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HIDROLITIKUS ENZIMEK AKTIVITASANAK
ELEKTRONMIKROSZKOPOS VIZSGALATA IN VITRO
TENYESZTETT PATKANY THYMUS-SEJTEKBEN

OKROS ISTVAN, FAZEKAS ILONA, BACSY ERNGO, RAPPAY GYORGY, TORO IMRE

MTA Kisérleti Orvostudoméanyi Kutaté Intézet (Igazgaté: Prof. Dr. Rusznydk Istvan
akadémikus)

Beérkezett: 1969. aprilis 6-4n

Az intakt thymus-szévet kiilonféle retikulumsejtjeinek szerkezeti saja-
tossagait az utobbi évtized elektronmikroszképos munkai lényegében tisztaz-
tak [2,5,7.8,9,10,17]. Vitatott maradt azonban a sejtek miikédésének
kérdése. A miikodés megismerésének feltétele olyan koriilmények megterem-
tése, amikor a sejtek viszonylag tiszta populécié formajaban allnak rendelke-
zésiinkre. Ezt a célt korabbi munkdinkban [17, 19] szubletalis rontgen dézis-
sal sugarzott patkanyok thymuszainak vizsgélatidval prébaltuk elérni. Meg-
allapitottuk, hogy a retikulumsejtek savanyd foszfataz (SF) aktivitasuk meg-
oszlasa szempontjabél is legalabb két tipusra oszthaték: a mezenchymalis
retikulumsejtekben az enzim aktivitasa tekintélyes volt, a hamretikulumsej-
tekben mérsékeltebb enzimaktivitast figyeltiink meg elektronmikroszképos
hisztokémiai médszerrel. Fénymikroszképos kombinalt enzimreakcidkban
az emlitett két sejttipus tobb valtozatat véltiik elkiiloniteni.

Ebben a munkinkban a thymus retikularis alapvazat képezd sejtek
thymocytaktél mentes vizsgalhatésagat ugy igyekeztiink megoldani, hogy a
patkany thymus-széveth§l darabokat explantaltunk, és megvartuk a thymo-
cytak eliminalodasat vagy transzformalédasat. Ezt a médszert annal is inkabb
valaszthattuk, mert a thymus-szovet és ezen beliil a retikulumsejtek in vitro
tenyésztése mar sikerrel jart [14, 16, 18, 20]. Vizsgalataink célja az volt, hogy
eldontsiik, megvaltoztatjik-e a tenyésztés koriilményei a kiilonféle retikulum-
sejtek szerkezetét és enzimhisztokémiai sajatossagait.

Anyagok és madszerek

Szovettenyésztés. Wistar eredetli 80— 90 g-os him fehér patkényok thy-
muszaibél aszeptikus koriilmények kozott kb. 1 mm?® térfogatd szovetdarab-
kakat fedSlemezre szélesztett tytkplazma és csirkeembriolé keverékébdl ké-
sziilt alvadékra iiltettiink ki. Egy-egy feddlemezre 5 szovetdarabkat tettiink
és a lemezeket Leighton-csévekbe (Belco) helyeztiik. A tenyészetekre 24 éraig
nem keriilt folyadék. 24 6ra milva a csévekhez 2—2 ml tapfolyadékot adtunk,
amely 809, kémiailag definialt folyadékot (TCM 199, Difco), 209, hé-inakti-
valt borjisavét és 200 IE/ml penicillint tartalmazott. A tépfolyadékot két
naponként cseréltiik. A tenyészeteket a kiiiltetéstdl szamitott negyedik és har-
mincadik nap kozott kilonboz6 idGpontokban fixaltuk.
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Elektronmikroszképos vizsgalatok

Tenyészetek. A tenyészeteket a hordozé fedflemezzel egyiitt 0,13 M-os,
pH 7,4-es kakodilat pufferrel higitott 3—4,5%-0s glutaraldehidben 30—120
percig fixaltuk, majd a fixdlé koncentracigjatsl és a fixalas idGtartamatél
fiigg6en a higit6 pufferrel 1—16 éra hosszat mostuk. Ezutan a kultirakat vagy
kakodilat pufferben oldott 19,-0s ozmiumtetroxiddal 30 —90 percig utanfixal-
tuk és beagyaztuk, vagy hisztokémiai reakciékat végeztiink rajtuk.

Az SF aktivitasanak kimutatdsahoz a kultirakat az eléfixalast kovetd
mosas utan szarazjéggel fagyasztottuk, majd szobahére felengedtiik. Az in-
kubalé oldat pufferével valé 15 perces mosas utan szobahdn 1 éraig 0,089,
élomnitratot és 0,39, natrium-béta-glicerofoszfatot tartalmazé acetat puffer-
ben (0,05 M-0s, pH 5,3) inkubaltunk, kétszer 90 percig mostunk az inkubalé
oldat pufferével, majd 90 percig pH 7,4-es kakodilat pufferrel.

A nemspecifikus észteraz (NSE) kimutatasara 6lom-tioecetsavas moéd-
szert hasznaltunk [12], 4 °C-on 30—60 percig inkubaltunk.

Arilszulfatdz (AS) kimutatasara bariumsés médszert [6] hasznaltunk.
A para-nitro-katechol-szulfat koncentraciéja az inkubalé oldatban 0,49%,, az
inkubalasi idé pedig szobahén 60 perc volt.

Az AS és a NSE inkubalas elgtt 15—20 perces, utana 30 perces mosast
végeztiink az inkubalé oldat pufferével. Ez utébbit kétszer 30 perces pH 7,4-es
kakodilat pufferes mosas kovette.

Az SF reakcié utan masféloras, az AS és a NSE reakei6é utan 30 perces
ozmiumtetroxid utdnfixilas kovetkezett. Az inkubalasokat kivéve az eddigi
miiveletek 4°C-on torténtek.

A viztelenités etanollal tortént. A 709,-0s etanolban a kultirakat a
plazmaalvadékkal egyiitt a hordozé fedSlemezrdl borotvapengével levilasz-
tottuk és a tovabbiakban iiveglemez nélkiil kezeltiik. A Durcupan ACM-be
valé agyazéas propilénoxid kozbeiktatasaval tortént.

Szervdarabok. A kultirikhoz felhasznalt allatok thymuszabél kivett
apré darabkédkat 4,59%,-o0s glutaraldehidben 2 6ra hosszat fixaltuk, majd 16
éran keresztiil kakodilat pufferben mostuk és vagy masféléras 1%,-0s ozmium-
tetroxidos uténfixalas utdn a szokasos mdédon Durcupan ACM-be agyaztuk,
vagy hisztokémiai reakcidnak vetettiik ala.

Az SF és AS reakciékat 40 mikron vastag kriosztat-metszeteken tisz-
tatva, az NSE reakciét pedig borotvapengével készitett vékony szovetszele-
teknek az oldatba valé meritésével végeztiik. Az inkubalé oldatok 6sszetétele
és az inkubalas kériilményei megegyeztek a kultiraknal leirtakkal. Ezeket az
anyagokat is a mar leirt ozmiumtetroxidos utanfixalas és Durcupan ACM
beagyazas utan vizsgaltuk.

Explantatum
Elmi metszet

1. dgbra. A kultirak orientaldsa ultravékony metszetek készitésére.



Az ultravékony metszeteket Om U2-es Ultramikrotommal (Reichert)
készftettiik. A kultiridk esetében a metszeteket mindig a névekedési zénanak
az anyadarabhoz kozeles6, rendszerint tobb sejtrétegbdl allo részébdl, a kul-
tirak sikjara merélegesen, radialis irdnyban készitettiik (1. 4dbra). A hiszto-
kémiai metszeteket metanolban oldott 209,-0s uranilacetattal 5 percig, a
tobbi készitményeket ezen kiviil még 25 percig 6lomcitrat [15] oldattal is
kontrasztoztuk. 2

Eredmények

A normalis patkany thymus retikulumsejtjeinek ultraszerkezetében a
korabbi vizsgalatokhez képest nem talaltunk kiilsnbséget. SF aktivitasuk
megoszlasa hasonlé volt, mint ahogy azt korabbi kézleményiinkben leirtuk [17].

Az NSE és az AS aktivitas megoszlasat illetGen a kévetkezéket figyeltiik
meg. A hamretikulumsejtek jellegzetes moniliform bennékii vakuolumai és
primer lizoszémai gyenge NSE aktivitast mutattak és csak nyomokban fe-
deztiink fel benniik AS aktivitast (1. és 2. kép). Az in. mezenchymalis reti-
kulumsejtek lizoszéméaiban mindkét enzim erésen aktiv volt (3. és 4. kép).
A thymocytakban elgfordulo lizoszémak is tartalmaztak a két enzim reakcio-
termékét (5. és 6. kép).

A tenyészetek koratol fiiggetleniil morfolégiai sajatossagaik és enzim-
hisztokémiai viselkedésiik alapjan harom sejttipust kiilonitettiink el.

Az elsé sejttipus (7., 8., 9., 10. kép) altalaban csoportosan fordult eld.
Ezek a sejtek metszeteinkben lapszerint, sokszor tébb rétegben helyezkedtek
el. Sejthatdraik jorészt osszefekiidtek, és szimos helyen dezmoszomalis kap-
csolathban alltak. Szabad feliileteiken mikrobolyhok latszottak. Kromatin-
szegény magjuk keresztmetszete hosszikas volt, némely metszetben jél ki-
fejezett magvacskat lattunk. Citoplazmajukban sok szabad riboszéma, sze-
. gényes durvafelszinti endoplazmas retikulum, kevés krisztas mitochondrium
és lizoszéma volt. Tonofilamentumot mindig talaltunk a citoplazmaban, ezek
részben parhuzamos lefutasi kotegekbe rendezddtek, részben dezmoszémak-
kal alltak kapesolatban. Elvétve eléfordultak lipidcseppek és iires vagy mo-
niliform bennéki{i vakuolumok is.

