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Az értekezésben hasznilt roviditések

Ach - Acetylcholin

AchE = Acetylcholineszteraz /3#’1; 1. 7%/

L-Ala = LeAlanin

AlKT = LeAlanin-I=Ketoglutirsav Transzaminidz /2. 6. 1. 2/

Al10T  LeAlanin-Oxdlecetsav Transzaminiz

Asp - Aszparaginsav ‘

AsgKT - Aszparaginsav-L=Ketoglutarsav Transzaminéz
/2s 64 14 1/

BPSP ~ Excitatorikus postsynaptikus potencidl

GABA - Gammaeaminovajsav

GABA-T - Gamma-aminovajsaveL-Ketoglutirsav Transzaminiz
/2+ 64 1. 19/

GOH - Glutaminsavdehidrogendz /Le-glutamate:NAD oxido=-
reductase, l. 4. 1. 2/

Glu QwGlutaminsav

Glu-NH, = Glutamin

GOT - Glutaminsav-Oxalecetsav Transzamindz /2. 6. 1. 1/
GNPT - Glutamin-Piroszdlésav Transzaminiz .
GPT - = Glutaminsav-Piroszél8sav Transzamindz /2. 6. l. 2/

*Barman /13/ osztilyzisa szerint
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I.

Bevezetés

Dolgozatom £6 célja beszémolni azokrdl a tapasztala=
tokrél, amelyeket egy goresgatld vegylilet vizsgalata soran
nyertink,

A gorecs kisérletes kivaltasa igen fontos kutatési esz-
koze. Egyrészt segit a neuronalis folyamatok részmechanize
musainak megértésében, masréczt olyan gorecsgatld szerek
kikisérletezését eredményezte a multban és fogja eredményez=
ni a joviben, amelyek az epilepszids rohamok gybdgykezelésé
re szolgélnak;

Kisérleteinkben arra igyekeztink valaszt kapni, hogy
a gores killonbozd szakaszaiban mutatkozd anomilidknak az
aminosav anyagcserében van e valami jelentbsége a gorcs kie
valtasdban, intenzitasaban vagy idétartamaban? Masképpen
fogalmazva, az aminosavanyagcsere megvaltozasa befolyisol-
ja=e a neurondlis aktivitds fokat, vagy a neuronalis akti=-
vitas megvaltozasdnak kiévetkezménye-e az aminosavanyagese=
rében mutatkozé zavar?

Problémafelvetésiink részletesebb kifejtése elétt szike
ségesnek tartjuk Osszefoglalni a gorcs keletkezési és gat-
lasi mechanizmusénak legéltalénosabb Jegyeit, és az ezekben
fontos szerepet Jjatszd azon elektrofiziolégiai és biokémi-
ai folyamatokkal foglalkozbé irodalmat, amely szorosan kap=
¢solddik téménkhoz,.



Zrodalmi rész

A gores mechanizmusa
Klinikailag pszichomotoros epilepsziat /kérgi eredetiy/,

tovabba "grand mal"-t és "petit mal"-t /mindkett& centron-
cephalikus eredetii/szoktak megkiilonbéztetni, Az epilepszie
4s "nagy roham" /grand mal/ legfeljebb néhény percig tartd
eszméletvesztéses 4llapot, amelyben mind a négy végtagon,
valemint a nyak izomzatéban eldszdr ténusos gbércstk témad-
nak, amelyeket azutén klonusos réngisok kévetnek. A nagy
rohamok halmozottan alakulnak ki, és sulyos 4llapotot idéze=
hetnek el /"status epilepticus"/; A "kis roham" /petit mal/
mésodpercekig tarté tudatvesztéses allapot, amely féleg
gyermekkorban alakul ki és egy nap alatt halmozottan igen
sokszor jelentkezhet,

Kisérletre alkalmes gorcsdket lehet kivaltani kémiai
anyagokkal /kemoshock/, az agy elektromos izgatésaval
/elektroshock/, alkadmas agyi laesidkkal /kisérletes foca=-
lis epilepszia/ és néhény species esetében hangingerrel; A
legtébb kozponti idegrendszeri izgatd szer nagy adagban gore
¢sot okoz. Ennek oka lehet a vegylilet kiézvetlen giresokozd
hatésa, de szémos esetben indirekt uton /asphysia, extrém
hémérséklet novekedés, kalcium vagy cukorszint cstkkenés
a vérben, stb./ alakul ki a garcs; Altaldban a gorcsokozb—
kat corticalis, centrencephalikus illetve spinalis témadise
pontuakra osztjék; A gorcskeltlk celluléris szintii hatise—



mbédjuk alapjén aszerint is megkiilonbéztethettk, hogy miként
hatnak a pree= illetve a posztszinaptikus gatlasra, A sztriche-
nin pl; csak a posztszinaptikus gatlast fiiggeszti fel, amig
a picrotoxin csak a preszinaptikus gatlast /76/;

A géresés rohamot a paroxismalis hyperszinkronizacid
Jellemzi, amely a dendritektivitds szinkroniziciéjét jelen=
ti, ahol a funkciondlisan $ssze nem fiiggé neuronok kisiilése
szinkronizélédik /78/; Az epilepsziés f£ékusz alacsony ingere
kiiszobbel rendelkezik és ez vonatkozik a vele kapcsolatban
8116 képzbdményekre is, Az epilepszids neuron autoném aktie
vitésa lényegében dendrit depolarizécidmnak felel meg, amely
repetitiv spike aktivitist eredményez /78; 113; 128/; Ezen
potenoié;ok aramlésakor az interecalaris neuronok is aktie
valédnak,

Biokémiai szempontbél a gorcs leginkabb a nagy ener—
glafogyasztassal jellemezhetﬁ; Az ATP és a Kreatinfoszfat
mennyisége nagy mértékben cstkken a girés folyamén, figget=—
leniil att6l, hogy milyen médszerrel véltottdk ki a gbresst
/473 633 71; 723 lo2; 1l20/. A makroerg foszfatkotést tar-
talmazd vegyilletek szintje az agyban kozvetlenil osszefiigg
a glikéz anyagesere alakuléséval; Gores alatt a glikéz le=
bontésa jelentésen névekszik /633 lo2/, a kezdeti szakasz-
ban meghaladja a lo mikromol/g/perc~t /84/, amely mintegy
tizszerese a normal gliikéz fogyasztésnak;

A gores kialakulasaval parhuzamosan az egyes aminosavak
szintjében is Jjellemzd valtozéas 4all be; A glutaminsav meny-
nyisége a gorcs kezdeti faziséban csdkken a legtﬁbb agy=
részletben /19; 38; lo2; 1063 122/, majd késébbi fazisban
eléri, sét meghaladja a kontrol szintet; Kivétel a Hyppee



campus, ahol a gorcs minden szekaszdban névekszik a glubta=
minsavtartalom /75; 156/; Erre alapozva Wiechert és GOllnitez
/753 156/ szerint a Hyppocampus kiilontsen fontos szereppel
bir a gorcs kialakuléséban;

A glutamin szint szintén cstkken a girecs kezdeti szae=
kaszdban /38; 48; lo2; lo6/, mennyisége azonban gyorsan
helyreall, amely érthet6vé valik ha megfontoljuk, hogy a
glutaminsav-glutamin rendszer az ammdénia eltévo;itésénak
egylk £6 utja az agyban /22; 84; lo2; 117; 152/, Az asze=
paraginsav mennyisége a gorcs minden fazisaban csikken,
mig az l-alanin mennyisége kezdeti csokkenés utéan gyors
emelkedést mutat /lo6/, A GABA tartalom a prekonvulziv
stadiumban csokken /1l06/, a posztkonvulziv stidiumban vie
szont emelkedik /102/;'

Sok szerzd a neurondlis aktivitas alakulasa szemponte
Jébél nagy jelentéséget tulajdonit a glutaminsaveglutamine
GABA trio mennyiségi és egyméshoz viszonyitott ardnyuk alaw
kulasanak /75; 79; 8os 156/. A glutaminsav az idegsejtek
membrénjat depolarizélja és igy mint ingerld medidtor funke
ciondlhat, bar ez utébbi lehetéség egyenlére csak feltétem
lezés maradt /28; 39; 793 8o0; 843 903 lo2; 117/

A GABA a réakok idegrendszerében gatld mediator funke
ciét teljesit /15/ és fenndll annak lehetdsége, hogy a gee
rincesek kozponti idegrendszerében is betdlitse ezt a sze-
repet, de ez sincs még meggybzden bizonyitva /28; 65; 843
853 1lo8; 137; 138/. A glutaminsav és a GABA~medié$g: Jjel=
legét feltételezve egyes kutaték szerint a gabcs kivaltée
séban a glutaminsav mennyiségének illetve a glutaminsave



GABA ariny megvéltozédsinak fontos szerepe lehet /753 156/;
Hasonlbéan fontossdgot tulajdonitanak sokan a GABA-nak a
gorcs feltartéztatisdban /59; 8535 953 125; 132/+ Mas ku-
taték szerint a GABA mennyiségének ndvekedése és a gorcs—
gétlés foka kozttt nincs Osszefiiggés /13 23 303 lo63 1444
157/ Szémitésok szerint mindenesetre a GABA elegendd
mennyiségben van Jjelen az idegvégzddésekben ahhoz, hogy
eset}eges gétlé hatasst érvényesiteni tudja /8o; 823 137;
138/«

A gbres mechanizmuséban az aminosavek lehetséges sze=
repe nem sziikil le feltételezett medidbor jellegﬁkre; Az
aminosavak e kiilontsen a glutaminsav « jelentés mértékben
oxidativ szubsztratként szerepelnek az agyszovet anyagcsew
réjében és gires folyamén fokozottabb az ilyen célokra tor—
téné felhaszndlas mértéke /633 843 lo2; lo6; 117/, Weil-
Malberbe /152/ megdllapitésa szerint nivekvd neuronalis
aktivités soran az idegsejt energlassziikséglete meghaladja
azt a hatirt, amelyet a glikkéz lebontds tud biztositani és
ebben az esetben az aminosavak mint segédencrgiaforris szee
repelnek;

A gores mechanizmusénak biokémidjéban fontos szerepet
jatszliatnak a medidtor anyagok; Az acetylcholin mennyisége
csokken a gores alatt /223 633 117/, amely megfelglhet a
koot dllapotbél valé felszabadulés és az AchB-al tortém
né elbontés sebességiének gyorsulidsanak,

Van olyan elképzelés, hogy & monoaminok szintijének
véltozésa jatszik szerepet a gores létrehozéséban,iliétve
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érzékenységében /29/+ Az tény, hogy a MAO gatlék dltaléban
goresgatloak /157/.

