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BEVEZETES

Tudomanyos érdeklddésiink és kutatasaink k&zép-
pontjadban a VER-AGY GAT jelensége &all; azoknak a
mechanizmusoknak a megfejtésén faradozunk, amelyek
a vérben keringd kiilonb6zd anyagok szamara az agy
felé a szelektiv permeabilitast biztositjak és fenn-
tartjak. A vér-agy gaton, mint sziirén keresztiil nem-
csak az agy tapanyagokkal vald ellatasa valdsul meg:
ez a rendszer az idegsejtek védelmét is ellatja,
pl. a vérbe keriilt toxikus anyagok kizarasaval.

Jelen munkaban a vér-agy gat funkcidéinak kuta-
tasa szamara egyik lehetséges kisérleti modellt ki-
vanjuk bemutatni: ismertetni az agykéregbdl izolalt
és tisztitott kapillaris /hajszalér/ frakcidval vég-
zett biokémiai és hisztokémiai kisérleteink eredmé-
nyeit. Valasztadsunkat az indokolta, hogy a kapilla-
risok a vér-agy gat funkcidiban az elsddleges, k&z-
vetlen szlird szerepét toltik be a vér és az agysej-
tek kozdHtt. Az altalunk vizsgalt biokémiai jelensé-
gekbdl - azzal az engedménnyel, hogy a cellularis és
szubcellularis frakciondléds ugyan nem 6vja meg a
vizsgalt szodvet fizikai és ezzel egylitt fizioldgiai
épségét, de alapjaban véve alkalmas in vitro rend-
szerrel dolgozunk - kovetkeztetéseket kivanunk le-
vonni az agyi kapillarisok endothel sejtjeinek sze-
lektiv permeabilitisat szabalyozé molekuldris mec-

hanizmusokra vonatkozdlag.



Vizsgdlatainkban kiilénts figyelmet szenteltiink a
hisztamin hatdsmechanizmusanak. Ez az anyag a reti-
kuloendotelialis rendszer egyik ismert aktivatora. A
szdvetekben, igy az agyban is valdszinilileg nagy szere-
pe van a hajszalerek miikédésében, hiszen kdztudott,
hogy a gyulladadsok soran, barmi legyen is azok kivaltéd
oka, az 8démak kifejlddését a hisztamin lokalis fel-
halmoz6dasa eldzi meg. Az 6déma kifejlddésének egyik f£0
oka pedig a hajszalerek permeabilitasanak megvaltozasa
illetve kérosodééa kell legyen.

Vizsgdlatainkban felhasznaltuk azckat az ujabb
adatokat, amelyek révén ismertté valt a hisztamin re-
ceptorok jelenléte a sejtek membranjaiban, valamint
e receptorok funkciondlis, regulativ kapcsolata az
adenil ciklaz rendszerrel. Ez utdébbit pedig igen sok
biokémiai folyamat fontos regulatoraként ismerik.

Kisérleteinkben kutattuk a hisztamin receptorok
jelenlétét az agyi kapillarisok endothel sejtjeiben,

a kildonb6zd tipusu hisztamin receptorok aranyat, az
adenil ciklaz, a guanil ciklaz és ATPaz rendszereket
az izolalt agyi kapilléarisokban. |

Eredményeink egyrészt ramutatnak, hogy az izolalt
agyi kapillarisok alkalmas kisérleti modellként szol-
galhatnak az endothel sejtek permeabilitidsa molekuld-
ris mechanizmusainak tanulmdnyozasé&hoz, masrészt felhiv-
jak a figyelmet azokra a lehetSségekre, amelyeket a
vazoaktiv anyagok kutatésa rejt az "izolalt kapillaris"
modell felhasznadlasaval: az agyddémak gydgyszeres keze-

lésének és kiilénbdzd gydgyszerek agyba vald "bejutta-



tasanak" lehetOségére. Mindez akkor valhat lehetdvé, ami-
kor megtanultuk a vér-agy gat permeabilitds-funkcidit

mesterségesen befolyasolni.



IRODALMI ATTEKINTES

1. A VER-AGY GAT

Az elsd bizonyitékat annak, hogy a makromolekuléak
beadramlasat a vérbdl az agyba kiildnleges barrier aka-
dalyozza, még-a szazad elején GOLDMANN /1909/ mutatta
ki. Kisérleti &llataiba intravéndsan tripankéket adott
be /ez a festék a vérsavd fehérjéihez kovalensen kap-
csolodik/ és ezt a festéket késSbb minden szdvetben
ki tudta mutatni, csak az agyban nem. Az agysejteket
csak intraventrikularis, tehat az agyliregekbe tdrténd
befecskendezéssel lehetett megfesteni.

A szelektiv ateresztOképességnek ez a jelensége
a vér-agy gat elnevezést kapta. Megfejtésével ma is

az élettan egész sor agazata foglalkozik.

l1.1. A vér-agy ga&t anatdédmidja

A vér-agy gat jelenti tulajdonképpen a "valasz-
falat", amely a k&zponti idegrendszer két £0 alkotd
elemét: az agyat és a cerebrospinalis folyadékot va-
lasztja el a vértdl. Ide sorolhatdk az agy-, a plexus cho-

roideus-, a szubarachnoiddlis lireg- és az azt boritd



arachnoid membran hajszalerei.

A vér-agy gatat alkotd endothel sejtek folyamato-
san bélelik a hajszalerek falat, egyik £f6 jellemzojik,
hogy azok igen szoros kapcsolddasukkal /tight junc-
tion/ érintkeznek egymassal. A sejtek ilyen szoros
kapcsolata gyakorlatilag lehetetlenné teszi az inter-
cellularis transzportot vagy a passziv diffuzidt az
anyagok igen széles skaldja szamara.

Jelen attekintésben lényegében csak az agyi haj-
szalerek endothel sejtjeinek a vér-agy gat fenntarta-
sdban jatszott szerepét kivanjuk targyalni. Ezek ugya-
nis a barrier legszamottevObb elemei. CRONE /1963/ ki-
szamitotta, hogy 1 grammnyi agyszdvetben a kapillari-
sok Osszfelszine 240 cm2, amelyen keresztiil igen aktiv
oxigén-, széndioxid-, metabolit-, aminosav-, stb.

transzport zajlik.
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1, édbra 2z agyi kapillarisok sematikus felépitése.,

/RAPCPORT, 1976/.



Az 1. abra az agyi hajszalerek felépitését mutatja.
A kapillarisok cilindrikus alakijadt az endothel sejtek
alkotjak, amelyek a fent emlitett szoros kapcsoldda-
sokkal érintkeznek egymassal. E szoros kapcsolddasok
fontos szerepét a vér-agy gatban marker fehérjék /mik-
roperoxidaz, torma peroxidaz, ferritin, stb./ segitsé-
gével demonstraltdk /BRIGHTMAN, 1965; REESE, KARNOVSKY,
1967/. E fehérjék diffuzidjat sem a sejtek kozdtti szo-
ros kapcsolédésokon, sem pedig az endothel sejtek cito-
plazmadjan keresztiil nem tapasztaltak.

A kapillarisok kiilsd feliletét az u.n. bazilis
membran boritja. A bazalis membran lényegesen kiiltnb&-
zik a citoplazma membranoktél: elektronmikroszkdéposan
diffuz elektrodenz allagu, amelyben gyakran fibrillaris
elemek taldalhaték. Mindez a bazalis membran meglehetd-
sen komplex makromolekuldris Osszetételére utal. Hiszto-
kémiai mbédszerekkel éppen a bazalis membranban olyan
fontos enzimeket mutattak ki, mint az AChE, ATP-az,
adenil ciklaz /J06, 1975/.

A bazalis membran fontos szerepére utalnak azok a
kisérletek, amelyekben intraventrikularis kollagenaz.
befecskendezéssel /ROBERT, 1977/, vagy enzim inhibito-
rokkal /elsdsorban ATP-&z inhibitorral; JOO, 1979a/ meg-
bontottdk a bazdlis membran épségét, s ez a permeabi-
litads megvaltoztatasahoz vezetett.

A bazalis membrant glia talpak veszik koéril, amelyek
taplald és védd funkcidkon keresztiil kézvetitenek az ideg-

sejtek felé.
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2. adbra Agyi kapillarisrd6l késziilt elektronmikroszkopos felvé-
tel /175.000 x nagyitéas/.
BM - bazalis réteg; a nyilak az endothel sejtek szoros
kapcsolddasait /tight junction/ mutatjak. A fekete tér
a kapillaris lumen, amelybe La/OH3-t perfundaltak. Lat-
hatdé, hogy az anyag az agyszovetbé nem képes bejutni.
/RAPOPORT, 1976/.

3., dbra Szivizom kapillédris endothel sejtjeirdl /E/ készilt
elektronmikroszkdépos felvétel. Az agyi kapillarisok-
kal ellentétben igen intenziv a pinocitotikus vezi-
kulumok /nyilakkal jeldlve/ &altal bonyolitott vezi-
kuladris transzport., RBC - vOrds vértestek a kapilla-
ris lumenben.

/RAPOPORT, 1976/.



A sejtek k&zdtti szoros kapcsolddasok mellett az
agyi hajszalerek endothel sejtjeinek mésik megkiilonbdz-
tetd sajatossédga /a periférids szbvetek kapillarisai-
val ellentétben; 3. abra/ a pinocitotikus vezikulumok
csaknem teljes hianya /2. abra; RAPOPORT, 1976/. Ahhoz,
hogy ennek jelentOségét megértsiik, altaldnos vonasaiban
Osszefoglaljuk ismereteinket a plazmamembranokon és
sejteken keresztiil folydé anyagtranszport eddig ismeretes

mechanizmusairdl.

1.2. A permeabilitds és az anyagtranszport tipusai

a/ Passziv transzport /diffuzid/, amely lehet inter-
cellularis, vagy a membranporusokon keresztiili anyaga-
ramlas, amelynek mozgatd ereje koncentracidé- vagy elektro-
kémiai gradiens;

b/ Aktiv-, vagy energiafiiggd transzport, amelyhez
/pl. a sejten beliili és kivili Na+, k¥ &s ca’ ionkon-
centréacié fenntartdsdhoz/az energiat az ATP hidrolizise
szolgaltatja;

c/ Az "elbsegitett" /[facilitdlt/ transzport ener-
gia-donort nem igényel: a membranokban lokalizalt "hor-
dozdék" segitségével torténik. Ilyen pl. a cukrok transz-
portja.

A cellularis transzport ezen tipusai lényegében a
kisebb molekulaméretii és lipid-oldékony anyagokra ala-
kultak ki /ezekkel részletesen pl. RAPOPORT, /1976/ monog-

réfidjaban ismerkedhetlink meg/. Az agyi hajszilerek en-
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dothelidlis sejtjeiben ugyancsak megfigyelték a fenti
3 transzport tipust.*

A makromolekuldk, valamint a fenti transzport-tipu-
sokhoz "alkalmatlan" kis molekuldk szamara az u.n. veziku-
laris transzport létezik. A vezikuldk a citoplazma-memb-
ranbol fiizédnek le; magukkal ragadjédk a sejten kivili
térbdl a makromolekulakat és keresztiil szallitjak azokat
a citoplazmdn /pinocitdzis/.

Az agyi kapillarisok endothel sejtjeiben a veziku-
laris transzport viszont igen alacsony szintii. Ez annal
is figyelemreméltbébb, mivel ismeretes, hogy a cerebrospi-
nalis folyadékban minddssze 0,4 % a fehérjekoncentracid
a vérhez képest.

Ma még nem tudni, hogy milyen tényezdk feleldsek
a vezikuldris transzport oly alacsony fok&ért az agyi
kapilléarisok endothel sejtjeiben. Ezzel kapcsolatban
viszont meg kell emliteni azt - a pinocitdézis hianyéval
valdészinlileg szoros kapcsolatban a4l1lé - tényt, hogy mas
szbvetek hajszdlereivel ellentétben, az agyi kapillarisok
endothel sejtjeiben viszonylag kevés a kontraktilis fehér-

jék mennyisége [BECKER, SHUSTAK, 1972/.

* Az anyagok széles skaladja transzportjédnak kvanti-
tativ vizsgalatakor igen elterjedt Oldendorf médsze-
re, /1970, 1971/ amely szerint a radidaktiv jelzéssel
ellatott kérdéses anyag mellett belsd mérési standard-
ként tricialt vizet hasznalnak. A két "transzportalt"
radioaktiv jelzés arédnya az u.n. agy-felvételi index,

/"brain uptake index"/.



1.3. Az agyi hajszalerekben lokalizalt enzimek

hisztokémiaja

Hisztokémiai mdédszerekkel az agyi kapillarisokban
igen sok enzim jelenlétét sikeriilt ezideig kimutatni.

A taldn legkifejezettebb hisztokémiai reakcidét a nem-
-specifikus alkalikus foszfatdz, az ATP-az, a difoszfo-
piridin-nukleotid diaforaz /LANDERS et al., 1962/, a
y-glutamiltranszpeptidaz /ALBERT et al., 1966/, az
acetilcholineszteraz, butirilcholineszteraz /JOO0,
VARKONYI, 1969/ és a DOPA-dekarboxildz /BETLER et al.,
1966/ adjak, Kevésbé intenziv reakcidval t8bb mas enzi-
met is kimutattak.

Hisztokémiai mdédszerrel laboratdédriumunkban mutat-
tak ki eldszOr az adenil cikléz enzimet az agyi hajszal-
erek plazma-membranjaban /a kapillaris-lumen feldl/ és
bazalis membranjaban [/JO0 et al., 1975b/.

Bioldgiai jelentOségiiket tekintve a felsorolt en-
zimek k&zlil néhanyat emelnénk ki:

a/ y-glutamil transzpeptidédz /y-GT/ - t&bb aminosav,
illetve oligopeptid atviteléért felelds enzim, amely pon-
tosabb funkcidéjat tekintve a y-glutamil csoportot viszi
a4t a glutationrdél az aminosavakra vagy peptidekre:
Glutation + aminosav /peptid/ = y-glutamil-aminosav +

+ ciszteinilglicin

Hisztokémiai vizsgdlatok igen intenziv enzimmiik&-

dést mutattak ki az agyban, f&ként a choroid plexus-ban

és az endothel sejtekben /ALBERT et al., 1966/. A y-GT-nak



fontos reguldld szerepet tulajdonitanak a vér-agy
gatban az aminosavak és bioaktiv peptidek transz-
portjaban /ORLOWSKI et al., 1974/.

b/ DOPA-dekarboxiladz - a Parkinson-kér /[=dopamin
hidny/ kezelésében kulcsszerepe van. Ez az enzim a DOPA-t
dopaminna alakitja at, amely szamara a vér-agy gat
/ugyanugy, mint az Osszes ismert neurotranszmitter
szadmara!/ athatolhatatlan. A DOPA magas koncentracib-
ban alkalmazhatdé mint gydgyszer dopamin prekurzorként.
E tekintetben azonban még hatasosabb, ha a DOPA-val
kombinadlva az endothel sejtek DOPA-dekarboxilazat
gatld anyagokat is adnak.

c} Adenozintrifoszfataz

Ez az enzim az ATP-bd1l anorganikus foszfat cso-
portot hasit le, ami altal a makroerg k&tésben rejlo
energia felszabadul. Hisztokémiai mddszerrel ATP-az-
okat els8sorban a kapillarisok bazalis membranjaban
mutattak ki /TORACK and BARRNETT, 1964; FIRTH, 1977/.
Igen lényeges megfigyelés, hogy az ouabain /specifi-
kus Na+-K+-fﬁgg6 ATP-az gatld/ lO-'5 - lO_3 M koncent-
racidban szinte semmi hatadst nem mutat az ATP-az
hisztokémiai reakcido kifejldodésére. Ez arra utal,
hogy a bazalis membré&nban lokalizalt ATP-az aktivi-

+‘, Mg++-/ fliiggd. Az

- - . . +
tas valdszinilileg dikation /Ca
ATP-azoknak a permeabilitas-barrier fenntartasénak sza-

- . = ++ ++ -
badlyozasaban fontos szerepe van. Ca -Mg -ATP-az
inhibitorok hatasara ugyanis megfigyelték egyrészt a

bazalis membran strukturalis elvaltozasait /[fibril-

laris elemek,kesztviiujjszeri kitiiremkedések, stb./,



masrészt pedig az endothel sejtek permeabilitasanak
ndvekedését a makromolekuldk szamé&ra [J0O, 1979/.

Az ATP-azok sejten beliili lokalizé&cidja hiszto-
kémiai mbédszerekkel ezideig nem volt lehetséges, hi-
szen az ATP, mint szubsztrat, a sejtbe nem vihetd be.
Néhé&ny szerzd azonban jelentds ATP-42z aktivitidst mu-
tatott ki a kapillaris endothel sejtek pinocitotikus
vezikulumaiban, mégpedig olyan szdvetekben, amelyek-
ben igen intenziﬁ a transzcelluldris transzport
/BARRNETT, 1964/.

d/ Adenil ciklaz

Ez az enzim az ATP ciklikus adenozinmonofoszfat-
t4 /cAMP/ vald atalakitasat katalizalja. SUTHERLAND
mar 1962-ben ramutatott arra, hogy a sejtekben zajld
biockémiai folyamatok jelentOs szadzaléka a cAMP kon-
centracidéjatél figg. Az utdbbi iddkben altalanos a
felfogas, miszerint a hormonok és neurotranszmitter
anyagok zOme hatasadt a sejten beliili cAMP koncentra-
cidé megvaltoztataséan keresztiil fejti ki.

