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Az értekezésben használt rövidítések

Ach - Acetylcholin
AchE - Acetylcholineszteráz /3* 1# 1* 7+/

"• L—Alanin
- L-Alanin-L-Eetoglutársav Transzamináz /2. 6. 1. 2/ 

A10T L-Alanin-Oxále cet sav Transz amináz
Asp - Aszparaginsav
AszKT - Aszparaginsav-L-Ketoglutársav Transzamináz

/2. 6. 1. 1/
JäPSP - Excitatorikus postsynaptikus potenciál
GABA - Gamma—aminovaj sav
GABA-T - Gamma-aminovaj sav-L-Ke toglutár sav Transzamináz

/2, 6, 1. 19/
GOH - Glutaminsavdehidrogenáz /L-glutamate:NAD oxido-

reductase, 1* 4. 1, 2/
Glu w Glutaminsav

*
L-Ala
A1KT

Glu-NHg - Glutamin
- Glutaminsav-Oxálecetsav Transzamináz /2. 6. 1. 1/
- Glutamin-Piroszőlősav Transzamináz
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GKPT \ 'V-

Glutaminsav-Piroszőlősav Transzamináz /2. 6. 1. 2/GPT
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I.

Bevezetés

Dolgozatom fő célja beszámolni azokról a tapasztala
tokról, amelyeket egy görcsgátló vegyület vizsgálata során 

nyertünk.
A görcs kísérletes kiváltása igen fontos kutatási esz

köz, Egyrészt segit a neuronalis folyamatok részmechaniz
musainak megértésében, másrészt olyan görcsgátló szerek 

kikísérletezését eredményezte a múltban és fogja eredményez
ni a jövőben, amelyek az epilepsziás rohamok gyógykezelésé
re szolgálnak.

Kísérleteinkben arra igyekeztünk választ kapni, hogy 

a görcs különböző szakaszaiban mutatkozó anomáliáknak az 

aminosav anyagcserében van e valami jelentősége a görcs ki
váltásában, intenzitásában vagy időtartamában? Másképpen 

fogalmazva, az aminosavanyagcsere megváltozása befolyásol
ja-e a neuronális aktivitás fokát, vagy a neuronális akti
vitás megváltozásának követke zménye-e az amino savanyagcse
rében mutatkozó zavar?

Problémafelvetésünk részletesebb kifejtése előtt szük
ségesnek tartjuk összefoglalni a görcs keletkezési és gát
lás! mechanizmusának legáltalánosabb jegyeit, és az ezekben 

fontos szerepet játszó azon elektrofiziológiai és biokémi
ai folyamatokkal foglalkozó irodalmat, amely szorosan kap
csolódik témánkhoz.
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И.

Irodalmi rész

A görcs mechanizmusa
Klinikailag pszichomotoros epilepsziát /kérgi eredetű/, 

továbbá ’’grand mal”-t és "petit mal"-t /mindkettő centron- 

cephalikus eredetü/szoktak megkülönböztetni* Az epilepszi
ás "nagy roham" /grand mal/ legfeljebb néhány percig tartó 

eszméletvesztéses állapot, amelyben mind a négy végtagon, 
valamint a nyak izomzatában először tónusos görcsök támad
nak, amelyeket azután klonusos rángások követnek. A nagy 

rohamok halmozottan alakulnak ki, és súlyos állapotot idéz
hetnek elő /’’status epilepticus"/. A "kis roham" /petit mai/ 

másodpercekig tartó tudatvesztéses állapot, amely főleg 

gyermekkorban alakul ki és egy nap alatt halmozottan igen 

sokszor jelentkezhet.
Kísérletre alkalmas görcsöket lehet kiváltani kémiai 

anyagokkal /kemoshock/» az agy elektromos izgatásával 
/elektroshock/, alkalmas agyi laesiókkal /kísérletes foca-

t

lis epilepszia/ és néhány species esetében hangingerrel, A 

legtöbb központi idegrendszeri izgató szer nagy adagban gör
csöt okoz. Ennek oka lehet a vegyület közvetlen görcsokozó 

hatása, de számos esetben indirekt utón /asphysia, extrém 

hőmérséklet növekedés, kalcium vagy cukorszint csökkenés 

a vérben, stb./ alakul ki a görcs. Általában a görcsokozó
kat corticalis, centrencei)halikus illetve spinalis támadás- 

pontuakra osztják, A görcskeltők celluláris szintű hatás-

/
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módjuk alapján aszerint is megkülönböztethetők, hogy miként
hatnak a pre- illetve a posztszinaptikus gátlásra. A sztrich-

$
nin pl. csak a posztszinaptikus gátlást függeszti fel, amig 

a picrotoxin csak a preszinaptikus gátlást /76/.
A görcsös rohamot a paroxismalis hyperszinkronizáció 

jellemzi, amely a dendritaktivitás szinkronizációját jelen
ti, ahöl a funkcionálisan össze nem függő neuronok kisülése 

szinkronizálódik /70/. Az ei>ilepsziás fókusz alacsony inger
küszöbbel rendelkezik és ez vonatkozik a vele kapcsolatban 

álló képződményekre is. Az epilepsziás neuron autonóm akti
vitása lényegében dendrit depolarizációnak felel meg, amely 

repetitiv spike aktivitást eredményez /70» 113» 128/. Ezen 

potenciálok áramlásakor az intercalaris neuronok is akti
válódnak.

Biokémiai szempontból a görcs leginkább a nagy ener
giafogyasztással jellemezhető. Az AÜ!P és a Kreatinfoszfát 

mennyisége nagy mértékben csökken a görős folyamán, függet
lenül attól, hogy milyen módszerrel váltották ki a görcsöt 

/47i 65; 71; 72; 1о2; 12o/. A makroerg foszfátkötést tar
talmazó vegyületek szintje az agyban közvetlenül összefügg 

a glükóz anyagcsere alakulásával. Görcs alatt a glükóz le
bontása jelentősen növekszik /65; 1о2/, a kezdeti szakasz
ban meghaladja a lo mikr omol/g/perc-t /84/, amely mintegy

*
tizszerese a normál glükóz fogyasztásnak.

A görcs kialakulásával párhuzamosan az egyes amino savak 

szintjében is jellemző változás áll be. A glutaminsav meny
nyi sége a görcs kezdeti fázisában csökken a legtöbb agy
részletben /19» 36; 1о2; 1об; 122/, majd későbbi fázisban 

eléri, sőt meghaladja a kontrol szintet. Kivétel a Hypp#-

í
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campus, ahol a görcs minden szakaszában növekszik a gluta- 

minsavtartalom /75» 156/. Erre alapozva Wiechert és Göllnitz 

/75* 156/ szerint a Hippocampus különösen fontos szereppel 
bir a görcs kialakulásában#

A glutamin szint szintén csökken a görcs kezdeti sza
kaszában /38; 48; 1о2; 1о6/, mennyisége azonban gyorsan 

helyreáll, amely érthetővé válik ha megfontoljuk, hogy a 

glutaminsav-glutamin rendszer az ammónia eltávolításának 

egyik fő útja az agyban /22; 84} lo2; 117; 152/# Az asz- 

paraginsav mennyisége a görcs minden fázisában csökken, 
mig az 1-alanin mennyisége kezdeti csökkenés után gyors 

emelkedést mutat /1о6/# A GABA tartalom a prekonvulziv 

stádiumban csökken /1о6/, a posztkonvulziv stádiumban vi
szont emelkedik /1о2/#

Sok szerző a neuronális aktivitás alakulása szempont
jából nagy jelentőséget tulajdonit a glutaminsav-glutamin- 

GABA trio mennyiségi és egymáshoz viszonyított arányuk ala
kulásának /75» 79» öo* 136/. A glutaminsav az idegsejtek 

membránját depolarizálja és igy mint ingerlő mediátor funk
cionálhat, bár ez utóbbi lehetőség egyenlőre csak feltéte
lezés, maradt /28; 39; 79; 8o; 84; 9o; lo2; 117/*

A GABA a rákok idegrendszerében gátló mediátor funk
ciót teljesit /13/ és fennáll annak lehetősége, hogy a ge
rincesek központi idegrendszerében is betöltse ezt a sze
repet, de ez sincs még meggyőzően bizonyítva /28; 65} 84;
83; lo8; 137» 130/• A glutaminsav és a GABA radiátor jel
legét feltételezve egyes kutatók szerint a görcs kiváltá
sában a glutaminsav mennyiségének illetve a glutaminsav-
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GABA arány megváltozásának fontos szerepe lehet /75» 156/. 

Hasonlóan fontosságot tulajdonítanak sokan a GABA-nak a 

görcs feltartóztatásában /59; 85; 95; 125; 152/» Más ku
tatók szerint a GABA mennyiségének növekedése és a görcs
gátlás foka között nincs Összefüggés /1; 2; 3o; lo6; 144; 
157/* Számítások szerint mindenesetre a GABA elegendő 

mennyiségben van jelen az idegvégződésekben ahhoz, hogy 

esetleges gátló hatását érvényesíteni tudja /80; 82; 137; 
158/.