A lizoszémak kozepes SF és gyenge NSE és AS aktivitassal rendelkez-
tek. A lipideseppek szélén elGfordultak NSE aktiv teriiletek. A vakuolumok
falanak belsg felszine SF és NSE aktivitast mutatott.

A masodik sejttipus (11., 12., 13., 14. kép) lekerekedett, allabakkal és a
citoplazma széli részén pinocitotikus vakuolumokkal rendelkezett. Magjuk
tobbnyire kerek volt és egy-két magvacskat tartalmazott. A harom sejttipus
koziil ennek a citoplazméja tartalmazta a legtobb organellumot. Ezek kozott
dominaltak a legkiilonbéz6bb nagysagii és denzitasi primer és szekunder
lizoszémik. Lipidcseppek is nagy szamban voltak jelen. Gazdag durvafelszinii
endoplazmas retikulum is jellemezte a citoplazmat. Mitochondriumaik krisz-
tasak, ovoid alakiak és valtozatos nagysagiak voltak. Sok helyen latszottak
mikrotubulusok és mikrofilamentumok.

A primer és szekunder lizoszomik intenziv SF és NSE aktivitast mu-
tattak. Egyes lizoszéméak erés AS aktivitassal rendelkeztek, masok AS akti-
vitast nem mutattak. Némi NSE aktivitast a lizoszémakon kiviil az endoplaz-
més retikulumban, a Golgi-késziilékben, a magmembranon és a mitochondriu-



mokban is lattunk. Ex8s NSE aktivitas fordult el8 a lipideseppek szélén, koriil-
irt teriileteken. SF aktivitast a Golgi-késziilékben is lattunk.

A harmadik sejttipus (15., 16., 17., 18. kép) orsé alaki volt, két pélusan
elvékonyodé nyilvannyal rendelkezett. Magja altalaban sététebb volt, mint
az els§ két tipusé, benne néha egy-egy magvacska latszott. Citoplazmaja kevés
krisztas mitochondriumot, sejtenként valtozé mennyiségii lizoszémat és tagult
durvafelszinli endoplazmas retikulumot tartalmazott. Azokban a sejtekben,
amelyek kevesebb endoplazmas retikulumot tartalmaztak, féleg a citoplazma
széli részén szamos, a sejthartyaval parhuzamosan futé mikrofilamentum volt.

Ezekben a sejtekben a lizoszéméak altalaban igen erds SF aktivitast és
gyenge NSE aktivitast mutattak. A lipideseppek szélén er8sen NSE aktiv
teriiletek latszottak. Az AS reakciéban nem minden lizoszéma volt aktiv.

A sejteket hordozé plazmaalvadékban és a sejtek kozott gyakran lattunk
kollagén rostokat és rostkotegeket.

Az egyes sejttipusok elfordulasanak aranyit a kultirak koratél fiiggSen
nem vizsgaltuk, mert az azonos idGpontbél szarmazé egyedi kultirik kozott
is nagy eltérések voltak. Ugy tlint azonban, hogy a fiatalabb kultirikban a
masodik, az iddsebb kultirakban az elsd és harmadik sejttipus fordult elé na-
gyobb arianyban.

Diszkusszié

A kultidrakban talalt sejttipusokat az intakt szovetben el6forduls, illetve
a tenyészetek fénymikroszképos vizsgalatabol ismert sejttipusokkal igye-
keztiink azonesitani.

Els§ sejttipusunkat hamretikulumsejtnek tartjuk, mivel citoplazmaja-
ban tonofilamentum-kétegek helyezkednek el, a sejtek egymassal dezmoszé-
mak révén tenyészetben is halézatot hoznak létre, és mikrobolyhokkal rendel-
keznek. Primer lizoszémaikban és elvétve el6fordulé moniliform tartalmid
vakuolumaikban az SF aktivitds dominal és lényegesen kisebb az NSE és AS
aktivitas. Mindezek a tulajdonsagok megegyeznek az él8ben talalhaté intakt
hamretikulumsejtek tulajdonsagaival [2,5, 7,8, 10, 17, 19].

Az ép szovetben talalt hamretikulumsejtektdl eltéréen a jellegzetes
moniliform bennék{i emészté vakuolumok csak elvétve talalhatok benniik.
Eltéré a sejtek és a sejtmagok alakja is, hiszen a lymphoid elemek hianya
miatt a halézat kézei virtualisak. -

A masodik sejttipus nem képez mas sejttel kapcsolatokat, felszinén
allabak, citoplazméjaban nagy mennyiséghen primer és szekunder lizoszémak,
lipideseppek és pinocitotikus vakuolumok vannak. Lizoszémai mindharom hid-
rolitikus enzimet tartalmazzak. Mig azonban az SF és NSE a lizoszomak tobb-
ségében ersen aktiv, erds AS aktivitas csak kis szimi lizoszémaban mutat-
haté ki. Ez a sejttipus az G4n. mezenchymalis retikulumsejtekkel azonosithaté.

Mivel az intakt thymuszban kiilonésen az erek és kotdszoveti sovények
kozelében, valamint a kéreg-vels hataron [9] ezek nagy szamban eléfordulnak,
a kultdrainkban talalhaté ilyen sejtek eredetére kielégité magyarazatot nyj-
tanak, METCALF [11] feltételezte, hogy PHA-val kezelt kultirikban lympho-
eytakbol is képzédhetnek makrofigok. Mivel heterolég kériilmények kozdtt
tenyésztettiink, ez a lehetGség esetiinkben sem zirhaté ki. Goucn és mtsai
[4] is leirtak lymphocyta-makrofag atalakulast.



O UTRWN

kép.
kép.
kép.
kép.
kép.
kép.

1. tdbla (1—6. kép)
Nemspecifikus észteraz (NSE) és arilszulfatdz (AS) reakci6 intakt thymus-sejtekben.1

Hamretikulumsejt, NSE. (Arch. No 230/69) X 20 100
Hamretikulumsejt, AS. (Arch. No 342/69) X 21 900
Mezenchymalis retikulumsejt, NSE. (Arch. No 301/69) X 12 600
Mezenchymalis retikulumsejt, AS (Arch. No 343/69) X 16 100
Thymocyta, NSE (Arch. No 228/69) X 18 500

Thymocyta, AS (Arch. No 345/69) X 23 800



1. tabla (7—10. kép)
Hamretikulumsejtek tenyészetben. (I. tipusd sejt)

7. kép. 19 napos tenyészet, nem inkubalt készitmény. (Arch. No 201/69) X 22 000
8. kép. 21 napos tenyészet, SF (Arch. No 1442/68) X 40 800
9. kép. 15 napos tenyészet, NSE (Arch. No 1281/68) X 19 000
10. kép. 21 napos tenyészet, AS (Arch. No 1453/68) X 32 300



I11. tabla (11—14. kép)
Thymus-makrofagok tenyészetben. (ll. tipusu sejt)

11. kép. 9 napos tenyészet, nem inkubalt készitmény (Arch. No 187/69) X 26 200
12. kép. 21 napos tenyészet. SF (Arch. No 1363/68) X 4800

13. kép. 6 napos tenyészet. NSE (Arch. No 1375/68) X 9200

14. kép. 21 napos tenyészet. AS (Arch. No 1384/68) X 19 000



IV. tabla (15—18. kép)
Fibroblasztszer(i sejtek tenyészetben (Il1. tipusd sejt)

15. kép. 19 napos tenyészet, nem inkubdlt készitmény (Arch. No 1639/68) X 9500
16. kép. 11 napos tenyészet, SF (Arch. No 351/69)x27 500

17. kép. 9 napos tenyészet, NSE (Arch. No 1291/68)xI9 500

18. kép. 21 napos tenyészet, AS (Arch. No 1367/68) X 34 000



Ez a sejttipus nem kiilonb6zik lényegesen mas szovetekben és szivet-
tenyészetekben megfigyelt makrofagoktél [3]. In vivo sem képez valédi reti-
kulumot, in vitro pedig lekerekedik és feltehetGen aktiv mozgas kézepette
tovabbra is intenziven fagocital.

A harmadik sejttipusba azokat a sejteket soroltuk, amelyeknek kozos
morfolégiai sajatossaga citoplazméjuk és magjuk alakja volt és féleg ennek
alapjan azonositottuk a szovettenyésztési szakirodalomban emlitett fibro-
blasztszerd sejtekkel. Finomabb szerkezetiiket tekintve nem voltak egysége-
sek. Koziiliik néhany tagult endoplazmas retikuluma miatt hasonlitott a valédi
fibroblasztokhoz [1, 3]. Fibroblasztok jelenlétére utal az is, hogy a kultdrikat
hordozoé plazmaalvadék és a sejtek kozotti tér kollagén rostokkal volt atszgve.
Valészint azonban, hogy a sejtek tébbsége nem valédi fibroblaszt. Ezek olyan
sejtek, amelyek sejtmembrinjuk alatt dis mikrofilamentum-kotegeket és
citoplazméjukban valtozé mennyiségi lizoszémat és lipidcseppet tartalmaz-
nak. Soknak a citoplazméja mindenféle organellumban igen szegény.

Ezeknek a sejteknek az eredete tisztazatlan. Szarmazhatnak fibroblasz-
tokbél, makrofagokbél, sét esetleg hamretikulumsejtekbdl vagy akar thymo-
cytakbal is.