Az adenil ciklaz lokalizacidjat a sejtmembranban
mind hisztokémiai, mind pedig biokémiai mddszerekkel
kimutattak /WAGNER et al., 1972; GREENGARD, 1976/.
Mai elképzelések szerint mobilis molekularis kapcso-
latot tételeznek fel a membranokban a hormon-receptor
"helyek" és az adenil ciklaz k&zdtt [JACOBS and
CUATRECASAS, 1977/.

Az agyi kapillarisok endothel sejtjeiben az adenil
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ciklaz jelenlétét elsd izben laboratdériumunkban mutat-
tak ki /J00 et al., 1975a; 1975b/. Az enzimet elsdsor-
ban a bazdlis membranban talaltak, de aktivitast ész-
leltek kapillaris-lumen oldala feldl is a membranban.

Az adenil cikléznak a kapilléris permeabilitas
regulacidéjaban jatszott szerepére utal az a megfigyelés,
miszerint in vivo kisérletben dibutiril cAMP* beadéasa
utdn egerekben az agyi kapillarisok endothelidlis sejt-

jeiben pinocitotikus vezikuldk jelentek meg [J00, 1972/.

1.4. Biokémiai vizsgalatok agyi kapillédrisokon

A hisztokémiai mddszer valamely enzim mik&désé-
r6l alapjadban véve csak mindségi /[/"van-nincs"/ informa-
cidot ad. Ez az informacid azonban feltétleniil hasznos
és sziikséges; t8bbek kozott lehetdvé teszi olyan mun-
kahipotézisek feldllitasat, amelyek egy adott problé-
ma megoldidsiban mas diszciplindk /biokémia, farmakold-
gia, fizioldgia, stb./ mdédszereinek bevonédsat iranyoz-
zék eld.

Az agyi hajszalerek biokémiai analizise akkor valt
lehetdvé, amikor rendelkezésre allt olyan moédszer is,
amelynek segitségével az agyszdvet-homogenizatumbdl
a hajszalereket /mint maximé&lisan dusitott frakcidt/

izolalni lehetett. 1973-ban mbédszert k&6zdltink az agy-

kéreg-szdvet kapillarisban dus frakcidjénak eldallita-

*A dibutiril ciklikus AMP lipid oldékony cAMP szAarma-
z€k; a sejtekbe kénnyen inkorporalédik, viszont csak

igen lassan metabolizaldédik.
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sara [/JOO, KARNYUSHINA, 1973/. Magat a mdOdszert a ké-
sObbiekben részletesen ismertetjik /1. Mddszertani
rész/. Az utbbbi években szamos laboratdriumban alkal-
maztak /[/és mdédositottak/, s mindmaig igen hasznos esz-
k6z a kapilldrisok biokémiai vizsgédlatdhoz [BRENDEL
et al., 1974; GOLDSTEIN et al., 1975; MRSULJA et al.,
1976; SELIVONDRICK and ROOTS, 1977; KOLBER et al.,
1979/.

Brendel és munkatarsai /1974/ igen nagy mennyiségi
pillarist izolélfak marha agybdl és kimutattdk, hogy az
endothelidlis sejtek sok jelzett szubsztratumot /14C-D—
-glikézt, Na-piruvatot, L-glutaminsavat, oleinsavat,
stb./ transzportalni képesek, sOt el is oxidaljak azo-
kat Tco,-vé. Goldstein és munkatarsai /1975, 1977/
patkany agybdél szadrmazd hajszadlerek metabolikus hata-
sat vizsgédltak. Tobbek k&z6tt kimutattdk, hogy a gli-
kéz transzport az endothel sejtekben nem diffuzidval,
mint mas szdvetekben, hanem az u.n. hordozd-transzport
altal valdésul meg. SPATZ és munkatarsai /[/1978/ azt is
kimutattak, hogy patkanyokban gliikkéz transzport inten-
zitasa az életkortdl is fligg. Meg kell emliteniink ugyan-
ennek a kutatdécsoportnak azokat az érdekes kisérleteit
is, amelyeket mongol verseny egér /Mongolian gerbill/
agyakb6l izolalt kapillarisok transzport-funkcibdinak
vizsgalatara végeztek. Ennél az allatfajnal, mivel a
két agyfélteke vérellatadsa tébbnyire anatdmiailag tdké-

letesen izolalt, egyoldalu carotis elzarassal igen egy-

szerilien tanulmanyozhatdék voltak az izolalt kapillarisok

ka-
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valamint a szinaptoszdéma frakcid* posztischemids elval-
tozdsai [/MICIC et al., 1978/. Az ugyanazon &allatbdl
nyert kontrollal szemben azt tapasztaltdk, hogy az ar-
téria elzadrasa utadn mintegy 6 perccel erdsen csdkken a
kapillarisokban a 2-dezoxi-D-gliikdéz felvétel, viszont

a carotis-ligatura felolddsa utadn kb. 1 6rds regenera-
cids peribddus elteltével jelentékenyen megemelkedett
/|SPATZ et al., 1977, 1978/.

Ezek a munkdk, egyéb érdemeik mellett, arra is
ramutatnak, hogy az izolalt agyikapillarisok a bioké-
miai mbédszerekkel végzett analizis szamara alkalmas
objektumok, bennlk in vitro kbrilmények k&z6tt is hosz-
szu ideig fennmarad /és tanulmanyozhatd/ a metabolikus
aktivitads és szamos regulacids folyamat.

Az izolalt agyi kapillarisok membré&njan keresz-
til folyd anyagranszporttal foglalkozdé munkak kozil
kiemeljlik BETZ és GOLDSTEIN nemrégiben megjelent kdz-
leményét /1978/, amelyben ismertetik azokat a megkili-
16nbdztetd jellegeket, amelyeket a kapillarisok lumen
feldli membranja és az agyszdvet, illetve bazalis réteg
feldli membranja kozott fedeztek fel., Kimutatték az en-
dothel sejtek membréanjanak "polaritésat" a kisérletben
/radicaktive jelzett/ semleges aminosavak transzport-
jaban. Mindez iranyitott és szigoruan szelektiv transz-

port mechanizmusra utal.

*Az idegvégzddéseket az agyszdvetbdl izoldlni lehet;
ezek membranja a leszakadas helyén Osszezarul, s igy

szinaptoszdémaként preparalhatdk.
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1.5. Hormon receptorok és ciklikus nukleotidok

Az utbbbi években igen intenziven kutatjdk azokat a
sejtfunkcidkat, amelyek finom szabdlyzasa az adenil
ciklaz, illetve guanil ciklaz enzimek aktivitasédn keresz-
tiil valdésul meg. E szabalyozasi méd gyakran valamilyen
hormonvalasz sejten beliili tdrténéseivel kapcsolatosak.
Erthetd tehat, miért van sziikség azokra a vizsgalatokra,
amelyek a hormon receptorok kimutatdsara és kilildnb&zd
tipusaik lehetGéég szerint mind teljesebb analizisére
iranyulnak. A kiilénb&z8 receptorokat néhé&ny szerzd izo-
lalt agyi hajszalér frakcidban is tanulmanyozni kezdte,

A receptorok jelenlétét ugyan mindméig csak kdzvetett
uton, az adenil ciklaz rendszer aktivitasan keresztiil
t8bbnyire farmakoldégiai tesztanyagok - hormon agonistak,
illetve antagonistdk - segitségével vizsgaljak.

Nemrégiben k&z6ltek néhany jelentds eredményt a
B-adrenerg receptorok kimutatéasarél és alapos biokémiai
analizisérdl agyi kapillarisokban /PALMER, 1978;
NATHANSON és GLASER, 1979; HERBST, 1979/.

A kapillérisokban ezenkiviil adenozin receptorokat is
leirtak /[HUANG, DRUMMOND, 1979/, tovabba prosztaglandin
/GERRISTEN. et al,, 1979/ és hisztamin
receptorok jelenlétét is kimutattdk /JOO et al., 1975a/.

Ezek, és mas egyéb hormonok a véredények kereszt-

metszet-valtozasainak regulacidéjaban jatszanak szerepet.
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1.6. A véraramlas szabdlyozasa a véredényekben

Periférias erekkel végzett kisérletekben kimutatték,
hogy a vérkeringés és vaszkularis permeabilitads szaba-
lyozéasa a szimpatikus idegvégzddések altal és humoralis
biocaktiv anyagok segitségével torténik. Az 1977-ben
Chicago-ban rendezett a véredények sima izomzatanak ak-
tivitas-valtozéasaival, az adrenerg transzmitterek loka-
lis regulacids szerepével foglalkozd6 szimpdézium anyaga-
bdél &ltaladnositani lehet /4. abra/ t6bb hormon /hisz-
tamin /H/, adenozin, szerotonin [/5-HT/, acetilcholin
/ACh/, norepinephrin /NE/, posztaglandinok /PG/, stb./

szerepét a vérkeringés szabalyozasaban.

NE, 5-HT EPI, AT VESSEL
A LUMEN
= s e S A e e w4 . ¥ e el -

sM A

—____——-///vf/ES\K»\;¢

— @ @ \  Adrenergic Nerve

@ @ @ \ Terminal

H SEORCYa

\\:lkgL\f\/Jﬁ//,EG
ACh / \

VESSEL

SM WALL

'

SM

K\\ Adbnomne
Adenine Nucleotides,

Fom#ogenlon
K Osmolarity

abra A véredények sima izomzatdnak adrenerg innervacidja.

Sematikus kép SHEPHERD /1978/ nyoman,
SM - sima izom; H - hisztamin; ACh - acetilcholin;

NE - norepinephrin; 5-HT - 5-Hidroxitriptamin /szero-

tonin/; PG - prosztaglandin; AT - angiotenzin; EPI
epinephrin, A "-="

jelek a norepinephrin felszabadulés
gatlasat, a "+" jelek annak stimulacidéjat demonstraljak.



A felsorolt hormonok tobbsége meghatarozott tipusu
receptor-rendszereiken keresztil a norepinephrin felsza-
baduldsat gatolja, és ily médon vasodilatator hatasu.
/BEVAN, 1978; MALIK, 1978; McGRATH and SHEPHERD, 1978;
SHEPHERD et al,, 1978; VERHAEGHE et al., 1978; ZIMMERMAN,
1978/.

A véraram [és vérnyomds/ szabalyozasa fobb vonasai-
ban teh&t ismert. Vannak adatok az agy véredényei inner-
vdcibjat illetBen is /HARTMANN, 1973; EDVINSSON et al.,
1976 /. Rhesus majmokon /amelyek ganglion cervicalis-at
eltdvolitottak/ végzett kisérletekben jelzett viz &ra-
moltatassal kimutattadk, hogy a locus coeruleus noradrenerg
idegtestjeinek carbachol-lal vald ingerlésekor a véraram
- az agyi féltekék feldl a vérbe - hirtelen csdkken és
a HzlSO szadmdra az erek permeabilitasa felfokozdédik
/RAICHLE et al., 1975/.

Annak ellenére, hogy az adrenerg innervacid jelen-
tO0sége az agyi véredények miikbdésének szabalyozasaban
dltalaban tisztéazottnak latszik, a permeabilitas szaba-
lyozdsa magukban az endothel sejtekben, mint a vér-agy
gadt fenntartisaért felelds legfontosabb elemekben, sok
tekintetben egyaltalan nem ismert. Az agyi hajszalerek
vizsgadlata tehat remélhetdleg valamivel k&zelebb visz
a vér-agy gat jelenségeinek megértéséhez,

Kisérleteinkben, amelyeket a késObbiekben részle-

tesen ismertetni fogunk, az egyik fontos és j6l ismert

biocaktiv anyag, a hisztamin szerepével foglalkozunk az

agyi kapillarisok reguléciés mechanizmusainak tanulma-




sérGje.

1.7. A hisztamin szerepe az idegi‘és szekretorikus

folyamatokban

A hisztamin szerepe a gyulladasos folyamatokban
/legyen azok kivaltd oka akar mechanikai szdvetkarosodas,
akar immunreakcidé/ a véraramlas drasztikus valtozasai-
val, az érintett szovetek hajszalerei permeabilitdsanak
valtozasaival kapcsolatban keresendd, hiszen ezeket a
jelenségeket a&ltaldban a hisztamin lokalis koncentréacid-
janak megndvekedése kisért.

Eml8sbkben a hisztamin-szintézis tdbbnyire igen ala-
csony szintli., A hisztamin legnagyobb része mint a bélbak-
tériumok szintetikus tevékenységének eredménye, a bélfa-
lon keresztiil szivédik fel. A vérarambd6l azutédn elsBsor-
ban a hizdsejtekben és vér alakos elemeiben halmozddik
fel; ott specidlis granuldkban raktarozdédik, gyakran
szerotoninnal vagy heparinnal komplexben. Kildnbdzd
extra behatédsokra a hisztamin a vérbe aramlik és loka-
lis vagy altaladnos koncentréacid névekedése a vérerek sima
izomzatanak hirtelen ernyedéséhez, az endothel sejtek
membranpermeabilitasanak fokozédasdhoz vezet. A hiszta-
min hatdsdt a periférias szdvetekben igen részletesen
tanulmdnyoztdk [OWEN, 1977/. Kimutattadk, hogy a hiszta-
min bioreguldcids hatdsat két receptortipuson keresztiil
fejti ki, amelyeket feltételesen Hy és H, receptoroknak
neveztek el, A farmakoldgusok tdbb specifikus Hl- illet-

ve H2 agonista és antagonista hatasu anyagot talaltak,
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illetve szintetizaltak /BLACK et al., 1972; BRIMBLCOMBE
et al., 1975; JOHNSON, MIZOGUCHI, 1977/. Kimutattdk, hogy
példaul a tuléld vastagbél /ileum/ szervpreparatum kiza-
rdélag Hl tipusu hisztamin receptorokat tartalmaz, a
gyomormukdza szekrécids funkcidja pedig tipikusan H,
receptor-specifikusnak bizonyult., A jél elemzett farma-
kolégiai hisztamin analdgok segitségével barmely szdvet-
ben meg lehet hatarozni a Hl illetve H2 hisztamin recep-
torok jelenlétét, aranyat.

Az utébbi'években a hisztamin mint lehetséges neuro-
transzmitter is magara vonta a figyelmet /SCHWARTZ,
1976; SNYDER, TAYLOR, 1972; GREEN et al., 1978/. Kimutat-
tadk, hogy az agyszdvetben hisztamin szintézis folyik
/GARBARG et al., 1974/ és a hisztamin megoszlasa az agy-
sejtekben nem egyenletes /TAYLOR, SNYDER, 1972/. Igen
intenziv biokémiai és elektrofizioldégiai kutatéds folyik
az u.n., hisztaminerg traktusok topografidjara és az agyi
hisztamin-érzékeny adenil ciklaz jellemzésére vonatkozd-
lag /MEGSTRAND et al., 1976; BARBIN et al., 1976; SCHWARTZ,
1977; SCHWARTZ et al., 1977; KANOF et al., 1977/. Megle-
hetOsen ujak azok az adatok is, amelyek a triciklikus
antidepresszans anyagoknak a hisztamin-érzékeny adeniléat
ciklaz enzimet gatldé hatasat bizonyitjak, s ezzel, mint-
egy kozvetve, a hisztaminnak a depresszidban, az emberi
pszichikum karosodasaban jatszott szerepére is utalnak
/KANOF and GREENGARD, 1978; PERSINGER, 1977/.

Meg kell jegyeznilink, hogy a hisztamin agyi hatéas-
mechanizmusait magyarazd jelentdsebb hipotézisek &ltaléa-

ban agysztvet [legtdbbszdr hippocampus—['homoggnizétumokon

végzett kisérletek eredményei alapjan sziilettek; leggyak-
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rabban hisztamin agonistaknak és antagonistdknak a
hisztamin-érzékeny adenil ciklazra gyakorolt hatédsa
detektalasan alapulnak, TObb kisérletben pedig agy-
szbvet vékonymetszeteket hasznaltak. Ennek alapjan
érthetd kell legyen, milyen jelentdséggel bir a hisz-
tamin-érzékeny adenil ciklaz vizsgalata izolalt agyi
hajszalerekben, hiszen minden grammnyi agyszdvet,
legyen az homogenizatum, vagy metszet, mintegy 240 cm2
Osszfelliileti kapillarist tartalmaz. Az izolalt kapillé;
risokon végzett vizsgalatok tehat kétségtelenil fi-

gyelmet érdemelnek az agyszdveten /homogenizatumon/

kapott eredmények értelmezésekor.