A dgphenilhydantoin, amely hatésos goresgatld, az agy
szerotonin tartalmét megemeli /73 3o/. Shapdryver /1lo9/
szerint az aktudlis dopamin szint az agybgn meghatirozd
tényez6 a gorcs keletkezése szempontjdbdle |

Jdelenleg nincs egységes és bizonyitott magyarézat a
gorcs keletkezésének mechanizmusara vonatkozdan, A 4om~es
éves végén a kutaték az agy amménia szintjének novekedésée
ben latték a gores okat /293 125/ és ez az clképzelés még
a legujabb irodalomban is felmeriil /lo4/ annak ellenére,
hogy Gtobben = & ezek kizil legmeggydzbbben Takahashi /78/ =
kimutattik, hogy az agy ammdéniaszintje és elektromos aktie-
vitésa kizott nincs ésszefﬁggés; A gores keletkezésének mae
gyarézatit tobben az intrae és extracelluléris ionkoncente
racid megvaltozdsinak tényével prébéljék nyujtani; Az ide=
vonatkozd eredmények koziill kiemelkedik Woodbury /78/ fel=
fedezése; BEanek lényege az, hogy a gorcs eldtti fazisban
novekszik az intracelluléris Na mennyisége az agyban, amely
az idegsejt membranjanak névekvé depolarizacidjat idézi 916;
Egy uj szempontra vildgitanak ré Nairo /lo3/ eredményei,
misgerint a‘szénsav anhidrazt géﬁlé anyagok gores gatloéonak
bizonyultak, A szerzd szerint ezt a hatédst a kialakulé €0,
felesleg okozza; Grand mal esetében viszont joéval nagyobb
enzimaktivitdst taldltak az agyban. Cytokémiai vizsgdlatok
ugyanakkor kideritették, hogy az enzim a glidban lokalxza~
16dik, Ez az eredmény arra ubtal, hogy az 1ntracellulanib pH



alakulésa komoly szerepet jatszhat ha nem is a gires kivéle
tisdban, de ennak érzékenységébens

4 gorcs folyamén tapasgtalhatd esetleges ultrastruke
turdlis véltozasokrél eddig még nem szémoltek be. Ilyen
azonban elképzelhetd, amelyre Bazén /14/ eredményei alapjan
gondolhatunk, aki azt tapasztalta, hogy a szabad zsirsavak
mennyisége megnd gores alatt, amely a foszfolipaz-A aktivie
tas niovekedésével kapcsolatos;

A gores biokémiajimak véazlatos targyalésa soran féleg
azokban a folyamatokban torténd valtozdst emeltik ki, ance
lyek éltaldban a gorcs minden tipusédban eldfordulnaks

A gbres keletkezési mechanizmusénak értelmezését rende
kiviil megneheziti az a tény, hogy a kiilonbizé goércskivaltd
4gensek a jelek szerint kiillonbozé mechanizmus alapjén hate-
nak, épp ezért fontos azolmak a jegyelmek a kiemelése, arige
lyek minden gorestipusban hasonléaks,

A gbres gatlasdnak mechanizmusirdl még nagyon keveset
tudunk; Mint ahogyan a gdres kivaltésa is sokféle mébdon
lehetséges, ugyanugy a killonbdzd goresgdtlé szerek hatis-
mechani zmusa is kﬁlﬁnbﬁzé; Tulajdonképpen a legttbb kize=
ponti idegrendszeri gatlast okozd vegyiilet giresgatld is
/legalédbbis a gércs valamelyik tipusat gatolja/, legfelw
Jebb a hatas kife jtéséhez sziikséges anyagmennyliségben vane
nalk eltérések;

A Klinikal gores kialakitésat gatldé anyagok bizony§s

\



kiérében van kémiai rokonség; Igy pl; szerkezetileg nagy
hasonlésdg van /96/ a barbituratok, hidantoinok, pirimi-
dindionock, szukcinimidek, acilkarbamidok és az oxagolidin-
2 4=~dionok kozott /1. ébra/; Ugyanakkor més klinikailag ha-
tésos gorcsgitlok kozott nincs ilyen hasonléség; Feltétem
lezik, hogy a gbrcsgatlé hatasban a hasznilatos szerek tére
strukturija jétszig szercpet és a gorcsgatld szerek ebben
lennének hasonléake A fentiek értglmében azonban tobb Szer
hatésat nem tudndnk megmagyardzni, A legegyszcribb példa
erre a B;; amelyet mér régdéta hasznilnak az epilepszia ke
zelésére, 4 barbituritok egy csoportja leghaszndlatosabb
szedato~hipnotikumok, Bar vannak a barbituratok kizoth
gﬁrcsokozéakllﬁﬁ/, mwi a depressziv hatésu barbituritokkal
foglalkozunks

A barbiturdtok mar altatd dbézisban cstkkentik a lége
zékﬁzpogt ingerlékenységét; Toxikus adagban légzésbénulast
okoznak, Cstkkentik az alapanyageserét, czért hyperthyreo=
zisban szenvedtk szémara Jé hatisu /76/; A barbituridtok
mindenekeldtt a kbzponti idegrendszerre hatd vegyﬁletek;
A végebbi Teltételezéosel ellentétben /76/ valésziniileg
nem véltoztat;ék meg a moltorikus neuronok kisilési kiiszobe
értékét /150/+ A barbiturdtok kétségtelenil redukdl jik az
EPSP amplitudojénak nagysigét /150/, €z azonban nem jellee
mezheld a membran ionos vezetésében torténd megvaitozassal,
mert sem a bemeneti rezisztencia sem az unit potenciil
amplituddja nem valtozik meg a drog alkalmazésakor; Ugyan=
akkor egyes kutatdék kimutattik, hogy a barbiturétok nagy=
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mértéki valtozdst okoznak az egyes idegéejtek szenzitivi-
téséban; A hexo- és pentobarbital gatlé hatasu a macska
nucleus caudatusiban /127/; A pentobarbital csﬁkkenti a
Betz sejiek Ach érzékenységét /35; 79/;

Barbiturat narkozis alatt jellegzetes orsd aktivitas
mutatkozik /1%1/, amely tobbé-kevésbé szabalyozott soro=
zatu hullémokbél all, és ezekben az éles felszini negativ
fazis van tulsulyban /2 a ébra/; A barbiturat orsdék freke
vencidja 9-11 c¢/sec. Sokan tanulményozték a barbiturat
orsék eredetét /3; 43 53 613 623 1%1/. A tények azt jele
zik, hogy a corticalis barbiturat orsdk képz&dése sok ta=
lamikus sejt egyidejii kisiilésén alapszike. A corticalis orsd
hullémok valészinien a talamo=corticalis rostok aktivitasa
révén képzbdnek és ez a kéregalatti pace-maker mechanizmus
a kéregtol figgetleniil mﬁkadik; A talamuszban sok fakule
tativ pace-maker van, amelyek mindegyike a kéreg egy jol
korulhatarolt és viszonylag kicsiny terilete felé sil ki,
kiilonbozé frekvenciaval, Az anesztezia mélylilésével parhue
zamosan a talamikus magvak /pace-makerek/ kozotti kapcsolae
tok gyengiilnek, Ugyanakkor erisddik az orsd aktivitasnak
a talgmusz és kéreg kozotti pont a ponthoz vald lokaliza-
cibgae ’

A barb;turétok intracelluléris tamadaspontjarol sok
adat ismert, Az axonalis vezetést nem befolyadsoljdk /44/
és a fentebb targyaltakat figyelembevéve a legvaldsziniibb
témadaspont a szinapszisokban van, Weakly /150/ a gerincve-
16i monoszinaptikus reflex valaszokat vizsgélta és ered@é~
nyel szerint a pentobarbital mar szubanesztetikus mennxi—



ségben /lo mg/kg macska/ gatolta azokat; Ennek oka vé}eménye
szerint az ingerld mediator felszabadulasanak gatlasas Ezt
a tényt témasztja ald Mitechell /99/. Megdllapitotta, hogy
az anesztezia alatt ndvekvd Ach tartaiom /633 120/ nem
jellemezhetd az Ach szintézis serkentésével,vagy az AchE ,
gatlasaval, kizérdlag a csdkkent mértékd felszabaduldssale

Eccles /423 43/ vizsgdlatal a preszinaptikus gatlasra
vonatkozbéan arra mutatnak, hogy anesztezis alatt a gatléd
mediadtor akciéja elhuzddik. Ennck elvileg két oka lehet.
Az anesztetikumok gatoljék a gitlé mediatort bontd enzimed,
vagy magat a medidtor eljutasadt a szinaptikus résbe. Az |
utdébbi lehettség fiziko-kémiai kolcsonhatisok kialakvlaw
s&t feltételezné az ancsztetikum és a mebrém valamely al=-
kotorésze kﬁzﬁtt; In vitré koriluények kozdtt /49/ bizonyi=
tottak azt, hogy a lecitin és a kloroform kizott létrejo-~
het olyan képzddmény /mikrokristalycs rendszer/, amely bi-
zonyos helycken diffuzids barrierként szerepelhet,

Barbiturét ancsztezia alatt a noradrenalin, szeroto-
nin és a dopamin szint is emelkedik az agyban /124/.