Az osszes sejttipus enzimhisztokémiai viselkedésébél wjabb bizonyité-
kat latjuk annak, hogy kiilonbsz3 sejtfajtak lizoszémai kozott, s6t ugyan-
annak a sejtnek egyes lizoszomai kozott is enzimaktivitas tekintetében kii-
lonbségek vannak. Azonos inkubalasi kérilmények mellett a himretikulum-
sejtekben az SF dominal a tobbi vizsgalt lizoszomalis enzim felett. A makro-
fagokban mindharom reakcié intenzitasa hasonlé volt, de AS aktivitas keve-
sebb lizoszémaban volt jelen, mint SEF és NSE aktivitds. Az ersen AS aktiv
lizoszomak kozétt negativ lizoszémakat is felismertiink. Amikor fénymikrosz-
képos médszerrel ugyanabban a készitményben mutattuk ki két lizoszémalis
enzim aktivitasat [19], akkor is azt tapasztaltuk, hogy a sejtek nem egyforma
aranyban tartalmazzak a két reakcié végtermékét. Ujabban Prewrer [13]
elektronmikroszképos hisztokémiai médszerekkel bizonyitotta a vesehamsej-
tek lizoszémainak relativ heterogenitasat.

Végiil eredményeinkbdl az is kitiinik, hogy a thymus hamretikulumsejt-
jei és makrofagjai az in vitro tenyésztés soran morfolégiai és citokémiai sajat-
sagaikat lényegében megtartjak. Ilyen korilmények kozott a hamretikulum-
sejtek strukturalis — vazképz§ — funkcidja keriil eldtérbe, fagocitals tevé-
kenységiik hattérbe szorul. Valészinfinek tartjuk, hogy a hamretikulumsejtek-
nek in vivo is alarendelt funkciéja a fagocitozis és ezek csak a velitk kézvetlen
kontaktusbhan levé elpusztult thymocytakat képesek fagocitalni. A makro-
fagoknak viszont in vitro kériilmények kozott is megmarad aktiv fagocitals
képességiik.

Vizsgalataink alapjan dgy véljiik, hogy a tenyésztés koriilményeinek
valtoztatasa a thymus-sejtek funkciéjanak tisztazasahoz a jovében nagy-
mértékben hozzajarulhat.

*

Koszonetiinket fejezziik ki Dallos Kéalmannénak, Hartai Editnek és
Csapé Istvannénak értékes technikai munkajukért.



Osszefoglalas

Savanyu foszfataz, nemspecifikus észteraz és arilszulfatiaz ultrastruktu-

ralis lokalizacigjat vizsgaltak intakt és in vitro tenyésztett patkiny thymus-
sejtekben. Megallapitottak, hogy a hamretikulumsejtek és az tin. mezenchy-
malis retikulumsejtek (makrofagok) ultrastrukturalis és citokémiai jellegzetes-
ségeiket a tenyésztés soran megtartjak. A kiilonb6z6 lizoszémalis enzimek
aktivitdsinak eltér6 megoszlasa valészintisiti a thymus-sejtek lizoszémainak

heterogenitasat,
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9JIEKTPOHHOMHKPOCKOITMYECKOE HMCCJIENOBAHUE AKTUBHOCTHU
’MAPOJIMTUYECKMX ®EPMEHTOB B KYJIbTUBHMPOAHHBIX IN VITRO
KJIETKAX THMYCA KPbIC

H. Okpéw, H. Pasexauwr, E. Bayu, J]. Pannau w H. Tepe

Buuna ucenesopana cyOMUKpOCKONMYECKast JOKanU3alust kucnoii gocdarasel, Hecnerm-
(uyeckoii acTepasel u apuiICyIb(aTassl B HOPMaJbHBIX H KyJILTHBHPOBAaHHBIX in Vitro xierkax
THMyca Kpbic. OOHApY>KWJIM, YTO ONHTEJHAJIbHO-PETHKYJISIDHBIE H TaK HasbiBaeMble Me3eH-
XUMAJIbHO-PETUKYJISIDHBIE  KJIETKH (Makpog)aru) CoXpaHsiloT CBOM CyOMHKPOCKOIIMYECKHe H
LUTOXUMHYECKHE CBOKMCTBA B YCJIOBHUAX KyJbTHBUPOBaHMS. PasHble NpPOSIBIEHUST aKTHBHOCTH
PasIMYHBIX (EPMEHTOB JIM30COM 00y CJIOBJIMBAIOT I'eTePOreHHOCTD JIH30COM B KJIETKAX THMYCA.

ELECTRON MICROSCOPIC INVESTIGATION OF THE ACTIVITY OF THE
HYDROLYTIC ENZYMES OF IN VITRO CULTIVATED RAT THYMUS CELLS

By I. Okrés, I. Fazekas, E. Bdcsy, Gy. Rappay, I. Tiré

Authors investigated the ultrastructural localization of acid phosphatase, non-specific
esterase and aryl-sulphatase in the thymus cells of intact rats and those cultivated in vitro.
They found that the epithelial reticulum cells and the so-called mesenchymal reticulum cells
(macrophages) retained their ultrastructural and cytochemical characteristics during the pro-
cess of cultivation. Differences in the distribution of the various lysosomal enzymes prove the
heterogeneity of the lysosomes in the thymus cells.

Réviditések :

D = dezmoszéma
ER = endoplazmis retikulum
L = lipidesepp

LS = lizoszéma

M = mitochondrium
Mf = mikrofilamentum
Mv = mikroboholy
N-=rmag

T = tonofilamentum
V = vakuolum
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LASER TRRADIACIO HATASA LEUKOCYTAK
KATALAZAKTIVITASARA

MESTER ENDRE, LUDANY GYORGY, HEJJAS MARIA és FRENYO VILMOS
BOTE, II. sz. Sebészeti Klinika és ELTE, Novényélettani Tanszék

Beérkezett: 1969. aprilis 26-an

El6z6 kisérletek arra az eredményre vezettek, hogy kis intenzitasd laser
ugarak fokozzik, nagy intenzitastak pedig gatoljak a sejtfunkcidkat (7.—11.).

Megkezdtik e jelenség metabolikus kapesolatanak vizsgalatat annak
ismeretében, hogy az enzimek koziil az amilaz, dehidrogenazok, tripszin, tiro-
zinaz sth. érzéketlenek, ellenben a peroxidaz, lipaz és citokrémoxidaz sth.
kimondottan érzékeny a laser-hatasra. (Ingelman és Rounds nyomén, idézve
9.-bél.) ’
A sejtanyagcsere egyik jellegzetes indikatora a peroxidazzal rokon kata-
laz enzim, amely a jelek szerint a peroxiszoma elnevezési, 1967-ben felfedezett
sejtorganellumban lokalizalt, hasonléan a légzési citrat-ciklus mitokondrium-
beli lokalizaciéjahoz. Ugy gondoltuk, hogy a minden bizonnyal ultrastruktu-
ralt sejtrészecske érzékeny lesz a lasersugarral szemben és vagy ennek kovet-
keztében, vagy mas okbol, a hozza kotott katalaz enzim aktivitasa valtozni
fog. A vart jelzés némi informaciét adhat a laserhatés tovabbi értelmezéséhez.
Ezt a varakozasunkat Amy, Storb és Wertz (2., 12., 13.) mas irdnyu sejt-
irradiaciés vizsgalatai is megalapoztak.

Anyag és modszer

A katalaz enzim a peroxidokat bontja és ezen alapszik a mérés, amelynek
4j megoldasat dolgoztuk ki a jéval hosszadalmasabb klasszikus titralé vagy
nehézkesebb Warburg-technikaval szemben (1., 3., 4., 5.).

-~ Eljarasunknak az a lényege, hogy kétagu recipiens egyik részébe 19,
0,19, H,0, oldatot, masik felébe a vizsgalandé sejtek szuszpenziéjat tessziik
(1. kép). A recipiens csiszolt nyilasaba vastagfald kapillaris méréesévet illesz-
tiink, majd az egészet inverz helyzethe forditjuk (2. kép). A két folyadék ele-
gyedik és a sejtek oxigént szabaditanak fel a kévetkezd menet szerint:

9 H0,———> 2H.0 + 0,
A felszabadulé gaz a térfogatanak megfeleld mennyiségi folyadékot szorit ki
a recipiensbél a kalibralt mérgesdbe, ahol azonnal leolvashaté az eredmény.
Minél nagyobb a sejtek katalaz-aktivitasa, annal tobb gazt szabaditanak fel a
H,0, szubsztratumbél. Ezzel a mddszerrel mar korabban sikeresen mértiik
a vérplazma aktivitasat is (6.).
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Jelen vizsgalatainkban a laseres kezelést G. Tota Jolan elektromérnok
végezte; kozremiikodését itt is megkoszonjik.

A kisérletek patkany hasiiregébél nyert vn. inger-leukocytakkal folytak.
Megfelel6 elGkészités utan 3 varidns szerint tortént a leukocytik laseres irra-

diaciéja: 0,05 J/em?, 5 J/em? és 50 J/em? dézisokkal. Az utébbit kumulaciéval
lehetett megvalésitani a rubin laser korlatozott teljesitménye miatt. A kontroll
természetesen megsugarzas nélkiil maradt.