2. AZ ERTEKEZESBEN ISMERTETESRE KERULD KISERLETES

MUNKA CELKITUZESEI

Felhaszndlva az agyi kapillarisok magas foku tisz-
titdsadra &ltalunk kidolgozott mdédszert, tanulmanyozni
kivantuk :

l. a hisztamin-érzékeny adenil ciklaz jelenlétét
az agyi kapillarisokban, az idegszOvetben azonos célbdl
alkalmazott médszerekkel;

2. részletesen jellemezni a hisztaminerg rendszert
/amely magéban foglalja a hisztamin megoszlasanak, meta-
bolizmusa enzimeinek vizsgalatat/;

3. megallapitani a hisztamin receptorok molekuléa-
1 és

H2 receptorok aranyat a kapillarisok endothel sejtjei-

ris farmakoldégiai tulajdonsagait, meghatarozni a H

ben ismert hisztamin receptor agonistak és antagonistak
felhasznalasaval;

4, vizsgdlni a hisztamin hatasat olyan regulator
enzimekre, mint a guanilat ciklaz- és a mono, illetve

bivalens kation~fiiggd ATP-azok aktivitaséara.
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3. MODSZEREK

3.1, Kapillarisok izoldlasa patkany é&s tengeri

malac agykéregbdl

Az altalunk 1973-ban kidolgozott mdédszer lényege
az, hogy a feldarabolt agyszdvetet meghatdrozott pd-
rusnagysagu nylonszirdn atnyomjuk és az igy nyert ho-
mogenizatumb6él /amelyben a hajszalerek megdrzik
strukturdlis épségiiket/ differencidl-és siirliség-gra-
diens centrifugalassal a kapillarisokat szepardljuk.
A mbédszer kidolgozasaban SELLINGER és munkatéarsai

/1971/ tapasztalatat vettiik at.

Homogenizalas

Egy kisérletben rendszerint 10 patkany vagy 5 ten-
geri malac agykérgét hasznaltuk fel, Dekapitalas eldtt
az éterrel elaltatott allatok agyat a sziven keresztll
150 illetve 250 ml 0,9 %-os NaCl oldattal perfundal-
tuk. A homogenizalas eldtt az agykérget a lehetd leg-
alaposabban megtisztitottuk a pia mater-t8l és myelin-
t81l. Tekintve, hogy a kapillédrisokat az agyban tdme-
gesen veszik koril asztrocita végtalpak, azt ellse-
gitendd, hogy ezek a gliavégzddések megduzzadjanak s
igy kdnnyebben levaljanak, a homogenizé&lashoz 0,25 M
szahar6z oldatot - 50 mM tris-HCl; pH 7,2, 5 mM EDT2 -
hasznaltunk. Az EDTA jelenléte /[lekdtvén a Ca++ iono-

kat/ szintén a sejtkontaktusok fellazitasat szolgalja.
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6-8 g agykéreg szdvetet borotvapengével feldaraboltunk
és a szahardz oldatban fecskenddbe to6ltéttik. EbbS1l az
anyagot 250 pum pdérusnagysagu nylonszitédn /TOBLER,

ERNST and TRALER Inc., Elmesford, N.Y. USA/ lassan at-
nyomtuk, majd a miveletet kétszer megismételtik., A
masodik sziiréssorozatot hasonldéképpen végeztiik 125 um
porusnagysdgu nylonszirdvel, A homogenizalas és szlirés
miiveletét 4°C—on, hidegszobdban végeztiikk. A sziirt homo-
genizadtumot mintegy 10O-szeresen higitottuk 0,25 M
szahar6éz /Tris, EDTA/ pufferrel, s tovébbi.centrifu—

galassal dolgoztuk fel,

Centrifugdlas

Két alacsony fordulatnal végzett elBcentrifugdlas
/1500 g, 10 perc/ utan, amelyek soran csapadékban csak
a nagyobb méreti elemek /[kapillarisok, glia sejtek,
sejttoredékek, neuron perikarya, stb./ llnek le., A
csapadékot 3 térfogatnyi 0,25 M szahardz pufferben
szuszpendaltuk fel és 8 ml-ként 6vatosan 3-1épcsOs
szahar6z gradiensre /1,5 M, 1,3 M, 1,0 M/ rétegeztik
rad, Az anyagot 20.000 ford/perc-nél 30 percig centri-
fugaltuk Beckman L2 65 K ultracentrifugaban SW 25.1
rotorban. Az Osszesen 4 rétegnek megfeleld frakcidkat
kiilén-kiilén gylijtottiik Ossze., A kapillaris frakcid a
centrifugacs® aljara lilepedik ki,

A kapillarisok preparédlasa mintegy 2 és fél 6ranyi
munkat jelent, és a kapillaris frakcidban kisérleten-
ként mintegy 3-4 mg fehérjét nyertiink /LOWRY et al.,

1951; mbédszerrel meghatarozva/.
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3.2, Enzim-meghatarozasok

3.2.1. Alkalikus foszfatdz/EC 3.1.3.1./

Az enzimaktivitds meghatdrozasat BESSEY mddszere
/1946 / szerint végeztiik, enzimszubsztratként p-nitro-
fenilfoszfatot alkalmaztunk, a reakcidéterméket spektro-

fotometrikusan hataroztuk meg.

3.2.2. y=-glutamil-transzpeptidadz /y-GT/ /EC 2.3.2.4./

Meghatdrozasara SZASZ [/1969/ kinetikus mdédszerét
hasznaltuk. Az alkalmazott szubsztratum y-glutamil-
~p-nitroanilid volt, 0,1 ml vizsgadlandd mintdhoz, amelyet
[akdr agykéreg homogenizatumot, akar kapillaris frakci-
6t/ az enzim-mérés eldtt ultrahanggal kezeltlink, 1 ml
szubsztrat-puffer elegyet adtunk: 4,4 mM y-glutamil-
+p-nitroanilid; 50 mM Tris/HCl, pH 8,6, 22 mM glicilglicin;
11 mM MgClz. Az inkubdlas soradn /szobahOmérsékleten/
percenként 405 nm-nél leolvastuk az extinkcidét., A
reakcid lineéaris; kiértékelése az eredeti k&zlemény-

ben javasolt mdédon tdrtént.

3.2.3.~4. Az L-hisztidin dekarboxilaz JEC 4.1,1,22/

és hisztamin-N-metiltranszferaz

/EC 2.1,1.8/ aktivitast BARBIN és munkatarsai /1976/

és TAYLOR és SNYDER /1972/ &ltal leirt mddszerekkel
mértik,

Hisztidin_dekarboxiléz. Enzimszubsztratként

tricialt hisztidint haszndltunk, amelyet k&zvetleniil

a kisérletek eldtt igen alaposan tisztitottunk.



A reakcid soran szintetizalt /3H/-hisztamint amberlit
oszlopkromatografiadval valasztottuk el, A mintdk ra-
dioaktivitasat toluol alapu szcintillécibés keverékben
mértik,

Hisztamin-N-metiltranszferaz. A meghatdrozasahoz

alkalmazott enzim-izotdép mikromdédszer szerint in vitro
metildonorként /14C/—S-adenozil-L-metionint hasznaltunk.
Az inkub&cids elegybdl a metilhisztamint lugositott
kdzegben chloroformmal extrahaltuk, tovabb tisztitot-

tuk, majd radioaktivitadsat mértik.

3.2.5. Adenil cikléaz /EC 4,6.1.1./

Meghatdrozasidhoz az agykéreg szuszpenzidt vagy
a kapillaris frakcidét teflon-liveg homogenizatorban
2 mM Tris/maledt, 2 mM EDTA pufferben /pH 7,8/ homoge-
nizaltuk. Az adenil ciklaz aktivitast HEGSTRAND et al.,
/1976 mddszerével mértiik. Az inkubacids elegyek altala-
ban 30-50 ug fehérjét tartalmaztak. A mintdkban az in-
kubacidé soréan képzdddétt cAMP mennyiségét BROWN és mun-
katdrsai /1971/ u.n. protein-kinaz-kotési mdédszerével
hataroztuk meg. A protein kindzt nyul izombdl magunk
preparaltuk,

3.2,6. Guanil ciklaz /EC 416.1.2,/ Meghatarozasat

ARNOLD és munkatarsai /[/1977/ médszerével végeztiik,

A kapillarisokbdl készitett homogenizdtumot 200 ul
végtérfogatu inkubacids elegyben /amely 4 mM Mn -t

és enzimszubsztratként GTP-t tartalmazott/ 10 percen
keresztiil inkubaltuk 37°C h®mérsékleten. Foszfodieszte-

raz inhibitorként 1 mM isobutylmethylxantint hasznaltunk.



- 27 -

3.2.7. Adenozin-trifoszfatidzok [ATP-azok/. Az ATP-

azok aktivitésat kisebb valtoztatasokkal SUN és SAMORAJSKI
/1970/ mdédszere szerint mértiik. A kilénb6zd inkuba-~
cidés elegyek azokat a kiilénbdzd monovalens illetve

+

.. + . ++
bivalens fémionokat /Na , K , illetve Mg , vagy

Mg++ és Ca++/ tartalmaztdk, amelyek az egyes ionfig-
gb ATP-azok aktivitasdhoz sziikségesek, s emellett a
megfeleld mintdkban EGTA /elsOsorban a Ca++ jonok
megk&tésére/ volt jelen. A mintakat 37°c-on 30 percig
inkub&ltuk, a reakcidt trikloérecetsav hozzdadasaval
dllitottuk le, majd lecentrifugaltuk és a felliluszd-
ban mechatadroztuk a reakcid soradn felszabaduld in-

organikus foszfat mennyiségét RATHBUN és BETLACH

/1968/ szerint.

3.3. Hisztamin koncentrdcid meghatarozasa

Az agykéreg homogenizatumot vagy a kapilléris-
ban gazdag frakcidt ultrahang kezeléssel roncsoltﬁk,
majd 10 percig 95°-on melegitettiik, Ezt k&vetben
10.000 g-vel /2 perc alatt/ lecentrifugaltuk és a fe-
liilusz6ban TAYLOR és SNYDER /1972/ radioenzimatikus
mikromdédszerével meghatdroztuk a hisztamin szintet.

E célra barany agybol tisztitott hisztamin-N-

-metiltranszferdz enzimet haszndltunk /BROWN et al.,

1959/, A mdédszerben tulajdonképpen az S-adenozil-
metionin izotdppal jelzett metilcsoportjat vissziik
a4t in vitro a szdveti hisztamin molekulédkra, s a ke-
letkezett /3H/-metilhisztamint a fentebb leirt mddon

hatéroztuk megq.
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3.4. Fény- és elektronmikroszkdépos hisztokémiai

mbddszerek

Az éterrel anesztetizalt patkanyokat paraformal-
dehid oldattal /Na-kakodilattal pufferelve; pH 7,4/ per-
fundaltuk, azokbdl Vibratom® segitségével vékony
metszeteket készitettlink, A metszeteket az adenil
ciklaz, illetve guanil cikléz specifikus szubsztratumait
/|5'-adenilil~, illetve 5’-guanilil-imidodifoszfatot/
tartalmazd® oldatban inkubaltuk /REIK et al.,, 1970; SAITO
és KEINO, 1976/. Fénymikroszkdpos vizsgdlat szamara az
inkubdcids végterméket Na-szulfidot tartalmazd puffer-
ben "hivtuk eld". Az elektronmikroszkoépos megfigyelés
szamara pedig a metszeteket s-collidinnel pufferelt
osmium tetraoxid oldatban utéfixadltuk /60 perc/, majd
Durcupanba agyaztuk be. A bedgyazott metszeteket
Reichert OMU-2 ultramikrotommal szeleteltiik, 6lomcit-
ratos festés utan, vagy anélkiil, JEOL 1lOOB elektron-
mikroszkdéppal vizsgaltuk /REYNOLDS, 1963/. A kontroll
mintdkat szubsztratumok nélkiil . inkubaltuk.

Az izolalt kapillaris frakcidé fénymikroszkdépos vizs-
galata szamdra a preparadtumot Karnovsky oldatban immer-
zib6s fixalasnak vetettilkk ald, s a nem-specifikus alka-
likus foszfatdz aktivitasat, amelyet az endothel sejtek
markereként ismernek el, GSmOri-féle festéssel [1939/
vizualizaltuk. A kapillaris frakcidét mas esetben
toluidin-kékkel festettiik, vagy fazis-kontraszt mik-

roszkoppal vizsgaltuk.



4., EREDMENYEK

4.1. AZ IZOLALT AGYI KAPILLARISOK MORFOLQGIAI

ES BIOKEMIAI JELLEMZESE

A kapillaris frakcidé fénymikroszkodépos vizsgélata
alapjan /5., abra/ megallapithatijuk, hogy az izolalt
kapillarisok strukturé&ja ép, felliletiik tiszta, ideg-
sejtektdl vagy idegseijt maradvanyoktdél mentes. A
toluidin~kék festéssel, amit a prepardtumok jobb
vizualizalasa érdekében alkalmaztunk, metakromaziat
mutatd sejteket gyakorlatilag nem lehetett kimutatni,
ami arra utal, hogy a kapillaris frakcidé hizbsejteket
sem tartalmaz /IBRAHIM, 1974/. A kapillaris frakcid
szennyezéseként jobbadra a néhany nagyobb véreret és
a kapillarisokkal egylitt lilepedd, a prepardlas soran

elkiildnilt sejtmagot tekinthetjik.

A 6, dbra a kapillaris frakcid elektronmikrosz-
kopos felvételét mutatja. A nagyfoku nagyitassal ké-
szililt felvételen lathatd, hogy a kapillarisok endothel
sejtjei megdrizték épségiiket, a bazdlis membran is
sértetlen, Amiben az in situ /agymetszetekben vizs-
galt/ kapillarisokhoz képest szembetind valtozast
tapasztaltunk az izolalt kapillarisok citoplazmaja-

ban;' a pinocitotikus vezikulumok megndvekedett mennyi-



5. abra

._30._

Az agykéregbdl izolalt kapillaris frakcid fény-
mikroszkdépos felvétele toluidin-kék festés
utéan,

A kapillarisok mellett néhany nagyobb atmérdji
arteriola és venula lathatéd.

a - 200 x nagyitéssal készilt felvétel;

b - 750 x nagyitéassal készilt felvétel,




ra

A kapillaris frakcidbdl készitett metszet
elektronmikroszkdépos képe /30.000 x nagyi-
tas/.

L - kapillaris lumen; PV - pinocitotikus
vezikulum; BM - bazdlis réteg; M - mito-
chondrium.



sége volt,

A kapillaris frakcidé morfometriai analizise
/WEIBEL et al., 1966; mbédszere szerint; 37 véletlen-
szerien valasztott 10,000-szeres nagyitassal késziilt
felvétel alapjan/ a kovetkezd eredményeket adta: a
frakcidé 98,23 %$-at a kapillarisok alkotjék; egyéb
strukturdk jelentéktelen mennyiségben fordultak eld:
sejtmembran toredékek, 1,16 %; szinaptoszdémak: 0,45 %;
ismeretlen természetii strukturak: 0,16 %.

A kapillaris preparatum tisztasagat néhéany olyan
enzim aktivitésanak jelentds feldusulasa is jellemzi,
amelyeket az endothel sejtek markereiként ismernek, s
mint ilyet, az izolalt agyi kapillarisokban mas szer-
20k is leirtak /GOLDSTEIN et al., 1975; SESSA et al,,
1976/. Az 1 Tablazaton feltiintettiik az alkalikus fosz-
fataz és a y-glutamil transzpeptidaz specifikus akti-
vitadsait, amelyeket az izolalt kapillarisokban a ki-
induldsi agykéreg homogenizatumhoz képest 68-szoros,
illetve 22-szeres mértékilinek taladltunk.

A 7, abra az alkalikus foszfataz aktivitads hisz-
tokémiai lokalizalasat demonstrédlja az agyszdvet homo-
genizatumbdl nyert frakcidkban. A 7/A a lecentrifugalt
kiinduld homogenizatumbdl készitett metszet alkalikus
foszfataz pozitiv strukturdit mutatja, mig a B, C és
D abrarészeken a slirliségi gradiens centrifugaléassal
elvalasztott frakcidk ugyanezen reakcidit demonstral-
ja. Az alkalikus foszfataz reakcid lényegében a D frak-
cidban /kapillarisok/ koncentralédott, Tekintve, hogy

az enzim az endothel tipusu sejtek markere, az alkali-



7.

abra

Az alkalikus foszfatdz hisztokémiai kimuta-
tdsa az agykéreg homogenizatum egyes frak-
cidiban.

A - kiinduld szdvethomogenizatum; B, C - a
slirliséggradiens egyes frakcidéi. A mélyebbre
lilepedd strukturdkban néhany alkalikus fosz-
fataz-reakcidt mutatd kapilléaris taldlhatd
/nyil/; D - a kapillaris frakcid igen inten-
ziv reakcidt ad /120 x nagyitéas/.