A barbituratok témadaspontjaval kapcsolatos kérdés az,
hogy az agy mely részleteiben kifejezettebb a hatasuk. A
régebbi felfogds szerint minden alatdé azonos mechanizmus
alapjén hates Anokhin /55/ volt az elsd kutatd aki feltéw
telezte azt, hogy nincs altalanos anesztezia, henem az
aneszhtetikumok egyes agyrészletek vonatkozisdban bizonyos
szelektivitéssal birnak; Golovchinsky /55/ szerint a bar-
biturdtok elsddlegesen az agytorzsi formatioc reticularicban



hatnak mig pl. az éter a kéregben. Ezt mar French /55/

is megdllapitotta, szerinte azonban egy adott teriilet ér-
zékenysége valamilyen neurotrdép anyagra a szinapszisok szé-
matol fiigg. Sokkal valésziniibb azonban, hogy egy agyrésze—
let érzékenysége a szinapszisok mindségétdél és nem szémi-
t61 figg /66; 68/. Ezt timasztja ald az a tény, hogy a ge=-
rincvell bizonyos monoszinaptikus potencidljai sokkal ére
zékenyebbek az anesztezids szerekre, mint a poliszinaptikue
sak /55; 68/,

A Az elektrofiziolégial kutatasokkal parhuzamosan bebie
zonyosodott, hogy a barbituratok bonyolult mbédon és tibb
helyen is "beleszdbélnak"™ az idegsejtek anyagcseréjébe;

A neurondlis aktivités novekedése névekvd energiafo=
gyasztéassal és termeléssel Jjar ggyﬁtt; Ennek forditottja
igaz az aktivitds csdkkenésekor,

A barbituratok in vitro és in vivo egyarint gatoljik
az agyszovet légzését., Ennek mintegy Jjelzbje a gliikdz le=
bontas gatlasa /lo; 443 633 733 963 158/; Barbiturat anesze-
tezia alatt a glikéz fogyasztas csaknem szizszor kevesebb
/0,16 mikromol/g/perc/, mint gorcs alatt és tizszer keve-
sebb mint nyugalomban /84/; Ez az érték més tipusu snesz-
tetikumok esetében is hasonlé /543 63/, amelyet jol il=-
lusztralnak a citrat ciklus kozti termékeinek mennyiségi
alakulasaban mutatkozb azonossagok /54/;

A gliikéz lebontis gatlasa azonban nem Jar egyiitt az
ATP és Kreatinfoszfat tartalménak csokkenésével /89;

98/, s6t egyesek szerint novekszik szintjikk /54; 63/. Az
ADP és AMP mennyisége ugyanakkor csdkken., Ez csakis ugy
lehetséges, ha az energiatermeld folyamatok gatlasaval



egyiddben bizonyos energiafogyaszté folyamatok is gatlas
ala kerﬁlnek;

A barbituratok tehat az energiaanyaggserét erdsen moe
dositjék, de ennek részletei nem ismertek, Amidta felfedeze
ték, hogy az amytal /Seethil=S5-isoamil barbiturat/ in vitrd
hatéisosan gatolja a redukdlt difoszfopiridinnukleotidek
oxidaciéjat, sokan feltételezték, hogy a barbituratok hatée
sa abban lehet, hogy a mitochondriumban gatoljék az elektron
atvitelt és az oxidativ foszforilacidt /22; 73; 843 11&/;
Kideriilt azonban, hogy a pentobarbital alig, az éter pedig
egydltalén nem befolyasolja az elektron atvitelt /54/; Fel-
tételezik, hogy in Yivé az amytal sem ezen az uton gatolja

az anyagcserét /54/.

A barbituratok hatidsa az aminosavanyageserére, Munkahipotézig

Az eddig targyaltak alapjin nyilvanvald, hogy a neuro=
nalis aktivitas 2 legnagyobb mértékben Osszefiligg az enere=
giaanyageserével, Az égyban a glikéz a £6 oxidalhatd
szubsztrat. A gorcs alatti hiperaktivitéas alatt azomban
aminosavak is oxidélédnak; A kérdés az, hogy az aminosav
oxidéacid n6vekédése bir-e valamilyen Jjelentéséggel a gorcs
kifejlédése szempontjabél, vagy ez csak kivetkezménye a new
urondlis aktivitas névekedésének,

Goldberg /54/ hérom anesztetikum hatésat vizsgilta a
gliikéz lebantésra; A fenobarbital /goércsgatld/, az amytal
/nem elsédlegesen gorcsgdtld/ és az éter /nem gircsgatléd/

a citrat ciklus koéztitermékeinek szintjét egymashoz teljesen
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hasonldan valtoztatta meg; Ennek alapjén feltételezhetd a
g4tlas azonos jellege; Arra kellett gondolnunk, hogy a gércse
g4tlé fenobarbital a gliikéz lebontason kiviil més, az energia-
forgalommal Osszefiiggd olyan folyamatokat is gétolg'amelyek
fontosak lehetnek a»gBrcs kialakulasa szempontjabél, Ilyen
folyamat lehet az aminosaﬁak oxidéciéja; EbbSl a szemponte
b6l relative nagy mennyiségilkk és az anyagceserében betoltott
szerepiik miatt a kovetkezé aminosavak birnak nagy fontossége
gals glutaminsav, glutamin, aszparaginsav, lealanin és a
GABA, Ezek az aminosavak a citrat ciklushoz szorosan kapcso-
lédnak, Szintézisilk gyorsasiga fiigg a citrat ciklus lefolyde
sénak sebességétdl /22; 413 843 117; 1223 1263 129; 14&/; '
et =gliikézzal végzett vizsghlatok kimutattik, hogy barbitus
‘rét anesztezia alatt a glutaminsav, glutemin és az aszparae=
ginsav Jjeldlése cstkkent /lo; 843 933 148/; Thiopentalos
/etil-metil-butyril-szulfo barbital/ altatis alatt a glu=
taminsav és a GABA mennyisége csbkken, a glutamin szint vile
tozatlan; az aszparaginsav mennyisége kis mértékben nivekszik
/84/;/Meg kell Jegyezni; hogy a thiopental egy ultrarovid
hatasu narkotikum/, Feltételeztiik, hogy a barbiturat anesze
tezia alatti csokkent aminosav jeldlés oka nemcsak a glilkdz
lebontés gatlisa kovetkeztében estkkend ketosav szintben
van; Ez a gatld hatés kozvetlenill megnyilvanulhat a GDH és
egyes transzamindzok szintjén is;

Azt reméltilk, hogy ha valamelyik enzim/ek/ esetében
a pentobarbital gatlé hatédsét sikeriil kimutatni, ugy ennek
szerepét az egyes kompartmentek vonatkozésidban tudjuk tére
gyalni,
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Ismeretes, hogy az aminosavak anyagcseréje az agyban
xompartmentalisdlodik 780/ A Kutabik skban nem bistesaks
hogy mennyi a kompartmentek szédma, de legaldbb kettdvel
szémolni kell az eddigi adatok alapjémn /163 17; 18; 51;

1073 123/ -

Az aminosavakhoz hasonlbéan a citromsav ciklus is kome
partmentalizélédik /203 21/; A két kompartmentet az irodal?mw
ban "nagy" /large/ és "kis" /small/ kompartmentnek nevezik,

A két kompartment anyagcsere tipusa kiilonbozd, amely
visszavezethetd az eltérd tipusu, illetve enzimrendszerii
mitokondriumaikra; :

Mig a nagy kompartmentben tulnyomérészt a glikéz oxie
dacidja biztositja az energiit, addig a kis kompartmentben
a gliikéz mellett nagy jelentéséget kap egyéb szupbsztritok
/£6leg aminosavak és szsirsavak/ oxidalasa is /16, 17; 18;

203 213 51/. |
A mi szempontunkbél kiillonosen a kovetkezd felismerések
nagyon Jelentéseks

ae¢/ A glutaminsav szintet nem ugyanazok az enzimek szabae
lyozzékka két kompartmentben. A nagy kompartment glu-
taminsav szintjét a GOT és az AszK@, mig a kis kom=

~ partmentét a reverzibilisen miik6ds GDH szabélyozza /&4/;

be/ A glutemin a kis kompartment fiziolégidsan aktiv glum
taminsavabél képzbdik, mig felhasznaléasa a nagy kom~
partmentben térténik; .