A leukocytakat ezutin Ringer-oldattal szuszpendalva bejuttattuk a
mérGeszkozbe és megallapitottuk a valtozas mértékét a kontrollhoz viszonyitva,
amelyet mindenkor 1009, aktivitastinak tekintettiink. A relativ aktivitast
30—60—90—120 masodperces id6kozokben mértiik. Szamos el6kisérlet utan
4 olyan teljes kisérletsorozatot sikeriilt ismétlésekkel elvégezniink, amelyben
a kontroll mellett a kis, kozepes és nagy dézisi sugéarkezelést ugyanabbél a
populaciébél szarmazé mintak kaptak. A statisztikai értékek szérasa miatt a
szignifikancia vizsgalatat annak megallapitasira korlatoztuk, hogy a null-
hipotézis ellenében kimutassuk a kezelés hatékonysagat a kezeletlen minté\(’al
szemben, figyelmen kiviil hagyva a hatas abszolit értékét. Tehat korrelacio-
elemzést végeztiink az alabbi szokéasos formula szerint:

=1
T = =
VZ PRt 8 ) e
i=1 fa=1



Altalaban a kezelt varidnsok joval tébbszor kiilonbéztek a kontrolltél, mint-
sem a null-hipotézis érvényesiilne. A korrelaciés egyiitthaté értéke r = 4-0,7
koriil ingadozik. Ez azt jelenti, hogy a laseres kezelés ténylegesen hatast val-
tott ki, de azt a véletlen kériilmények (a ‘talalat bizonytalansiaga stb.) meg-
lehet§sen elfedik; vagyis a kapcsolat sztochasztikus.

Kisérleti eredmények

A metodikai részben elmondott kériilmények kozt a kezeletlen leukocy-
tak 1,5 milliliternyi szuszpenziéja, amely atlag 5000 leukocytat tartalmazott
1 mm?® térfogatban, a kiovetkezd menethben szabaditott fel oxigént a H,O,
szubsztratumbél:

30 1 60 ‘ 90 | 120°

l
l
mm? 0, i 9,8 i 14,7 I 18,7 22,3

Ezek a szamok egy koordinata rendszeren szabilyos gorbét adnak annak bi-
zonysagaul, hogy a mérés végrehajtasa kifogastalan, tovabba a katalaz lassulé
menetben szabadit fel oxigént. A kiilsnb6z6 intenzitassal rhegsugarzott vari-
ansok katalaz-reakcidja ugyancsak téretlen menetii gorbét szolgaltat, amely
azonban egyik esetben a kontroll fo6lé emelkedik a serkentettség jeléiil, masik
esetben a nagy dozisi laser sugarak hatasara gatlast mutat. Mivel a varidnsok
és a kontroll kézott nem szembestld a kiilonbség (az dsszefiiggés sztochaszti-
kus!), ezért a diagramm kiilonleges szerkesztésével emeltiik ki az egyébként
nagyon érdekes tényeket (1. abra).

A relativ kiilsnbségeket kiemel§ diagramm azt mutatja, hogy a kiesiny
(0,05 J), de még inkabb a kézepes (5 J) sugardoézis serkentette, a nagy doézis
(50 J) pedig mar csokkentette a kataldz enzim aktivitasat, illetve a sejtek
peroxidbonté hatasat. Tehat a biolégiai tesztekre annyira jellemz6 optimum-
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gorbét adnanak a kardinalis pontok. A maximalis serkentés 149, a legnagyobb
gatlas pedig 13%, a kontroll értékéhez viszonyitva. A kapott értékek a leolva-
sas id6épontja szerint szabalyos menetben eltolédnak. Osszehasonlité vizsga-
latokra legalkalmasabb a 60 masodpercig tarté inkubacié a kataldzmérésre
szolgalé eszkozben; tehat a leukocyta-szuszpenzié és a H,0, oldat elegyitése
kezdetétdl 1 perc milva célszerii leolvasni a felszabaditott O, térfogatat a
mérdkapillarisban lefelé szoritott folyadékoszlop hosszisaga alapjan. A mi
esetiinkben az alabbi relativ értékekhez jutottunk:

Dézis ‘ 0 i 0,05 J/em? 5 J/em?®

50 J/em?®

14,7 = 100%, | 15,2 = 103,4%, | 15,7=106,8%

| 0 +374'% S 6780’0
|

13,0=88,49,
—11,69%

mm? Oy,
4

Biolégiai mérések, kiilonosen pedig szabadféldi novényfiziolégiai vizs-
galatok keretében megszoktuk, hogy legalabb 309, kiilsnbséget varunk el
valamilyen kezelés hatdsiara a kontrollhoz képest. Ilyen szemlélettel itélve
a fenti kiilonbségek egyike sem szimottevd kiilonésen akkor, ha a korrelaciés
egyiitthaté (r) emlitett alacsony (0,7 koriili) értékére is gondolunk. Ezzel
szemben a teljes diagram karakterét figyelve térvényszerdi menetet latunk,
ez pedig bizonyité erejli a korvonalazott tendencia mellett. Mas-mas aranyok-
ban ugyan, de mégis kiovetkezetesen azonos tendenciaval jelentkezik a ser-
kentés és a gatlas ténye.

A serkentésnek a mérési id§ szerinti csokkenése nem egyediil annak a
kovetkezménye, hogy a katalaz reakcidkinetikdjat nem linearis, hanem in-
kabb logaritmikus menet jellemzi. Kozrejatszik az az egyszeri tény is, hogy
a felszabaditott O, térfogatat jelzé folyadékoszlop 120 masodperces mérés
utan természetesen hosszabb, mint 30 masodperckor. Emiatt a kontroll és a
kezelt varians kozotti kiilonbség egyre inkabb elmosédik, legalabbis a serken-
tés vonatkozasaban.

Megheszélés

A katalazaktivitds valtozasa a laser-irradiacié hatasara, ha eltolédassal
is, de éppolyan jellegli, mint ami a fagocitézissal, a tumorsejtekkel, illetve a
szérndvekedéssel kapcesolatban volt tapasztalhat6. Az anyagcsere egyik mu-
tatéja, a katalaz tehat valéban jelzi, hogy valami valtozast okozott az irra-
diaci6 az él§ sejtek protoplazméjaban. Egyelére tavol vagyunk attél, hogy
eldénthessiik vajon a valtozas a feltételezett peroxiszéma ultrastruktirajaban
kiovetkezett-e be elsédlegesen, vagy pedig mésutt fejti ki hatasat a laser-sugar.

Jelen vizsgalataink soran kapott adatok statisztikai megbizhatésaga
megfeleld kritikaval elfogadhaté. Egyébként nem szabad egyforman értékel-
niink a révid (30 mp-es) mérés és a hosszabb tartamd (60, 90, 120 mp-es) mé-
rések adatait. A kataldaz mérés reakcié- kinetil\éj{lra jellemz8 tobbek kézott
egy kezdeti késedelmezé tin. ,,Jag”’-fazis, vagyls a H,0, szubsztratumboél nem
szabadul fel rogton észrevehetd mennyiségi O, gaz. Ugylatsmk hogy a ,lag”-
fazis alatt rejtetten végbemend folyamat meggyorsul a kis és a kozepes dozist
sugéarzassal kezelt leukocytik enzimtevékenységétdl, ezért kapunk eléggé ki-
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ugré serkentést a mérés kezdetén. A kezdeti ,,lag”-fazis megroviditésével kap-
csolatos 14,29, O,-tobblet olyan kézépérték, amelynek elég tetemes ugyan
az ingadozasa az ismétlések soran, azonban a 30 mp-nél 5 J/cm? dézis esetére
vonatkozé korrelacié-analizis azt bizonyftotta, hogy az észlelt serkentés esak-
ugyan fennall (r = +-0,85), csupan az osszefiiggés sztochasztikus.

0Osszefoglalds

A katalaz enzim aktivitdsanak valtozasai alatimasztani latszanak a
leukocytak fagocitézisiara, az Ehrlich-féle ascitestumor névekedésére vonat-
koz6, valamint szértelenitett kisérleti egerek bérfeliiletén a laser-besugarzasok
keltette valtozasok (pl. fokozott sz6rnévekedés) mélyebb okozati sszefiiggé-
sét az anyagceserével, illetve a sejtek enzimtevékenységével.

Jelen vizsgalatainkban kiilonb6zé dézisu laser-sugarzassal kezeltiik pat-
kanyok hasiiregébdl nyert tin. inger-leukocytak megfelelgen elgkészitett min-
tait. A kezelés utan sajat metodikank szerint megmértiikk a leukocytak kata-
laz- aktivitasat és azt tapasztaltuk, hogy a 0,05 J/em?, de kiilonésen az 5 J/em?
dézisi irradiacié fokozza, viszont az 50 J/cml do6zisi irradiacié mar csokkenti
a katalaz-aktivitast a kezeletlen kontrollhoz képest.

Az eredmény csak laza korrelacioban van a kezelés hatasaval, de az
ismétlések tendencidgja azt bizonyitja, hogy a kezelés hatarozott valtozast
okoz az anyagcserében.
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NIEMCTBUE UPPAIIMALIUU JIABEPA HA AKTHUBHOCTbH KATAJIA3
JIEMKOLIUTOB

E. Mewmep, . Jlyoanu, M. Ietitiawr u B. ®Pperso

M3meHeHHe aKTHBHOCTH KaTajla3 MOBHAHMOMY YKa3bBaeT HA TO, YTO MeXAY H3MeHe-
HiUsIMH (aronuTosa JIEHKOUUTOB, POCTa ACHUTHYECKOH OMyXosin OpjiuXa M M3MEHEHHEM Ha
MOBEPXHOCTH KOYKU JIMIIEHHOH wepcTH (Hampumep, pOCTa WIEPCTH) IOAONBITHBIX MBbILIEH,
KOTOpble ObUTM BBHI3BAHBI 00JyYeHHEM Jiadepa, ¢ OAHOH C TOPOHLI, U 00MEHOM BeLIECTB, T. €.
AKTHBHOCTBIO ()EPMEHTOB KJIETOK, C JIpyToii nmeercst Gosee ruryfoKkasi IPUUMHHAS B3AHMOCBSI3b.

