünk át a mérőküvet- 

tába.
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Ugyanazon standard-és szövetmintákkal párhuzamosan kivi­
teleztük az általunk addig alkalmazott és Taylor módszerét.
A folyadék-scintillációs méréssel kapott eredményeket a 

számitott hisztamin koncentrációkra vonatkozóan a 27» táblá­
zat és a 50. ábra oszlopdiagramjai mutatják.
A mikromódszerrel adódó átlagosan 40 %-kal kisebb hisztamin 

szinteket okozhatja mind a hordozó metilhisztamin hiánya, 

mind pedig a tizedrészére csökkentett kloroform-térfogat. 

Mindamellett ezen módszer továbbfejlesztett változata al­
kalmas lenne szöveti hisztamin tartalmak meghatározására, 
mivel lényegesen rövidebb idő alatt, kényelmesebben és 

kevesebb munkaráfordítással kivitelezhető.
Mérési tapasztalataink alapján megállapíthatjuk,hogy ezen 

mikromódszer a plazmában lévő igen kis koncentrációk ki­
mutatására nem alkalmazható. .í, ,

27» táblázat
Beaven és Taylor módszerével meghatározott hisztamin 

szintek különböző szövetmintákra

HISZTAMIN /nmol/g/
TAYLOR

MINTA
BEAVEN

3,80

9,95
137,59

84,99
6,27
9,06

5,05
18,47

218,93

139,74
10,81
17,68

izom

lép
máj
tüdő

pitvar

kamra
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Ezzel röviden áttekintettük a hisztamin radioenzima- 

tikus módszerének tanulmányozása és laboratóriumunkban tör­
ténő bevezetése során azon vizsgált paraméterekkel kapott 

eredményeinket, amelyek lényeges hatással vannak az inkübá- 

lás, az extraháZLás és a folyadék-scintillációs mérés pon­
tosságára.

A továbbiakban a munkánk során alkalmazott egyéb, 
de a hisztamin koncentrációkkal valamilyen módon kapcsola­
tos mérésekkel kapott eredményeket szeretnénk röviden ösz- 

szef oglalni.



90
t

II. A PLAZMA-HEMOGLOBIN MEGHATÁROZÁSOK EREDMÉNYEI

A kutyákon létrehozott hemorrhagiás shockos folyamat­
ban, különösen az shock késői szakaszában, a vérmintákban 

kisebb-nagyobb fokú hemolizis volt megfigyelhető.
A 4 kPa-га levéreztetett altatott állatok közül a kísérlet 

közben vagy kevéssel utána exitált állatoknál ez anagyobb; 
mig a túlélőknél kisebb mértékben jelentkezett.
A spektrofotometriás plazma-hemoglobin meghatározással a 

két csoportra kapott eredményeket a 51. ábra szemlélteti, 

ahol a mintákat a shock különböző stádiumában vettük le.
Az exitált állatok magasabb plazma-hemoglobin értékei, 

amelyek a keringésben in vivo körülmények között beálló 

zavarokra is utalnak, indikátorai lehetnek a shock sú­
lyosságának.

ö
E
c

z50
5

N

X

25

0
MINTA8641 2

51• Ábra
Exitált /•/ és 48 órán át túlélő /о / állatok 

plazma-hemoglobin értékei a shock különböző
szakaszában
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Bizonyított, hogy a teljes vér a plazmánál nagyság­
rendekkel több hisztamint tartalmaz, ami a legújabb 

irodalmi adatok szerint átlagosan 504 - 72 nmol/1 /16, és 

2. táblázat/. Totál vér mérésekor mi átlagosan 216 nmol/1 

hisztamin értéket tudtunk kimutatni.

Célunk volt a vörösvértestek roncsolódása és szétesése 

miatt hemolizált vérmintákban lévő plazma-hemoglobin és 

hisztamin koncentráció viszonyának megállapitása; és annak 

eldöntése, hogy a shock folyamata miatt a keringésben be­
állott természetes eredetű hemolizis hogyan befolyásolja 

az állatkísérletek során vett vérmintákból meghatározott 
hisztamin szinteket.
Az in vitro módon létrehozott hemólizátumokból párhuzamo­
san megvalósított spektrofotometriás hemoglobin és radio- 

enzimatikus hisztamin meghatározás eredményeit ugyanazon 

vérminta hemolizálatlan plazmájához viszonyítottuk. 