- 34 -

kus foszfataz reakcidé hisztokémiai vizsgalata is a

kapillarisok nagyfoku tisztitasat szemlélteti,

4.2, A HISZTAMIN METABOLIZMUS ENZIMETI ES HISZTAMIN

KONCENTRACIO

Az agykéregb®l izolalt kapillaris frakcidban a
hisztamint szintetizalé enzimet, az L-hisztidin dekar-
boxildzt, igen alacsony, de még éppen mérhetd aktivi-
tassal mutattuk ki /1. Tablazat/. Az agy legfontosabb
hisztamint katabolizald enzimének, a hisztamin-N-
-metiltranszferdznak aktivitasat a kapillaris frak-
cidban alacsonyabbnak taldltuk, mint a kiinduldé homo-
genizatumban. A hisztamin koncentracidéjat a kapillari-
sokban /mg fehérjére szamitva/ 2,7-szer magasabbnak mér-
tiik, s a kapillarisok hisztamin tartalma szamitasaink
szerint az agy O6ssz-hisztamin tartalmanak mintegy
2 %-at teszi ki. A 2, Tablazat az agykéregbll nyert
kildnb6zd frakcidkban mért hisztamin koncentraciot
tiinteti fel, Osszehasonlitva a homogenizatumhoz a
centrifugalasi procedurakat megeldzden hozzaadott
3H—hisztamin megoszlasaval. A hisztamin megoszlasanak
ilyen "kettds" vizsgdlata a preparadlas soran elképzel-
hetd miiterméket eldidézd hisztamin "&tcsoportosulast"

zarja ki.
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1. TABLAZAT

TENGERI MALAC AGYKEREGBGL PREPARALT KAPILLARIS FRAKCIO BIOKEMIAI JELLEMZESE

KIINDULO KAPILLARIS DUSULASI
ENZIM MARKEREK HOMOGENATUM FRAKCIO FAKTOR
KAPILLARIS SEJTEK MARKEREI
BlseLLEGS FoRRTaaz £4 0,095 + 0,014 6,47 + 0,62 1 : 68
(nmole * mg « min~ - -
Jrpletanil crensEpepilss 19 2,15 + 0,45 47,5 + 4,6 1 § 22
(nmole * mg * min~1) - -
HISZTAMINERG RENDSZER MARKEREI
L-hisztidin dekarboxilaz (5)
(dpm + pg~l « h-1) 5,4 + 1,4 0,93 + 0,2 1: 0,17
Hisztamin-N- metlltfanszferaz (6)
(pmole * ug~l 3,3 + 0,3 1,82 + 0,07 1: 0,55
Hisztamin koncentréacié (3)
(ng * mg~1) 0,25 + 0,03 0,68 + 0,10 1: 2,7
Adenil ciklaz (6) _
(pmole ciklikus AMP + mg~l + min )
Alapaktivitas 22,7 + 4,4 63,2 + 8,0 1:2,8
+ 1074M hisztamin 72,9  + 15 1 117,7 + 22,8
stimulacid (%) 318 + 53 185 + 20

A zarb6jelekben a mérések szamat tlintettik fel.
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HISZTAMIN KONCENTRACIO ES

3

2. TABLAZAT

H-HISZTAMIN MEGOSZLAS TENGERI MALAC AGYKEREG FRAKCIOIBAN

ng/frakcid % cpm/frakcid %
HOMOGENATUM 133,5 + 7,5 100 Exp.1l. 8,1 x 10°
Exp.2. 8,07 x 106 100
1000xg csapadék 6
Exp.2+ 0,33 x 10 (4tlag) 13,46
KAPILLARIS FRAKCIO 2,5 + 0,3 1,9 Exp.l., 4830
Exp.2. 4900 0,06

Az eredmények

3-3 kisérlet atlagai.
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4.3. A HISZTAMIN-ERZEKENY ADENIL CIKLAZ JELLEMZESE

AZ AGYI KAP ILiLARI SOKBAN

Az adenil ciklaz enzim alapaktivitasat, valamint
a 10'4 M hisztamin jelenlétében mérhetd aktivitasat a
cortex homogenizatumban, valamint az abbél preparalt
kapillaris frakcidban hatdroztuk meg /1. Tablazat/.

Az enzim fajlagos aktivitésa az izolalt kapillarisok-
ban magasabbnak bizonyult, mint a homogeniz&tumban,

s 10—4 M hisztamin jelenléte az alapaktivitast majd-
nem kétszeres értékekre stimulilta.

A 8. abra az agykéreg adenil ciklaz-pozitiv hisz-
tokémiai reakcidit demonstralja. A fénymikroszkdédpos
felvételen /8/A/ lathatjuk, hogy a kapillarisok igen
erds festddése mellett az astrocytdk is jelentds re-
akcidt adtak. Az elektronmikroszkdépos felvételeken az
adenil ciklaz reakcibéterméket a kapillarisok lumendlis
és bazadlis membradnjain lokalizaltuk, s azckat ugyancsak
megfigyelhétjﬁk az astrocitdk felszini membranjan is
/8/B/. A kontrollfelvételen /8/C/ sem a kapillarisok-
ban, sem az astrocitdkon elektrondenz precipitatumot
nem lattunk.

A biokémiai preparatumban vizsgaltuk a ndvekvd
hisztaminkoncentracidé hatasat a kapillarisok adenil
ciklaz aktivitasara /9. abra/. A fél-maximalis sti-
mulacidét eldidézd hisztamin koncentracid /ECSO/ 5 x 10-6M
ko6riili értéknek bizonyult; a lehetséges maximélis

stimuldciét 10~2 M hisztamin valtotta ki. A kiildnbdzd



8. abra Az adenil ciklaz hisztokémiai lokalizacidja
az agyi kapilléarisokban,
A - fénymikroszképos felvétel /400 x nagyi-
tads/; nyillal az astrocitat jeldltiik;
B - elektronmikroszképos felvétel /30,000 x
nagyitas/;
C - szubsztrat nélkiil inkubalt kontroll pre-
paratum képe.
L - kapillaris lumen;
BM - bazalis réteg.
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prepardtumokban a maximalis stimulé&cid az alap-enzim-

aktivitas 1,4 - 2,4-szeres értékét eredményezte.
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9, dbra Az adenil ciklaz hisztaminnal vald stimu-
lacidja az agyi kapillarisokban.
Az egyes pontok a cAMP szintézis alapérté-
kének {55,4 + 2,9 pmole cAMP x mg fehérje b 3
x min~T+/ a hisztaminkoncentracidétdél £fliggd
emelkedését mutatjak.
5 kisérlet /3-3 parhuzamos mintaval/ ered-
ményei.

A hisztamin receptor/-ok/ természetét /H1 vagy
H2/, amelyen keresztiil a hisztamin-érzékeny adenil
ciklaz stimuldcid megvaldsul, a hisztamin kiildnbdzd
farmakolégiai agonistai, illetve antagonistai segit-

ségével vizsgaltuk,.
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Két Hl-receptor agonista /2-metilhisztamin és
2-tiazoliletilamin/ koncentrécid-valasz gobrbéit és

két H,-receptor agonista /dimaprit és 4-metilhiszta-

2
min/ koncentracid-valasz godrbéit hasonlitottuk Ossze
a hisztaminéval /10. abra/. Mint azt az abra szbvegé-
ben is leirtuk, az egyes agonistdk altal kivaltott
maximdlis adenilcikldz stimuldcid abszolut értékei
kiilonbbznek, ami a vegyliletek természetének tudhatd
be. A 10, dbra adatai az egyes maximalis stimulacidk
szdzalékos értékeit tiikrdzik., Az egyes agonistakra

jellemzd EC értékeket azok "relativ hatékonysaganak"”

50

kiszamitédsdhoz haszndltuk fel., A szamitdsok eredménye-
it a 3. Tablazatban tilintettiik fel, s az Osszehasonli-
tds érdekében ugyanezen tablazatban idézziik a perifé-

rids szdvetekben jol jellemzett Hl— és H_-receptorokra

2
vonatkozé irodalmi adatokat: az ileum kontrakcidt ki-

valtod Hl-agonisték é€s a gyomor szekrécidét fokozd H2—

-agonistdak relativ hatékonysagénak jellemzdit,

Hlfreceptor antgggnistaképt mepyramint, Hz-recep-

tor antagonistaként cimetidint és metiamidot alkalmaz-

tunk.

Kisérleteinkben H,-receptor antagonistaként
mepyramint haszndltunk. A hisztamin-érzékeny adenil
ciklaz aktivitds gatlasanak kvantitativ vizsgalatéat
konstans hisztamin-koncentracid és valtoztatott in-
hibitor /mepyramin/ koncentracidé mellett végeztilik,
A 11, abréan feltlintetett adatok szerint a fél-maxi-

malis inhibicidét eldidézd mepyramin koncentracid
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|
1077 1076 1075 1074 1073
AGONIST CONCENTRATION (M)

Az adenil ciklaz aktivitas stimulécidja az
agyi kapillarisokban hisztaminnal és kilon-
b6zd H,- és H,-agonistakkal.

Az ereéményeket a hisztamin /HA/, dimaprit
/|DIM/ és 2-thiazolylethylamine /TEA/

/10,A adbra/ valamint a 4-metilhisztamin
/|4-MHA/ és 2-metilhisztamin /2-MHA/ /10.B
adbra/ altal kivaltott maximalis stimuléaciod
szadzalékaban fejeztik ki.

A cAMP szintézis abszolut értékeit /pmole
cAMP x mg~l fehérje x min-1l/ a kiildnbdzd
agonistadk szupramaximalis koncentracidi-
nadl a kovetkezdnek talaltuk : -4
87,9 + 9,8, 104 M HA-nal; 77 + 1,2, 10 M
DIM-tal és 80,6 + 2,2 10”4 M TEA-nal.

Az alapszint 62,1 + 2,9 volt,
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10.B adbra Az adenil ciklaz aktivitas stimulacidja
4-metilhisztaminnal és 2-metilhisztamin-
nal.

A CAMP szintézis adatai: 139,4 + 7,0, 10 M
4-MHA-nal; 130 + 8,6, 5 x 10°4 M 2-MHA-nal
és 144,7 + 9,3, 1074 M hisztaminnal; alap-
szint 84,6 + 6,2 pmole cAMP x mg~l fehérje x
x min—1,

A 10.A és 10.B abrakon két kiilénalld kisér-
let eredményeit tlintetiik fel; az egyes pon-
tok 6-6 parhuzamos mérés eredményeinek at-
lagértékei,.
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HISZTAMIN AGONISTAK "RELATIV HATEKONYSAGANAK"

FRAKCIOBAN MERT ADENIL CIKLAZ STIMULACIO,

3. TABLAZAT

OSSZEHASONLITASA A CORTEX KAPILLARIS

ill. A PERIFERIAS

BIOLOGIAI VALASZOK ALAPJAN

SZOVETEKBEN MERT

—— ADENIL CIKLAZ A GYOMOR SZEKRECIO ILEUM KONTRAKCIO
KAPILLARISOKBAN (patkany - H2) (teng., malac - Hl)
Hisztamin 100 1002 1002
Dimaprit 25 l9,5b O,OOOlb
4-metilhisztamin 36 392 o0,3%
2-metilhisztamin 5 29 16,5
2-tiazoliletilamin 5 0,3° 26°

A "relativ hatékonyséagot" (R.P.) az aldbbi képlet szerint szamitottuk :

R.P, = (ECSOhlsztamln/ECSOagonlsta)

4JOHNSON és MIZOGUCHI (

107734

bPARSONS et al., (1977),

“DURANT et al., (1975).

x 100
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' -7
/ICSO/ 6 x 10

M koSrili érték volt, Kompetitiv
inhibicidét feltételezve, a K; = ICg, / (1 + S/Ka)
képlettel /CHENG és PRUSOFF, 1973/ kiszamithatjuk
az inhibicidés allandd /Ki/ értékét., A képletben

S- az alkalmazott hisztaminkoncentracioé /lO_4 M/ és
K, - az adenil ciklaz félmaximdlis stimulacidjat ki-

6

valtd hisztaminkoncentrdcidé /5 x 10 ° M/. Adataink

6 M-t kaptunk.

alapjéan a K értéke 1,1 x 10
Olyan kisérletekben, amelyekben az adenil ciklaz
stimulaciét Hl—agonistéval valtottuk ki /TEA; 11,
abra/, megfigyelhettiik ugyan a parhuzamosan adott
Hl—antagonista mepyramin stimulacidé gatldé hatéasat:
az adenil ciklaz stimulacid koncentracid gorbéjének
balra, teh&t az alacsonyabb koncentraciék felé valéd
eltolddasat, de a kapillarisok esetében a gdrbék
alapjan szamitott K, értéke /3,1 x lO_7 M/ igy is
mintegy két nagysagrenddel magasabb volt, mint a

"tisztan" H

10

1 rendszerben /ileum/ leirt Ki értékek

/5 x 10 —° M; ARUNLAKSHANA és SCHILD, 1959/.

A cimetidin /Hz—antagonista/ mind a hisztaminnal,
mind pedig a 4-metilhisztaminnal /Hz—agonista/ szem-

ben a H, antagonistikhoz képest mintegy 2 nagysag-

1
renddel alacsonyabb koncentracidé-intervallumban bi-

zonyult hatékony ciklaz-stimulacidé inhibitornak.
Mindezek az adatok arra utalnak, hogy a kapilla-
risokban kimutathaté hisztamin-érzékeny adenil ciklaz

rendszer a H2—receptor antagonistakra mutat specifi-

kus érzékenységet, tehdt a kapillarisokban H, tipusu

2

hisztamin receptorok vannak.
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dbra Hisztamin antagonistak koncentracido-fliggd

hatasa a hisztaminnal vagy annak agonis-
tdival stimulalt adenil ciklazra agyi ka-

pillarisokban.,

4M HA mepyraminnal szemben;

4

10~

5 x 10

10—4 M HA - cimetidin;

10" M 4~MHR = cimetidin,

M TEA - mepyramin;
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12, abra A hisztamin &ltal indukalt adenil cikléaz sti-
muldcidé gatlasa cimetidinnel,
Az agyi kapilléris frakcid homogenizatumait
kiilénbdzd hisztamin koncentracidé mellett inku-
baltuk 10-6M cimetidin /o/ vagy 5 x 10~0M
cimetidin /A/ jelenlétében, illetve cimetidin
nélkil /e/. Az eredményeket a maximadlis hisz-
tamin-vadlasz szazalékaiban fejeztiik ki. Az
adenil ciklaz alapaktivitast az alkalmazott
antagonista koncentracidék lényegében nem be-
folyasoltak.

A 12, abra az adenil ciklaz aktivitadsanak kildn-
b6z86 hisztaminkoncentrdcidk altal eldidézett stimula-
lasat demonstralja, amelyet a cimetidin két kiilénb&zd

6 M és 5 x 10_6 M/ jelenlétében

koncentréacidjanak /10~
mértiink, A koncentréacibé-valasz gbrbe parhuzamos elto-
lédéasa - a hisztamin &ltal kivaltott maximalis valasz

megvaltozdsa nélkil - az antagonista kompetitiv inhi-

bitor tulajdonsagara utal. A kapott gdrbék adataibdl
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abra A metiamid H.,-antagonista koncentracid-

-fliggd hatadsd a hisztamin-érzékeny ade-
nil ciklaz aktivitasra.

A - adenil cikldz stimulacid kiilonb&zd
hisztamin koncentracidé mellett metiamid
hozzaadas nélkiil, illetve 5 x 10~ ®M me-
tiamid jelenlétében;

B - a 1004 M hisztaminnal kivaltott adenil
ciklaz stimulacid gatlasa kiilonbdzd meti-
amid koncentréacid hatéasara.
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a cimetidin inhibiciés &llandéjat /Ki/ is ki lehetett
szédmitani a K, = I/(K’a/Ka—l) képlet alapjan /CHENG
és PRUSOFF, 1973/, amelyben K és K'a az adenil cik-
13z fél-maximilis stimulacidojat kivaltd hisztamin
koncentracidk, amelyeket az antagonista nélkil,
illetve jelenlétében hataroznak meg; I pedig az
antagonista koncentracidéja. A cimetidin két alkal-
mazott koncentracidjanal kapott Ki értékek igen jol

megfelelnek egymasnak: 6,9 x 10_7 M, illetve

8,1 x lO_7 M. 4-metilhisztamin alkalmazdsakor hason-
16 cimetidin-gatlasi gorbéket kaptunk, amelyek alap-
jan a K, érték 3,7 x lO-7 M-nak adédott.

Adatainkat kiegészitik a metiamiddal - egy, a
cimetidinnél gyengébb hatéasu H2-antagonistéval
/BLACK et al., 1972/ - kapott eredményeink /13, &abra/,

amelyek szerint ez az anyag szintén gatolja a hiszta-

min-érzékeny adenil ciklazt,

4,4, GUANIL CIKLAZ

Aktivitasat a GTP szubsztratbol iddegység alatt
keletkezd ciklikus GMP mennyiségével mértiik. A guanil
ciklaz enzim alapaktivitasa az agykéregbdl izolalt
kapillaris frakcidban 20,1 + 1,7 pmol cGMP x mg—l X
X min-l. A ciklikus GMP felhalmozddasa az inkubacids
kisérletben mintegy 15 percen keresztiil linearis
volt, s linedris figgést mutatott a fehérje koncent-
racidétdél is /az alkalmazott 50 ug/minta és 200 ug/minta
koncentracié-hatarokon belil/. Az enzim Km értéke

0,25 mM értéknek adddott /14. abra/. TObb bioaktiv
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14, dbra Az agyi kapillarisok guanil ciklaz akti-
vitdsa a szubsztratkoncentracid fliggvé-
nyében /[14.A/.

Az enzim Ky értékének grafikus szamitasa
HANES /1932/* szerint [14.B/.

——0—— az enzim alapaktivitésa a kapil-
laris homogenizatumban;

—e—— 1 % Triton X 100 mellett mért
aktivités.

* HANES, C.S. /1932/ Biochem. J., 26, 1406,
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4, TABLAZAT

NEUROTRANSZMITTEREK HATASA TENGERI MALAC AGYKEREGBOL IZOLALT KAPILLARIS FRAKCIOBAN

MERT GUANILCIKLAZ AKTIVITASRA

GTP (szubsztrat) + lO"4 M + 1074 M +5x10° M

koncentracid (mM) Koprzoll hisztamin acetilcholin enkephalin
0,25 14 + 2,8 11,7 + 2, 17,2 + 4,7 15,6 + 1,
0,5 20,9 + 5,8 24,8 + 5, 32,4 + 10,4 26,1 + 3,
1,0 23,9 + 2,4 27,0 + 9, - 39,1 + 4,
2,0 23,1 + 1, 13,3 + 4, 17,2 + 3,3 22,3 + 0,

Az enzimaktivitast pmol cGMP x mg-l fehérje x min_l egységekben fejeztik ki;

az eredmények két kisérlet (3-3 parhuzamos minta) atlagai (+ SD).