B paHHOM HamleM 3KCNEPHMMEHTE COOTBETCTBEHHBIM 00pasoM IOArOTOBJIEHHBIE IIperna-
paTthl JIEHKOIMTOB, TOJIy4eHHble M3 OPIOMHOH MOJOCTH KpPBIC, ObliM 00JIyYeHbl Pa3iIHYHBIMH
nosaum nyueil yadepa. Ilocie oOsyyeHusl ONpefesnyid AKTHBHOCTh B HMX Karajas mo cob-
CTBEHHOMY METOJly, ¥ 00Hapy i, uto a03a 0,05 J/cm2, 1 0co0eHHO 5 J/cm? MOBbIIAeT AKTHB-
HOCTH Karanaz, a 50 J/cm® moHMyKaer ee 1o CpPaBHEHHIO ¢ HeoOJay4eHHLIM KOHTpOJieM. PesyJib-
TaThl HAXOAATCS B cJ1ab0ii KOppeJssiuM ¢ BO3AeHCTBIEM, HO TeHeHIUsI MOBTOPEeHUI IMOATBep-
yKaaer, uro obuiydyeHue JAeHCTBHTENIbHO BBI3bIBAeT HM3MeHeHHe B 0OMEHEe BelleCTB.

DIE WIRKUNG DER LASERSTRAHLEN AUF DIE KATALASEAKTIVITAT DER
LEUKOZYTEN .

Mester, E.—Luddny, G.— Héjjas, M.— Frenyé, W.

Die Anderungen der Katalaseaktivitiit scheinen in tieferem kausalen Zusammenhang
mit den durch Laser-bestrahlungen erweckten Anderungen auf die Phagozytose der Leukozy-
ten, auf die Zunahme des Ehrichschen Aszites-Tumors, auf das Fell der enthaarten Versuchs-
mﬁillse (z. B. stiirkerer Haarwuchs) mit dem Stoffwechsel bzw. mit der Enzymtitigkeit zu
stehen.

In unseren jetztigen Untersuchungen behandelten wir die entsprechend vorbereiteten
Muster der aus der Bauchhéhle der Ratten entnommenen sog. Reizleukozyten mit verschie-
dener Dosierung der Laserstrahlen. Nach den Behandlungen haben wir ihre Katalaseaktivitidt
mit eigener Methode gemessen und die Erfahrung gemacht, dal die Katalaseaktivitit, im
Vergleich mit der nicht behandelten Kontrolle, durch eine Strahlung mit einer Dosis von
0,05 J/cm?, aber besonders von 5 J/cm? gefordert, hingegen durch eine Dosis von 50 J/cm?
gehemmt wird. Das Resultat steht in keiner engen Korrelation mit der Wirkung der Behand-
lung, aber die Tendenz der Wiederholungen beweist, daB} die Behandlung tatsichlich eine
Anderung im Stoffwechsel verursacht.
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HOSSZANTARTO ES NAGY DOZISU OSZTROGEN
KEZELES HATASA PATKANYOK
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kémiai és Izotép Osztalya (Fdigazgaté: Prof. Bakécs Tibor); Heim Pal Gyermekkérhdz
Kiozponti Laboratériuma (Igazgaté: Prof. Sarkany Jend) Budapest

Beérkezett: 1969. aprilis 25-én

Bevezetés

Az dsztrogén aktivitdsi anyagok pajzsmirigy miikddésre kifejtett hata-
sara vonatkozéan az utébbi években szdmos experimentalis és klinikai adat
gytilt 8ssze. A kiilonb6z8 kisérletek eredményei azonban olyan sok ellent-
mondast tartalmaznak a hatast illetGen, hogy nem alakithaté ki egydntetii
vélemény. A szerzbk egy része 6sztrogén kezelés utdn a pajzsmirigymikodést
valtozatlannak talalta: PAsakis és mtsai [26], DELosT és DELOST [9]; masok
fokozott aktivitast észleltek: Noacu [24], FELDMAN [13], JENSEN [17], GroOs-
VENOR [15], YAMADA és mtsai [29]. A harmadik csoport: BRownN-GrRANT [6],
Eskin és mtsai [12], BECKER és DE ViscHER [2] a pajzsmirigymiikédés esok-
kenését figyelte meg. Legutobb BRowN-GraNT [7] illetve BiTHELL és BROWN-
GrANT [3] azt talalta, hogy az 6sztradiolbenzoat egyetlen injekcidja fokozza
a pajzsmirigy aktivitasat. Megoszlanak a vélemények a hatdsmechanizmust
illetden is: NoacH [24], BROWN-GRANT [6], BocpaNOVE és Horn [5], AMES-
BURY ¢és mtsai [1] feltételezik, hogy az 6sztrogének kozvetve fejtik ki hatasukat,
mivel a hypophysealis tdmadasponttal a TSH secretiot valtoztatjadk meg.
Feroman [13], FLorsaeim [14], BoccABELLA és ALGER [4] szerint viszont
direkt hatassal a pajzsmirigy jodkoncentrals képességét befolyasoljak. Tébb
szerz6 a vérfehérjék _]odhormon -kotd kapamtasanak megvaltozasat tartja
elsddlegesnek: DowLING és mtsai [10], EN¢BRING és EngsTrROM [11]. Ossze-
foglalva MEANS és mtsai [21], valamint WERNER és NAUMAN [30] munkaiban.

Az irodalmi adatok tilnyomé tobbsége a rovid ideig tarté 6sztrogén
kezelés hatéasardl szamol be. Kevesen foglalkoztak azzal a kérdéssel, hogy a
nagy doézisii és hosszantarto osztrogén kezelés miként befolyasolja a pajzs-
mirigy mikodését [8, 23]. Elismerésre mélts, hogy ecgyes adatok szerint
az dsztrogének — az alkalmazott dozis, valamint a kezelés id§tartamatol fug-
gben — stimulalhatjak, vagy éppen ellenkezdleg, csokkenthetik a pajzsmirigy
funkcm]at [13, 28].

Jelen munkiankban a hosszantarté és nagydézisi dsztrogén kezelésnek
a pajzsmirigymiikodés egyes mutatéira [20] kifejtett hatasat kivanjuk meg-
vizsgilni.
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Anyag és médszer

A vizsgalatokat két kisérletsorozatban, kiilonbozé torzsbdl szarmazo,
him és néstény ivarérett fehér patkianyokon végeztiik. Az allatokat 22 | 2 C°-
0os hémérsékleten és standard patkanytapon tartottuk. Vezetéki vizet ad
libitum kaptak.

Az elsé kisérletsorozatban az outbred patkanyallomany him és néstény
allatait két csoportra osztottuk. Egy résziik kontroll volt, a tobbi hat héna-
pon at — hetenként két alkalommal — 1,0 mg é6sztronacetatot (Hogival,
Chinoin) kapott s. c. olajos injekcioban.

A masodik kisérletsorozatban beltenyésztett, ,,Rehbriicke-Hungary™
patkanytorzs allatainak egy része az el6z6héz hasonlé észtrogén kezeléshen
részesiilt, masik része kontrollként szerepelt. Ezen torzs néstényei ujabb cso-
portjanak hatbdre ala 25 mg diaethylstilboestrolt (tovabbiakban: DES) iil-
tettiink. Néhanyba harom hénap milva djabb tablettat implantaltunk.

Mindkét kisérletsorozatban a kezelés befejezése elGtt két héttel meg-
vizsgaltuk a pajzsmirigy in vive J'! felvételét. Az allatoknak 0,3 ml fiziolé-
gias sé-oldatban 5 uCi aktivitasi, hordozémentes J'¥-et adtunk intraperito-
nealisan. Ezutan 2, 12, 24, 48, 72 és 96 6ra milva az altalunk szerkesztett be-
rendezéshen, scintillatiés detectorral a nyak felett mértiik a pajzsmirigy akti-
vitasat.

A hatodik hénap végén az allatokba — az elGbbiekhez hasonléan -
10uCi aktivitasu J'l-oldatot injicialtunk. 48 éra milva teststlymérés
utan — az allatokat decapitaltuk, véritket felfogtuk, majd a hypophysis és
pajzsmirigy stlyat torziés mérlegen, 0,2 mg pontossaggal lemértiik. CLirron
és MEYER [8] szerint a hypophysiseket 12 mg-os silyig normalisnak, 1230
mg kozdtt hyperplasiasnak és 30 mg felett tumorosnak tekintettiik. A pajzs-
mirigyeket 2N NaOH-ban 60 C%-on egy 6ran at hidrolizaltuk. A hidrolizatu-
mok aliquot térfogatinak aktivitasat Frieseke— Hoepfner tipusi késziilék
iireges kristalyos scintillatiés detectoraval mértitk. A véreket alvadas utan
centrifugaltuk, majd a nyert szérum adott térfogatinak aktivitasat mértiik.
A szérum fehérjéhez kotort J'3 (PBJ!!) tartalmanak meghatarozasa céljabol
a fehérjéket triklorecetsavval kicsaptuk és haromszor mostuk. A csapadékot
2N NaOH-ban feloldottuk és aktivitasukat ugyancsak tireges kristalyos de-
tectorral hataroztuk meg.