A görcs mechanizmusában az aminosavak lehetséges sze
repe nem szűkül le feltételezett mediátor jellegükre. Az 

aminosavak - különösen a glutaminsav - jelentős mértékben 

oxidativ szubsztrátként szerepelnek az agyszövet anyagcse
réjében és görcs folyamán fokozottabb az ilyen célokra tör
ténő felhasználás mértéke /63; 84; lo2; lo6; 117/. Weil- 

Malherbe /152/ megállapítása szerint növekvő neuronális 

aktivitás során az idegsejt energiaszükséglete meghaladja 

azt a határt, amelyet a glükóz lebontás tud biztosítani és 

ebben az esetben az aminosavak mint segédenergi aforr ás sze
repelnek.

A görcs mechanizmusának biokémiájában fontos szerepet 

játszhatnak a mediátor anyagok. Az acetylcholin mennyisége 

csökken a görcs alatt /22; 63; 117/» amely megfelelhet a 

kötött állapotból való felszabadulás és az AchE-al törté
nő elbontás sebességének gyorsulásának.

Van olyan elképzelés, hogy a monoaminok szintjének 

változása játszik szerepet a görcs létrehozásában illetve

§,
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érzékenységében /29/# Az tény, hogy a MAO gátlók általában 

görcsgátlóak /197/»
A djpbenilhydantoin, amely hatásos görcsgátló, az agy 

szerotonin tartalmát megemeli /7; 3o/# Shapdryver /1о9/ 

szerint az aktuális dopamin szint az agyban meghatározó 

tényező a görcs keletkezése szempontjából#
Jelenleg nincs egységes és bizonyított magyarázat a 

görcs keletkezésének mechanizmusára vonatkozóan. A 4o-es 

éves végén a kutatók az agy ammónia szintjének növekedésé
ben látták a görcs okát /29, 129/ és ez az elképzelés még 

a legújabb irodalomban is felmerül /1о4/ annak ellenére, 

hogy többen - s ezek közül legmeggyőzőbben Takahashi /78/ - 

kimutatták, hogy az agy ammóniaszintje és elektromos akti
vitása között nincs összefüggés# A görcs keletkezésének ma
gyarázatát többen az intra- és extraceiluláris ionkoncent
ráció megvált ozásának tényével próbálják nyújtani# Az ide
vonatkozó eredmények közül kiemelkedik Woodbury /70/ fel
fedezése# Ennek lényege az, hogy a görcs előtti fázisban 

növekszik az intracelluláris lía mennyisége az agyban, amely 

az idegsejt membránjának növekvő depolarizációját idézi elő. 

Egy uj szempontra világítanak rá Nairo /1о5/ engedményei, 
miszerint a szénsav anhidrázt gátló anyagok görcs gátlónak 

bizonyultak# A szerző szerint ezt a hatást a kialakuló C02 

felesleg okozza# Grand mal esetében viszont jóval nagyobb 

enzimaktivitást találtak az agyban# Cytokémiai vizsgálatok 

ugyanakkor kiderítették, hogy az enzim a gliában lokalfzá- 

lódik# Ez az eredmény arra utal, hogy az intracelluláris pH
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alakulása komoly szerepet játszhat ha nem is a görcs kivál
tásában, de annak érzékenységében.

A görcs folyamán tapasztalható esetleges ultrastruk
turális változásokról eddig még nem számoltak be. Ilyen 

azonban elképzelhető, amelyre Basán /14/ eredményei alapján 

gondolhatunk, aki azt tapasztalta, hogy a szabad zsirsavak 

mennyisége megnő görcs alatt, amely a foszfolipáz-A aktivi
tás növekedésével kaincsolatos*

A görcs biokémiájának vázlatos tárgyalása során főleg 

azokban a folyamatokban történő változást emeltük ki, ame
lyek általában a görcs minden tipusában előfordulnak*

A görcs keletkezési mechanizmusának értelmezését rend
kívül megnehezíti az a tény, hogy a különböző görcskiváltó 

ágensek a jelek szerint különböző mechanizmus alapján hat
nak, épp ezért fontos azoknak a jegyeknek a kiemelése, ame
lyek minden görcstipusban hasonlóak*

A görcsgátlás mechanizmusa. Barbiturátok
A görcs gátlásának mechanizmusáról még nagyon keveset 

tudunk* Mint ahogyan a görcs kiváltása is sokféle módon 

lehetséges, Ugyanúgy a különböző görcsgátló szerek hatás- 

mechanizmusa is különböző* Tulajdonképpen a legtöbb köz
ponti idegrendszeri gátlást okozó vegyüiet görcsgátló is 

/legalábbis a görcs valamelyik tipusát gátolja/, legfel
jebb a hatás kifejtéséhez szükséges anyagmennyiségben van
nak eltérések*

A klinikai görcs kialakítását gátló anyagok bizonyos

'
■
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körében van kémiai rokonság* így pl* szerkezetileg nagy 

hasonlóság van /96/ a barbiturátok, hidantoinok, pirimi- 

dindionok, szukcinimidek, acilkarbamidok és az oxazolidin- 

2,4—dionok között /1* ábra/. Ugyanakkor más klinikailag ha
tásos görcsgátlók között nincs ilyen hasonlóság* Feltéte
lezik, hogy a görcsgátló hatásban a használatos szerek tér- 

strukturúja játszik szerepet és a görcsgátló szerek ebben 

lennének hasonlóak* A fentiek értelmében azonban több szer 

hatását nem tudnánk megmagyarázni* Ä legegyszerűbb példa 

erre а Бг, amelyet már régóta Ixasználnak az epilepszia ke
zelésére. A barbitúrátok egy csoportja leghasználatosabb 

szedato-hipnotikumok. Bár vannak a barbitrurátok között 

gorcsokozóak /26/, mi a depressziv hatású barbiturátokkal 
foglalkozunk.

A barbiturátok már altató dózisban csökkentik a lég
zőközpont ingerlékenységét* TozsLkus adagban, légzésbénulást 

okoznak. Csökkentik az alapanyagcserét, ezért hyperthyreo- 

zisban szenvedők számára jó hatású /76/. A barbiturátok
t

mindenekelőtt a központi idegrendszerre ható vegyuletek.
A régebbi feltételezéssel ellentétben /76/ valószínűleg 

nem változtatják meg a motorikus neuronok kisülési küszöb
értékét /1>о/ • A barbiturátok kétségtelenül redukálják az 

EPS? amplitúdójának nagyságát /12a/f ez azonban nem jelle
mezhető a membrán ionos vezetésében történő megváltozással, 

mert sem a bemeneti rezisztencia sem az unit potenciál 
amplitúdója nem változik meg a drog alkalmazásakor* Ugyan
akkor egyes kutatók kimutatták, hogy a barbiturátok nagy-

!\
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X. ábra

Néhány görcsgátló vegyiilet szerkezete

C6H5№I2c=o N c=o
R1R H -/-К1c

°^ac o=c\
\ r2R2 c=oR,-H R,-NC=0 C=0 33

Barbiturátok AcilkarbamidokPirimidindlonok

■ \

0=< 0=c
\r2

c=oR,~N 0=0R3' 33

Hidantoinok SzukcinimidekOxazolidin-2,4-dionok
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mértékű változást okoznak az eg^es idegsebek szenzitivi- 

tásában# A hexo- és pentobarbital gátló hatású a macska 

nucleus caudatusában /127/* A pentobarbital csökkenti a 

Betz sejtek Ach érzékenységét /35» 79/ •

Barbiturát narkózis alatt jellegzetes orsó aktivitás 

mutatkozik /131/, amely többé-kevésbé szabályozott soro
zatú hullámokból áll, ós ezekben az éles felszini negativ 

fázis van túlsúlyban /2 a ábra/# A barbiturát orsók frek
venciája 9-11 с/sec# Sokan tanulmányozták a barbiturát 

orsók eredetét /3; 4; 3; 61} 62; 131/# A tények azt jel
zik, hogy a corticalis barbiturát orsók képződése sok ta- 

lamikus sejt egyidejű kisülésén alapszik# A corticalis orsó 

hullámok valószínűen a talamo-corticalis rostok aktivitása 

révén képződnek és ez a kéregalatti pace-maker mechanizmus 

a kéregtől függetlenül működik# A talamuszban sok fakul
tativ pace-maker van, amelyek mindegyike a kéreg egy jól 
körülhatárolt és viszonylag kicsiny területe felé sül ki, 

különböző frekvenciával# Az anesztézia mélyülésével párhu#* 

zamosan a talamikus magvak /pace-makerek/ közötti kapcsola
tok gyengülnek# Ugyanakkor erősödik az orsó aktivitásnak
a talamusz és kéreg közötti pont a ponthoz való lokalizá-

*
ciója#

A barbiturátok intracelluláris támadáspontjáról sok 

adat ismert. Az axonalis vezetést nem befolyásolják /44/ 

és a fentebb tárgyaltakat figyelembevéve a legvalószínűbb 

támadáspont a szinapszisokban van# Weakly /19о/ a gerincve
lői monoszinaptikus reflex válaszokat vizsgálta és eredmé
nyei szerint a pentobarbital mái* szubanesztetikus mennyi-

/
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ségben /1о mg/kg macska/ gátolta azokat. Ennek oka véleménye 

szerint az ingerlő mediátor felszabadulásának gátlása. Ezt 

a tényt támasztja alá Mitchell /99/* Megállapította, hogy 

az anesztézia alatt növekvő Ach tartalom /63* 12o/ nem 

jellemezhető az Ach szintézis serkentésével,vagy az AchE
I

gátlásával, kizárólag a csökkent mértéké felszabadulással*
Eccles /42; 43/ vizsgálatai a preszinaptikus gátlásra 

vonatkozóan arra mutatnak, hogy anesztezis alatt a gátló 

mediator akciója elhúzódik. Ennek elvileg két oka lehet.
Az anesztetikumok gátolják a gátló mediátort bontó enzimet, 
vagy magát a mediator eljutását a szinaptikus résbe. Az 

utóbbi lehetőség fizika-kémiai kölcsönhatások kialakulá
sát feltételezné az anesztetikum és a mebrán valamely al
kotórésze között. In vitró körülmények között /49/ bizonyí
tották azt, hogy a lecitin és a kloroform között létrejö
het olyan képződmény /mikrokristályos rendszer/, amely bi
zonyos helyeken diffúziós barrierként szerepelhet.