15, adbra A guanil ciklaz hisztokémiai kimutatéasa agy-
szbvet metszetekben,
a, b - fénymikroszképos felvételek /400 x
nagyitassal/;
c, d - kapillarist tartalmazd metszetrészle-
tek elektronmikroszkdépos képei /15,000 x na-
gyitéassal/;
e - szubsztrat nélkili kontroll /30.000 x
nagyitassal/;
CAP - kapillérisok; L - kapillaris lumen;
Gl - gliatalp; BM - kapillaris bazalis ré-
tege,
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anyaggal tettilink kisérletet a guanil cikléz aktivitasa-
nak stimulalasara /4. Tablazat/. Ebben mind az acetil-

cholin, hisztamin, mind az enkephalin/lo-4

M/ hatasta-
lannak bizonyult. A Triton X-100 detergens viszont
mintegy hatszorosara névelte a guanil ciklaz aktivita-

-1 x min /.

sat /120 + 16,3 pmol ciklikus GMP x mg
A K érték azonban ebben az esetben valtozatlannak bi-
zonyult. /14, &abra/.

A hisztokémiai eljaréds szerint /1. MODSZEREK/ a
guanil ciklaz reakcid végtermékét a kapillarisokban
mind fény-, mind pedig elektronmikroszképpal ki lehe-
tett mutatni /15. abra/. Az elektronmikroszkopos
vizsgalat azt mutatta ki /15, c¢,d abra/, hogy az en-
zim elektron-denz reakcid végterméke a kapillarisok
lumendlis- és bazalis membranjaiban halmozédik fel,

A 15,e abra a szubsztrat alkalmazasa nélkiil készi-

tett kontroll-felvételeket tartalmazza.

4.5, ADENOZINTRIFOSZFATAZOK

TORACK é&s BARRNETT /1964/ mutatta ki eldszdr
hisztokémiai médszerrel, hogy agyszdvet metszetekben
az ATP-az aktivitds a kapillarisok bazalis rétegében
lokalizalhatdé. Az agykéreg kapillaris frakcidjaban
analizaltuk az ATP-ézok aktivitasat: meghataroztuk
a hdrom tipusu ionfliggé ATP-azt /5. Tablazat/. A
tablazatbél is kitiinik, hogy a kapillarisokban a Ca -
/Mg++/-ATP—éz aktivitasa dusul fel jelentSsen /[mintegy
26-szorosadra a kiinduld agykéreg homogenizatumhoz ké-

pest/. A 6. Tablazatban foglaltuk &ssze néhany neuro-
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ADENOZIN-TRIFOSZFATAZOK FAJLAGOS AKTIVITASA* TENGERI MALAC AGYKEREG

5. TABLAZAT

HOMOGENIZATUMBAN ES A KAPILLARIS FRAKCIOBAN

KAPILLARIS DUSULASI

ENZIM HOMOGENIZATUM FRAKCIO FAKTOR

Na® -k"-aTP-az 1988 + 202 3125 + 52 1: 1,57
Mg T-ATP-az 5574 + 815 5423 + 465 1: 0,97
ca*t(mg™)-arp-a2 48 + 26 1269 + 180 1 & 26,4

* Az ATP-azok fajlagos aktivitasat nmol P, X mg-l
egységekben tilintettik fel,

Az enzimmeghatdrozashoz hasznalt inkubéacids elegyek 2 mM ATP-t,

fehérje x 30 min

1

3-3 kisérlet atlageredményei alapjan.

5 mM MgCl, -t

és 20.mM KCl-t tartalmaztak, valamint a/ 100 mM NaCl + 1 mM EGTA-t - a Na+—K+ -

. + . e =z ++ % P
és Mg +—ATP—azok méréséhez; b/ 100 mM KC1 + 1 mM EGTA-t - a Mg =-ATP-az méréséhez,

és c/ 100 mM KCl-t - a Ca++(Mg

A kontroll méréseket szubsztrat (ATP) nélkiili, illetve enzimforras nélkiili elegyek-

++)

2 + 2 e
- és Mg *_ATP-4z0k méréséhez,

kel végeztiik. A tadblazatban figyelembevettiik a kettSs aktivitadsmérések adatait:

a Mg++—fﬁgg6 ATP-az aktivitéasat a Na+~K+—, ill. C

nak kiértékeléséhez levontuk.

+4
a

-ATP-azok aktivitasa-
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6. TABLAZAT

NEUROTRANSZMITTEREK HATASA AZ ATP-AZOK SPECIFIKUS AKTIVITASARA A KAPILLARIS FRAKCIOBAN

Kontroll Hisztamin Dopamin Noradrenalin
ERELmel spec. akt. 1073 M 1073 M 1073 M
nmol Pi/mg730’ nmol Pi/mg730' nmol Pi/mg730’ nmol Pi/mg730'

Na'-, K'-

3450 + 240 2340 + 485 2260 + 300 2870 + 370
~ATP-4z
Mg T -ATP-4z 5400 + 330 4950 + 295 5380 + 130 5150 + 320
ca’t (mg*T)-aTP-az 2010 + 310 1080 + 210 1030 + 190 600 + 270

Tipikus kisérlet eredményei; 4 kiilénalldé kisérlet (3-3 parhuzamos méréssel)

eredményei a fentiekkel Osszhangban voltak.

* mg fehérje.




transzmitter ATP-a&z aktivitasokra gyakorolt hatéasa
eldzetes vizsgalatédnak adatait. A vizsgalt transz-
mitterek a Na+, k' és Ca++— /Mg++/—ATP—ézok aktivi-
tasat tobbnyire valamelyest gatoltak. A jelenség
részletesebb analizise tovabbi kisérleteket igé-
nyel, amit az az érdekes megfigyelés is indokol,

-

hogy a Ca /Mg++

/=ATP-az aktivitasat in vitro a
kapilldris-homogenizatumhoz adott dibutiril-cAMP
is gatolta, mégpedig a koncentracidotdél fiiggd mér-

tékben /16, abral/.

1500

—1000

nmol P; mgY/30min

~ 510

)
CONTROL, 10°M 10"M
dibutyryl cAMP

16. &bra Dibutiril cAMP hatasa az agyi kapilléa-
risok catt /Mgtt/-ATP-4z aktivitasara
in vitro.



AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Hat évvel ezeldtt k&zoltilk az agyi kapillarisok
tisztitasara elsdként kidolgozott mdédszert [/JOO és
KARNUSHINA, 1973/. Hogy azdta viszonylag rovid idd
telt el, részben megkdnnyiti eredményeink targyala-
sat, hiszen a tisztitott kapillarisokkal végzett mun-
kakb61l arénylag kevés jelent még meg, Masrészt viszont
tanui lehetiink a kutatdék mind élénkebb érdeklddésének
az agyi kapillarisok irant, hiszen azok a vér-agy gat
kémcsSben j61 kezelhetd , biokémiai vizsgadlatok sza-
mara tokéletesen megfeleld modelljének tekinthetdk
JHJELLE et ai., 1978/, Tudomasunk szerint ma a vila-
gon mintegy 10 laboratdrium kutatja a kiilénb&zd anya-
gok transzport mechanizmusait a kapillarisok izolala-
si mdédszerének felhaszndlasaval, A kapillarisok izola-
lasara maig mar tSbb mbédositott eljards is napvila-
got latott; a laboratdériumunkban rutinszeriien eldal-
lithatd kapillaris frakcidérél viszont elmondhatjuk,
hogy az mind morfoldgiai, mind biokémiai jellemzdit
tekintve eldnytsen tiinik ki az irodalomban eddig ko&-
z61lt hasonld prepardtumok kozilil, Véleménylink szerint
rendkiviil fontos kitiintetdje az altalunk preparalt

kapillarisoknak az, hogy azokbdél a vér elemei hia-
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nyoznak; ezek jelenléte tavolr6l sem lenne k&z8mbos a
biokémiai eredmények értékelésekor. Megfigyeltiik, hogy
a kapillarisok izolalasa utan a pinocitbézis aktivaci-
6jara emlékeztetd sajatos jelenség figyelhetd meg:
elektronmikroszkédpos preparatumokon a kapillarisokban
a normalisnal t&bb vezikulumot ladthatunk /6. &bra/.
Ennek az okat ma még nem ismerjiik; taldan a 0,9 %-os
NaCl oldattal vald perfuzidé - ami kivalthat hiper-
volémiat /HORTON és HEDLEY-WHITE, 1979/ - de lehet a
preparalas soradn a centrifugalasnal hasznalt magas
/1,5 M/ szahardézkoncentracidé hipertdnids hatéséanak
eredménye is. Zavard tényezdnek tartjuk a kapilléaris
frakcidéban a nagyobb arteioldk és venuldk jelenlétét
is, mivel ezek kiildn sejttipusokat, pl. sima izomsej-
teket vihetnek be a vizsgalandd rendszerbe, Ezek a-
zonban szerencsére a prepardtumban a kapillarisok &sz-
szességéhez képest csak kis mennyiségben vannak jelen,
s nagyobb mennyiségii kiinduldsi agyszovetbdl /cortex
homogenatum/ elképzelhetd a még nagyobb foku kapilla-
ris tisztités., A kapillaris frakcidban jelenlévo cse-
kély mennyiségl sejtmag ezideig nem jelentett zavard
tényezdt. Ezektdl liveggydngydn keresztiil vald szlirés-
sel mas szerzdk /GOLDSTEIN et al., 1975/ igyekeztek
megszabadulni, de a mi tapasztalataink szerint ez egy-
idejlileg jelentds mennyiségli kapillaris elvesztéséhez
is vezet, Mas, e célra kiprdobalt mddszerek szintén
szamos, a kapillaris prepardlast karosan befolyaso-
16 tényezdt tartalmaznak.

Amikor az izolalt agyi kapillarisokon végzett

biokémiai kisérleteink eredményeinek megvitatasira
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tériink at, forditsuk elsdként figyelmiinket a hiszta-
minnak, mint érdeklddésiink k&zéppontjaban 4116 bio-
aktiv anyvagnak a kapillarisok endothel sejtjeire gya-
korolt hatdsa mechanizmusénak elemzésére,

A hisztamin koncentraci6jat az agykéreg homoge-
nizdtum frakcidiban /1. és 2. Tablazat; 35-36 old./
TAYLOR és SNYDER /1972/ rendkiviil érzékeny radioenzi-
matikus mdédszerrel hatdroztuk meg. Azt talaltuk,
hogy az agyszdvet Ossz-hisztamin tartalménak 2 %-a
a kapillaris frakcidban lokalizalddik, Ez az elsd
pillantdsra nem tul magasnak tlnd hisztamin mennyiség
a kapillarisok igen "stabil" velejardja: a fehérje
koncentracidhoz viszonyitva a kapillarisokban a hisz-
taminkoncentracié mintegy 2,8-szor magasabb, mint a
teljes agyszovet homogenizatumban. Lényegében azonos
hisztamin koncentracidérdél szamolt be nemrégiben
JAROTT et al., /1979/. Mi azon a véleményen vagyunk,
hogy a hisztamin a kapillarisok endothel sejtjeiben
lokalizaldédik, bar egyeldre nem tudjuk, hogy szabad
vagy kotdtt formadban. EL ACKAD és BRODY /1975/ fluo-
reszcencias mdédszerrel kimutattdk, hogy a hisztamin
a periférias véredények falaiban lokalizalt. A hiszta-
min szintézisének és katabolizmusdnak enzimei /a hisz-
tidin dekarboxilaz és hisztamin-N-metiltranszferaz/,
bar mérhetd aktivitassal voltak jelen a kapillarisok-
ban, fajlagos aktivitadsuk mindig lényegesen alacso-
nyabb volt, mint a teljes cortex homogenadtumban
/1. Tablazat/. Ebbdl arra is lehet kdvetkeztetni, hogy
a kapillaris frakcidban nincsenek hisztaminerg szinap-

toszomak, amelyekre magas hisztidin-dekarboxilaz ak-

tivitds és alacsony hisztamin koncentrdcid jel-
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lemz& /GARBARG et al., 1976/. A kapillaris frakcidrdl
késziilt elektronmikroszkopos felvételeken is valdban
csak elvétve lehetett szinaptoszdémakat talalni, és

ahol jeien is voltak, altaldban nem kotddtek szorosan

a kapillarisok felszinéhez. Ezen megfigyelésiink ellen-
tétben a1l pl. LAI et al., /1975/ kbzlésével, miszerint
"a kapillaris frakcidban norepinephrin és annak metabo-
lizmusa enzimeinek dusuldsat tapasztaltdk, ami adrenerg
‘szinaptoszémdk jelenlétére utalna. Az &dltalunk hasznalt
procedurdk szerint, az agyszovet Ca-mentes kdzegben
valdé homogeniza&cidéja is nagyon valdszinilitlenné teszi,
hogy az adrenerg szinaptoszémak a kapillarisok vagy
nagyobb erek feliiletéhez kotddve maradjanak.

Elvileg kapillarisokhoz szorosan kapcsolddd hizd-
sejtekrdl [IBRAHIM, 1974/ képzelhetd el, hogy a. frak-
cidé magas hisztamin tartalmaért részben felelSsek le-
hetnek., A hizdsejtek az agyban azonban csak kevés
szamban talalhatdék, s mennyiségiik fligg az agy patoldgias
allapotaitdl, vagy az allatok életkoratdél is /PESINGER
et al,, 1977; PICATOSTE et al., 1977/. A hizbsejtekben
viszont a hisztamin viszonylag magas koncentracidéja
mellett a hisztidin-dekarboxildz alacsony aktivitésat
irtak le. /SCHWARTZ, 1976/ A toluidin-kékkel vald sejt-
festéssel, amely igen alkalmas a metachromdziat
mutatd hizdésejtek kimutatésira, az altalunk preparalt
kapillaris frakcidban csak rendkiviil alacsony mennyiségi
hizésejtet talaltunk. Vizsgalatokat végeztiink ezenkiviil
a hizdsejtekbdl a hisztamint specifikusan felszabaditd

vegylilettel, az u.n, Compound 48/80-nal mind az izolalt
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kapillarisckon in vitro, mind pedig in vivo /intra-
ventrikularisan injektalva/, s kimutattuk, hogy a ve-
gylilet nem befolyasolta a kapillarisok hisztamin tar-
talmidt /az eredményeinket nem tilintettiik fel/. A hisz-
tamin tehat nagy valdésziniiséggel nem hizdsejt eredeti
a kapillaris frakcidéban, Elképzelhetd azonban, tekin-
tettel a hisztamin igen erds kotddd tulajdonsagara,
hogy a kapillaris prepardlas soran a szdvet-hisztamin
"atcsoportosulasa" is bekdvetkezhet az egyes preparalt
frakcidk kozdétt, ezt azonban egyértelmiien kizartuk

a homogenizalas és preparalds soran mesterségesen
adott 3H--hisztaminnak a‘gradiens-frakciék kézotti
megoszlasanak analizisével /2. Tablazat/. Eszerint

a radioaktiv hisztaminnak csak 0,06 %$-a4t talaltuk a
kapillaris frakcidban, ami kizarja a miiterméket elo-
idézd "atcsoportosulas" lehetdségét., A hisztamin fi-
zioldogiasan magas koncentracidja minden bizonnyal
regulacidés jelentdséggel bir: SCHAYER [/1973/ fel is
tételezi a hisztamin regulécids szerepét az agy mik-
rocirkulacibéjanak szabadlyozasaban, a mechanizmusrdl
azonban még nincsenek bizonyitdé érvényl adatok.
McGRATH és SHEPHERD /1978/ ugy vélik, hogy a hisztamin
véraramlasban jatszott szabalyozdé szerepe a norepi-
nephrin kivalasztas gatlasaban keresendd: azokbdl az
adrenerg idegvégzddésekbdl, amelyek a vérédények

sima izomzatdnak innervacidéjat 1latjak el /17. abra/.
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17. dbra A hisztamin feltételezett hatadsmechanizmusa
a véredények sima izmainak adrenerg inner-

vacidéjéaban.

/McGRATH és SHEPHERD, 1978/.

Hy és Hp - a hisztamin receptorok feltéte-
lezett lokalizacidja;

NE - norepinephrin,

A hisztamin vasodilatator hatéasa ily mdédon a H2 tipusu
receptorokon keresztiil valdésulna meg; ezekrdl pedig is-
meretes, hogy az adenil ciklé&z rendszerrel vannak funk-
cionédlis kapcsolatban,. /A Hl tipusu receptorokrdl

pedig ugy vélik, hogy a guanil ciklaz rendszerrel

is kOzvetlen reguléacids kapcsolatban A4llnak /GREENGARD,
1976; BARTFAI, 1978/. Ezen irodalmi adatok és modellek
csupan a véredények lumen-keresztmetszetének szabalyo-
z&dsara vonatkoznak, a hisztaminnak az endothel-sejt
permeabilitésat szabdlyozd szerepérdl nincsenek pon-

tos elképzeléseink., A periférids szdvetekben, pl. a
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zsirszdvetben, a kapillarisok endothel sejtjeiben ta-
ldlhatd pinocitotikus vezikuldkban noradrenalinnal
stimuldlhatdo adenil ciklaz aktivitast mutattak ki
/WAGNER et al., 1972/; a szivizom kapillarisokban

az adenil ciklaz pedig hisztamin-érzékeny volt
/WOLLENBERGER et al., 1973/. Ezen adatok, valamint sa-
jat megfigyeléseink alapjén arra ko&vetkeztettiink, hogy
az agyi kapillarisok endothel sejtjeiben az adenil
ciklaz rendszer stimulacidéja illetve cAMP koncentraciod
sejten belili nbvekedése megeldzi a pinocitbdzis foko-
z6dasat. /Jo0, 1972; JO0O és KARNUSHINA, 1978/.