A% aminosavak kompartmentalizdlédisa nehezitd a kisére
letek értékelését bibb okbol is, S

Fem tudjuk azt, hogy az elkiildniilésnek vanpevmorfolégiai
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alapja; Egyesek szerint a kis kompartment a glidban, a
nagy pedig a neuronokban van /24; 25; 51; 6o/+ Ez az 4llie-
tés azonban még korintsem bizonyitott;

Az in vivd kapott eredményekbsl jelenleg még nem tude
juk megmondani, hogy az aminosavanyagcseréyen bekiovetkezett
véiltozdsok melyik kompartmentben térténtek, Ennélfogva fenne
41l az a lehetéség, hogy az egyes kompartmentekben bekt-
vetkezd valtozdsok elfedik egyméast és az eredmények nem
nyujtanak informiaciét a valtozdsok lényegeirdl,

Ismerve azonban az egyes kompartmentek anyageseréjét
és funkcidéjat, az in vivd és in vitrd vizsgalatokat parhu-
zamosan végezve, a bickémial valtozasok lényegét jobban meg
lehet kozeliteni,

Kisérleteinkben lényegében annak megillapitaséra tore-
kedtiink, hogy az aminosavak lebontasdban és szintézisében
okoz=~e zavart a pentobarbital és ez kapcsolatba hozhatb-e
a gBrcsgétléssal;

Vizsgélatainkban gbresgatldészerként a pentobarbitalt
hasznéltuk; Klinikai célokra inkabb a fenobarbitalt hasze
néljak, mert az hatésosabb; A fentebb elmondottakbdl kivete
kezik, hogy bizonyos kivetelményeket &llitottunk a gércse
gétlé szer elé. Erre vonatkozban az irodalom esak a pentoe
barbitalra kozolt adatokat; Az emlitett kﬁvetelmények%a'kan
vetkezdks

1. A gbresgétld a neuronckban halmossdidk fel — iiy a
bekévetkezs valtozisok a neuronokra irhaték qu/lQEI;



2

elé,
1.

2.

A gbresgitld felhalmozddjék a mitochondriumban /283 32/.
Munkénk sorén az aldbbi feladatokat tilztilk ki magunk

A pentobarbital hatésimak vizsgidlata ot aminosav /glue
taminsav, glutamin, aszparaginsav, l-alanin és GABA/
szintézisére és lebontaséra,in vivos

Megvizsgélni a pentobarbital hatisat a fenti aminosavak
szintézisébeg és lebontésdban szerepet jatszd enzimeke
re, in vitro,
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Kisérleteinket 2,5«3 kg=o0s, ivarérett néstény és him
macskikon végeztilkke Az altatiés pentobarbitullal/fiziolégi=
as konyhaséban oldva/ tortént, 4o mg/kg dbézissal, amelyet
intraperitoncdlisan adtunk be, Kelld alvasmélységnél meg=
kezdtik a preparélést; A véna femoralisba milapyag kaniilt
kotottink, amelyen keresztil a tovibbiakban a még sziiksé=
ges altatét, vagy mis kivént anyagot adhattunk az éllatnak;
A trachedba fém kaniilt helyeztiink, hogy megakaddlyozzuk a
légutak elzarddasa miatt bedlld esetleges fulladést; Ezutin
az allat fejét stercotaxia késziilékben rogzitettik, a fej
bérét kdzépen felmetszettik, a faec;ét és a koponyacsonton
tapadé izmokat gondosan lefejtettiiks A koponyacsonton eld=
szdr furdéval kerek rést nyitottunk mindkét oldalon és a
résekbdl kiindulva csonttirdével ovatosan feltartuk mindkét
hemiszférat, A kozben fellépd csontvérzést gyurmival eldl=
1itottuk; A dura materbe ovatosan hegyes tiit akasztottunk,
majd csipesz és 0llé segitségével lefejtettilkk a felszinrsl.
Az eddigi miiveletek alatt gondosan ligyeltiink arra, hogy az
agy adlloménya sériilést ne szenvedjen; A feltirt agyfelszint
testhémérsékletii parafinnal leontottik és lvegburaval fede
tﬁk; A'preparélés okozta sokk enyhitésére az allatot 2 éra
hosszéig pihenni hagytuk, mikozben elektromos parna segite
ségével az 4llat testhémérsékletét allandd szinten tartot=



o196
2, &bra

Macska agy elektrokortikogrammja pentobarbitalos narkézis
alatt a gyrus ectosylviusrél elvezetve ‘

mély narkdzis

2/a ingerlés eldtt "w.’ o J"MN\WMWWM

o W

kozepesen meély narkézis

2fc ingerlés eltt
k g A‘WR»MMM—MM'W\/‘”

, xl AL I ‘( b ¢ f
' | I ‘
i Il 1\‘ |

felszines narkozis

2/e ingerlés eldtt 0 R Wl WINPT

2/d ingerlés utan

2/f ingerlés utan




tuk; A vérakozasi 1d0 eltelte utén a mindkét oldali he=-
miszfére gyrus ectosylvius anterior_és gyrus suprasylvius
posterior tajékira egy-egy gombvégii, eziist elvezetd elekw
trédat helyeztﬁnk; Az indifferens‘elektrédot az allat
izommentes fejbdréhez rogzitettiiks Az clektrokortikograme
mot monopoléris elvezelbésben nyolc csatornas tintaird EEG
késziilékkel vettik fel; Ezzel pérhuzemosan a EKG=-t is ree
gisztréltuk; Az 4llat agykérgi alapaktivitisdbél kovetkez—
tetni tudbtunk az alvas mélységére /2; ébra/; A kisérlet
céljamak megfelelden a vérakozasi i1d6 meghosszabbitasaval,
illetve tovabbi altatd adagolasaval befolyisolhattuk az
alvas mélységét; Az ingerlés megkezdése eldtt kivettik a
kontrol agykéreg &llominyt a Jjobboldali félteke elvezetd
elektrodsi alatti térﬁ;etrﬁl; amelyet gondos szarazjeges
fagyasztas el0zott mege Ezutin a baloldali két elvezetd
elektroda kozott elhelyeztilk az ingerld elektrédot; Az
ingerlés DISA multistimmel tortént, %0 perccel a kontrol
kivétele utan., Az ingerlést loo Volt, loo Hz, 1 msec-0s

6 mp=-ig tartd négyszagimpulzusokkal’végeztﬁk; amit 2 per=
cenként 3 alkalommal megismételtiink, Az ingerlés ideje
alatt az elvezetés sziinetelt, de az inger megszakitasa
utén agonnal regisztréltunk; Az utolsd ingerlés befejeze
tével lo illetve 20 mp utén mintat vettﬁnk;

A vizsgélatok sorim a kovetkezd aminosavak mennyiségét



hatiroztuk megs glutaminsav, glutamin, aszparaginsav;
l-alanin, GABA, Felhasznilt anyagoks 8o %-os etilalkohol,
butanol, 96 %-os ecetsavyninhidrines oldat /5o mg atkrise
télyositott ninhidrin + 8,6 ml vizzel telitett butanol «
41,4 ml jégecet/, metanolos Cus0,, /0,2 ml telitett Cus0,,
oldat + 0,02 ml lo %-o0s HNO3 + lo ml etilalkohol + loo ml
metilalkohol/, glutaminsav, glutamin, aszparaginsav, l=alae
nin, GABA; A ninhidrint a Merdccég, a tobbi anyagot a Reanal
forgalmazta.,

A meghatéarozas sorén tobb papirkromatogrifiids el jaras
noédszereit kombinéltuk;

Az agyszivetet tisztités és mérés utén Elvehjem=Potter
iiveghomogenizatorban, 20 mg agyszovethez 1 ml 8o %-0s8 eta=
nolt adva homogenizélttﬂ:; A homogenizatumot 12 6rdn at
+4 C%on 4llni hagytuk, majd 8 ezres fordulatszim mellett
30 percig centrifugéltuk; A feliiluszét eltettilk, a csapadé=
kot 5 ml etanolban ujbél szuszpendéltuk és ujbél centrifu=
géltuks A feliiluszékat egyesitettik és vakum alatt 4o0-50 C%
on szarazre bepé:coltuk.; A beparolt anyagot 1 ml ioncserélt
vizben feloldottuk és ebbll adltaldban 0,05 mlet vittink ;
fel Whatman-l=es papirra. A futtatdst egy dimenziéban végez=
tilkk, butanol & ecetsav : viz = 4 ¢ 1 ¢ 1 ardnyu keverék_ében;
Az optimdlis elvildst az 6t aminosav esetében 72 érés futta=
tas utén kaptuk; Mind a kontrol, mind az ingerelt szovet
extraktumdbél 2 db papirra 2«2 prébat vittink fel és az
eredményt ezek atlagértike adta; Minden papirra felvittik
az 5 aminosav megfelel mennyiségeit kalibricids gdrbe kée



szitése céljébél; A futtatis befejezése utan a papirt haje
széritoval széritottuk; Ezutén ninhidrines oldattal ovatosan
de egyenletesen 1efujtuk; Széaritas utan a kromatogrammot
70 C%on 15 percig hivtuk eld, Az azonositéds a felvitt
standardokkal tﬁrtént; Ezutén a megfeleld teriileteket ki~
vagtuk és 4 ml mgtanolos cuso4 oldatban a szinezddést 1 ora
alatt leoldottuk, A mérési hiba csokkentésére kozelitdleg
azonos teriileteket vagtunk ki; Kontrolként a szinreakeid
utan fehéren maradt papir részleteket hasznéltuk; A leol=-
das utén a szinintenzitast MOM 36o0-as spektrofotométeren
504 nm-en mértﬁk; Az eredményeket a kalibracidés gorbérsl
olvastuk le és 1 g szivetre vonatkoztattuk;

Az enzimolégiai vizsgdlatokat egyrészt fehérpatkany
agy sziirkedllomdnydbdél készilt homogenizatummal, masrészt
marha majbél kristidlyositott glutaminsavdehidrogenazzal
/GDH/ végeztﬁk;

Az litéssel elkébitott patkinyokat lefejesztiik, majd az
agyat gyorsan kiboncoltuk és felhasznilasig 4 C%-on tare
tottuk; Homogenizalés elétt az agykérget az agyhdrtydktol,
a vértdl és a fehérilloménytél a lehetd legjobban megtiszti-
tottuk és ioncserélt vizben loo mg/mlees homogehizétumot
készitettﬁnk;

Minden oldatot ioncserélt wizben készitettilk és sem=
1egesiteﬁtﬁk; Az Osszes felhasznélt anyagot a Reanal fore
galmazta., Az egyes enzimek vizsgalaténdl haszndlt inkubde
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cids elegy Osszetételét és pH-t az I-es tablazat mutatja.