Barbiturat anesztézia alatt a noradrenalin, szeroto- 

nin és a depamin szint is emelkedik az agyban /124/.
A barbitúrátok támadáspontjával kapcsolatos kérdés az, 

hogy az agy mely részleteiben kifejezettebb a hatásuk. A 

régebbi felfogás szerint minden aható azonos mechanizmus 

alapján hat. Anokhin /35/ volt az első kutató aki felté
telezte azt, hogy nincs általános anesztézia, hanem az 

anesztetikumok egyes agyrószletek vonatkozásában bizonyos 

szelektivitással bírnak. Golovchinsky /55/ szerint a bar- 

biturátok elsődlegesen az agytörzsi formatio reticularicban
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hatnak mig pl. az éter a kéregben. Ezt már French /55/ 

is megállapította, szerinte azonban egy adott terület ér
zékenysége valamilyen neurotróp anyagra a szinapszisok szá
mától függ. Sokkal valószínűbb azonban, hogy egy agyrész
let érzékenysége a szinapszisok minőségétől és nem számá
tól függ /66; 68/. Ezt támasztja alá az a tény, hogy a ge
rincvelő bizonyos monoszinaptikus potenciáljai sokkal ér
zékenyebbek az aneszteziás szerekre, mint a poliszinaptlku- 

sak /55» 68/.
Az elektrofiziológiai kutatásokkal párhuzamosan bebi

zonyosodott, hogy a barbitúrátok bonyolult módon és több 

helyen is "beleszólnak” az idegsejtek anyagcseréjébe.
A neuronális aktivitás növekedése növekvő energiafo

gyasztással és termeléssel jár együtt. Ennek fordítottja 

igaz az aktivitás csökkenésekor.
A barbiturátok in vitro és in vivo egyaránt gátolják 

az agyszövet légzését. Ennek mintegy jelzője a glükóz le
bontás gátlása /lo; 44; 65; 75 í 96; 156/• Barbitúrát anesz
tézia alatt a glükóz fogyasztás csaknem százszor kevesebb 

/о,16 mikromol/g/perc/, mint görcs alatt és tízszer keve
sebb mint nyugalomban /84/. Ez az érték más tipusu anesz- 

tetikumok esetében is hasonló /54; 65/, amelyet jól il
lusztrálnak a citrát ciklus közti termékeinek mennyiségi 
alakulásában mutatkozó azonosságok /54/.

A glükóz lebontás gátlása azonban nem jár együtt az 

ATP és Kreatinfoszfát tartalmának csökkenésével /89;
98/» sőt egyesek szerint növekszik szintjük /54; 65/. Az 

ADP és AMP mennyisége ugyanakkor csökken. Ez csakis úgy 

lehetséges, ha az energiatermelő folyamatok gátlásával

A
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egyidőben bizonyos energiafogyasztó folyamatok is gátlás 

alá kerülnek*
A barbiturátok tehát az energiaanyagcserét erősen mó-

* ■ '

dositják, de ennek részletei nem ismertek# Amióta felfedez
ték, hogy az amytal /5-ethil-5-isoamil barbiturát/ in vitró 

hatásosan gátolja a redukált difoszfopiridinnukleotidek 

oxidációját, sokan feltételezték, hogy a barbiturátok hatá
sa abban lehet, hogy a mitochondriumban gátolják az elektron 

átvitelt és az oxidativ foszforilációt /22; 73; 84-» 118/# 

Kiderült azonban, hogy a pentobarbital alig, az éter pedig 

egyáltalán nem befolyásolja az elektron átvitelt /54/. Fel
tételezik, hogy in vívó az amytal sem ezen az utón gátolja 

az anyagcserét /34/.

A barbiturátok hatása az aminosavanvarecserére* Munkahipotézis
Az eddig tárgyaltak alapján nyilvánvaló, hogy a neuro- 

nális aktivitás a legnagyobb mértékben összefügg az ener
giaanyagcserével# Az agyban a glükóz a fő oxidálható 

szubsztrát# A görcs alatti hiperaktivitás alatt azonban 

aminosavak is oxidálódnak# A kérdés az, hogy az aminosav 

oxidáció növekedése bir-e valamilyen jelentőséggel a görcs 

kifejlődése szempontjából, vagy ez csak következménye a ne- 

uronális aktivitás növekedésének#
Goldberg /54-/ három anesztetikum hatását vizsgálta a 

glükóz lebontásra# A fenobarbital /görcsgátló/, az amytal 
/nem elsődlegesen görcsgátló/ és az éter /nem görcsgátló/ 

a citrát ciklus köztitermékeinek szintjét egymáshoz teljesen



— 14 —

hasonlóan változtatta meg* Ennek alapján feltételezhető а 

gátlás azonos jellege* Arra kellett gondolnunk, hogy a görcs
gátló fenobarbital a glükóz lebontáson kívül más, az energia
forgalommal összefüggő olyan folyamatokat is gátol, amelyek 

fontosak lehetnek a görcs kialakulása szempontjából* Ilyen 

folyamat lehet az aminosavak oxidációja* Ebből a szempont
ból relative nagy mennyiségük és az anyagcserében betöltött 

szerepük miatt a következő amino savak bírnak nagy fontosság
gal: glutaminsav, glutamin, aszparaginsav, 1-alanin és a 

GAB A. Ezek az aminosavak a citrát ciklushoz szorosan kapcso
lódnak. Szintézisük gyorsasága függ a citrát ciklus lefolyá
sának sebességétől /22; 41; 84; 117; 122; 126; 129; 148/* 

C1Z*~gliikózzal végzett vizsgálatok kimutatták, hogy barbitu- 

rát anesztézia alatt a glutaminsav, glutamin és az aszpara
ginsav jelölése csökkent /lo; 84; 93; 148/. Thiopentalos 

/etil-metil-butyril-szulfo barbital/ altatás alatt a glu
taminsav és a GABA mennyisége csökken, a glutamin szint vál
tozatlan, az aszparaginsav mennyisége kis mértékben növekszik 

/84/./Meg kell jegyezni, hogy a thiopental egy ultrarövid 

hatású narkotikum/. Feltételeztük, hogy a barblturát anesz
tézia alatti csökkent aminosav jelölés oka nemcsak a glükóz 

lebontás gátlása következtében csökkenő ketosav szintben 

van* Ez a gátló hatás közvetlenül megnyilvánulhat a GDH és 

egyes transzaminázok szintjén is.
Azt reméltük, hogy ha valamelyik enzim/ек/ esetében 

a pentobarbital gátló hatását sikerül kimutatni, úgy ennek 

szerepét az egyes kompartmentek vonatkozásában tudjuk tár-
f

gyalni.

i

'>'A■

* ■■
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Ismeretes, hogy az aminosavak anyagcseréje az agyban 

kompartmentalizálódik /84/. A kutatók abban nem biztosait, 

hogy mennyi a kompartmentek száma, de legalább kettővel 
számolni kell az eddigi adatok alapján /16; 17s 18; 515 

lo7; 125/.
Az aminosavakhoz hasonlóan a citromsav ciklus is kom

partmentalizálódik /2o; 21/. A két kompar tmentet az irodalom-
*

ban "nagy** /large/ és "kis” /small/ kompar tmentnek nevezik*
A két kompartment anyagcsere tipusa különböző, amely 

visszavezethető az eltérő tipusu, illetve enzimrendszerü 

mi tokondri maikra.
Mg a nagy kompartmentben túlnyomórészt a glükóz oxi

dációja biztositja az energiát, addig a kis kompartmentben 

a glükóz mellett nagy jelentőséget kap egyéb szupbsztrátok 

/főleg aminosavak és zsirsavak/ oxidálása is /16, 17í 18;
2o; 21; 51/.

A mi szempontunkból különösen a következő felismerések 

nagyon jelentősek;
a*/ A glutaminsav szintet nem ugyanazok az enzimek szabá

lyozzák a két kompartmentben. A nagy kompartment glu
taminsav szintjét a GOT és az AszK$, mig a kis kom- 

partmentét a reverzibilisen működő GDH szabályozza /84/. 

b./ A glutemin a kis kompartment fiziológiásán aktiv glu- 

taminsavából képződik, mig felhasználása a nagy kom
partmentben történik.

Az aminosavak kompartmentalizálódása neheziti a kísér
letek értékelését több okból is.