Laboratdériumunkban korabban kozolt eldzetes ki-
sérleti adatokbdl /JOO et al., 1975/ mar kbvetkeztet-
ni lehetett arra, hogy az agyi kapillarisokban az
adenil ciklaz rendszert hisztaminnal stimuldlni lehet,
Ez a megfigyelés késztetett arra,'hogy a hisztamin
adenil ciklaz rendszerre kifejtett hatésé&nak specifi-
tdsat és mechanizmusat kutatni kezdjiik az agyi kapil-
lérisokban.

A hisztamin agonistdk és antagonistak alkalmaza-
sdval kapott eredményeink egyértelmiien arra utalnak,
hogy az izolalt agyi kapillarisokban hisztamin-érzékeny,
aéaz hisztaminnal stimul&lhatd adenil ciklaz rendszer
miikddik, amely specifikus funk¢iondlis kapcsolatban all
a H2 tipusu hisztamin receptorokkal. Ezt a megallapi-
tdsunkat a kévetkezd megfigyelésekre alapoztuk :

1./ H2-specifikus hisztamin agonistdk és antagonistak
hatasukat mar igen alacsony koncentracidéban kifej-
tik, s ezek a koncentracidk igen kbzeliek a tisz-

tan H2 tipusu receptort tartalmazd szbveteknél meg-
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figyelt aktiv agonista vagy antagonista koncentra-
cibkhoz;
2./ Hl—receptor agonistdk BLACK et al., /1972/ megfi-

4

gyelése szerint magasabb /10 ° M/ koncentrdcidk-

ban alkalmazva képesek k&lcsdnhatasba lépni a H,
tipusu receptorokkal;

3./ a mepyramin stimulacidét gatld hatasa csak viszony-
lag magasabb koncentracidk mellett érvényesil
/lO-5 ~ lO_4 M/, amit szintén tekinthetiink ezen

H.-antagonista H, receptorokkal valdé nem-specifi-

1 2
kus kdlcsdnhatasa eredményeként. Ezt latszik ala-
tédmasztani GREEN et al,, /1978/ tisztan Hz—recep-
tort tartalmazd rendszeren tett hasonld megfigye-
lése.

A kapillarisokban levd hisztamin-receptor tipusat ille-

tden azonban nehéz kategorikus allaspontra helyezkedni,

A probléma ma még valdszinlileg metodikai jellegi ne-

hézségeket is magaban hordoz.

A H, tipusu receptor mellett sz6lnak GREENGARD és mun-

katarsai adatai /HEGSTRAND et al., 1976; KANOF et al.,

1977/, akik az altalunk is alkalmazott adenil ciklaz

aktivitas meghataroz&asi mdédszerét hasznalva, tengeri

malac hippocampus homogenizatumban az adenil ciklaz
rendszert csak a H2 tipusu hisztamin receptorokon ke-
resztlil tudtak stimulalni, Bar az altalunk preparalt
frakcidéban valamivel alacsonyabb adenil ciklaz akti-
vitadst mértink, mint az idézett szerzdk, de a rendszer
agonistdkra és antagonistakra vald érzékenysége

hasonlé jellegli volt, J.-C. SCHWARTZ munkacsoportja

ugyanakkor - inkubalt hippocampus szeletekkel kisér-
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letezve - az adenil ciklaz rendszert mindkét tipu-
su hisztamin receptoron keresztiil érzékenynek ta-
lalték /BAUDRY et al,, 1975; PALACIOS et al.,
1978/, hasonldéképpen PSYCHOYOS [1978/ eredményeihez,
aki sejtmentes preparatummal dolgozott [/igaz, meg-
lehetdsen hosszadalmas mdbédszerrel/., A két hisztamin-
-receptor tipus lehetséges kOlcstnhatasat feltétele-
z0 néhany mai elképzelés hiveinek nézetei tOSbbnyire
abban kiildnb&znek, hogy két kilénb&zd receptor-mo-
lekula létezik-e, [/OWEN, 1977; SCHWARTZ et al.,
1977/ vagy csupé&n ugyanazon receptor konformacid-
-valtozasai eredményezik a Hy illetve H, tipusu
farmakoldégiai valaszok kildnb&zdségét [KENAKIN
et al,, 1974/. Mas vélemények szerint a hisztamin-
-érzékenység és a receptor specifitasa példaul adeno-
zin jelenlététdl is fligg DISMUKES et al., /1976/.
Eredményeink alapjadn ugy is vélhetjiik, hogy a
hisztamin koncentracido-fiiggd hatasa esetleg két
fazisu : rendszeriinkben a hisztamin az adenil cik-
lazt specifikus médon - a H, receptorok nagyobb ér-
zékenységén keresztiil -, vagy aspecifikusan /Hl re-
ceptorok &altal?/ stimulalja. Erre utalnak PALACIOS
és munkatdrsai [/1978/ hippocampus agyszeleteken ka-
pott megfigyelései, /lasd pl. 12, abra/.
Ez utébbiak azonban a fenti feltételezés bizonyi-
tasdhoz nagyobb szamu mérést és azok pontosabb

matematikai analizisét igénylik.



Szintén nyitott kérdés a hisztamin receptor
vagy receptorok lokaliza&cidéja. Az aminosavak sza-
mara példaul az endothel sejtek permeabilitéasa
kiilonbozik a kapillaris-lumen iranyaba, illetve
az idegsejtek felé /BETZ és GOLDSTEIN, 1978/.
Kilonbséget feltételezhetiink tehat az "aktiv"
receptorok szamaban a kapillarisok belsd és kiil-
s® oldalain, Ugyanerre kovetkeztethetiink azokbdl
a kisérletekbdl is /BROMAN és LINDBERG-BROMAN,
1945; WESTERGAARD és BRIGHTMAN, 1973/, amelyekben
intravénés hisztamin injekcidéval egerekben és
patkanyokban nem lehetett fokozni az agyi endothel
sejtek permeabilitasat. Magunk is hasonldé jelen-
séget tapasztaltunk /KARNUSHINA, JANKA, JOO; nem
publikalt adatok/ néhany korabbi kutydkkal végzett
kisérletben: viszonylag magas hisztamin ddézisok
carotis-on keresztiil vald beadd&sa utan sem tapasz-
taltunk a 1131 izotdéppal jeldlt borju szérumalbu-
min beadramlasét a vérbdl az agyszdvetbe, FOLDES
és KELENTEI /1954/ azonban annak idején arrdl
szamolt be, hogy hisztamin beadasaval a vér-agy
gatat kéarositani lehetett. Mindezek az adatok
a hisztamin receptorok lokalizacidéjanak prob-

lémajat illetden csak kdzvetett jellegiiek,
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A hisztamin hat&séaval is kapcsolatos lehet =~ kii-

1l6n8sen, ha nem zarjuk ki a H, receptorok jelenlété-

1
nek lehetdségét - mas regqulacids rendszer/-ek/ mikodé-
sének feltételezése. Ilyennek tekinthetjiik példaul a
guanil ciklaz rendszert, amelynek jelenlétét az agyi
kapillarisokban laboratdériumunkban mi mutattuk ki
elsBként /KARNUSHINA et al., 1979c/.A guanil ciklaz
enzimet azonban kiilénb6z3 neurotranszmitterekkel

in vitro nem lehetett stimulalni /lasd 4, Tablazat/,

s a hisztamiﬁ ugyancsak hatdstalannak bizonyult. A
guanil ciklaz aktivadlhatésdganak feltételei sejtmentes
rendszerekben mindezideig nem ismeretesek.

Annak ellenére, hogy a guanil ciklazt altalaban
"reguldcids" enzimnek tekintik /1lasd GOLDBERG Ossze-
foglaldéja, 1977/, mikddésének és szerepének mechaniz-
musa mindezideig kevéssé kutatott. STUDY et al.,
/1978/ kimutatta, hogy neuroblasztdéma sejtekben a
cGMP-szint kapcsolatban a4ll az u.n. ca*t-csatornak
mitkddésével: a Ca' ' ionok gatoljak az adenil ciklaz ak-
tivitast, s ugyanakkor stimuldljak a guanil ciklaz
aktivitédsat, Az adenil ciklazzal ellentétben ezt az
enzimet eldszdr a citoplazmaban, oldott formdban
mutattadk ki, s csak késdbb jelentek meg a membranhoz
kdtdtt guanil ciklazrdél sz616 kbzlemények /GOLDBERG,
1977/. Ez utdébbi enzimfajta kiilénb&zb6tt az oldott en-
zimtS3l., A két enzimet példaul meg lehet kiildnbdztetni

a detergensekkel valdé aktivalhatbésag alapjan: a memb-
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rénhoz kapcsolddd guanil ciklaz jelentdsen aktival-
hatdé detergensekkel, mig a citoplazmatikus enzim nem,
Kisérleti eredményeinkbdl /14, abra/ arra kdvetkeztet-
tiink, hogy az agyi kapillarisokban fdleg a membranhoz
kotdtt guanil ciklaz enzim taldlhatdé. Természetesen
ennek bizonyitdsara a legmeggy®zObb médszer a kapilla-
risok szubcellularis frakcidinak elemzése lenne, ami
szamunkra is a j6vd egyik feladatat jelenti,

A guanil ciklaz kimutatasat célzé hisztokémiai
és biokémiai jellegli vizsgalataink eredményei Ossz-
hangban vannak egymadssal., Hisztokémiai preparatumokon
a legintenzivebb guanil cikladz reakcidt az endothel
sejtek bazdlis membradnjan és kapillaris-lumen feldli
membranjan lattuk /15, abra/. A guanil ciklaz jelenlé-
tét az agyi kapillarisokban tehat bizonyitottnak te-
kinthetjlik. Annak tisztazasat, hogy az enzimnek milyen
szabdlyozd szerepe van a kapillarisokban, a tovabbi ku-
tatasok egyik feladatanak tekinthetjiik.

A kSvetkezd feladat, amelyet kitiliztlink, a mono-,
illetve bivalens kation fliggd ATP-&zok biokémiai jellem-
zése volt az izolalt agyi kapillarisokban. Az ATP-azok
fontos szerepére a vér-agy gat fenntartasdban a biva-
lens kation fiiggd ATP-azok inhibitorainak alkalmazasa-
val végzett kisérletek eredményei utaltak /[/J00, 1975;
1979/.

Kisérleteinkben az izolalt agyi kapillarisokban
mind a harom tipusu, tehat Na+, K+-fﬁgg6, Mg++-fﬁgg6
és Ca++[Mg++Ffﬁgg6, ATP-azt ki tudtuk mutatni., Az izo-
1alt kapillarisokat illetden ATP-&zokra vonatkozéjaéa-

B

tokkal csak két kdzleményrSl tudunk /EISENBERG ési,

\\\l ) ;:f/



&s SUDDITH, 1977; SUDDITH, 1978/. E szerzdk a Na',
K'-ATP-4z aktivitésat az Altalunk mért értéknél mintegy
masfélszer magasabbnak taldltdk, ami a preparatumok
természetes kiilénbdzoségén kiviil azzal is magyarazhaté,
hogy esetiikben a kontaminald vérelemek a Na+, K+-ATP-éz
aktivitads jelentds tobbletét okozhatjak.

Bizonyos fokig meglepdnek, de mindenképpen figye-
lemreméltdénak talaltuk azt a tényt, hogy az agyi kapil-
larisokban meglehetOsen magas Ca++-fﬁgg6 ATP-azt mér-
tiink., A sejtfizioldgiai jelenségek koziil ugyanis éppen
a membranpermeabilitassal és a vezikularis transzport-
tal kapcsolatos folyamatok mutatnak legnagyobb foku
érzékenységet a catt ionkoncentracidéra, tekintet nél-
kil arra, hogy az exocitdzis vagy pinocitdzis., A kapil-
larisok endothel sejtjeinek rendkiviil alacsony pino-
citotikus aktivitadsat ismerve talaltuk meglepdnek a je-
lentds Ca++-dependens ATP-az aktivitast., Hisztokémiai
adataink szerint ez az aktivitas legkifejezettebben
a kapillarisok bazdlis rétegében detektalhatd; a
dikation-fiiggdé ATP-a4zok gatlasa pedig éppen a bazalis
réteg szerkezetének megbomlasdhoz vezetett, ami viszont
maga utdn vonta a vér-agy gat karosodasat is /JOO,
1979/. Mindezzel talan kapcsolatba hozhatdé az a fen-
tebb mir emlitett megfigyelésiink is, miszerint az izo-
131t kapillarisokrdl készitett elektronmikroszkbépos fel-
vételeken az endothel sejtekben jelentds szamu pinocito-
tikus vezikuldkat taldltunk. Elképzelhetd, hogy a jelen-

- o gz 29z = — ++
ség a kapillaris prepardlas soran aktivalt Ca -depen-
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dens ATP-4z kovetkezménye. Megjegyezziik, hogy LE BEUX
és WILLEMOT /1978/ az agy hajszalereinek endothel sejt-
jeiben actin-szeri filamentumokat irtak le, ami szintén
Ca++—ATP-éz jelenlétét sugallja.

Jelenleg is dolgozunk a kapillarisok Ca++{Mg+ﬁ—fﬁg-
g3 ATP-az aktivitaséanak részletekbe mend biokémiai ana- |
lizisén: tisztazni kivanjuk azokat a tényezdket, ame-
lyek ennek az enzimnek az aktivitasat szabalyozzak.
Eddigi eredményeinket a 6. Tablazatban foglaltuk Ossze.
/54. old./. A kapillarisokban az ATP-&z aktivitasokat
az inkubacids elegybe adott kililonb&zd neurotranszmit-
terek jelenlétében hataroztuk meg. DESAIAH és HO [/1977/
eredményeivel ellentétben /e szerzdk szinaptoszdémikban
norepinephrin és dopamin hatasara az ATP-azok stimula-
cidjat figyelték meg/ kisérleteinkben a hisztaminnak
és a vizsgidlt transzmittereknek a Na+, K+-ATP-ézra és
a Ca++[Mg+fLATP-ézra inkabb gatld hatasa volt, Az utodbbi
enzimet viszont a dibutiril cAMP is gatolta, mégpedig
a koncentracidétdl filiggd mdédon /16, abra/.

E megfigyeléseinkbdl arra lehet k&vetkeztetni, hogy
az adenil ciklaz rendszer és az ATP-az "rendszer" ko&z-
vetlen funkciondlis kapcsolatban all egymassal, ami a
két enzimrendszer kSlcsbnhatasat jelzi, mint azt SCHEID
és munkatarsai [/1979/ sima izom szdvettenyészeten mar
bizonyitottak.

Az ATP-azokra vonatkozdlag megéllapithatjuk, hogy
azok lokalizdcidéja a kapillarisok bazdlis rétegében
szintén e struktura igen fontos szerepére utal a vér-

-agy gat szervezddésében. A bazidlis réteg magas

prokollagén tartalmdnak kOszdnhetd a kapillarisok rugal-



massdga, a pro-kollagén térbeli szervezddése viszont
nagy valbészinliséggel fligg az ATP-&z aktivitastdl,

Az agyi kapillarisok bazalis rétegének tisztitasara
és biokémiai jellemzésére mar megtbrténtek az elsd
kisérletek [CARLSON et al,, 1978/, de az ezekben al-
kalmazott magas detergens koncentracidé egyaltalan nem
tekinthetd optimédlis tényezdnek e struktura integ-

ritasanak megdrzéséhez,



1./

2./

3./

4,/

KOVETKEZTETESEK

Kimutattuk, hogy az agyi kapillarisok endothel
sejtjeiben viszonylag magas a hisztamin tarta-
lom, de a hisztamin metabolizmus emellett rend-

kiviil alacsony intenzitdasu.

Bebizonyitottuk a hisztaminnal stimulalhatéd
adenil ciklaz rendszer jelenlétét izolalt
agyi kapillarisokban; az adenil ciklaz lénye-
gesen érzékenyebbnek bizonyult a hisztaminnal
a H, tipusu receptorokon keresztiil vald sti-

2

mulécidéra, mint a H, receptorokon keresztiil.,

1
Hisztokémiai és biokémiai médszerekkel elsd
izben sikeriilt kimutatnunk a guanil cikla:z
enzim jelenlétét az agyi kapillarisok endothel

sejtjeiben.