A kozelitben optimélis szubsztrat koncentricidét ugy alla=
pitottuk meg minden esetben, hogy 4llanddé mennyiségi homoe
genizatumot és foszfat puffert tartalmazd elegyben az adott
enzfm aktivitasa szempontjédbél biztosan tul nagy aminosav,
illetve tul kicsi ketosav koncentracidéit kozelitettik egy=
méshoz. Az optimalis koncentracié megtaldlasa utén a foszfat
puffer koncentracidjat véltoztattuk;

A GDH aktivitismérését kristilyositott enzim esetében
Strecker /133/ mbédszere alapjin végeztik annyi moédositéssal,
hogy az elegy tartalmazta a pentobarbital megfeleld mennyie
ségét;

Agyi homogenizatum hasznalatakor a GDH vizsgalatara
Osszeallitott inkubdcidés elegy a kiovetkezd volt a vizsgdlt
reakecidotol fﬁgg6en;

a;/ GDH aktivitas mérése glutaminsav szintéziskor =
L-ketoglutarsav 40 umol + NH,Cl 90 umol + NADH 20 umol
+ foszfat puffer 500 umol + 33,3 mg homogenizéitum
/agy, szirke Aallomény/ '
be/ GDH aktivitéds mérése glutaminsav bontasakor =
glutaminsav 50 umol +' NAD 25 umol + foszféat puffer
500 umol + 33,3 mg homogenizétum;

Az inkubacids elegy vég?érfogata "a" és "b" esetben is
1,6 ml, pH-ja pedig 8,0 volt,

Az inkubAlést GDH esetében 23 C°-on, az Osszes Ltobbi en-
zimnél 37 CP~on végesztik levegd atmoszféréban;
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Az enzimaktivitist kristilyos GDH-ndl a 30 mp-es, az
agyszovet GDH aktivitds mérésénél az 1 perces, a tdbbi en-
zimnél a 2 perces inkubalasi 1débél szémitottunk;

Az enzimreakcitt 0,4 ml lo %-os TCA oldatb hozzéadisém
val allitottuk le;

Az 4ltalunk hasznilt médszer.az enzimreakcid mérésére
a klinikumban haszndlt GOT és GPT teszt /vérplazma/ alta.
lunk médositott valtozata volt és a ketosavak mennyiségi
valtozasdnak mérésén alapult;

A ketosavak 2,4 dinitrofenilhidrazinnal lugos kdzegben
szines komplexet képeznek; A szinintenzitds arinyos a ke=
tosavak mennyiségével; A ketosav meghatirozids menete a ko=
vetkezdl
A TCA hozzéadédsa uwbin az inkubdtumot 8 ezres fordulatszém-
mal 20 percig centrifugéltuk; A feliluszé 1 ml=¢hez 1 ml
dinitrofenilhidrazin oldatot /loo ml 0,15 n HCl=ben 20 mg
2,4 dinitrofenilbidrazin oldve/ adbunk. Szobahsmérséileten
15 percig vértunk, majd lo ml NaOH-t /0y4l/adtunk az elegy=
hez, Ismét vartunk 15 percet, majd spektrofotométeren
S46-mm-nél olvastuk le alézinintenzitést; A O percben meg-
levd ketosav-mennyiséget oly médon hatéaroztuk meg, hogy a
szuszpenzid eldtt adtuk az inkubacids elegyhez aVTCA-t; A
mérés kontroljéban a felilluszd 1 ml=ét desztillalt viz
helyettesitette; A ketosav koncentracidét egy kalibriciéds
gﬁrbérSl‘qlvaétuk le és egyszeri szémoldsi mbédszerrel haté-
roztuk mgg‘a ketosavak tényleges fogyését; Szamoléisi méd-
szerink kifejlesztése lehetévé tette szémunkra, hogy fiig-
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I. t4blézat

Az inkubdlds koriilményei *

Az inkubdecids elegy alkotéi Inkubacids
Vizsgalt
f: - elegy pH=ja
enzin Eetosav Aminosav Foszféat- :
puffer
umol umel umol
GOT 995 60,0 200 7 o4
GNOT 940 7550 200 794
GPT 640 50,0 200 794
GNPT 8,0 75,0 200 794
ASZET 90,0 550,40 500 7s4
AIKT 440 60,0 200 8,2
AIOT 12,0 90,0 200 842
GABA-T 9,0 45,0 200 8,2

* a./ Az egyes reakecidékban felbasznalt aminosav és ketosav

nindsége értelemszerii,
b/ Az inknbéciés elegy végtérfogata minden esetben
‘ 1,6 ml volt.
c./ Az alkalmazott pentobarbital koncentrécié minden

esetben 13 5; és lo umol volt,

d./ Az inkubiciés elegy minden esetben 33,3 mg agyszive-

tet /homogenizalt formdban/ tartalmazott,
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getlenitsiik magunkat a gyiri pyruvat és oxalacetat stane-
dardoktol és hogy elvileg bémel:fr transzamindldsi reakeidt
vizsgédlhatjuk ezzel a mbédszerrels

Sok esetben kétirdnyu ketosav valtozéssal kellett
szémolnunk és mi & mérésnél az inkubdlas befejezésével az
Osszes ketosavat mértik meg; Aszerint, hogy az inkubdlas
végén a szinintenzitis hogyan valtozik, két eset lehetséges;
l. tipuspélda a GOT, Itt a reakcid lényeges

Glutaminsav + oxilecetsav=Leketoglutirsav + aszparaginsav

Ebben az esetben a reakcié elérehaladtival az oxdle
ecetsav mennyisége cstkken, az L-ketoglutarsav mennyisége
pedig folyamatosan ndvekszike E kétirdnyu viltozéds kovet=
keztében, mivel az oxdlecetsav extincidja a nagyobb, az
ered$ szinintenzitis egyenletesen csdkken mindaddig, mig
az oxalecetsav el nem i‘ogy; Kénnyii azonban belatni éppen
a fentiek alapjén, hogy ténylegesen tobb oxidlecetsav fogyott,
mint amgnnyire az extineié cstkkenés alapjén kovetkeztetni
tudndnk, Mivel a két ketosav véaltozésa egymissal ekvimolé-
ris, a szikséges korrekecidét el tudjuk végezni a ketosavak
szinintenzitis hanyadosénak /£f/ ismeretében; Altalénos
formébans )
A+ X=7Y4 B, ahol X az 4atalakulé, ¥ a keletkezd ketosav
mennyisége; A és B az egyenletben szerepld aminosgvako .

Ekkors xfogyés =/ DLy x * £ /-\I_l_,eo;x 5/ B |
ahol Xg,, 4o 8% egyenlet bal oldalén levd ketosav 1 g 85b=

vetre szdmolt korrigdlt fogyasat jelenti, : ,
AI egyenld I, - Im; ahol I & O perces inkubitum extincidja,
I pedig az inkubdlds végén mért szinintenzités., B




A Ileolv o azt jeloli, hogy a AI-t az X ketosav kalibri-
cids gorbéjén olvassuk le.

h az a szim, amivel az egyenletet be kell szorgznunk, hogy
a korrigilt fogydst 1 8 agyszovetre kapjuk megs
2; tipuspélda az AszKts Itt a reakeid lényeges
asgparaginsav + Leketoglutarsav=oxdlecetsav + glubtaminsav
Ebben az esetben az inkubdlés végén a szinintenzitis novee
kedését tapasztaljuk; A valdésdgban tobb oxdlecetsav kelet-
kezik, mint amenayi a I-nek megfelel, mert a reakeid
kozben az L-:-ketoglutérsav mennyisége ekvimolaris mennyisége
ben cstkken, Az altalénos képlets

&EEIE‘E e / AIJgoI_]:g v * £ AII?.E!I I»/ £fh
ahol & AI-t az Y ketosav kalibraciés gorbéjén olvassuk le;
Annak megéllapitasara, hogy az oOsszedllitott inkubée
¢cibés rendszerekben az altalunk vizsgalt enzimreakeidkat
méas reakcidk hogyan befolydsoljék, kezdetben a ketosav mege
hatirozdssal pérhuzamosen az aminosavak mennyiségl valto=
zésat is vizsgédltuke E kétoldalu vizsgalatok meggybztek
bemniinket arrél, hogy a ketosav meghatirozds fentebb le=
irt médja széleskoriien és megbizhatban allfa]mazhaté a kii=