Vizsgálatainkhoz a koncentrációváltozások minél pontosabb 

követése végett olyan shockos kutyától vett vér- illetve 

plazmával dolgoztunk, amelyben a hisztamin kiindulási 
koncentrációja meglehetősen magas volt, átlagosan 29*3 

nmol/1 ; igy a sorozatban a legnagyobb fokú hígításnál is 

detektálható hisztamin szintet kaptunk.
A 32. ábrán feltüntetett mérések eredményei alapján el­
mondhatjuk, hogy az in vitro körülmények között létre­
hozott hemolizis magas plazma-hemoglobin koncentrációk­
nál. sem okoz jelentős hisztamin növekedést, sőt a görbék 

azt jelzik, hogy a desztillált vizes hemolizis nem növeli, 

hanem éppen csökkenti a plazma-hisztamin mért értékét, 

vagyis a kapott koncentrációkkal a keringésben reálisan 

meglévő hisztamin tartalmat alulbecsüljük.
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A hisztamin értékek 

változása a plazma- 

hemoglobin /ШВ/ 

koncentrációjának 

függvényében; 
fiziológiás só /•/, 

desztillált viz /0/, 

a két érték különb­
sége /Д/

N
t/)
x 40

30

20

IO

0
HG&nmot/l .

A fiziológiás sóval és desztillált vizzel higitott 

teljes vérminták mért hisztamin tartalmának különbsége 

egyenessel ábrázolható, melynek pontjai a higitás mérté­
kének növekedtével lineárisan csökkennek.

A másik módon - tehát többszöri olvasztás-fagyasz­
tással roncsolásnak kitett teljes vér - hemolizált min­
tákra a 32. ábrán a desztillált vizzel kezelttel azonos 

lefutású görbét kaptunk.
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III. A FEHÉRJE-MEGHATÁROZÁSOK EREDMÉNYEI

Mint az előző fejezetben szó volt rólat a Lowry /45/ 

által kidolgozott spektrofotometriás proteinkoncentráció 

meghatározást kiBérletsorozatunkban két alkalommal hasz­
náltuk. Egyrészt az izolált hisztamin-N-metiltranszferáz 

enzim fehérjemennyiségének mérésére; másrészt pedig össze- 

hasonlitottuk a szöveti hisztamin szinteket egységnyi 
tömegre, illetve egységnyi fehérjére vonatkoztatva.
A sorozatos méréseket az állatkisérletek során vett váz­
izom, lép, máj, tüdő, balpitvar és balkamra minták esetén 

végeztük el, mivel azt tapasztaltuk, hogy az eltérő minő­
ségű szövetek eltérő hatásfokkal homogenizálhatók. Ugyanis 

a rostosabb aryagok /izom, pitvar, kamra/ sejtjei a 

"puhább”, főleg kötőszöveti állományú mintákhoz képest 
kevésbé roncsolódnák, aminek következménye, hogy belőlük 

a hisztamin sem szabadítható fel teljes mértékben; ez 

pedig a mért koncentrációkban a valóban meglévőkhöz vi­
szonyítva kisebb szintet jelent.
Az egyes szövetmintákra meghatározott fehérje-koncentráció­
kat a 28., a kétféle módon számolt eredményeket pedig a 

29» táblázatban tüntettük fel.
Tíz állat esetében végeztünk paralell tömeg és fehérje­
koncentráció meghatározást minden szövetmintára. Az ered­
mények előzetes elképzeléseinket igazolták, ugyanis a 

könnyen homogenizálható lép, máj, eredményei igen jó 

egyezést mutatnak, mig a többi esetben a g-szövetre vonat­
koztatott hisztamin érték átlagosan 50«•«50 %-kal alatta 

marad a g-fehérjóre kapott szinteknek, ami a visszamaradó 

partikulumokban lévő fel nem tárt hisztamin-mennyiségből 
adódik.
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28. táblázat
A vizsgált szövetminták átlagos fehérje-koncentrációi