Ifem tudjuk azt, hogy az elkülönülésnek van-e morfológiai

v /
I

4
N: '
(I

j4/ír
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alapja# Egyesek szerint a kis kompartment a gllában, a 

nagy pedig a neuronokbán van /24; 25; 51; 6o/# Ez az álli- 

tás azonban még korántsem bizonyított#
Az in vívó kapott eredményekből jelenleg még nem tud

juk megmondani, hogy az amino savanyagcserében bekövetkezett 

változások melyik kompartmentben történtek# Ennélfogva fenn
áll az a lehetőség, hogy az egyes kompartmentekben bekö
vetkező változások elfedik egymást és az eredmények nem 

nyújtanak információt a változások lényegeiről#
Ismerve azonban az egyes kompartmentek anyagcseréjét 

és funkcióját, az in vívó és in vitró vizsgálatokat párhu
zamosan végezve, a biokémiai változások lényegét jobban meg 

lehet közelíteni#
Kísérleteinkben lényegében annak megállapítására töre

kedtünk, hogy az aminosavak lebontásában és szintézisében 

okoz-e zavart a pentobarbital és ez kapcsolatba hozható-e 

a görcsgátlással.
Vizsgálatainkban görcsgátlószerként a pentobarbitalt 

használtuk# Klinikai célokra inkább a fenobarbitalt hasz
nálják, mert az hatásosabb# A fentebb elmondottakból követ
kezik, hogy bizonyos követelményeket állítottunk a görcs
gátló szer elé# Erre vonatkozóan az irodalom csak a pento- 

barbitalra közölt adatokat# Az említett követelmények a kö
vetkezők:

1. A görcsgátló a neuronokbán halmozódjék fel - igy a 

bekövetkező változások a neuronokra irhatok le /142/

. 4.

; '

; л .
V V/
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2. A görcsgátló felhalmozódjék a mitochondriumban /28; 32/. 

Munkánk során az alábbi feladatokat tűztük ki magunk

elé#

1. A pentobarbital hatásának vizsgálata öt amino sav /glu-

taminsav, glutamin, aszparaginsav, 1-alanin és GABA/
*

szintézisére és lebontására,in vivo#
2# Megvizsgálni a pentobarbital hatását a fenti aminosavak

szintézisében és lebontásában szerepet játszó enzimek- 
*

re, in vitro. \

i I

V .!
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III.

Módszer

A preparátum előkészítése. Ingerlés
Kísérleteinket 2,5-3 kg-os, ivarérett nőstény és him 

macskákon végeztük. Az altatás pentobarbitullal/fiziológi- 

ás konyhasóban oldva/ történt, 4o mg/kg dózissal, amelyet 
intraperitoncálisan adtunk be. Kellő alvásmélységnél meg
kezdtük a preparálást. A véna femoralisba müagyag kanült 

kötöttünk, amelyen keresztül a továbbiakban a még szüksé
ges altatót, vagy más kivánt anyagot adhattunk az állatnak. 

A tracheába fém kanült helyeztünk, hogy megakadályozzuk a 

légutak elzáródása miatt beálló esetleges fulladást. Ezután 

az állat fejét stereotaxis készülékben rögzítettük, a fej 
bőrét középen felmetszettok, a fasciát és a koponyacsonton 

tapadó izmokat gondosan lefejtettük. A koponyacsonton elő
ször fúróval kerek rést nyitottunk mindkét oldalon és a 

résekből kiindulva csonttörővei óvatosan feltártuk mindkét 
hemiszférát. A közben fellépő ccontvérzést gyurmával elál- 

litottuk. A dura materbe óvatosan hegyes tüt akasztottunk, 

majd csipesz és olló segítségével lefejtettük a felszínről. 

Az eddigi műveletek alatt gondosan ügyeltünk arra, hogy az 

agy állománya sérülést ne szenvedjen. A feltárt agyfelszint 

testhőmérsékletü parafinnal leöntöttük és üvegburával fed
tük* A preparálás okozta sokk enyhítésére az állatot 2 óra 

hosszáig pihenni hagytuk, miközben elektromos párna segít
ségével az állat testhőmérsékletét állandó szinten tartot-

/
/ i-'1
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2. ábra

Macska agy elektrokortikogrammja pentobarbitalоs narkózis 

alatt a gyrus ectosylviusról elvezetve

■ 4 w" ' : '/.iií

• '

■ •' V *

mély narkózis '

'
2/a ingerlés előtt

2/b ingerlés után

közepesen mély narkózis

2/c ingerlés előtt

2/d ingerlés után

felszines narkózis

2/e ingerlés előtt *—t** -4^—^—4l

. ,

2/f ingerlés után
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tűk# A várakozási idő eltelte után a mindkét oldali be
rni szf éré gyrus ectosylvius anterior és gyrus suprasylvius 

posterior tájékára egy-egy gömbvégü, ezüst elvezető elek
tródát helyeztünk* Az indifferens elektródot az állat 

izommentes fejbőréhez rögzítettük# Az clektrokortikogram
mo t monopoláris elvezetésben nyolc csatornás tintairó EEG 

készülékkel vettük fel# Ezzel párhuzamosan a EKG-t is re
gisztráltuk. Az állat agykérgi alapaktivitásából következ
tetni tudtunk az alvás mélységére /2# ábra/# A kísérlet 

céljának megfelelően a várakozási idő meghosszabbításával, 

illetve további altató adagolásával befolyásolhattuk az 

alvás mélységét# Az ingerlés megkezdése előtt kivettük a 

kontrol agykéreg állományt a jobboldali félteke elvezető 

elektródái alatti területről, amelyet gondos szárazjeges 

fagyasztás előzött meg. Ezután a baloldali két elvezető 

elektróda között elhelyeztük az ingerlő elektródot# Az 

ingerlés DISA multistimmel történt, 3o perccel a kontrol 
kivétele után# Az ingerlést loo Volt, loo Hz 

6 mp-ig tartó négyszögimpulzusokkal végeztük, amit 2 per
cenként 5 alkalommal megismételtünk# Az ingerlés ideje 

alatt az elvezetés szünetelt, de az inger megszakítása 

után azonnal regisztráltunk. Az utolsó ingerlés befejez
tével lo illetve 2o mp után mintát vettünk#

/ r 1 msec-osf
i

Biokémiai vizsgálatok

Aminosav meghatározás
A vizsgálatok során a következő aminosavak mennyiségét
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határoztuk meg: glutaminsav, glutamin, aszparaginsav, 
1-alanin, GABA. Felhasznált anyagok: 80 ?6-os etilalkohol, 

butanol., 96 %-os ecetsav,ninhidrines oldat /5o mg átkris- 

tólyositott ninhidrin + 8,6 ml vizzel telitett butanol + 

41,4 ml jégecet/, metanolos СиБО^ /о,2 ml telitett CuSO^ 

oldat + o,o2 ml lo %-os ШГО^ + lo ml etilalkohol + loo ml 
metilalkohol/, glutaminsav, glutamin, aszparaginsav, 1-ala
nin, GABA. A ninhidrint a Merck cég, a többi anyagot a Reanal 
forgalmazta.

A meghatározás során több papirkromatográfiás eljárás 

módszereit kombináltuk.
Az agyszövetet tisztítás és mérés után Elvehjem-Potter 

üveghomogenizátorban, 2o mg agyszövethez 1 ml 8o %-os eta
nolt adva homogenizáltuk. A homogenizátumot 12 órán át 

+4 C°-on állni hagytuk, majd 8 ezres fordulatszám mellett 

3o percig centrifugáltuk. A felüluszót eltettük, a csapadé
kot 5 ml etanolban újból szuszpendáltuk és újból centrifu
gáltuk. A felüluszókat egyesítettük és vákum alatt 4o-5o C°- 

on szárazra bepároltuk. A bepárolt anyagot 1 ml ioncserélt 

vizben feloldottuk és ebből általában o,o5 ml-t vittünk 

fel Whatman-l-es papírra. A futtatást egy dimenzióban végez
tük, butanol : ecetsav : viz =4:1:1 arányú keverékében. 
Az optimális elválást az öt aminosav esetében 72 órás futta
tás után kaptuk. Mind a kontrol, mind az ingerelt szövet 
extraktumából 2 db papírra 2-2 próbát vittünk fel és az 

eredményt ezek átlagértéke adta. Minden papirra felvittük 

az 5 aminosav megfelelő mennyiségeit kalibrációs görbe ké-
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szitése céljából# A futtatás befejezése után a papirt haj
szárítóval szárítottuk. Ezután ninhidrines oldattal óvatosan 

de egyenletesen lefújtuk# Szárítás után a kromatogrammot 
7o C°-on 15 percig hívtuk elő# Az azonosítás a felvitt 

standardokkal történt# Ezután a megfelelő területeket ki
vágtuk és 4 ml metanolos CuSO^ oldatban a szineződést 1 óra 

alatt leoldottuk# A mérési hiba csökkentésére közelítőleg 

azonos területeket vágtunk ki. Kontrolként a szinreakció 

utón fehéren maradt papir részleteket használtuk# A leol- 

dás után a szinintenzitást MOM 36o-as spektrofotométeren 

5o4 nm-en mértük# Az eredményeket a kalibrációs görbéről 
olvastuk le és 1 g szövetre vonatkoztattuk#

EnzimolÓKiai vizsgálatok
Az enzimológiai vizsgálatokat egyrészt fehérpatkány 

agy szürkeállományából készült homogenizátummal, másrészt 
marha májból kristályosított glutaminsavdehidrogenázzal 
/GDH/ végeztük.