Eredmények

Az 1. tablazat a kontroll és az osztronacetattal kezelt patkanyok test-
sulyat, hypophysis-, valamint pajzsmirigysilyat mutatja. Lathaté, hogy az
osztrogén adagolas az allatok testsilyanak csokkenését (helyesebben: a kisér-
let 6 hénapja alatti testsily névekedés gatlasat), és a hypophysisek silyanak
jelentékeny novekedését eredményezi. A pajzsmirigy silyaban lényeges val-
tozads nem tapasztalhaté. A masodik kisérletsorozatban nyert hasonlé ada- -
tainkat a 2. tablazaton tiintettiik fel. Megfigyelhetd, kiilonosen a DES tablet-
taval implantalt allatok testsilyanak kifejezett csokkenése. Az $sztronacetat-
tal kezelt him és ndstény patkanyok hypophysise tumoros volt, mig az im-
plantaltaké csak hyperplasids megnagyobbodast mutatott. A pajzsmirigy
absolut silya a kezeltekben csoékkent, viszont a 100 g testsdlyra szamitott
pajzsmirigysily nem tért el a kontrollokétél.



1. tablazat
Testsily, hypophysis és pajzsmirigy — sily kontroll és oestronacetattal kezelt outbred

patkdnyokban
} Allatok Testsuly ! Hypophysl\ Pajzsmirigy i Pajzsmirigy
Csoport —— —|- - T TR e o R 3T ———
| neme I szdma g | mg mg | 1o0g teststly
S YO i TR T o i » e " e R s T

I. Kontroll | & : 15 304.111%*] 8,6+0,3 | 14,9406 | 6,141,0
II. Kezelt* [ & i LBk 2074+8- | 23,0+2,6 | 12,9407 [ 6,240,9
II1. Kontroll G N ¢ 208 4-4 9,904 | 14,84-0,2 | 7,5+1,1
IV. Kezelt* L ey 16246 24,6--1,6 1y 8 B R R e

* Hetenként kétszer 1 mg Hogival sc.
** Kozéphiba

II. tablazat

Testsiily, hypophysis és pajzsmirigy — siily kontroll, oestronacetattal és diaethylstilboestrollal
kezelt inbred patkanyokban

Pa]z-.mmgy

; Allatok ’ Testsuly ' II)pophysns ’ Pﬂ]zummg) 1
Csoport P S e { 2 ‘ — el R
| neme [ szama g ‘ mg | 100g lesuuly
I. Kontroll | 3 | 10 | 4121100 RS . 23341,2 | 57+0,3
II. Oestronacetattal | 3
kezelt* 3 ' 7 ' 2574-4 |  84,8411,9 : 16,74+1,8 | 6,440,6
II1. Kontroll {749 bsi67 #6605 10,0-+0.,3 19,3 -+1,3 " 7.2+40.,9
IV. Oestronacetattal | ‘ [ a
kezelt* [ ‘J 6 | +215410 69,64+6,7 |  14,54:1,9 [ 6,941,0
V. Tablettaval 1
implantalt** RS ’ 10 | 174 -4 28,9+2,7 | 10,1406 | 35,740,5
VI. Tablettaval j [ ‘
kétszer implan- | s \ ,
talt** Q ‘ 6 17544 24,4+-2.6 1 10,3+0,3 | 59404

* Hetenként kétszer 1 mg Hogival sc.
#*# 1 tabletta = 25 mg diaethylstilboestrol
##% Kizéphiba

Az 1. és 2. abra a J'?! felvétel és leadas dinamikajat mutatja be. Szembe-
ting, hogy a kontroll dllatok pajzsmirigvének J'?! felvétele mintegy kétszerese
a kezelt allatokénak. Eltérést talaltunk a jédfelvétel maximumanak idejében,
mivel a kontroll csoportoknal az izotép beaddsa utdn 12 éra milva. mig a
kezelteknél esak 24 6ra miilva figyelhet6 meg. Az utébbiak J'*! leadasa las-
sabb a gorl)e a 48. oratol az ldot(-ngel]yel ma]dncm parhuzamosan fut.

A 3. és 4. tablazat a vérszérum szerves és szervetlen J13! tartalmanak
aranyat, illetve a pajzsmirigy J'! felvételét mutatja a beadott aktivitas sza-
zalékaban, 48 6raval az izotép oldat injicialasa utan. Mivel a masodik kisérlet-
sorozatban (,,Rehbriicke-H*” patkanytérzs) a pajzsmirigy silyat és funkcio-
ndlis paramétereit illetden a him és ndstény allatok kézott nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség, jobb attekinthet&ség céljabol, a hat csoportot haromba
vontuk éssze. Lathaté, hogy a kezelt patkdnyokban jelentésen csokken a
szérumfehérjéhez-kotott J'3(PBJ%!) tartalom és névekedett az anorganikus
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'III. tdblazat

A vérserum szerves és szervetlen J'3! tartalmdnak ardnya és a pajzsmirigy J'°! felvétele kontroll
és oestronacetittal kezelt outbred patkanyokban

Allatok
Csoport*** L ¢
neme l szédma
1. Kontroll 8 15
II. Kezelt* 3 11
III. Kontroll ? 15
IV. Kezelt* ? 14

* Hetenként kétszer 1 mg Hogival sc.

** Kozéphiba

Valészintiség I./IL.

“** Boncolas 48 6rival a J'3! injicidldsa utdn

# PB Jist l anorg. J13
2015 1588
933 2069
2096 2089
1305 2357

1 ml vérserum cpm

IIL/IV.

A pajzsmirigy
PB Jis1/J131 J'31 felvétele
9,-ban
1,27 4-0,17** 4,644-0,35
0,47 40,05 2,71 4+0,58
1,044-0,11 5,594+0,74
0 56:}:0 07 2,56 40,16
P < 0,01 P < 0,01
P < 0,01 P < 0,01

IV, tablazat

A vérserum szerves és szervetlen J13! tartalménak ardnya és a pajzsmirigy J'?! felvétele kontroll

oestronacetéttal és direthylstilboestrollal kezelt inbred patkédnyokban

Allatok 1 ml vérserum cpm A pajzsmirigy
Csoport**** s PB JuJist Ji Telvétele
neme ‘ szdma 1 A | anorg J'* %-=-ban
I. Kontroll a3 ‘ 10 1279 4-165* 320456 3,9941,01 9,484-0,91
Q 6
II. Oestronace- 8 7 396 +48 863486 0,62+0,14 4,154-0,48
tattal kezelt** | @ 6
1II. Tablettaval 3 10 560490 1292144 | 0,32-+£0,09 3,49 +0,30
implantdlt*** | @ | 6 | i s
Valészintiség I./11. P < 0,01 I P < 0,01 P < 0,01 0,02<P<0,05
L./I11. P < 0,01 ; P < 0,01 P < 0,01 P < 0,01

* Kozéphiba

** Hetenként kétszer 1 mg Hogival sc.
*#* 1 tabletta = 25 mg diaethylstilboestrol
*#+* Boncolds 48 6rival a J'5! injicidlise utén
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J131 mennyisége. Az intrathyreoidealis j6d anyagesere, illetve a hormonki-
bocsatas csokkenésére utalnak a PBJ131/J131 hanyados értékei is, mivel ezek
nagysaga a kezelt allatok minden csoportjaban szignifikdnsan kisebb, mint
a kontroll csoportokban. Ugyancsak szignifikdnsan csékkent a kezelt allatok
pajzsmirigyének szazalékos J'31 felvétele.

Diszkusszié

Korabbi vizsgalatainkkal [18] megegyezben a kezelt dllatok testsdlya-
nak jelentds csdkkenését, valamint a hypophysisek hyperplasias, illetve tu-
moros atalakulasat figyeltiik meg. Jelen kisérleteinkben a tartés 6sztrogén-
kezelés hatasat két eltérd patkanypopulacioban vizsgaltuk, és azt tapasztal-
tuk, hogy a hypophysisek tumoros névekedése kiilonbézik a két allomanyban.
Eredményeink arra utalnak, hogy a hypophysis tumor irdnti fogékonysagaban
torzsi kiilonbség van, vagyis a genetikai konstitiicié szerepe jelentés.

A ,,Rehbriicke-H” térzs patkédnyaiban a két kiilonb6z8 6sztrogén keze-
1ési médszer is eltéré eredményeket hozott. Mig az dsztronacetat injekecibzas
minden esethen a hypophysisek tumoros megnagyobbodasahoz vezetett, addig
a DES tabletta implantaciéja — feltehetden az osztrogén nem kielégits fel-
szivodasa miatt — az allatok tilnyomé tobbségében csak hyperplasias elval-
tozast idézett eld.

SULLIVAN és SmiTa [27] szerint az dsztrogén kezelt patkanyok noveke-
désbeli elmaradasa a csokkent taplalékfelvétellel magyarazhaté. MErTES [22]
szerint az Osztrogének nagy dézisban csokkentik a patkanyok étvagyat és a
hianyos taplilkozas leromlott allapothoz vezet, ami a hypophysis TSH secre-
tiojanak csokkenését eredményezi. Véleményiink szerint azonban az észtro-
génnel kezelt allatok kisebb testsilydban hypophysisiik esokkent STH pro-
dukcigja is feltétlen szerepet jatszik [19]. Crirron és MEYER [23] patka-
nyokba DES tablettikat implantaltak. 50—70 nap milva a hypophysis TSH
secretiéjit a hemithyreoidectomia utin bekévetkezd compensatérikus pajzs-
mirigy-hyperthrophia mértékébél becsiilték meg. Megallapitottak, hogy a
kezelt allatokban a hypophysis TSH aktivitasa kézel azonos a kontrollokéval.
A szerz8k szerint az Osztrogén kezelés kovetkeztében kialakulé leromlott
allapot gatolja ugyan a hypophysis TSH secretiojit, ezt azonban kiegyensi-
lyozza a DES-nek a hypophysis TSH termelésére kifejtett stimulalé hatisa.