16nb6z6 transzaminaz aktivitidsok méréséres



v,
Eredmények
1e In vivo vizsgélatok
N08aVEZin akuldsa a kontrol eltive 48 4p

A harmadik &bra adatai szerint ha az egyikoldali he-
miszfére gyrus ectosylviusanak kornyékérsl kb. 200 mg=-os
darabot évatosan szérazjeges fagyasztas utin kimetsziink,
a mésik oldal aminosav tartalma gyakorlatilag nem valto-
zike. Az elsd kimetszést kozepesen mély narkézis mellett
végeztik és %0 perc mulva vettink prébat az ellenoldali
kéreg megfeleld helyérdl,

Az agy aminosavtartalma az életkor, testsuly és a tap=-
lalék Osszetétel valtozasaval bizonyos variabilitist mu-
tat. Egy 4llat két hemiszférajinak egymasnak szimetrikus
teriletei kozott azonban elhanyagolhaté a kiillonbség /633
28; 84/,

A fentiek alapjin a késSbbiekben a kisérletre ellké-~
szitett macskat kontrolként is felhaszndlhattuk. Ez a meg=-
takaritis mellett a hibahatir cstkkenését is jelentette;

Az aminosavszint valtozdsa pentobarbitalos narkozis alatt

Ismeretes, hogy pentobarbitalos narkézis alatt a Glii-
kéz /Uluc/ beépiilése a glutaminsavba, glutaminba és asz-
paraginsavba cstokken, A fenti aminosavak mennyiségét
azonban a narkézis killonbizé mélységeinél még nem vizsgil-



ték. Abb6l indultunk ki, hogy a jell\olédés mértéke és a
valdédi aminosavszint nem torvényszeri hogy fedje egymast.
Az aminosavszintet a glikéz lebontason kiviil szémtalan
més tényezd médositja /membrin folyamatol, fehérjeszintézis
és lebontéas, koenzim szint, ATP szint, stb./. A kapott
eredményeket a 4, ébra mutatja,

A viszonylag nagy hibahatar ellenére is lathatd, hogy
a glutaminsav és a glutamin mennyisége mély narkézis soran
az irodalmi érték /84/ alatt van. Szintjik az alvasmélység
csdkkenésével novekszik., Az aszparaginsav mennyisége értée
kelhetéwgédon valtozik. Lehetséges, hogy ez a tény a val-
tozatlan oxdlecetsav szinttel fiigg Ossze /54/. Az l=alanin
szint nem valtozik., A GABA mennyisége csokken, azonban az

alvas valamennyi fézisaban azonos szinten marad,

Az aminosavszint valtozésa ingerlés utin
Az elvégzett kisérletek két £6 csoportba oszthatodk.

Az egyik esetben lo mp-el, a masik esetben 20 mp-el az utol=-
s6 ingerlés utén vizsgaltuk az aminosavszint véltozését;
Gorcs folyamédn ugyanis az aminosavanyagcsere valtozasa
szempontjabél durvin ketté szakaszt lehet megkiilonboéztetni
/ez nem pontosan a giércs szakaszait jelenti/. Az elsd sza=-
kaszban az aminosav felhaszniléasa, a masodikban a szintée
zise a meghatérozé; Kisérletek soran lényegében ezt a két
szakaszt igyckeztink egymastdl elkiloniteni,

A két szakasz idétartama minden alvasmélységnél mas,
ezért a kiilonb6z8 mélységii narkézisnal kapott adatok nehezen
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hasonlithaték 6ssze; i azonban elsdsorban a mély alvéas
soran lejatsz6ddé valtozasokra voltunk kivancsiak., Ugy gone-
doltuk hogy az "aminosavlebontis" szakasza /az egyensuly
a lebontas irédnydba toldédott el/ idében azonos lehet az-
zal az ECOG szakasszal, ahol a gorcs intenzitasa még nem
cstkken, Ez a szakasz mély alvas esetében kb. lo mp-et
tett ki, Ismeretes, hogy a gorcs utolsd fazisdban felgyor-
sul a toxikus amménia eltéavolitisénak sebessége., Ezzel
egyitt gyorsul a glutaminsav és glutamin szintézis /38/.
A szintézis sebességére a masodik lo mp-ben mért amino-
savszint valtozasbdél igyekeztiink kovetkeztetni. E célbdl
az utolsd ingerlés utén 20 mp-el is megvizsgaltuk az amino-
savak mennyiségil véltozését;

Az 5, ébra mutatja azt, hogy miképpen viltozott meg
az aminosavak mennyisége lo mp-el az utolsé ingerlés utan,

Mély alvéas soran ingerelve valamennyi vizsgalt amino-
sav szintje csﬁkken; Kozepesen mély alvés esetében az asz-
paraginsav és az le=alanin mennyisége niévekszik, Felszines
alvéaskor valamennyi aminosav szintje ndvekedett. Az ered-
mények egyrészt azt jelzik, hogy a lo mp-es idSp pontatlas=
nul hataroztuk meg /az egyensuly elébb eltolédik az szine-
tézis irénydba/. Masrészt mély alvéds sordn ingerelve az
egyensuly az aminosavak lebontésa iranydba tolédik el az
elsd lo mpren.
Az aminosavak felhaszndlédsa mély alvaskor Jjelentés,

A kbvetkezd sorozatban kizepesen mélyen és mélyen
alsé macskdkat ingereltﬁnk; Az utolsd ingerlés utan 20 mp=-el



vizegadltuk ag aminosavezint megvaltozasat, Az eredményeket
a 6, illetve 7, dbrén lathatdan Gsszevetettilk a lo mp-es
értékekkel;

A glutaminsav mély alvas sorén ebben a szakaszban
nem emelkedett, kozepesen mély alvas sorén azonban gyakore
latilag elérte a kontrol szintet, 1,5 mikromol gluteminsav/g
szovetetszintetizdlva lo mp alatt.

A glutamin szintézise mély alvas soran alacsony értéu
ket mutatott, amely kiozepesen mély alvéas sorian fokozdbddik,
Az asgzparaginsav mély nerkézisndl szintetizaldédik, kdzepe—~
sen mély alvéskor a szintézis egyensulyba keriil a lebontise
sal,szl-elanin szintézisben nem taldltunk kﬁlénbséget;

A GABA szintézisben nehéz kiilldonbséget taldlni Gssze=
hasonlitve a két alvasmélységet, Mély alvas soran azonban
az egyensuly erdsen eltoldédik a GABA lebontas irdnydba az
elsé lo mp-ben, Ez Osszefiigghet a GABA szintézis gétléséval;
Az eddig mondottakat Usszegezve:

a./ Mély pentobarbital narkézis alatt gdresdt eldidézve,
a kivett préba aminosav analizise Jelentés aminosev
fogybasrol tanuskodotts.

be/ A glutamingsav és glutamin szintézise mély narkézis
sorédn gatlas alatt 411 /6. 7. 4bra/.

A tovabbiakban vizsgélat ald vettiink néhény olyan enw-
zimet, amelyek az egyes aminosavak koézvetlen szintézisével
és lebontéséval kaposolatosake Bgyik kbzde jellemssjik bo-
vébbé, hogy részben vagy teljesen a mitokondriumokban lokae
lizélédnak;
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Megprébélkozunk az in vivo és in vitro kapott erede
mények folyamatos egybevetésévele

2. In vitro kisérlotek

4 GOT vizsgalota
Glutaminsav + oxdlecetsav ASSET @szparaginsav + L-ketoglutarsav
Az agyban glutaminsav 90 %-ban a GOT :évén alakul at
/1l; 28; 84/, Részben mitokondriélis enzim, A pentobarbi-
tal hatésinak vizsgélata a GOT esetében azért volt fontos,
mert ennek révén adatokat szerezhettiink a valddi glutamine
sav felhasznalas mértékének megdllapitisdhoz., A pentobar-
bital nem hat az enzimre; Ennek alapjén is valésziniisit-
Jik, hogy pentobarbital narkézis alatt gbrcstt kivaltva, a
glutaminsav nagyobb “"frakeiéjanak" felhasznilésa nincs gite
las alatt,

") sgéala
Glutaminsav + NADY + H,0 :ggg?L-ketoglutérsav + NADH + NH,'"4

GDH csak mitokondriumban talalhatdé. Reverzibilisen
miik8d8 alloszterikus enzim /37; 46; So0; 703 1l4; 1263 1343
1363 159/

In vivo korilmények kozdtt sok tényezd befolyédsolja
aktivitasat., Az aminosavak anyagcseréjében kozponti szere-
pet t6lt be, azonban kihatéssal ven a szénhidrit és energia-
forgalomra is; A t6bbi dehidrogendzzal egylitt résztvesz a
NAD/NADH ardny kialakitésdban /129/.



A GDH in vivo a glubaminsav szintézisét részesiti eldny-
ben, mert ez termodinamikailag elényosebl /28; 126/;

A pentobarbital a GDH aktivitidsat mindkét iranyban
erételjesen gatolja /8. 9. éhra/;

A kapott ercdmények alapjén Jobban tudjuk értelmezni
8% 5¢ 64 €8 7; &brék glutaminsavra vonatkozd részét; Nagyon
valészinii, hogy a glutaminsav szintézis gatlasa mély narkée
zis sordn egy GDH szinten torténd gatlasnak felel meg;

A GDH gatlésa a bontés irinyédba szintén Jelentiséggel
bir, ha ez a newronalis Osszanyagesere szinten nem is Jje=
lentkezik kifejezetten., Itt kell megjegyezniink azt, hogy a
GDH gatlasa szoros kapcsolatban van a glutamin szintézis
csﬁkkenésével; Ismeretes, hogy a glutaminsavbél torténd
glutamin szintézis abban a glutaminsav poolban tirténik,
ahol a glutaminsav szintézisét és lebontisdt a GDH szabie
lyozza /173 183 20; 213 233 513 843 123/« Ennek lehetséges
kdvetkezményeire a megbeszélés folyamén térink ki;

Az AsgKT vizsgalato
Az AszKT az agyban a legaktivabb transzaminédz /84/.