Az ütéssel elkábitott patkányokat lefejeztük, majd az 

agyat gyorsan kiboncoltuk és felhasználásig 4 C°-on tar
tottuk# Homogenizálás előtt az agykérget az agyhórtyáktól, 
a vértől és a fehérállománytól a lehető legjobban megtisztí
tottuk és ioncserélt vizben loo mg/ml-es homogen! zátumot 
készítettünk#

Minden oldatot ioncserélt vizben készítettük és sem
legesítettük# Az összes felhasznált anyagot a Reanal for
galmazta. Az egyes enzimek vizsgálatánál használt inkubá-
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ciós elegy összetételét és pH-t az I-es táblázat mutatja,
A közelítően optimális szubsztrát koncentrációt úgy álla
pítottuk meg minden esetben, hogy állandó mennyiségű homo- 

genizátumot és foszfát puffert tartalmazó elegyben az adott 

enzim aktivitása szempontjából biztosan túl nagy aminosav, 
illetve túl kicsi ketosav koncentrációit közelitettük egy
máshoz, Az optimális koncentráció megtalálása után a foszfát 

puffer koncentrációját változtattuk,
A GDH aktivitásmérését kristályositott enzim esetében 

Strecker /133/ módszere alapján végeztük annyi módosítással, 
hogy az elegy tartalmazta a pentobarbital megfelelő mennyi
ségét.

Agyi homogenizátum használatakor a GDH vizsgálatára 

összeállított inkubációs elegy a következő volt a vizsgált 

reakciótól függően,
a. / GDH aktivitás mérése glutaminsav szintéziskor =

L-ketoglutársav 4o umol + NH^Cl 90 umol + HADH 2o umol 
+ foszfát puffer 5oo umol + 33,3 mg homogenizátum 

/agy, szürke állomány/
b, / GDH aktivitás mérése glutaminsav bontásakor *

glutaminsav 5o umol+ NAD 25 umol + foszfát puffer
9

5oo umol + 33#3 mg homogenizátum.
Az inkubációs elegy végtérfogata ”au és "b" esetben is

9

1,6 ml, pH-ja pedig 8,о volt.
Az inkubálást GDH esetében 23 C°-on, az összes többi en

zimnél 37 C°-on végeztük levegő atmoszférában.

f

í
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Az enzimaktivitást kristályos GDH-núl a Jo mp-es, az 

agyszövet GDH aktivitás mérésénél az 1 perces, a többi en
zimnél a 2 perces inlcubálási időből számítottunk.

Az enzimreakciót о,4 ml lo %-os TCA oldat hozzáadásá
val állítottuk le«

Az általunk használt módszer az enzimreakció mérésére 

a klinikumban használt GOT és GPT teszt /vérplazma/ álta_ 

lünk módosított változata volt és a ketosavak mennyiségi 
változásának mérésén alapult*

A ketosavak 2,4 dinitrofenilhidrazinnal lúgos közegben 

színes komplexet képeznek* A szinintenzitás arányos a ke
tosavak mennyiségével. A ketosav meghatározás menete a kö
vetkezői
A TCA hozzáadása után az inkubátumot 8 ezres fordulatszám
mal 2o percig centrifugáljuk, A felüluszó 1 ml-éhez 1 ml 
dini traf enilhidrazin oldatot /loo ml o,15 n HCl-ben 2o mg 

2,4 dinitrofenilhidrazin oldva/ adtunk* Szobahőmérsékleten 

15 percig vártunk, majd lo ml NaOH-t /o,4iT/'adtunk az el egy
hez, Ismét vártunk 15 percet, majd spektrofotométeren 

546-nm-nél olvastuk le a szinintenzitást* A 0 percben meg
levő ketosav mennyiséget oly módon határoztuk meg, hogy а 

szuszpenzió előtt adtuk az inkubációs elegyhez a TCA-t. A 

mérés kontroljában a felüluszó 1 ml-ét desztillált viz 

helyettesitette* A ketosav koncentrációt egy kalibrációs 

görbéről olvastuk le és egyszerű számolási módszerrel hatá- 

roztuk meg a ketosavak tényleges fogyását. Számolási mód
szerünk kifeljlesztése lehetővé tette számunkra, hogy füg-

V
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I. táblázat .; ; • ■

л '

v ■'

Az inlmbálás körülményei * . í

Az inkubációs elegy alkotói Inkubációs
" elegy pK-ja

Vizsgált
enzim Ketosav Aminosav Foszfát

puff er 
umolumol■umol

7,4
7,4

2oo6o,o9,5GOT i

2oo75,oGNOT 9,0
7,46,0 2oo5o,o

75,o
55o,o
6o,o
9o,o
45,o

GPT
8,o 2oo 7,4GEPT *

7,45ooAszKT 9o,o
4,o

12,o
8,22ooAIKT
8,22ooAIOT
8,22ooGABA—T 9,0

+ a./ Az egyes reakciókban felhasznált aminosav és ketosav 

minősége értelemszerű#
b#/ Az inkubációs elegy végtérfogata minden esetben 

1,6 ml volt#
c./ Az alkalmazott pentobarbital koncentráció minden 

esetben 1} 5» és lo umol volt# 

d#/ Az inkubációs elegy minden esetben 53,5 mg agyszöve- 

tét /homogenizált formában/ tartalmazott#
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getlenitsiik magunkat a gyári pyruvát és oxalacetát stan
dardoktól és hogy elvileg bármely transzajainálási reakciót

é

vizsgálhatjuk ezzel a módszerrel#
Бок esetben kétirányú ketosav változással kellett 

számolnunk és mi a mérésnél az inkubálás befejezésével az 

összes ketosavat mértük meg# Aszerint, hogy az inkubálás
9

végén a szinintenzitás hogyan változik, két eset lehetséges#

1# tipuspélda a GOT# Itt a reakció lényege:

Glutaminsav + oxále cet sav=L-ke to glut ár sav + aszparaginsav
Ebben az esetben a reakció előrehaladtával az oxál-

ecetsav mennyisége csökken, az L-ketoglutársav mennyisége
»

pedig folyamatosan növekszik# E kétirányú változás követ
keztében, mivel az oxálecetsav extinciója a nagyobb, az 

eredő szinintenzitás egyenletesen csökken mindaddig, mig 

az oxálecetsav el nem fogy# Könnyű azonban belátni éppen 

a fentiek alapján, hogy ténylegesen több oxálecetsav fogyott, 

mint amennyire az extinció csökkenés alapján következtetni 
tudnánk* Mivel a két ketosav változása egymással ekvimolá- 

ris, a szükséges korrekciót el tudjuk végezni a ketosavak 

szinintenzitás hányadosának /f/ ismeretében. Általános 

formában:
' f ... •• I ■■ , » •: - ; , \ I , ; -, | '*v

A + X = Y+ B, ahol X az átalakuló, Y a keletkező ketosav
• 0

mennyisége* A és В az egyenletben szereplő aminosavak*

Ekkor: xf0^-y4s s / ^^leolv x * £ ^^leolv з/ h

ahol ^fogyás az egyenlet bal oldalán levő ketosav 1 g Szö
vetre számolt korrigált fogyását jelenti#

W| ;
AI egyenlő IQ - 1^, ahol IQ a 0 perces inkubátum extinció ja, 

3^ pedig az inkubálás végén mért szinintenzitás*

íí '
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A ^ißoiv х azt felöli, hogy a Al-t az X ketosav kalibrá
ciós görbéjén olvassuk le.

Y ketosav extinció.ja
X ketosav extinclóijaf SS

haza szám, amivel as egyenletet be kell szoroznunk, hogy 

a korrigált fogyást 1 g agyszövetre kapjuk meg,
2, tipuspólda az AszKt, Itt a reakció lényege s

aszparaginsav + L-ketoglutársav=oxále cetsav + glutaminsav 

Ebben az esetben az inkubálás végén a szinintenzitás növe-

./

kedését tapasztaljuk, A valóságban több oxólecetsav kelet
kezik, mint amennyi a I-nek megfelel, mert a reakció 

közben az L-ketoglutársav mennyisége ekvimoláris mennyiség
ben csökken. Az általános képlet:

•“fogyás ~ ^ ^ ^leolv v ф ^ ^^leolv v ^ ^
ahol а Д I-t az Y ketosav kalibrációs görbéjén olvassuk le. 

Annak megállapítására, hogy az összeállított inkubá
ciós rendszerekben az általunk vizsgált enzimreakciókat 

más reakciók hogyan befolyásolják, kezdetben a ketosav meg
határozással párhuzamosan az amino savak mennyiségi válto
zását is vizsgáltuk, E kétoldalú vizsgálatok meggyőztek 

bennünket arról, hogy a ketosav meghatározás fentebb le
irt módja széleskörűen és megbízhatóan alkalmazható a kü-

в

lönböző transzamináz aktivitások mérésére.

\
1

I\
■ 1. :

■

\
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IV.