Kisérleteinkben a kezelt allatok teststilycsokkenésének megfelelgen a
pajzsmirigyek stlyaban is kisebb-nagyobb mértéki csokkenést figyeltiink
meg. Ez a silycsokkenés azonban latszélagos, mivel a 100 g teststlyra szami-
tott pajzsmirigy-silyban az egyes csoportok kozott lényeges eltérést nem ta-
laltunk. Hosszantarté o6sztrogén kezelés utan FrrpMAN [13] hasonlé ered-
ményeket kapott. HARVEY [16] véleménye szerint figyelembe kell venni a
testsilyt a radio-jod felvétel értékelésénél. A teststly novekedésével csokken
a pajzsmirigy 24 o6ras J'¥! felvétele. Sajat kisérleteinkben az 6sztrogénnel
kezelt allatok testsilya mindig kisebb, aminek alapjan a pajzsmirigy J13! fel-
vételének fokozédnia kellene. A felvétel azonban csékken, igy a testsiily val-
tozasa figyelmen kiviil hagyhaté.

A pajzsmirigymiikédés szdmos paraméterét megvizsgaltuk. Eredmé-
nyeink egyontetiien arra utalnak, hogy a hathdnapos 6sztrogén kezelés a
pajzsmirigymiikodés szignifikans csokkenését idézi els. Vizsgalataink szerint
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a kezelt allatok pajzsmirigyének mind in vive, mind in vitro mért J'?! felvétele
a kontrollokhoz képest alacsonyabb értékeket mutatott és a mirigy jod leadasa
is nagyobb mértékben lelassult. A hormonsecretio is csokkent, erre mutatnak
a vérszérum vizsgalatok: a kezelt allatok szérumfehérjéhez kotott J'*! tartalma
a kontrollokénal szignifikansan kisebb. Kiilonbséget kell tehat tenniink a révid
ideig tarté, kis dozissal torténé kezelés, és a hosszi, nagy dozissal torténé keze-
1és eredménye kozétt. PALkovics és mtsai [25] a pajzsmirigy szoveti szerke-
zetének kvantitativ értékelése segitségével — masok munkait megerdsitve —
a kis dézisti dsztrogén miiKodést fokozo hatasat allapitottak meg. Jelen adatok
alapjan azonban nem fogadhaté el az a véleményiik, hogy ez a stimulacio
fiiggetlen a dézistol és a kezelés tartamatol. Hosszantarté nagydozisi dsztro-
gén kezelés a pajzsmirigy miikodését csokkenti.

A hatismechanizmust illet8en kisérleteink nem nytjtanak tampontot,
a kovetkezd lehetGségek felvetése mégis jogos:

1. A tartés dsztrogén tilsily hypothalamikus, vagy kézvetlen hypo-
physealis tamadasponttal a regulalé rendszer olyan karosodasat idézi eld,
amely a tumorosan atalakulé hypophysisek TSH termelésének csokkenéséhez
vezet,

2. Az bsztrogének a pajzsmirigy jodakkumuiaciéjat gatoljak.

3. A patkanyok nagymértékii fogyasa miatt a kialakulé leromlott alla-
pot kévetkezményeként alacsonyabb TSH és STH secretié tételezhets fel.

ﬁsszefoglalés

A szerz6k patkdnyokban hat hénapig tarté nagydézisi 6sztrogén kezelés
végén a hypophysisek hyperplasias, illetve tumoros megnagyobbodasat ész-
lelték. A pajzsmirigymiikédés kiillonb6z6 paramétereit jodizotépos médszerek-
kel vizsgalva a mirigy csokkent miikodését allapitottak meg az in vive és
in vitro mért J1*! felvétel és leadas, valamint a jédhormonsecretio vonatkoza-
sdban. Az eredmények mas szerzdk adataival valé §sszehasonlitasa utan fel-
tevéseket sorolnak fel a kezelés hatasmechanizmusara vonatkozéan.
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BJIMAHUE IUIMTEJIBHOI'O ITPMMEHEHWSI BOJIblﬂMX J03 3CTPOEHA HA

OYHKLIMIO HUTOBUIHONM JKEJIE3bl KPbIC
A. Opoc, M. Kypy v M. Hadb

ITocne mecTUMecsTYHOTO ITPUMECHCHMST 00NBIIKX 103 9CTpOoreda asBTOPbI BbISIBUJIA TUIlep-

IJIACTUUECKOe, 4 TAKIKe OMyXOJIEBHIHOE YBeJIMUeHHe Tunodusa Kpbic. Pasjinunble rnokasaresiu
GYHKIMKM [IMTOBUIHOM >Kesie3bl, MCCIIeJ0BAHHbIE TIPU TOMOIIM MeYeHBIX aTOMOB ii0ja, yKasbl-
BAIOT HA CHIDKeHHe ee (YHKIIMM B OTHOIIEHWH CEeKpelUH HOJA-rOpMOHA, a TAKyKe YCBOEHUS U
Boliesendsi J18!1 B yenoBusx in vivo u in vitro. I'locne cpapHeHMsT pe3ysbTaToB € JaHHBIMH
JAPYrUX aBTOPOB BBICKA3aHLI MPEAMOJIOKEHHs O MeXaHusme JAeHCTBHSI JAAHHOTO BJIMSIHHSL.
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DIE WIRKUNG EINER LANGANDAUERNDEN UND IN GROBER DO SIS
VERABREICHTEN OSTROGENBEHANDLUNG AUF DIE
SCHILDDRUSENFUNKTION VON RATTEN

von

A. Orosz, M. Kurez und I. Nagy

Bei Ratten, die sechs Monate lang mit einer groBen Dosis ‘Ostrogen behandelt
wurden, beobachteten die Verfasser eine hyperplasische bzw. tumorise Hypophyse. Die ver-
schiedenen Parameter der Schilddriisenfunktion wurden mit einem Jodisotopsystem unter-
sucht, und es wurde in der in vivo und in vitro gemessenen J%3!'-Aufnahme und -abgabe
sowie bei der Jodhormonsekretion eine Verminderung der Driisenfunktion festgestellt. Nach
dem Vergleich der Resultate mit den Daten anderer Autoren fiihren sie Hypothesen iiber
den Wirkungsmechanismus der Behandlung an.
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PROLACTIN AKTIVITAS LOKALIZALASA
NEHANY FAJ ADENOHYPOPHYSISENEK
POLYACRYLAMID-GEL
ELEKTROFORETOGRAMJABAN*

NAGY IVAN, KURCZ MIHALY, BARANYAI PAL

Heim P4l Gyermekkérhdz (Igazgaté: Prof. Dr. Sarkdny Jens) Kozponti Laboratériuma; Or-
szdgos Kozegészségiigyi Intézet. (Fégazgaté: Prof. Dr. Bakdcs Tibor) Biolégiai és Biokémiai
Osztdlya, Budapest

Bevezetés

A Swmrraies [53]—PouLik-[49] féle keményitG-gél elektroforézis alkal-
mas médszernek bizonyult a proteohormonok tisztasaganak, homogenitasa-
nak és a hypophysis extraktumok fehérje osszetételének a vizsgalatara [4, 6, 7,
8,9,16, 17, 18, 26, 40, 41, 42, 46, 47]. Az ORNSTEIN [45] és Davis [14] altal
leirt acrylamid-gél elektroforézissel ezek a vizsgalatok pontosabban, ugyan-
akkor egyszerlibben és gyorsabban elvégezheték. A patkany hypophysis pro-
lactin és somatotrophin tartalmanak kiilonb6z8 hatasokra bekévetkezd val-
tozdsa a két médszerrel semiquantitativ pontossiggal mérhets [4, 6,9, 10,
23, 26, 27, 28, 37, 38, 50, 52, 54]. Ujabb vizsgalataink azt bizonyitottak, hogy
acrylamid-gél elektroforézissel a patkany adenohypophysis prolactin tar-
talma quantitative is meghatarozhaté [44].

Jelen munkankban a kovetkezd kérdésekre kivantunk valaszt kapni:

1. Milyen kiilonbségek vannak az altalanosan hasznalt kisérleti allatok
adenohypophysiseinek elektroforetogramjai kozott.

2. Van-e eltérés a prolactin aktivitast mutaté frakecié vagy frakeidk
elektroforetikus mobilitasaban és lokalizaciéjaban.

3. Van-e lehet8ség arra, hogy az alkalmazott médszerrel az adenohypo-
physis prolactin tartalmat a vizsgalt fajokban, quantitative meghatarozzuk.

Anyag és modszer

Vizsgalatainkhoz a kovetkezd fajok hypophysiseit hasznaltuk fel: tyik,
galamb, aranyhéreség, patkiany, egér, tengerimalac, nydl, kutya, macska,
sertés, szarvasmarha, majom (M. Rhesus) és ember (1. tablazat). A laborato-
riumi allatok hypophysisét mély éter narcosisban toérténd decapitalas utan
2--3 percen beliil kivettiik, az adeno- és neurhypophysist szétvalasztottuk és
az el6bbi alikvot részét elektroforetizaltuk. Néhany esetben a hypophysiseket
mélyfagyasztva taroltuk. A szarvasmarha és sertés hypophysiseket is frissen,
az allatok levagasa utan nyertitk. Az emberi hypophyosisek sectios anyagbél
szarmaztak. Ezek egy részét acetonban taroltuk, és az ilyen acetonnal vizte-

* Eloadasra keriilt a Magyar Biolégiai Tarsasag VIII. Vandorgyiilésén, Godollo, 1968.
méjus 25-én.
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lenitett hypophysisek extraktumait elektroforetizaltuk. Hasonlé médon viz-
telenitettiik olyan patkanyok adenohypophysiseit is, amelyekben diaethyl-
stilboestrol-propionat tabletta implantalasaval prolactint termel§ hypophysis
tumort indukaltunk [11].