FEHÉRJE /g/l/MINTA
5.30 

12,50
9,90
6,50
4,85
5.31

Izom
Lép
Máj
Tüdő
Pitvar
Kamra

29• táblázat
Szöveti hisztamin értékek egységnyi tömegre és egységnyi

fehérjére számolva

SZINT 

nmol/g fehérje
HISZTAMIN 

nmol/g szövet —MINTA

11,34
12,67

127,19
113,43.
32,88
29,25

5,66
10,53

131,62
71,28
16,85
15,47

Izom
Lép
Máj
Tüdő .
Pitvar
Kamra

Eredményeink megadásában az egységnyi tömegre vonatkoz­
tatott adatokat választjuk a szövetmeghatározásokkal fog­
lalkozó irodalmi eredményekkel való összehasonlíthatóság 

miatt; ugyanis a szerzők többsége általában g-szövetre 

számitva közli eredményeit.



95
I

ÖSSZEFOGLALÁS

Munkánk során kísérleteket folytattunk a több mint 

tíz évvel ezelőtt kidolgozott,, és azóta számos szerző 

által /16,18,22,31,69,74,76,78/ részleteiben módosított 
radioenzimatikus hisztamin meghatározás laboratóriumunk­
ban való bevezetésére; olyan módszer megvalósítására, 
amely kísérleti munkánk során sorozatos plazma- és szövet­
minták mérésére alkalmas.

Ennek kapcsán irodalmi, történeti áttekintést adtunk 

a hisztamin felfedezéséről és izolálásáról /20,28,29,30,77/» 

ismertettük a hisztaminnak az emberi és állati szervezetben 

in vivo módon végbemenő keletkezését és metabolizálódásának 

lépéseit /19,26,36,38/*
Eészletesen foglalkoztunk a két különböző tipusu 

— Hx és Hg - receptoron /10,55,56/ ható hisztamin farmako­
lógiái hatásaival, különös tekintettel azokra a folyama­
tokra, amelyek további, hemorrhagiás shockos állatkísérle­
teinkben fontos szerepet játszhatnak /6,25,40,63,79/*

Rávilágítottunk a hisztaminnak a különféle gyulladá­
sos, allergiás, hiperszenzitiv reakciókban kifejtett hatá­
saira /8,58/; a hisztamin különböző sejtekből és szövetek­
ből történő f elszabadulásának, ezáltal a keringésbe való 

bejutásának /23,53,65/ következményeire.
Utaltunk a klinikumban való fontosságára /34,42,47/, 

azokra az in vivo és in vitro körülmények közötti kutatá­
sokra, amelyeknek célja, hogy a hisztaminnak a szervezetben 

olykor letális szintre megnövekedett mennyiségét alkalmas, 

receptorokon ható és Hg antagonistákkal /11,41,68,81/ 

blokkolni tudják.
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Éppen a hisztamin számos patofiziológiás folyamatban 

betöltött fontos szerepe miatt merült fel az igény a vér­
ből, vizeletből és szövetekből történő kvantitatív meg­
hat ár о zá sáira.
Az irodalmi részben alapjaiban áttekintettük az erre vo­
natkozó metodikai módszereket; elemeztük a kezdetben 

egyedülálló bioassay, a később kidolgozott fluorimetriás 

/43,44,72/ és számos más próbálkozás /35*73/ előnyeit és 

hátrányait a kvalitatív és kvantitatív meghatározások 

pontosságára és szenzitivitására; összehasonlításképpen 

a legújabb és jelenleg legérzékenyebb radioenzimatikus 

hisztamin kimutatással, amely rövid idő alatt tért hódí­
tott az előző metodikákkal szemben*

Specifikus enzimkémiai reakción - a hisztamin adott 

körülmények között végbemenő metilálódásán - alapuló mód­
szer in vitro körülmények közötti megvalósitása lényegesen 

kisebb hisztamin szintek kimutatását teszi lehetővé, igy 

alkalmassá vált arra, hogy az emberi és állati szervezet 

bármely minőségű anyagából /vér, vizelet, szövetek/ a 

hisztamin koncentrációt és annak bekövetkező mennyiségi 
változását követni tudjuk; igy lehetőséget nyújt az egyes 

patofiziológiás folyamatok részleteinek megismerésére, és 

a szükséges gyógyitó klinikai beavatkozásra.