Eredmények

1. In vivo vizsgálatok

Az aminos^vszint alakulása a kontrol eltávolítása után
A harmadik ábra adatai szerint ha az egyikoldali he— 

miszfére gyrus ectosylviusának környékéről kb. 2oo mg-os 

darabot óvatosan száraz^eges fagyasztás után kimetszünk, 
a másik oldal aminosav tartalma gyakorlatilag nem válto
zik. Az első kimetszést közepesen mély narkózis mellett 

végeztük és $o perc múlva vettünk próbát az ellenoldali 
kéreg megfelelő helyéről.

Az agy aminosavtartalma az életkor, testsúly és a táp
lálék összetétel változásával bizonyos variabilitást mu
tat. Egy állat két hemiszf ér áfának egymásnak szimetrilcus 

területei között azonban elhanyagolható a különbség /65;
28; 84/.

A fentiek alapján a későbbiekben a kísérletre előké
szített macskát kontrolként is felhasználhattuk. Ez a meg
takarítás mellett a hibahatár csökkenését is jelentette.

Az aminosavszint változása oentobarbitalos narkózis alatt
Ismeretes, hogy pentobarbitalos narkózis alatt a Glü

kóz /U14C/ beépülése a glutaminsavba, glutaminba és asz- 

paraginsavba csökken. A fenti aminosavak mennyiségét 
azonban a narkózis különböző mélységeinél még nem vizsgál-
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ták. Abból indultunk ki, hogy a jel\ölődés mértéke és a 

valódi aminosavszint nem törvényszerű hogy fedje egymást* 

Az aminosavszintet a glükóz lebontáson kivül számtalan 

más tényező módosítja /membrán folyamatai, fehérjeszintézis 

és lebontás, koenzim szint, АШ? szint, stb,/, A kapott 

eredményeket a 4* ábra mutatja,
A viszonylag nagy hibahatár ellenére is látható, hogy 

a glutaminsav és a glutamin mennyisége mély narkózis során 

az irodalmi érték /84/ alatt van. Szintjük az alvásmélység 

csökkenésével növekszik. Az aszparaginsav mennyisége érté-
w£.v~.

kelhető módon változik. Lehetséges, hogy ez a tény a vál
tozatlan oxálecetsav szinttel függ össze /54/, Az 1-alanin 

szint nem változik, A GABA mennyisége csökken, azonban az 

alvás valamennyi fázisában azonos szinten marad.

Az aminosavszint változása ingerlés után
Az elvégzett kísérletek két fő csoportba oszthatók.

Az egyik esetben lo mp-el, a másik esetben 2o mp-el az utol
só ingerlés után vizsgáltuk az aminosavszint változását. 

Görcs folyamán ugyanis az amino savanyagcsere változása 

szempontjából durván kettő szakaszt lehet megkülönböztetni 
/ez nem pontosan a görcs szakaszait jelenti/. Az első sza
kaszban az aminosav felhasználása, a másodikban a szinté
zise a meghatározó. Kísérletek során lényegében ezt a két 

szakaszt igyekeztünk egymástól elkülöníteni,
A két szakasz időtartama minden alvásmélységnél más, 

ezért a különböző mélységű narkózisnál kapott adatok nehezen
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3. ábra
Az aminosavszint változása a kontrol kivétele

ellenoldali kéregben
után az
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hasonlíthatok össze. Mi azonban elsősorban a mély alvás 

során lejátszódó változásokra voltunk kiváncsiak, ügy gon
doltuk hogy az "amino savlebont ás" szakasza /az egyensúly 

a lebontás irányába tolódott el/ időben azonos lehet az
zal az ECOG szakasszal, ahol a görcs intenzitása még nem 

csökken. Ez a szakasz mély alvás esetében kb. lo mp-et 
tett ki. Ismeretes, hogy a görcs utolsó fázisában felgyor
sul a toxikus ammónia eltávolításának sebessége. Ezzel 
együtt gyorsul a glutaminsav és glutamin szintézis /58/*
A szintézis sebességére a második lo mp-ben mért amino- 

savszint változásból igyekeztünk következtetni. E célból 
az utolsó ingerlés után 2o mp-el is megvizsgáltuk az amino- 

savak mennyiségi változását*
Az 5# ábra mutatja azt, hogy miképpen változott meg 

az aminosavak mennyisége lo mp-el az utolsó ingerlés után.
Mély alvás során ingerelve valamennyi vizsgált amino- 

sav szintje csökken. Közepesen mély alvás esetében az asz- 

paraginsav és az 1-alanin mennyisége növekszik* Felszínes 

alváskor valamennyi asinosav szintje növekedett. Az ered
mények egyrészt azt jelzik, hogy a lo mp-es időf» pontatla
nul határoztuk meg /az egyensúly előbb eltolódik az szin
tézis irányába/. Másrészt mély alvás során ingerelve az 

egyensúly az aminosavak lebontása irányába tolódik el az 

első lo mp-ben.
Az aminosavak felhasználása mély alváskor jelentős.

A következő sorozatban közepesen mélyen és mélyen 

alsó macskákat ingereltünk. Az utolsó ingerlés után 2o mp-el

.
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vizeséitűk az aminosavezint megváltozását# Az eredményeket 
a 6# illetve 7* ábrán láthatóan összevetettük a lo mp-es 

értékekkel«
A glutaminsav mély alvás során ebben a szakaszban 

nem emelkedett, közepesen mély alvás során azonban gyakor
latilag elérte a kontrol szintet, 1,5 milcromol gluteminsav/g 

szövetet szintetizálva lo mp alatt#
A glutamin szintézise mély alvás során alacsony érté

ket mutatott, amely közepesen mély alvás során fokozódik.
Az aszparaginsav mély narkózisnál szintctizálódik, közepe
sen mély alváskor a szintézis egyensúlyba kerül a lebontás
sal# AzJL-elanin szintézisben nem találtunk különbséget#

A GABA szintézisben nehéz különbséget találni össze
hasonlítva a két alvásmélységet. Mély alvás során azonban 

az egyensúly erősen eltolódik a GABA lebontás irányába az 

első lo mp-ben# Ez összefügghet a GABA szintézis gátlásával. 

Az eddig mondottakat összegezve:
a./ Mély pentobarbital narkózis alatt görcsöt előidézve, 

a kivett próba aminosav analízise jelentős aminosav 

fogyásról tanúskodott#
b#/ A glutaminsav és glutamin szintézise mély narkózis 

során gátlás alatt áll /6. 7* ábra/.
A továbbiakban vizsgálat alá vettünk néhány olyan en

zimet, amelyek az egyes aminosavak közvetlen szintézisével 
és lebontásával kapcsolatosak# Egyik közös jellemzőjük to
vábbá, hogy részben vagy teljesen a mitokondriumokban loka- 

*
lizálódnak.
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5* ábra
As aminosavszint változása lo mp-el az Ingerlés után 

különböző alvásmélységeknél

0 mély
Ш közepesen mely 
0 felszínes

41**
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6* ábra
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7# ábra
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Megpróbálkozunk az in vivo és in vitro kapott ered
mények folyamatos egybevetésével.

2. In vitro kísérletek

A GOT vizsgálata 

Glutaminsav + oxálecetsav aszparaginsav + L-ketoglutársav
Az agyban glutaminsav 9o %-ban a GOT révén alakul át 

/11; 28; 84/. Részben mitokondriális enzim. A pentobarbi
tal hatásának vizsgálata a GOT esetében azért volt fontos, 

mert ennek révén adatokat szerezhettünk a valódi glutamin
sav felhasználás mértékének megállapításához. A pentobar
bital nem hat az enzimre. Ennek alapján is valószinüsit- 

jük, hogy pentobarbital narkózis alatt görcsöt kiváltva, a 

glutaminsav nagyobb "frakciójának" felhasználása nincs gát
lás alatt.

GOTv

A GDH vizsgálata
GOEU

Glutaminsav + NAD+ + H£0
GDH csak mitokondriumban található. Reverzibilisen

L-ketoglutársav + NADH +

működő alloszterikus enzim /37» 46» 3o; 7o; 114; 126; 134; 
136; 159/.

In vivo körülmények között sok tényező befolyásolja 

aktivitását. Az aminosavak anyagcseréjében központi szere
pet tölt be, azonban kihatással van a szénhidrát és energia- 

forgalomra is. A többi dehidrogenázzal együtt résztvesz a 

NAD/NADH arány kialakításában /129/.
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A GDH in vivo a glutaminsav szintézisét részesiti előny
ben, mert ez termodinamikailag előnyösebb /28} 126/.

A pentobarbital a GDH aktivitását mindkét irányban 

erőteljesen gátolja /8. 9. ábra/.
A kapott eredmények alapján jobban tudjuk értelmezni 

az 5* 6. és 7* ábrák glutaminsavra vonatkozó részét* Nagyon 

valószinü, hogy a glutaminsav szintézis gátlása mély narkó
zis során egy GDH szinten történő gátlásnak felel meg.

A GDH gátlása a bontás irányába szintén jelentőséggel 
bir, ha ez a neuronalis összanyagcsere szinten nem is je
lentkezik kifejezetten. Itt kell megjegyeznünk azt, hogy a 

GDH gátlása szoros kapcsolatban van a glutamin szintézis 

csökkenésével. Ismeretes, hogy a glutaminsavból történő 

glutamin szintézis abban a glutaminsav poolban történik, 

ahol a glutaminsav szintézisét ás lebontását a GDH szabá
lyozza /17} 18} 20} 21} 23} 51» 84; 123/* Ennek lehetséges 

következményeire a megbeszélés folyamán térünk ki.