Meghataroztuk a kiilonb&z6 ionfliggd adenozin-
trifoszfatazok aktivitasat az agykéregbdl izo-
l1alt kapillarisokban; kimutattuk, hogy a
dibutiril ciklikus AMP cso&kkenti az ATP-azok

aktivitasat,



AZ IZOLALT AGYI KAPILLARISOKON VEGZETT KUTATASOK

NEHANY GYAKORLATI VONATKOZASA

Bar kutatasainkban figyelmiinket a hisztaminnak
az izolalt agyi kapilladrisokban jelenlévd regulator
enzimekre gyakorolt hatasara koncentraltuk, munkank
egyik f& célja az volt, hogy ramutassunk az izolalt
kapillarisok, mint kutatdsi rendszer alkalmazhatéb-
sdgara a vér-agy gattal és hisztamin-hatassal kap-
csolatos kérdések tanulmanyozasdban. Kétségtelen,
hogy az in vitro rendszeren vald vizsgadlatok meg-
felelGen megalapozott élettani kutatasi hatteret
igényelnek, ami az eredmények kiegészitését és hi-
telesitését lehetdvé teszi in vivo kOriilmények ko-
zott is,

Az izolalt agyi kapillarisokkal végzett bioké-
miai vizsgdlatok segitségiinkre vannak tehat a vér-
-agy gat fenntartasa mechanizmusainak megértésében,
de gyakorlati, fOként orvosi problémdk szempontja-
b6l is fontosak lehetnek :

1./ Ismeretes, hogy t8bb idegrendszerre hatd gyogy-
szer hatasa, vagy éppen nem kivant mellékhatasa fligg
a gydgyszer és az agyi hajszalerek endothel sejtjei-
nek kdlcsdnhatédsaitdél is /OLDENDORF, 1974/. A tisz-
titott kapillaris frakcidé tehat alkalmas és talan

ma mar elengedhetetlen eszkdze azoknak a vizsgala-
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toknak, amelyek célja annak kimutatasa, hogy egyes anya-
gokat a kapillaris sejtek atengedni vagy akkumulalni
képesek, vagy éppen metabolizaljak. E vizsgalatokra
alkalmas teszt-rendszer jelenleg kidolgozas alatt

411 laboratdériumunkban; az erre iranyuld munkékat az
Egyeslil Gybgyszer- és Tapszergyarral szoros munkakap-

csolatban végezziik.

2./ Tobb betegség, amely a keringési rendszer patold-
giads karosodasaval jar /magas vérnyomds, érelmeszese-
dés, cukorbetegség, autoimmun betegségek, stb./ elsd-
sorban a kapillarisokon manifeszt&lédik. A kapilléari-
sok vizsgalatat e betegségekkel kapcsolatban is rendki-

viil fontosnak véljiik.

3./ S mivel figyelmiinket els®Gsorban a vér-agy gat
permeabilitasi jelenségei felé Osszpontositjuk, kie-
meljiik a vér-agy gadt karosodadsanak rendkiviil sulyos
kévetkezményeit, mivel annak kivaltdé okai igen sok-
félék: sériilés, mérgezés, miitéti beavatkozas, virus-
fertdzés, stb., A vér-agy gat karosodasaval jard
agyoddémat pedig igen nehéz, gyakran lehetetlen gyo-
gyitani /CSANDA, 1978/. Kisérletek folynak H2 hisz-
tamin-receptor antagonist&k felhasznélaséra, mint

az [egyeldre kisérletesen kivaltott/ agyddéma és
periférids szoveti 6déma megeldzésének lehetéséges
médjara, s az eldzetes munkak ezideig reményt keltd
eredményeket adtak (BRIMBLECOMB et al., 1976; JOO ?£fal.,

1976; J0OO, 1979b/.



AZ ERTEKEZES TARGYKOREBOL MEGJELENT

DOLGOZATOK ES ELOADASOK

1. Jod, F. and I, Karnushina /1973/: A procedure for
the isolation of capillaries from rat brain,
Cytobios, 8, 41-48.

2, Jod, F. és I, Karnushina /1978/: Az agyi kapilla-
risok pinocitézisanak és makromolekularis
transzportjanak cAMP-medidlt szabélyozasa,
MTA Biol, Oszt. Kozl. 21, 299-309.

3. Karnushina, I.L., J.M. Palacios, G.Barbin, E.Dux,
F.Job and J.-C. Schwartz /197%a/: Histamin-
-related enzymes and histamin receptors in
isolated brain capillaries. Agents and
Actions 9, 89-90.

4, Karnushina, I.L., J.M.Palacios, G.Barbin, E.Dux,
F.Jod and J.-C.Schwartz [/1979b/: Studies on a
capillary-rich fraction isolated from brain:
histaminergic components and characterization
of the histamin receptors linked to adenylate
cyclase. J. Neurochem, [k&zlés alatt/.

5. Karnushina, I.L., I.Téth and F.Jod /1979c/: Presence
of guanylate cyclase in rat brain capillaries:
histochemical and biochemical evidences.,

Brain Res. [k&zlés alatt/.



Eldadasok

1. Jod, F. and I.Karnushina /1973/: Isolation of capillary-
-rich fraction from rat brain. X. International
Congress of Neurology, Barcelona.

2, Job F. és Karnyushina, I. /1975/: A hajszalerek izo-
lalasa agyszdvetbdl. Membran-transzport Konfe-
rencia, Tihany.

3. Karnushina, I.L., J.-M. Palacios, G.Barbin, E,Dux,
F.Jobé and J.-C, Schwartz /1978/: Histamin-
-related enzimes and histamine receptors in
isolated brain capillaries. 7th Meeting of
the European Branch of Histamine Club, Lodz.

4, Karnyushina, I.L., Kelemen, K. és Jod, F. [1979/:
Agybb6l izolalt hajszalerek biokémiai jellemzése:
adenil ciklaz és adenozintrifoszfatazok, Membran-
-transzport konferencia, Silimegq.

5. Jod, F., I.Karnushina, I.T6th and E.Dux /1979/:

Role of the hormon receptors in regqulating the
permeability of the blood-brain barrier. Symposium
on biogenic amine and peptide receptors, Szeged.

6, Job, F, and I.Karnushina [1979/: ATP-ase activity of
brain capillaries: histochemical localization
and biochemical characteristics; International
Symposium on the Pathophysiology of Cerebral
Metabolism, Beograd.

7. Té6th, I., I.Karnushina and F.Jod [/1979/: Evidence on
the presence of guanylate cyclase in brain
capillaries; International Symposium on the

Pathophysiology of Cerebral Metabolism, Beograd.



8. Karnushina, I.L., E.Dux and F.Jod [/1979/: Detailed
study on the histamine-sensitive adenylate
cyclase confined to isolated brain capillaries
of guinea pig cortex.

International Symposium on the Pathophysiology

of Cerebral Metabolism, Beograd.



KOSZONETNYILVANITAS

Halas kdszbnetemet fejezem ki Dr. Jobd Ferenc-
nek, aki mint szakmai vezetd és kolléga mindent meg-
tett, hogy a jelen munkat elkészithettem.

Kilon koszdnetet mondok férjemnek, Dr. Bajszar
Gyorgynek, aki a disszertacidém megirdsdban felbecslil-
hetetlen segitséget nyujtott.

Kbszbnet illeti J.-C. Schwartz professzort,
Monique Garbarg-t és Gilles Barbin-t /INSERM Neurd-
biocldégiai Kutatbdlaboratdérium, Parizs/ és Wollemann
Maria professzort /MTA Szegedi Biolbdgiai Kozpont,
Biockémiai Intézet/ munké&nkhoz nyujtott segitséglikért
és a hasznos konzultacidkért, valamint a Szegedi Bio-
légiai Kozpont Biofizikai Intézete Molekularis Neurd-
bioldégiai Csoportja minden munkatarsat, amiért egy-
arant odaadassal osétoztak a kutatds gondjaiban és
Ordmeiben,

Kiilon megkdszdndm Gazdagh Gabriella&nak a fény-
képek elkészitésében, Racz Zsuzsannanak pedig az ér-

tekezés megformédlasadban nyujtott értékes segitségét.



- 78 -

IRODALOMJEGYZEK

1. Albert, Z., M. Orlowski, Z. Rzucidlo, J. Orlowska
/1966/: Studies on y-glutamyl transpeptidase
activity and its histochemical localization
in the central nervous system of man and
different animal species. Acta Histochem,
]Jena/ 25, 312-320.

2. Arnold, W.f., C.K. Mittal, S. Katsuki and F., Murad
/1977/: Nitric oxide activates guanylate
cyclase and increase guanosine 3’:5'-cyclic
monophosphate levels in various tissue prepa-
rations. Proc, Natl. Acad. Sci. USA, 74,
3203-3207.

3, Arunlakshana, O. and H.O. Schild /1959/: Some
gquantitative uses of drug antagonists,

Brit. J. Pharmacol. Chemothex., 14, 48-58,

4, Baca, G.M., and G.C. Palmer /1978/: Presence of
hormonally-sensitive adenylate cyclase
receptors in capillary-enriched fractions
from rat cerebral cortex. Blood vessels 15,
286-298,

5., Barbin, G., M. Garbarg, J.C. Schwartz and J. Storm-
-Mathisen /1976/: Histamine synthesizing
afferents to the hippocampal region. J. Neuro-

chem. 26, 259-263,



6. Barrnett, R.J. /1964/: Localization of enzymatic
activity at the fine structural level, J. R,
Micr. Soc. 83, 143-151,
7. Bartfai, T. /1978/: Cyclic nucleotides in the central
nervous system, TIBS, 121-124,
8. Baudry, M., M.P., Martres and J.C. Schwartz /.975/:
Hl— and H2-receptors in the histamine-induced
accumulation of cyclic AMP in guinea-pig
brain slices. Nature 253, 362-363.

9. Becker, C.G., S.R. Shustak /1972/: Contractile protein
in endothelial cells: Comparison of cerebral
capillaries with those in heart and skeletal
muscle and with liver sinusoids. Circulation
/Suppl.2./ I1I-87.

10. Bertler, A., B. Falck, Ch, Owman and E. Rosengren
/1966 /: The localization of monoaminergic
blood-brain barrier mechanisms. Pharmacol,

Rev., 18, 369-385,

11, Bessey, 0.A.,, O,H. Lowry, M.J. Brock /1946/: A method
for the rapid determination of alkaline
phosphatase with five cubic millimeters of
serum, J. Biol., Chem, 164, 321-329.

12, Betz, A.L. and G.W. Goldstein /[/1978/: Polarity of
the blood-brain barrier: neutral amino acid
transport into isolated brain capillaries,

Science 202, 225-227.



- 80 -

13, Bevan, J.A. /1978/: Norepinephrine and the

presynaptic control of adrenergic transmitter

release, Federation Proceedings, vol, 37, No,2,.

14, Black, J,W., W.,A.M. Duncan, C.J. Durant, C.R. Ganellin

and E.M, Parsons [/1972/: Definition and anta-

gonism of histami:e H2-receptors. Nature 236,

385-390.

15. Bradbury, M.W.B., C. S.Patlak and W,H. Oldendorf

/1975/: Analysis of brain uptake and loss of

radiotracers after intracarotid injection,

American Journal of Physiology, Vol. 229,

1110-1115.,
16, Brendel, K., E. Meezan and E.C, Carlson /[/1974/:

Isolated brain microvessels: a purified,

metabolically active preparation from bovine

cerebral cortex, Science 185, 953-955,

17. Brightman, M.W. /1965/: The distribution within

the brain of ferritin injected into cerebrospinal

fluid compartments. I. Ependymal distribution,

J. Cell Biol, 26, 99-123.

18, Brimblecombe, R.W., H.E, Farrington, M.,K. Lavender

and D,A,A, Owen [/1976/: Histamine H2-receptor

antagonists and thermal injury in rats,

Burns, 3, 8-13,

19, Brimblecombe, R.W., W.A.M., Duncan, G.J. Durant,

J.C, Emmett, C.,R., Ganellin and M.,E, Parsons

[/1975/: Cimetidine - a non-thiourea H,-receptor

antagonist, J. Int., Med. Res. 3, 86-92,



- 81 -

20. Brown, B.L., J.D.M, Albano, R.P. Ekins and
A.M, Sgherzi /1971/: A simple and sensitive
saturation assay method for the measurement
of adenosine 3’:5’-cyclic monophosphate,
Biochem. J, 121, 561-~562,

21, Brown, D.D., R. Tomchick, J. Axelrod /1959/:

The distribution and properties of a histamine-
-methylating enzyme. J. Biol, Chem. 234,
2948-2950,

22, Broman, T. and A.M. Lindberg-Broman /1945/: An
experimental study of disorders in the perme-
ability of the cerebral vessels /"the blood-
-brain-barries"/ produced by chemical and
physico-chemical agents., Acta Physiol, Scand,

10, 102-125,
23, Carlson, E.C., K. Brendel, J. Hjelle and E. Meezan
/1978/: Ultrastructural and biochemical ana-
lyses of isolated basement membranes from kidney
glomeruli and tubules and brain and retinal
microvessels., Journ, of Ultrastructure Res,
62, 26-53,
24, Cheng, Y.C. and W.H. Prusoff /1973/: Relationship
between the inhibition conétant /Ki/ and the
concentration of inhibitor which cause 50 per

cent inhibition /ISO/Of an enzymatic reaction.,

Biochem, Pharmacol, 22, 3099-3108,



25,

26,

27.

28.

29,

30,

- 82 -

Crone, C. /1963/: The permeability of capillaries
in various organs as determined by use of the
"indicator diffusion" method. Acta Physiol,
Scand. 58, 292-305,

Csanda, E. /1978/: Az agy-oedema és kezelésének
idészerli kérdései, Orvosi Hetilap, 119., 49,
2983-2993,

Desaiah, D. and I.K. Ho /1977/: Kinetics of
catecholamine sensitive Nat-x* ATP-ase activity
in mouse brain synaptosomes, Biochemical
Pharmacology. 26, 2029-2C35,

Dismukes, K.R., M. Rogers, J.M. Daly /1976/:

Cyclic AMP formation in guinea-pig brain
slices: effect of Ml and M2 histaminergic
agonists, J. Neurochem, 26, 785-790.

Durant, G.,J., C.R. Ganellin and M.E. Parsons /[1975/:
Chemical differentiation of histamine H,- and
H,-receptor agonists, J., Med, Chem, 18, 905-909,

Edvinsson, L., C. Owman and N.~O, Sjdberg [/1976/:
Autonomic nerves, mast cells and amine
receptors in human brain vessels. A histo-
chemical and pharmacological study.

Brain Res, 115, 377-393,

31, Eisenberg, H.M., and R.L. Suddith /[/1977/: Sodium-

-potassium ATPase in brain capillaries,

Soc, for Neurosci. Abstract 3, 217.



- 83 -

32, El1 Ackad, T.M, and M.J. Brody /1975/: Evidence for
non-mast-cell histamine in the vascular
wall, Blood Vessels 12, 181-191.

33, Firth, J.A. [/1977/: Cytochemical localization of
the K+ regulation interface between blood
and brain, Experientia 33, 1093-1094,

34, Fdldes, I. and B. Kelentei /1954/: Studies on the
haemato-encephalic barrier, II., The effects
of histamine with special reference to the
passage of antibiotics. Acta Physiol., Acad.
Sci. Hung. 5, 149-162,

35. Garbarg, M., G. Barbin, J. Feger, J.-C. Schwartz
/1974/: Histaminergic pathway in rat brain
evidenced by lesions of the medial forebrain
bundle, Science, 186, 833-835.

36, Gerristen, M,E., T.P, Parks and M,P, Printz /[1979/:
Prostaglandin E2 is the major enzymatic
pProduct of endoperoxide /PGHZ/ metabolism
in isolated bovine cerebral microvessels,
Fed, Proc. 38, 752.

37. Goldberg, N.D., and M.K. Haddox [/1977/: Cyclic GMP
metabolism and involvment in biological
regulation., Ann., Rev, Biochem. 46, 823-896,

38, Goldmann, E.E, /1909/: Die aussere und innere sekre-
tion und kranken organismus im lichte der
"vitalen firbung", Beitr, 2. Klin, Chir,,
64, 192-265.,

39, Goldstein, G,W., J.S. Wolinsky, J., Csejtey, I.Diamond
/1975/: Isolation of metabolically active
capillaries from rat brain. Journ. of Neuro-

chem, 25, 715-717,



- 84 -

40, Goldstein, G.W., J. Csejtey and I, Diamond /[1977/:

41,

42,

43,

44,

45,

46,

Carrier mediated glucose transport in
capillaries isolated from rat brain,
Journal of Neurochemistry, 28, 725-728.

Green, J.P., C,L., Johnson and H, Weinstein /1978/:
Histamine as a neurotransmitter, in Psycho=
pharmacology: A generation of Progress
/LIPTON M.A., DI MASCIO A. and KILLAM K.F,,
eds./, Raven Press, New York, 319-332,

Greengrad, P, [/1976/: Possible role for cyclic
nucleotides and phosphorylated membrane
proteins in postsynaptic actions of neuro-
transmitters, Nature,'260, 101-108.

Gomdri, G. [/1939/: Microtechnical demonstration
of phosphatase in tissue sections. Proc.
Soc. Exp. Biol. 42, 23-26.

Hartman, B.K. /1973/: The innervation of cerebral
blood vessels by central noradrenergic
neurons., In Frontiers in catecholamine
research, /Pergamon Press, New York/ 91-96,

Hegstrand, L.R., P.D, Kanof and P. Greengard
/1976 /: Histamine-sensitive adenylate
cyclase in mammalian brain. Nature 260,
163-165,

Herbst, T.J., M.E. Raichle, J.A,Ferrendelli
/1979/: B-Adrenergic regulation of adenosine
3’, 5’'-monophosphate concentration in brain

microvessels, Science, 204, 330-332,



47,

48,

49,

50.