Célunk volt ezen módszer paramétereinek, részfolya­
matainak részletes tanulmányozásával olyan kivitelezést 

megvalósítani, amely alkalmas,érzékeny és reprodukálható 

sorozatos kísérleti munkánk vér- és szövetmintáinak méré­
sére.
A hosszadalmas, bonyolult metodikájú radioenzimatikus 

hisztamin mérés három fő fizikai, kémiai lépésének,
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úgymint a metilhisztamin képződését eredményező inkubálási 
folyamatnak; az aktiv termék szerves fázisba való extrahá­
lásának és liquid-scintillációs mérésének /61/ azon kémiai 
anyagmennyiségeit, fizikai-kémiai paramétereit vizsgáltuk, 

amelyeket legfontosabbnak véltünk a reakció eredményességé­
nek, kellő hatásfokkal történő lejátszódásának és kvantita­
tív termékképződésének szempontjából.

Ezek közül - az inkubálás során - döntő jelentőségű­
nek találtuk a hisztamin-N-metiltranszferáz enzim és az 

aktiv metil donort tartalmazó ^H-S-adenozil-L-metionin 

optimális mennyiségének; továbbá a kémiai reakció leját­
szódását biztositó inkubálás időtartamának; és az aktiv 

metilhisztamin extrahálását elősegítő és üvegfelületen 

bekövetkező adszorpcióját gátló inaktiv hordozó metil­
hisztamin hozzáadott térfogatának megválasztását.

A fizikai-kémiai tényezők optimális mennyiségének, 
konstans és ideális reakciókörülményeknek a megteremtése 

elősegíti a módszer érzékenységét jelentősen meghatározó 

vak /blank/ értékek minimalizálását is, aminek hatására 

a kimutatható legkisebb hisztamin koncentráció 1 

értékre csökkenthető.
5 nmol/1• • •

A szerves fázisú /kloroform/ extrahálási műveletnél 
igen lényeges az extraháló közeg azon mennyiségének bizto­
sítása amellyel a metilhisztaminnak a vizes-szerves fázis 

közötti maximális megoszlási hányadosa /18/ biztosítható, 

ez ugyanis a termék átlagosan 50...55 %-os kinyerését ered­
ményezi, optimális extrahálási idő mellett.

Az aktiv termék liquid-scintillációs méréséhez nem
elhanyagolható a koktélba bevitt szolubilizálószer jelen­
tősége, amely biztosítja a homogén fázis kialakítását, 

ugyanakkor meggátolja a metilhisztamin üveghez valŐ adszorp­
cióját is, amely egyébként a radioaktivitás egy részének
elvesztését okozza.



98

A mérés során figyelemmel kell lennünk a kellő hatásfokú 

detektálásra, a quench-hatások kiküszöbölésére, amit okoz­
hat - többek között - a szolubilizáló ágens túl nagy meny- 

nyiségének jelenléte a rendszerben.

. összefoglalóan megállapíthatjuk, hogy a radioenzima- 

tikus hisztamin meghatározás módszerének kidolgozására és . 
laboratóriumi körülmények között történő beállítására 

vonatkozó vizsgálatainkkal; az egyes paraméterek, fizikai­
kémiai és reakciókinetikai tényezők optimális megválasz- . 
tásával sikerült olyan standard reakciókörülményeket terem­
tenünk, amelyek között kutyákon végzett állatkísérleteink 

során vett vér- és szövetminták mérése reprodukálható és 

reális értékeket eredményez.
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