Az AszKT vizsgálata
Az AszKT az agyban a legaktívabb transzamináz /84/. 

Részben mitokondriális enzim. Az agyban a GQT-al együtt az
un. "nagy" compartment glutaminsav szintjét szabályozzák г •

/84/.
A pehtobaxbital nincs hatással az enzimre. Ez azt je

lentheti az in vivo kapott adatok tükrében, hogy a pento
barbital a fenti két szabályozó enzim szintjén nem gátolja 

a glutaminsav anyagcseréjét*
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8a. ábra
GOH aktivitása a glutaminsav bontás irányában 

/kristályositott enzim/
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A GtP!P és GHPff vizsgálata

Glutaminsav + piroszőlősav
Az agyban a glutaminsav transzaminálódása során az el«* 

sődleges szubsztrát az oxálecetsav. Az oxálecetsav és p±- 

roszőlősav kompét!tivek egymásra a transzaminálásl folya
matokban*

GPT L-ketöglutársav + 1-alanin

Eddigi ismereteink szerint a 1-alanin keletkezésének 

fő útja az agyban a glutaminsavról a piroszőlősavra törté
nő transzaminálás# A glutaminnak kisebb szerepe van az 1- 

alanin képződésében* A pentobarbital a GP2-t és GífPT-t 
egyaránt gátolja /lo* 11. ábra/. Mindkét enzim mitokondri- 

alis, a gátlás tehát in vivo is megvalósulhat. Már szó volt 

róla, hogy barbiturát anesztézia alatt a piroszőlősav meny
nyi sége mintegy egyötödére lecsökken /54/. Az 1-alanin meny- 

nyisége azonban pentobarbitalos anesztézia alatt nem vál
tozott / 4. ábra/. Feltételezzük, hogy ebben szerepet ját
szik az 1-alanin továbbalakitásában résztvevő enzimek gát
lása. Ezek közül a következő kettőt vizsgáltuk meg.

Az A1KT és az A10T vizsgálata
1-alanin + L-ketoglutársav 

1-alanin + oxálecetsav piroszőlősav + aszparaginsav
Az А1ШГ részben mitokondriális enzim és méréseink sze

rint tizszer aktivabb az agyban aint az AlÜT. Mindkét en
zimet gátolja a pentobarbital in vitro /12, 15* ábra/.

Az 1-alanin állandó szintjének magyarázatához további 
vizsgálatok lennének szükségesek.

A1KT. piroszőlősav + glutaminsav

.
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A GABA-T vizái ;álata 

GABA + L-ketoglutársav 

glutaminsav
A GAB A átalakulásának fő iránta az L-ketoglutársavra 

történő trans&aminálás, amelyet a GABA-T végez /64/. Az en
zim mitokondriális, és abban a mitohondrium típusban loka
lizálódig amelyben a GDH.

A pentobarbital gátolja az enzim aktivitását /14. ábra/. 

Ha feltételezzük, hogy a GABA egy gátló mediator az agyban, 
ez a GABA-T gátlásának jelentőséget ad. Ebben az esetben 

ugyanis a gátló szinapszisokban a felszabadult GABA élet
tartama megnövekedhet és ez a gátlás! idő meghosszabbodá
sát jelentheti.

A GABA szintézisét a GAD végzi, amely nem mitokondriá- 

lis enzim /ezért nem vizsgáltuk/. Tbiopentalos narkózis 

alatt csökkent a GABA mennyisége, nem csökkent viszont a 

GABA jelölése glükóz /U^C/-ből. Ez arra engedett következ
tetni, hogy a GAD aktivitását a használt drog nem befolyá-. 
solta.

GABA-T. borostyánkősav sémialdehid ♦rr

Ebben az esetben és a mi esetünkben is az a valószí
nűbb, hogy a GABA felszabadulás fokozódott narkózis alatt.

Jasper /65/ állapította meg, hogy az agy aktivációs 

állapotától függő mennyiségben aminooavak szabadulnak fel 
a kéreg pialis felszínén. így pl. a glutaminsav háromszoros 

mennyisége szabadul fel éber állapotban mint alvóban. A 

GABA esetében a helyzet éppen fordított. A glutomin és az
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aszparaginsav felszabaduló mennyisége mindkét esetben azo
nos volt, /Ez a tény egyúttal azt jelentheti, hogy a gluta- 

minsav és a GABA szerepet játszik az agy aktivitásának sza
bályozásában - mint mediator anyagok*/.

*
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lo. ábra

A GPT aktivitása
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12. ábra

Az A10T aktivitása
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Az A1KD aktivitása
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14. ábra

A GABA-T aktivitása
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V.

Megbeszélés

Az agyszövet anyagcseréjében a szabad aminosavak fon
tos szerepet töltenek be. A görcs állapotában az aminosavak 

funkciója kölcsönösen két vonatkozásban lehet jelentős.
Egyrészt sokan feltételezik, hogy a glutaminsav és a 

GABA a mediátor egyes szinapszisokban, másrészt az aminosa
vak energiaforrásként szolgálhatnak.

Kísérleteinkben főleg az utóbbi lehetőséget vizsgáltuk.
Elöljáróban meg kell jegyeznünk, hogy az in vivo kísér

letekben kapott eredményekből nem tudjuk pontosan megmonda
ni» hogy az aminosavak mennyiségi változásai milyen arány
ban állnak átalakulásukkal illetve szintézisükkel. Az ami- 

nosavszint átalakulásában ugyanis szerepet játszik a fehér
jék szintézisének és lebontásának aránya, valamint a vérből 
történő aminosav utánpótlás mértéke is.

Az irodalmi adatokra /58; 65; 1о2; 1о6/ épitve csak 

annyit tudunk mondani, hogy az aminosavak jelentős mennyi
ségben oxidálódnak a görcs folyamán, amelyet jelez a fel- 

szaporodó ammónia nagy mennyisége is /58; 84/.
A legfontosabb eredményünknek azt tartjuk, hogy sike

rült kimutatni in vivo és in vitro a pentobarbital gátló ha
tását a glutaminsav szintézisre /6. 9 a. 9b. ábra/. Ugyan
akkor a glutaminsav átalakulásának fő irányát /a GOT révén/ 

a pentobarbital nem gátolja /6. ábra/.
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A glutaminsavhoz hasonlóan a többi amino sav mennyisé
ge is csökken ingerlés során#

Az eredmények értékelését azonban megnehezíti az agy- 
morfológiai és biokémiai heterogenitása# Az aminosavak 

anyagcseréje egyrészt regionális különbségeket mutat az 

agyban /28} 84/, másrészt a régiókon belül kompartmentali- 

zálódik /16; 1?; 18; 51; 84; lo?í 125/.
A kísérleteink során alkalmazott pentobarbital a neu

ronokbán halmozódik fel /142/, ezért az aminosavanyagcsere 

változásait a neuronokra tudjuk leírni# A GDH-ról ismeretes, 

hogy a kis kompartmentben lokalizálódik# Mindebből követke
zik, hogy a kis kompartraent, amely metabolikusan egységesnek 

látszik /azonos mitokondrium frakció jellemzi/ morfológiai
lag nem az és legalább részben a neuronokbán is előfordul.

A kis kompartment megoszlása a neuronokbán elvileg 

többféle lehet# A következő adatokból arra következtetünk, 

hogy a kis kompartment mitokondriumai az egyes szinapszisok
ban előfordulhatnak#

a#/ A pentobarbital gátló hatása a szinapszisokban a leg
erősebb /5} 4; 5} 42; 45; 66; 68/. 

b./ A pentobarbital primer hatóhelye az agytörzsi formatiо 

reticularis /55/. Ennek a területnek egyik fő jellem
zője, hogy a preszinaptikus régióban más agyrészletck- 

. hez viszonyitva jóval több a mitokondriumok száma /145/. 

c#/ A GOH a kis komperbment mitokondriumaiban lokalizáló
dik /51» 84/# A pentobarbital gátló hatása az enzim 

aktivitására igen jelentős /8. 9# ábra/#
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d./ A szinaptikus régióban magas GDH aktivitást mutattak 

ki /84/.
Az a feltevésünk, hogy a kis kompartment részben a 

szinapszisokban lokalizálódhat megegyezik Garfinkel /51/ 

adataival. Szerinte a kis kompartment az oligodendrogliá- 

ban és a szinapszisokban van, amely struktúrák mitokondri- 

umban viszonylag gazdagok. A nagy kompartmentet a mitokond- 

riumban viszonylag szegény asztrogliába és perykarionba he
lyezi. A GED'H gátlása komoly változást jelenthet azon szi
napszisok anyagcseréjében, ahol a kis kompartment lokali- 

zálódik. A GDH gátlás lehetséges főbb következményei:
a. / A glutamin szintézis sebességének lassulása, az ATP

szint növekedése.
b. / Az ATP/ATP-ase egyensúly megbomlása.
c. / A sav-bázis egyensúly megbomlása.