51.

52.

53.

- 85 -

Hjelle, J.T., J. Baird-Lambert, G, Cardinale,
S.Spector and S.Udenfriend /1978/: Isolated
‘microvessels: the blood-brain barrier
in vitro, Proc. Natl, Acad. Sci. USA, 75,
4544-4548,

Horton, J.C. and E.T. Hedley-Whyte /1979/: Protein
movement across the blood-brain barrier in
hypervolemia, Brain Research, 169, 610-614,

Huang, M. and G.I. Drummond /[/1979/: Adenylate
cyclase in cerebral microvessels: action of
guanine nucleotides, adenosine, and other
agonists., Mol. Pharmac. 16, 462-472,

Ibrahim, M.2.M, /1974/: The mast-cells of the
mammalian central nervous system, Part I,

Morphology, distribution and histochemistry.
J. Neurol. Sci. 21, 431-478,

Jacobs, S, and P, Cuatrecasas [1977/: The mobile
receptor hypothesis for cell membrane receptor
action, TIBS, 3, 280-282,

Jarrott, B,.,, J.T. Hjelle and S. Spector /[1979/:
Association of histamine with cerebral micro-
vessels in regions of bovine brain, Brain
Research, 168, 323-330,

Johnson, C.,L. and H. Mizoguchi /1977/: The interac-
tion of histamine and guanyl-nucleotides with
cardiac adenylate cyclase and its relationship
to cardiac contractility. J. Pharmacol. Exp.

Ther, 200, 174-186.



54,

55,

56.

57.

58,

. 59,

60,

- 86 -

Jodé, F., T. Varkonyi /1969/: Correlation between the
cholinesterase activity of capillaries and
the blood-brain barrier in the rat. Acta.
Biol. Acad. Sci. Hung. 20, 359-372,

Jobd, F. [1972/: Effect on N602-dibutyry1 cyclic
3’:5'-adenosine monophosphate on the pinocy-
tosis of brain capillaries of mice. Expe-
rientia, 28, 1470,

Joo, F.'and I. Karnushina /1973/: A procedure for
the isolation of capillaries from rat
brain., Cytobios, 8, 41-48,

Jod F. [/1975/: Néhany enzim jelentdsége az agyi ka-
pillarisok permeabilitasanak szabalyozasa-
ban., Kandidatusi értekezés.

Jod, F., Z. Rakonczay, M, Wollemann /1975.a/:
cAMP-mediated regulation of the permeability
in the brain capillaries, Experientia, 31,
582-583.

Job, F., I. Téth and G. Jancsdé [/1975.b/: Brain
adenylate cyclase: its common occurence in
the capillaries and astrocytes,
Naturwissenschaften, 8, 397.

Jobd, F., A, Sziics, and E. Csanda /1976/: Metiamide-
~-treatment of brain ocedema in animals exposed
to 9Oyttrium irradiation, J. Pharm. Pharmac,

28, 162-163,



- 87 -

61, Jod, F. és I. Karnushina /1978/: Az agyi kapillari-
sok pinocitdézisanak és makromolekuléris
‘transzportjdnak cAMP-medialt szabdlyozasa.
MTA Biol., Oszt, Kozl. 21, 299-309,

62, Jobd, F. [/1979.a/: The role of adenosine triphospha-
tase in the maintenance of molecular organi-
zation of the basal lamina in the brain
capillaries. Frontiers in Matrix Biology,
Ed,: A.M.Robert, R.Boniface and L.Robert.
S.Karger, New York, 166-182,

63, Job, F. [/1979.b/: Significance of adenylate cyclase
in the regulation of the permeability of brain
capillaries, From: Pathophysiology of
cerebral energy metabolism. Ed.: B,B.Mrsulja,
L,M,Rakié, I.Klatro and M.Spatz. Plenum
Publishing Corporation, 211-237,

64, Kanof, P.D., L.R.Hegstrand, P.Greengard [1977/:
Biochemical characterization of histamine-
-sensitive adenylate cyclase in mammalian
brain. Archives of Biochemistry, and Bio-
physics, 182, 321-334,

65. Kanof, P.D. and P:Greengard /1978/: Brain histamine
receptors as targets for antidepressant
drugs. Nature, 272, 329-333.

66, Karnushina, I.L., J.M.,Palacios, G.Barbin, E.Dux,

F, Jod and J.-C. Schwartz /[/1979.a/:
Histamine-related enzymes and histamine
receptors in isolated brain capillaries.

Agents and Actions 9, 89-90.



- 88 -

67. Karnushina, I.L., J.M,Palacios, G.Barbin, E,Duxk,
F.Jod and J.-C.Schwartz /[/1979.b/: Studies
on a capillary-rich fraction isolated from
brain: histaminergic components and
characterization of the histamine receptors
linked to adenylate cyclase., J., Neurochem,
/submitted for publication/.

68, Karnushina, I.L., I.T6th and F. Jod /1979.c/:
Presence of guanvlate cyclase in rat brain
capillaries: histochemical and biochemical
evidences. Brain Res, /kdzlés alatt/.

69, Kolber, A,R., C.R.Bagnell, M.,R.Krigman, J.Hayward
and P.Morell /1979/: Transport of sugars
into microvessels isolated from rat brain:
a model for the blood-brain barrier. J. Neuro-
chem, 33, 419-432.

70, Lai, F.,M.,, S.Udenfriend and S.Spector [/1975/: Pre-~
sence of norepinephrine and related enzymes
in isolated brain microvessels. Proc, Natl,
Acad, Sci, USA, 72, 4622-4625,

71, Landers, J.W., J.L.Chason, J.E.Gonzalez, W,Palutke
/1962 /: Morphology and enzymatic activity of
rat cerebral capillaries. Lab. Invest, 11,
1253-1259,

72, LeBeux, Y.J. and J.Willemot /1978/: Actin-like
filaments in the endothelial cells of adult
rat brain capillaries. Exp.Neurology, 58,

446-454,



- 89 =~

73. Lowry,

O.H.,, N.J.Rosebrough, A.L.Farr and R.,J.Randall

/1951/: Protein measurements with the folin
74,

phenol reagent. J. Biol, Chem. 193, 265-275,
Malik, K.,U,

/1978/: Prostaglandins - modulation of
adrenergic nervous system,

Fed. Proc., 37,
203-207 .

75. McGrath, M.A., and J.T. Shepherd /1978/: Histamine and

5-hydroxytryptamine-inhibition of transmitter

release mediated by H2- and 5-hydroxytryp-
tamine receptors.

Fed. Proc. 37, 195-198,
76, Micic, D.,, M.E.Swink, I.Klatzo, M.Spatz /[/1978/:

Transient ischemic alteration of synaptosomal
neutral amino acid uptake, Experientia,
1461,

34,
77. Mrsulja,

B.B., B.J.Mrsulja, T.Fujimoto,

I.Klatzo
and M.,Spatz [/1976/: Isolation of brain

capillaries: a simplified technique.
Research, 110,

Brain
361-365,
78. Nathanson,

J.,A, and G,H.Glaser /1979/:

Identification
of B-adrenergic-sensitive adenylate cyclase
in intracranial blood vessels. Nature 278,
567-569,
78. Oldendorf, W.H,

/1970/: Measurement of brain uptake

of radiolabeled substances using a tritiated

water internal standard. Brain Research,
372-376,

24,



80.

81.

82,

83.

84,

85,

86,

- 90 -

Oldendorf, W.H. /1971/: Brain uptake of radiolabeled
amino acids, amines and hexoses after
arterial injection. Physiology, 221, 1629-1639,.

Oldendorf, W.H. /1974/: Blood~brain barrier
permeability to drugs. Ann., rev, of phar-
macol., 14, 239-248,

Orlowski, M., G.Sessa and J.P.Green [1974/:
Y-glutamyl transpeptidase in brain

~ capillar:ies: possible site of a blood brain
barrier for aminoacids, Science, 184, 66-68,

Owen, D.A.A. [/1977/: Histamine receptors in the
cardiovascular system. Gen., Pharmac. 8,
141-156,

Palacios, J.M., M. Garbarg, G.Barbin and J.-C.Schwartz
/1978 /: Pharmacological characterization of
histamine receptors mediating the stimula-
tion of cyclic AMP accumulation in slices
from guinea-pig hippocampus, Mol. Pharmacol,
14, 971-982,

Parsons, M.E.,, D.A,A.Owen, C.R.,Ganellin and
G.J.Durant /1977/: Dimaptrit-/S-/3-(N,N-
-dimethylamino) propyl/ isothiourea/ -

A highly specific histamine H2—receptor
agonist, Part I. Pharmacology, Agents and
Actions, 7, 31-37.

Persinger, M,A, [1977/: Mast cells in the brain :

Possibilities for physiological psychology.

Phys. Psychology, 5, 166-176,



- 91 -

87. Picatoste, F., I.Blanco and J.M.Palacios [1977/:
The presence of two cellular pools of
rat brain histamine. J. Neurochen, 29,
735-738.

88, Pickard, J.D., F.Durity, F.A.Welsh, T.W.Langfitt,
A.M,Harper and E,T.MacKenzie [1977/:

Osmotic opening of the blood-brain barrier:
value in pharmacological studies on the
cerebral circulation. Brain Research,

122, 170-176,

89, Psychoyos, S. [1978/: Hy- and H2—histamine
receptors linked to adenylate cyclase in
cell-free preparations of guinea pig
cerebral cortex, Life Sciences, 23, 2155-2162,

90, Raichle, M,E,, B.K.Hartman, J.0,Eichling, L,G.Sharpe
/1975/: Central noradrenergic regulation of
cerebral blood flow and vascular permeabi-
lity, Proc., Natl., Acad. Sci. USA, 72,
3726-3730,

91, Rapoport, S.I. [/1976/: Blood-brain barrier in
physiology and medicine, Raven Press, New
York.

92, Rathbun, W.B. and M.V.Betlach /1969/: Estimation of
enzymatically produced ortophosphate in the
presence of cystein and adenosinetriphosphate,
Anal. Biochem. 28, 436-445.

93, Reese, T.S., M.J.Karnovsky /1967/: Fine structural
localization of a blood-brain barrier to

exogenous peroxidase, J,Cell Biol. 34,



- 92 =~

94, Reik, L., G.L.Petzold, J.A.Higgins, P.Greengard,
and R.J.Barrnett /1970/: Hormone-sensi-
tive adenyl cyclase: cytochemical
localization in rat liver. Science, 168,
382-384,

95, Reynolds, E.S. /1963/: The use of lead citrate
at high pH as an electron opaque stain
in electron microscopy. J. Cell Biol,

17, 208-212,

96. Robert; A.M., G.Godeau, M,Miskulin, F,Moati
/1977/: Mechanism of acdtion collagenase
on the permeability of the blood-brain
barrier. Neurochemical Research, 2, 449-455,

97, Saito, T. and H.Keino [1976/: Ultrastructural
demonstration of guanylate cyclase activity
in rat kidney. Fifth Internat. Congress of
Histochemistry, 303, Bucharest-Romania,

98, Schayer, R.W. /[/1973/: Histamine and microcircula-
tion, Life Sciences, 15, 391-40l.

99, Scheid, C.R., T.W.Honeyman, F.S.Fay /1979/:
Mechanism of B-adrenergic relaxation of
smooth muscle, Nature, 277, 4-10,

100, Schwartz, J,-C. /1976/: Histamine as a transmitter
in brain, Life Sciences, 17, 503-518.

101. Schwartz, J.-C. /1977/: Histaminergic mechanism
in brain. Ann, Rev, Pharmacol, Toxicol.

17, 325-339,



- 93 =

102. Schwartz, J.-C., J.M,Palacios, G.Barbin, Th.T.Quach,
M.Garbarg and H,L,Haas, P.Wolf /1977/:
Histamine receptors in mammalian brain :
characters and modifications studied
electrophysiologically and biochemicylly.
Histamine Receptors, ed. T.O.Yellin,
Spectrum, New York.

103, Schultz, G., J.G.Hardman, K.Schultz, C,E,Baird,
and E.W,Sutherland /1973/: The importance
of calcium ions for the regulation of
guanosine 3’:5’-cyclic monophosphate
levels, Proc., Natl. Acad, Sci. USA, 70,
3889-3893,

104, Selivonchick, D.P. and B.I.Roots [1977/: Lipid and
fatty acyl composition of rat brain
endothelia isoclated by a new technique,
Lipids, 12, 165-169,

J05. sellinger, 0.2., J.M.Azcurra, D.E.Johnson,
W.G.0Ohlsson, Z.Lodin /1971/: Independence
of protein synthesis and drug uptake in nerve
cell bodies and glial cells isolated by a
new technique., Nature New Biology, 230,
263-256,

l06. Sessa, G., M.Orlowski and J.P.Green /[/1976/:
Isolation from bovine brain of a fractioh
containing capillaries and a fraction
containing membrane fragrents of the choroid

plexus. J. Neurobiol, 7, 51-61.



.= 94 -

107. Shepherd, J.T. /1978/: Alteration in activity of
vascular smooth muscle by local modulation
of adrenergic transmitter release, Fed,

Proc, 37, 179-180.

108. Shepherd, J.T., R.R,Lorenz, G.M.Tyce and P.M.Van-
houtte /1978/: Acetylcholine-inhibition of
transmitter release from adrenergic nerve
terminals mediated by muscarinic receptors.
Fed. Proc. 37, 191-194,

109. Snyder, S.H., K.M,Taylor /1972/: Histamine in the
brain: a neurotransmitter? In Perspectives
in Neuropharmacology ed. S.H.Snyder; 43-73,
N,Y, Oxford Univ. Press,

110. Spatz, M., B.B.Mrsulja, D.,Micic, B.J.Mrsulja and
I.Klatzo [/1977/: Ischemic and post-ischemic
effects on the 2-deoxy—D—/3H/glucose uptake
in cerebral capillaries. Brain Research,
120, 141-145.

111, Spatz, M., D.Micic, B.B.Mrsulja, M.Swink and J.Micic
/1978 /: Changes in the capillary lactate and
2-deoxy-D-glucose uptake in developing
brain, Brain Research, 151, 619-622,

112. Steiner, A.L., R.E.Wehman, C.W.Parker and D,M,Kipnis
/1972 /: Radioimmunoassay for the measurement of
cyclic nucleotides., In:Advances in cyclic nuc-
leotide research, 2, 51-61, Raven Press. New

York.



- 95 =~

113, Study, R.E., X.O.Breakefield, T.Bartfai,

| P,.Greengard [/1978/: Voltage-sensitive
calcium channels regulate guanosine
3’,5’-cyclic monophosphate levels in
neuroblastoma cells, Proc. Natl, Acad.

Sci, USA 75, 12, 6295-6299.

114, Suddith, R.L., J.S.Crawford and H.M.Eisenberg
/1978 /: Isolated brain microvessels: sodium-
-potassium ATP-ase and potassium transport.,
J, Cell Biol.79, 1l03a.

115, Sun, A.Y. and T,Samorajski /1970/: Effects of
ethanol on the activity of adenosine-
-tripholphatase and acetyl-cholinesterase
in synaptosomes isolated from guinea pig
brain. J.Neurochem, 17, 1365-1372,

116, Sutherland, E.W.,, T.W.Rall and T.Menon /[/1962/:
Adenyl cyclase., I, Distribution, preparation
and properties, J, Biol, Chem, 237, 1220-1227,

117, szasz, G. /1969/: A kinetic photometric method for
serum y-glutamyl transpeptidase, Clin,

Chem, 15, 124-136.

118, Taylor, K. and S.H.Snyder /1972/: Isotopic micro-
assay of histamine, histidine decarboxylase,
histamine methyltransferase in brain tissue.
J. Neurochem, 19, 1343-1358,

119, Torack, R.M. and R.J.Barrnett [1964/: The fine
structural localization of nucleoside phos-
phatase activity in the blood-brain barrier,

J.Neurophat., exp.Neurol, 23, 46-59,



- 96 -

120, Verhaeghe, R.H., R.R.Lorenz, M.A.McGrath,
J.T.Shepherd and P.M.Vanhoutte /1978/:
Metabolic modulation of neurotransmitter
release~adenosine, adenine nucleotides,
potassium, hyperosmolarity, and hydrogen
ion. Fed. Proc, 37, 207-211.

121, Wagner, R.C., P.Kreiner, R.J.Barrnett and
M.W.Bitensky /1972/: Biochemical characteriza-
tion and cytochemical localization of a
catecholamine-sensitive adenylate cyclase
in isolated capillary endothelium., Proc.
Natl., Acad. Sci., USA 11, 3175-3179.

122, Weibel, E.R., G.S.Kistler and W.F.Scherle /1966/:
Practical stereological methods for
morphometric cytology. J. Cell, Biol.

30, 23-38,

123, Westergaard, E. and M.W.Brightman /1973/:
Transport of protein across normal cerebral
arterioles. J. Comp. Neurol. 152, 17-44,

124, Wollenberger, A., W.Schulze and E.G.Krause /[1973/:
Cytochemical examination of the effect of
histamine on adenylate cyclase activity in
guinea pig heart tissue, J.Mol. and Cel,
Cardiology, 5, 421-427.

125, Zimmerman, B.G. /1978/: Actions of angiotensin
on adrenergic nerve endings. Fed, Proc.

37, 199-202,

i" g $23G4p |
\ Q@/