Részben mitokondridlis enzim. Az agyban a GOT-al egyiitt oz
un, "nagy" compartment glutaminsav szintjét szabilyozzdk .
/84/ .

A pehtobarbital nincs hatdssal az enzimre, Ez azt je=-
lentheti az in vivo kapott adatok tiikrében, hogy a pento-
barbital a ferti két szabdlyozd enzim szintjén nem gitolja
a gluteminsav anyagcseréjét;
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A GPT és GNPT vizsgalata

Glutaminsav + piroszlésav > Leketoglutirsav + l-alanin

Ag agyban a glutaminsav transzamindlodésa sorédn az ele
sbdleges szubsztrat az oxadlecetsave. Az oxdlecetsav és pi=-
roszdlésav kompetitivek egymésra a transzaminalasi folyae
matokban.

Bddigi ismereteink szerint a lealanin keletkezésének
£6 utja az agyvan a glutaminsavrél a piroszélésavra torté=
nd transzamindlas, A glutaminnak kisebb sgerepe van az l=-
alanin képzddésében, A pentobarbital a GPT-t és GNPT=-t
egyarant gatolja flo. 11, 4dbra/, Mindkét enzinm mitokondrie
alis, a gatlas tehat in vivo is megvalésulhat; Mar szd volt
rdéla, hogy barbiturit anesziezia alatt a piroszoliésav menye
nyisége mintegy egyotodére lecsokken /54/. Az l=-alanin menye
nyisége azonban pentobarbitalos anesztezia alatt nem val-
tozott / 4. ébra/. Feltételezziik, hogy ebben szerepet jate
szik az l=alanin tovabbalakitasaban résztvevd enzimek gate

léasa. BEzek kozil a kovetkezd kettot vizsgdliuk mege

8BS _a vi dlata
l-alanin + L=ketoglutarsav %piroszfilésav + glutamih.sav
l-alanin + oxdélecetsav % piroszolésav + aszparaginsav
Az AlIKT részben mitokondridlis enzim és méréseink szee
rint tizszer aktivabb éz agyban mint az AlOT; Mindkét en=-
zimet gatolja & pentobarbital in vitro /12, 13, abra/.
Az l=-glanin allandd szintjégek magyarazstahoz tovabbi

vizsgalatok lennének sgziikségeseka



A GABA-T vizsrélata
GABA + Leketoglutérsav SBAM porostyinkssav semialdehid +
glutaminsav

A GABA atalakuldsénak £6 irdnya az L-ketoglutarsavra
torténs transsaminslas, amelyet a GABA-T véges /84/. Az en=-
zim mitokondridlis, és abban a mitokondrium tipusban lokae
liz4l6dik, amelyben a GDH.

A pentobarbital gatolja az enzim aktivitasat /1l4. abra/.
Ha feltételezzilk, hogy a GABA egy gatlé mediator az agyban,
ez a GABA-T gatlasdénak Jelentdséget ad. Ebben az esctben
ugyanis a gatldé szinapszisokban a felszabadult GABA élet-
tartama megnivekedhet és ez a gatlasi 146 meghosszabbodaw
sat Jjelentheti,

A GABA pzintézistét a GAD végzi, amely nem mitokondride
lis enzim /ezért nem vizsgdltuk/. Thiopentalos narkésis
alatt csikkent a GABA mennyisége, nem cstkkent visgont a
GABA Jjelolése gliikdz /0140/-1)61. Ez arra cngedett kivetkez=
tetni, hogy a GAD aktivitasat a hasznélt drog nem befolyé= .
solta;

Ebben az esetben ¢és a mi esetiinkben is az a valdszi-
nibby hogy a GABA felszabadulas fokozbédott narkédzis alatt;

Jasper /65/ &llapitotta meg, hogy ag agy aktivécids
4llapotatél figgd mennyiségben aminosavak szabadulnak fel
a kéreg pialis felszinén., Igy pl. a glutaminsav hiromszoros
mennyisége szabadul fel éber allapotban mint alvébane, A
GABA esetében a helyzet éppen forditott. A glutamin és az
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asgparaginsav felszabaduldé mennyisége mindkét esetben azo=
nos volt. /Ez a tény egyuttal azt jelentheti, hogy a gluta=~
minsav és a GABA szerepet jatszik az agy aktivitésinak szae
bélyozésdban - mint mediator anyagok./.
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Megbeszélés

Az agyszovet anyagcseréjében a szabad aminosavak fon-
tos szerepet téltenek be. A gores adllapotdban az aminosavak
funkciéja kolcstndsen két vonatkozisban lehet jelentds.

Egyrészt sokan feltételezik, hogy a glutaminsav és a
GABA a mediator egyes szinapszisokban, masrészt az aminosa=-
vak energiaforrasként szolgélhatnak;

Kisérleteinkben féleg az utébbi lehetdséget vizsgéltuk;

Eldljaréban meg kell jegyezniink, hogy az in vivo kisére-
letekben kapott eredményekbsl nem tudjuk pontosan megmonda=
ni, hogy az aminosavak mennyiségi véltozdsai milyen ariny=
bagn 4allnak éatalakuldsukkal illetve szintézisiikkel, Az ami-
nosavszint atalakulasaban ugyanis szerepet jatszik a fehér-
Jék szintézisének és lebontisénak arinya, valamint a vérbdl
torténdé aminosav utinpdétlis mértéke is;

Az irodalmi adatokra /38; 633 lo2; lo6/ épitve csak
annyit tudunk mondani, hogy az aminosavak jelentds mennyi-
ségben oxidalédnak a gorcs folyamén, amelyet jelez a fel=-
szaporodé amménia nagy mennyisége is /383 84/.

A legfontosabb eredményiinknek azt tartjuk, hogy sikew
rilt kimutatni in vivo és in vitro a pentobarbital gatlé ha=
tédsdt a glutaminsav szintézisre /6. 9 a; 9b. 4bra/. Ugyan-
akkor a glutaminsav atalakulésémnak £6 irdnyat /a GOT révén/
a pentobarbital nem gatolja /6. éhra/;



A glutaminsavhoz hasonldan a t6bbi aminosav mennyisé=—
ge is csbkken ingerlés sorén;

Az eredmények értékelését azonban megneheziti az agy
moxrfologial és biokémiai heterogenitésa; Az aminosavak
anyageseréje egyrészt regiondlis killonbségeket mutat az
agyban /28; 84/, mésrészt a regidkon belill kompartmentali=
z8l6dik /163 17; 18; 513 843 lo73 123/.

A kisérleteink soran alkelmazott pentobarbital a neu=
ronokban halmozédik fel /142/, ezért az aminosavanyagesere
véltozasait a neuronokra tudjuk 1eirni; A GDH~-r6l ismeretes,
hogy a kis kompartmentben lokalizalddik., Mindebbdl kivetkee
zik, hogy a kis kompartment, amely metabolikusan egységesnek
latszik /azonos mitokondrium frakeid Jellemzi/ morfoldgiai=
lag nem az és legaldbb részben a neuronokbsn is elﬁfordul;

A kis kompartment megoszlidsa a neuronokban elvileg
tobbféle lehet, A kivetkezd adatokbdl arra kivetkeztetiink,
hogy a kis kompartment mitokondriumai az egyes szinapszisoke
ban el&fordulhatnak;

a;/ A pentobarbital gatld hatisa a szinapszisokban a lege=
erésebb /33 43 5; 425 43; 665 68/,

be./ A pentobarbital primer hatéhelye az agytdrzsi formatio
reticularis /55/. Ennek a terilletnek egyik £6 jellem=-
zéje, hogy a preszinaptikus regidban més agyrészletcke
hez visgonyitva joéval t6bb a mitokondriumok sziéma /143/.

ces/ A GOH a kis kompatment mitokondriumaiban lokalizdlée
dik /51; 84/, A pentobarbital gdtlé hatésa az enzim
aktivitasara igen Jjelentés /8. 9. dbra/. ;
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de/ A szinaptikus regidban magas GDH aktivitdst mutattak
ki /84/.

Az a feltevésiink, hogy a kis kompartment részben a
szinapszisokban lokalizélédhat megegyezik Garfinkel /51/
adataival. Szerinte a kis kompartment az oligodendroglid=
ban és a szinepszisokban van, amely strukturak mitokondrie
umban viszonylag gazdagok; A nagy kompartmentet a mitokond-
riumban viszonylag szegény asztrogliaba és perykarianba he-
lyezi. A GDH gatlasa komoly valtozast Jjelenthet azon szie-
napszisok anyagcseréjében, ahol a kis kompartment lokali-
z8l6dik. A GDH gatlas lehetséges £6bb kivetkezményeis

as/ A glutamin szintézis sebességének lassulisa, az ATP
szint névekedése,

b;/ Az ATP/ATP-ase egyensuly megbomlésa;

cs/ A sav=bizis egyensuly megbomlésa.,

a+/ Emlitettiik, hogy a glutamin szintézise a kis kom=-
partment aktiv glutaminsavébél térténik /513 84/. A pento=-
barbital GDH-t gatlé hatasanak az a kiovetkezménye, hogy
csOkken a glutaminsav, igy a glutamin szintézise is /6., dbra/.