a./ Említettük, hogy a glutamin szintézise a kis kom
partment aktiv glutaminsavából történik /51» 84/. A pento
barbital GDH-t gátló hatásának az a következménye, hogy 

csökken a glutaminsav, igy a glutamin szintézise is /6. ábra/.
A pentobarbital átlagos koncentrációja az agy 1 g-ban 

1 órával a 4o mg/kg dózis beadása után o,5-l шю1 között 

van /142/. In vitro kísérleteinkben ennek durván két nagy
ságrenddel nagyobb koncentrációját alkalmaht ük .Mégis jogos-e 

az eredmények in vivo adaptációja? Egyrészt élő macskán vég
zett kísérleteink bizonyítják, hogy az említett gátlás té
nye fennáll. Másrészt ismeretes,hogy a pentobarbital a neu
ronokbán /142/ és intracellulárisan a mitokondriumpkban 

/28/ halmozódik fel. Joggal feltételezhetjük, hogy a mito-
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kondriális enzimek környezetében a pentobarbital koncent
rációba jóval nagyobb a mért átlag eloszlásnál, A glutamin 

szintézise ATP igényes folyamat. Az aktiv glutaminsav szint 

csökkenése következtében a glutamin szintézis sebessége a 

kontrolhoz képest mérséklődik. Ez az ATP szint növekedését 
vonhatja maga után, A 15, ábra mutatja a glutaminsav-glutamin 

rendszer, valamint a szénhidrát anyagcsere közötti kapcsolatot.

15. abra

A glutamin szintézis és szénhidrát anyagcsere kapcsolata

AT P Kreatin, lipidek, stb.Glutaminsav

Foszfokreatin
Foszfolipidek,stb.

Glutamin

Glükóz

Piroszölösav

Strecker/41/nyomán módosítva

Strecker /41/ véleménye szerint a glutamin szintézis 

sebessége az AÍEP szint szabályozása révén kontrol alatt 

tartja a glikolizist és a légzést, A glutamin szintézis 

sebességének lassulása ily módon a kis kompartmentben a 

a szénhidrát anyagcserére gátló hatású, A felhalmozódó 

ATP ezenkívül a GDH további gátlását eredményezheti.

i

k Л
\,

.4
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Me Ilwain /63/ kimutatta, hogy pentobarbital narkózis alatt 

az АИР mennyisége valóban meghaladja a kontrol szintet az 

agyban és ez egybevág elképzelésünkkel#
b#/ A szinapszisokban az АИР/АИР -ase egyensúly nagyon 

fontos a mediátor anyagok felszabadulása szempontjából. Az 

АИРtegyarcint gátolja az enzimet /41/. A mediátor anyagok 

felszabadulása energiaigényes folyamat# így a felszabadulás 

mértéke nagyban függ az АИР-ase aktivitásától#
Egyes esetekben sikerült kimutatni, hogy a pentobarbi

tal gátolja az ingerlő mediátor felszabadulását /99» 15o/# 

Ennek egyik oka lehet véleményünk szerint az, hogy ezekben 

a szinapszisokban a glutaminszintézis lassulása következté
ben az АИР szint növekszik.

Más esetben azt is kimutatták, hogy az АИР a noradre- 

nalin terjedése szempontjából diffúziós barriert képez az 

adrenerg szinapszisokban /91; 112/#
c./ Az aminosavak igen fontosak az intracelluláris 

sav-bázis egyensúly megtartásában# Az aminosavak és a ka
tionok membránon keresztül történő transzportja egymáshoz 

szorosan kapcsolódik, és a membrán Na-K-AHP-ase aktivitá
sához kötött /41; 126/. Megállapították, hogy a növekvő 

intracelluláris glutaminsavtartalom serkenti a 2Ta+ belé
pését a sejtbe, valamint a kilépését a sejtből. Az intra
celluláris Na+ növekedése a membrán növekvő depolarizáció
ját okozza# A mondottakkal kapcsolatban három tényre kí
vánunk utalni. I
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1* Wo о db lire /VS/ kimutatta., hogy az epilepsziás gócban 

közvetlenül a görcs előtti szakaszban az intracellu- 

láris Na+ mennyisége növekszik#
2# Wiechert és Göllnitz /154; 155* 156/ a legkülönbözőbb 

módszerekkel kiváltott /Kardiazol, glutaminsav, penta- 

metiléntetrazol/ görcsök esetében azt tapasztalták, hogy 

már a görcs kezdete előtt növekszik a GDH aktivitása#
Ez együttjárt a glutaminsav szint emelkedésével# Hagy 

a valószínűsége annak, hogy a görcs előtti fázisban 

tapasztalt glutaminsav és Ha+ koncentráció növekedése 

összefügg egymással#
3, A görcs gátlásakor a kationok koncentrációja éppen for

dítva változik# Trachtenberg /141/ utal arra, hogy 

különböző görcsgátló szerek /fenobarbital, difenil- 

hidantion, stb./ az extracelluláris Na+ koncentrációt 

növelik, a It^-át pedig csökkentik# Feltehető, hogy 

ilyenkor intracellulárisan ehhez képest egy fordított 

irányú kation ujramegosztás következik be#
Az eddig elmondottak alapján feltételezzük, hogy a GDH- 

nak szerepe van a görcsintenzitás fokának szabályozásában, 
esetleg a görcskiváltás mechanizmusában is# Mint láttuk a 

GDH aktivitása és gátlása sok egymással ellentétes követ
kezménnyel jár az agyszövet anyagcseréjében# A sokféle ha
tás abból következik, hogy az enzim fontos kapocs a szén
hidrát és aminosavanyagcsere, valamint az energiaforgalom 

között#

if' '

A GDH alloszterikus enzim# Már ma is sok olyan tényező

1
1 V

? k. '
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ismert, amelyek szabályozzák az enzim aktivitását. Ezek 

között szerepel az ATP, az ammónia, számos hormon /thyroxin, 

szteroidok/» a különböző ionok, a HAD/NADH arány, stb. A 

GDH és a szabályozó faktorok között meglevő bonyolut kap
csolatok feltárása nagyban elősegítené a GDH görcs alatti 
szerepének jobb megértését#

Természetesen felmerül a kérdés, hogy a kísérletesen 

kiváltott epilepsziák vizsgálata során kapott eredmények 

mennyiben hasonlíthatók össze a humán epilepsziát vizsgáló 

kutatók eredményeivel#
Humán epilepsziák esetében eddig a vizsgálatok éppen 

a kisérletezés nehézségei miatt főleg az eltávolitott epi
lepsziás góc biokémiai analízisére szorítkoztak. Az eredmé
nyek szerint az agyból kivett epilepsziás gócok glutaminsav, 

glutamin, aszparaginsav és 1-alanin tartalma 2o-4o %-al 
alacsonyabb volt a kontrolnál /39; 78/*

Egy másik kísérletben Tower /9о/ kontrol és epilepsziás 

szövetet ingerelt. Megállapította, hogy az epilepsziás góc
ból vett minta nagyobb mértékben használja fel az aminosava-
kat mint a kontrol szövet, ügy ttinik tehát, hogy humán epilep-

*
szia esetében is az aminosavak növekvő mértékben oxidálódnak. 

Ennek okáról, illetve a görcsképződéssel való esetleges kap
csolatáról azonban nem tudunk semmit.

Fenti elképzeléseink megerősítésére további vizsgálatok 

szükségesek. Nagyon fontos lenne vizsgálni a pentobarbital 
primer hatühelyének anyagcseretipusát, különös tekintettel 
a GDH-t tartalmazó mitokondriumokra.

A pentobarbitalon kivül más görcsgátló szerek hatását 

is meg kell vizsgálni az aminosavanyagcseróre.
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VI.

összegzés

1. Ha az egyik oldali hemiszfére gyrus ectosylviusának kör
nyékéről kb. 2oo mg-os darabot óvatos szárazjeges fagyasz
tás után kimetszünk, a másik oldal aminosav tartalma 

gyakorlatilag nem változik.
2. Mély pentobarbital narkózis alatt a glutaminsav, glutamin 

és GABA mennyisége a kontrol szint alatt van. Az aszpa- 

raginsav és 1-alanin mennyisége nem változik.
3. Mély pentobarbitál narkózis alatt ingerelve az aminosa- 

vak szintjének csökkenése jelentős mértékű.
*

4. A GOT és az AszKT nem gátolható pentobarbitallal*
5. A pentobarbital mindkét irányban gátolja a GDH aktivi

tását. Ezenkívül gátolja a GPT, GHPT, A10T, A1KT és
I

GABA-T enzimek aktivitását is.
G. Mély pentobarbital narkózis alatt a vizsgált időinter-

*
Valimban a glutaminsav és glutamin szintézise gátolt.

i

Az alvás felszínesebbé válásával fokozódik szintézisük.
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Disszertációm témája a biokémia és idegélettan terüle
tét egyaránt érinti* A végzett munka csak kezdeti lépés* Az 

eddigi eredmények elérésében azonban nagy segítségemre volt 

az Intézet valamennyi dolgozója* Külön megköszönöm Dr* Fehér 

Ottó és Dr* Matkovics Béla egyetemi docensek sokoldalú szak
mai és nevelő segítségét. Köszönetét mondok az Intézet min-

*
den dolgozójának, akik szives segítségükkel megtiszteltek*
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