A pentobarbital atlagos koncentracidéja az agy 1 g-ban
1 éréval a 40 mg/kg dbzis beaddsa utin 0,5-1 umol kozott
van /142/. In vitro kisérleteinkben ennek durvén két nagye
ségrenddel nagyobb koncentriciéjét alkalmabtuk,Mégis jogosee
az eredmények in vivo adaptécidéja? Egyrészt 618 macskin vég=-
zett kisérleteink bizonyitjak, hogy az emlitett gatlas té-
nye fennéll;'Mésrészt ismeretes ,hogy a pentobarbival’aﬁneup
ronokban /142/ és iptracellulérisan a mitokondriumpkbag
/28/ halmoz6édik fel. Joggal feltételezhetjiik, hogy a wito-



kondridlis enzimek kérnyezetében a pentobarbital koncent=
racidja joéval nagyobb a mért atlag elosz.lésnél; A glutamin
szintézise ATP igényes folyamat; Az aktiv glutaminsav szint
csokkenése kivetkeztében a glutamin szintézis sebessége a
kontrolhoz képest mérséklc’idik; Ez az ATP szint novekedését
vonhatja maga utén. A 15. dbra mutatja a glutaminsave-glutamin
rendszer, valamint a szénhidrat anyagesere kozotti kapcsolatot;

15. abra

A glutamin szintézis és szenhidrat anyagcsere kapcsolata

Glutaminsav 2l < Kreatin, lipidek, stb.
Glutamin > < ADP> Foszfokreatin
Foszfolipidek, stb.
<Gluk6z
ATP

. "
Piroszolosav

Strecker /41/nyoman modositva

Strecker /41/ véleménye szerint a glutamin szintézis
sebessége az ATP szint szabdlyozdsa révén kontrol alatt
tartja a glikolizist és a légzést; A glutamin S‘ziﬂtézié"“-.
sebességének lassuldsa ily médon a kis kompartmentben a
a szénhidrit anyageserére gatld hatdsu, A felhalmo?zzbdb
ATP ezenkiviil a GDH tovdbbi gatlisat eredményezheti.
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Mc Ilwain /63%/ kimutatta, hogy pentobarbital nerkézis alatt
az ATP mennyisége valdban meghaladja a'kontrol szintet az
agyban és ez egybevég elképzelésiinkkel,

be/ A szinspszisokban az ATP/ATP -ase egyensuly nagyon
foqtos a gfdiétor anyagok felszabadulisa szempontjdbél, Az

AT§72§§§§2nx gatolja az enzimet /41/. A medidtor anyagok
' felszabadulasa energiaigényes folyamat., Igy a felszabadulés
mértéke nagyban fiigg az ATP-ase aktivitasatdl.

Egyes ecetekben sikeriilt kimutatni, hogy a pentobarbi-
tal gétolja az ingerld medidtor felszabadulasét /993 150/,
Enneck egyik oka lehet véleménylink szerint az, hogy ezekben
a szinapszisokban a glutaminszintézis lassulésa kiévetkezté-
ben az ATP szint ndvekszik,

Méas esetben azt is kimutattik, hogy az ATP a noradree
nalin terjedése szempontjidbél diffuzids barriert képez az
adrenerg szinapszisokban /91; 112/;

c./ Az aminosavak igen fontosak az intracelluléaris
sav-bazis egyensuly megtartéséban; Az aminosavak és a kae
tionok membrinon keresztiil torténd transzportja egyméshoz
szorosan kapcsoldédik, és a membrén Ne-K-ATP-ase aktivité-
séhoz kotott /413 126/, Megidllapitotték, hogy a ndvekvd
intracelluliris gluteminsavtartalom serkenti a Na* belé-
pését a sejtbe, valamint a K* kilépését a sejtbﬁl; Az intra-
celluléris Na* nivekedése a membran ndvekvd depolarizécié—
Jjét okozza; A mondottakkal kapcsolatban hirom tényre ki-
vénunk utalni, ‘ |
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Woodburg /78/ kimutatta, hogy az epilepszids gbécban
kozvetleniil a gores elétti szagaszban az intracellu=-
laris Na' mennyisége noveksszik,

Wiechert és GOllnitz /1543 1553 156/ a legkiilonbozdbb
mbédszerekkel kivaltott /Kardiazol, glutaminsav, peunta=
metiléntetrazol/ gorcsdk esetében azt tapasztaltik, hogy
mér a gorcs kezdete eldtt noévekszik a GDH aktiyitésa;

Bz egyittjért a glutaminsav szint emelkedésével, Nagy

2 valésziniisége annak, hogy a gbres eldtti fézisban
tapasztalt glutaminsav és Nat koncentricié névekedése
Osczefiigg egymassal,

A gores gatléasakor a kationok koncentricidja éppen fore
ditva véltozik; Trachtenberg /141/ utal arra, hogy
kiilonbozs géresgitld szerek /fenobarbital, difenile
hidantion, stb./ az extracelluléris Na' xoncentracidt
novelik, a K'=&t pedig csékkentik, Feltehets, hogy
ilyenkor intracellularisan ehhez képest egy forditott
irényu kation ujramegosztis kovetkezik bes

Az eddig elmondottak alapjin feltételezziik, hogy a Gnﬁ;

nak sgerepe van a gorcsintenzitis fokénak szabdlyozisiban,

esetleg a gbreskivaltds mechanizmuséban is, Mint lattuk a
GDH aktivitésa és gatlésa sok egyméssal ellentétes kovete

kezménnyel jir az agyszivet anysgceseréjében, A sokféle hae

tés abbbl kiovetkezik, hogy az enzim fontos kapocs a széne

hidrét és aminosavenyagcsere, valamint az energiaforgalom

kozott,

A GDH alloszterikus enzim. Mar ma is sok olyan tényezd



ismert, amelyek szabdlyozzdk az enzim aktivitasat, Ezek
kdzott szerepel az ATP, az amménia, szémos hormon /thyroxin,
szteroidok/, a kiilénbdzé ionok, a NAD/NADH ariny, stb; A
GDH és a szabdlyozd fakbtorok kozdtt meglevd bonyolut kap=
¢solatok feltarasa nagyban'elﬁsegitené a GDH gorcs alatti
szerepének Jjobb megértését,

Természetesen felmeril a kérdés, hogy a kisérletesen
kivaltott epilepszidk vizsgédlata sorén kapott eredmények
mennyiben hasonlithaték dssze a humén epilepsziét vizsgild
kutaték eredményeivel;

Humén epilepszidk esetében eddig a vizsgalatok éppen
a kisérletezés nehézségei miatt £6leg az eltavolitott epie-
lepszids gbée biokémiai analizisére szoritkoztak; Az eredmée
nyek szerint az agybél kivett epilepsziis gbécok glutaminsav,
glutemin, aszparaginsav és lwalanin tartalma 20=-40 %=al
alacsonyabb volt a kontrolnil /39; 73/;

Egy mésik kisérletben Tower /9o/ kontrol és epilepszids
szdvetet 1ngere1t; Megéallapitotta, hogy az epilepszids goc-
b6l vett minta nagyobb mértékben hasznilja fel az aminosavae
Xat mint a kontrol szévet. Ugy binik tehét, hogy bumén epilel?;
szie esetében is az aminosavaek ndvekvé mértékben oxidalédnaks
Ennek okérédl, illetve a gorosképzidéssel vald esetleges kap=
¢solatarél azonban nem tudunk semmits,

Fenti glképzeléseink megerfsitésére tovabbi vizsgélatok
sziikségeseks Nogyon fontos lenne vizsgdlni a pentobarbital
primer hatiihelyének anyagcseretipuaét; kiilénés tekintettel
a GDH-t tartalmazé mitokondriumokras

A pentobarbitalon kiviil més gbresgatlé szerek hatasat
is meg kell vizsgdlni az aminosavanyagcseréres
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Osszegzés

Ha az egyik oldali hemiszfére gyrus ectosylviusinak kire
nyékérdl kb. 200 mg-os davabot 6vatos szarazjeges fagyasze=
tas utén kimetszink, a més%k oldal aminosav tartalma
gyakorlatilag nem valtozik,

Mély pentobarbital narkézis alatt a glutaminsav,‘glutamin
és GABA mennyisége a kontrol szint alatt van, Az aszpae=
raginsav és l-alanin mennyisége nenm véltozik;

Wély pentobarbitdl narkézis alatt ingerclve az aminosaw
vak szintjének cstkkenése Jelentﬁs'mértékﬁ;

A GOT és az AszKT nem gatolhatd pentobarbitallal;

A pentobarbital mindkét irdnyban giétolja a GDH aktivie
tésit, Ezenkiviil gétolja a GPT, GNPT, AlOT, ALKT és
GABA~T enzimek aktivitasat is;

Mély pentobarbital narkézis alatt a vizsgélt idéintere
vallumban a glutaminsav és glutamin szintézise'gétolt;

Az alvas felszinesebbé valasaval fokozddik szintézi?ﬁk;
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Disszertaciém témaja a biokémia és idegélettan teriile-
tét egyarant érinti; A végzett munka csak kezdeti lépés. Az
eddigi eredmények elérésében azqnban nagy segitségemre volt
az Intézet valamennyi dolgozdja., Kiilon megkoszonom Dr; Fehér
Ott6 és Dr. Matkovies Béla egyetemi docensek sokoldalu szake
mai és neveld segitségét; Koszonetet mondok az Intézet mig-
den dolgozdjémak, akik szives segitségiikkel megtisztelteks
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