1. tablazat
A vizsgalt fajok és az analizdlt hypophysis mennyiségek

| Az elektroforetizalt adeno- “
hypophysisek nedves stlya ‘ Az elektroforézisek szdma Gélbil tortént
. mg prolactin
Vizsgalt fajok —_ S 31 T me; arozés
R analitikai I preparativ analitikai l preparativ g::;:: 5
T ééiliq;szl:‘;m—‘ s ¥ gél oszlopon
Aranyhéresog 3,0 17,0 12 4 33
Patkany 1,05 2,0; 22,6 300 4 110
| 3.0; 4.0
Patkény tumor por — 5,0 [ — 2 11
Egér 3,0 9.0; 15,0 24 9 45
Tengerimalac 3,0 9,05 15,0 | 24 3 28
Nyl 3,0 5,0; 10,0; | 12 10 63
( 15,05 24,0
Sertés ‘ 3,0 5,0; 23,0 24 6 69
Szarvasmarha | 3,0 501550 4 8 43
Majom (M. Rhesus) 3.0 11,8; 14,5; 15 4 36
16,5
Ember 3,0 20,9 ‘ 4 2 14
Ember (acetonos) ‘ 0,4 — i 12 — —
Kutya { 3,0 = k 2 — -
Macska ‘ 3,0 - w — —
Kakas, tyik | 3,0 — i 10 — ; —
Galamb ‘ 3,0 — 2 — —
Juh prolactin prepa- ! 0,053 0,10; —= 36 e i 44
ratum [ 0,20 i
Sertés prolactin prepa- i 0,05; 0 10; - ‘ 15 s I ==
ratum 020 I
.,Human prolactin™ 0,20; 0,40 — 16 -~ i —_
preparatum ] | i
[

A kiilonboz8 fajok adenohypophysisein kiviill megvizsgaltuk a juh*
(Panlitar-USA-NIH) és sertés prolactin®** tisztitott preparatumokat, vala-
mint APOSTOLAKIS [1] médszerével altalunk izoldlt ,,human prolactint™.

Az adenohypophysisek alikvot részét 0,02 M-os, pH = 7,0-es phosphat
pufferben homogenizaltuk. A hemogenizalashoz felhasznalt puffer térfogata
nem haladta meg a minta-gél térfogatanak a felét. A géloszlopra felvitt adeno-

A szerzok koszonettel tartoznak a National Institute of Health-nek (Bethesda, Md.»
USA) a tisztitott juh prolactinért,* és Dr. Graf Laszlonak (Gyoégyszeripari Kutaté Intézet,
Budapest) a sertés prolactin®** preparatumért.
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hypophysis nedves szovet mennyiségeket az 1. tablazaton foglaltuk éssze. El-
dérzsslés utan a homogenizatumokhoz nagypérusi gél oldatot adtunk, a min-
taval osszekevertiik, a szovettormeléket centrifugaltuk, és az igy kapott feliil-
tisz6t elektroforetizdltuk. Az analitikai géloszlopokra 1-—4 mg adenohypophy-
sis nedves szivetet, a preparativ oszlopra pedig 5—24,0 mg-ot vittiink fel.
A juh prolactin kiilonb6z§ mennyiségeit szintén az emlitett pufferben, a sertés
¢s ,,human prolactint” 0,05 N NaOH-ban oldottuk, majd sésavas semlegesités
utan kevertiitk a nagypérusa gél oldattal. A preparatumok jél oldédtak, az
clektroforézis eltt ezeket nem centrifugaltuk.

Az elektroforézist ORNSTEIN [45] és DAvis [14] médszere szerint végez-
tiik, csupan a géloszlopok méreteit valtoztattuk meg. Az analitikai oszlopok
kisporusu géljeinek volumene 2,0 ml, hossza 66,0 mm volt, amelyekre a 0.2 —
0,2 ml ,,spacer” és minta gél oldatat rétegeztiik. Az elektroforézis idgtartama
120 perc, 300 V fesziiltséggel és 46 —48 mA aramerdsséggel. A preparativ osz-
lopok hossza 140 mm, 10,0 ml-es kis- és 1,0--1,0 ml-es nagypérusi gél tér-
fogattal. A preparativ elektroforézisek iddtartama 500 V fesziiltség és 40 mA
aramerGsség mellett 360 perc. Az elektroforézis befejezése utan az analitikai
géleket 00, a preparativokat 90 percig festettiik 19, naphtalene black 10B
(C. I. 20470, ,,Reanal” Budapest) 79%,-0s ccetsavas oldataval. Az analitikai
gélekbél a felesleges festéket 7%-os ecetsavval tavolitottuk el, a preparativ
géleket elektroforetikusan szintelenitettiik [14].

A preparativ gélen tortént szeparalasnal a frakcionalédas az analitikai
gélével azonos volt. A frakciok szima minden esethen megegyezett. A prepara-
tiv géloszlopok méretei nagyobbak — rajtuk tobb anyag szeparalhaté — az
egyes frakciok kozotti tavolsagok ardnyosan névekedtek.

Az egyes frakciok prolactin aktivitisait GROSVENOR és TURNER [20]
altalunk médositott [24] galambbegy mikro-médszerével hataroztuk meg.
A festetlen géloszlopokat festett paralelljeik frakeiéi alapjén szétvagtuk, és
az igy kapott gélkorongok nagysaginak megfelelden 1,0—2,5 ml desztillalt
vizben homogenizaltuk. A homogenﬂatumol\at 24 o6ran at 4°-011 taroltuk,
majd hiitve centrifugaltuk, és a supernatans teljes mennyiségét intraderma-
lisan injitialtuk a galambbegy érzékeny teriilete folé.

Jelen vizsgalatainkban nem voltunk tekintettel az egyes fajokon beliili
egyedi eltérésekre. A patkanyra vonatkozéan korabbi munkéankban [26] ki-
mutattuk, hogy a prolactin és az STH aktivitast ecsik intenzitasa fiigg a kor-
t6l, nemtdl, a fiziologiai, illetve patofiziolégiai allapottél. Ezt mas fajok ese-
tében is megfigyeltiik. Jelenlegi adataink altaliban kevert adenohypophysis
homogenizatumokbél szarmaznak.

Eredmények

A kiilonb6z6 fajok elektroforetogramjai kozott jelentds eltérések vannak
— még szlikebb értelemben vett rokonsagi korokon beliil is — amelyeket jol
szemléltetnek a ragesalok képei (la—g. abra). A legsavanytibb az aranyhor-
csog prolactin aktivitdsd frakciéja (la abra). A vizsgalt fajok kozott ez rendel-
kezik a legnagyobb mobilitassal (4. abra). Enyhe aktivitas kimutathaté a ko-
zepes mobilitasd masik prominens frakciéban, az albuminban, és néhany, a
post-albumin regiéban vandorlo, kevésbé intenziv festGdésii komponensben.
Ezek az aktivitasok azonban a P-vel jelzett frakciééhoz képest elenyészéek

27



to
co

®

S

C

-0

—

-g

5 E 5
N N

gy ;

.o g 18

> F X o

<5 S

'0 :

@® d 3 f g

1. &bra. a) aranyhorcség; b) patkdny; c) egér; d) nyudl; e) tengerimalac; f) szarvasmarha; 3,0—3,0 mg adenohypophysisének elektro-
foretogramja; g) 0,20 mg juh prolactin (Panlitar-NIH). Az elektroforetogramok melletti skala feketén satirozott része a maximalis pro-
lactin aktivitds helyét jeléli. A = albumin, STH = somatotrophin, H = haemoglobin

2. &bra.h) 3,0 mg sertés adenohypophysis; 0,05—;j) 0,10—; 0,20 mg sertés prolactin (Dr. Gréaf); I) 3,0 mg majom; m) 3,0\ng emberi hypo-
physis; n) 0,40 mg acetonban viztelenitett emberi hypophysis; 0) 0,40 mg ,,human prolactin” elektroforetograraja.Az elektroforetogramok
melletti skala feketén satirozott része a maximalis prolactin aktivitas helyét iel6li. A —albumin, STH = somatotrophin. H — haemoglobin



3. @bra. p) néstény —; r) csecsemd —; s) him maeska; t) kutya; u) kakas; ») tyik; z) ga-
lamb 3,0—3,0 mg adenohypophysisének elektroforetogrammja

S)
Nagyporusu
gel
0
10
20
S oan
-5
S e 40 Majom (M.Rhesus)
S
é § 50+ Sertes (preparatum o komponense)
-§ E 60- Tengerimalac
pry
<O 70: Juh (preparatum fo komponense)
[ — Nyul
dl Szarvasmarha
90+ T~ Ember (ill."human prolactin
{6 komponense)
100+
Eger
1 S )
i — Patkany
120 o
>~ Aranyhorcség
130+
P 140

4. abra. Kiilonboz6 speciesek adenohypophysisébsl elektroforetikusan szeparilt maximalis
prolactin aktivitdst mutaté frakcié mobilitdsa és lokalizdcidja
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voltak. Itt jegyezziik meg, hogy a hypophysisekhél szeparalt albumint a meg-
feleld fajok szérum elektroforetogramjanak albuminja alapjan verifikaltuk.
Ez minden esetben intenziven fest6dd frakeio.

Patkdny esetében a prae-albumin régiéhan vandorlé frakcié mutat nagy
aktivitast. Ezen eredményiink megegyezik JoNEs és munkatarsai [23], LEwis
és munkatarsai [37], valamint KrRAGT és MEITES [28] eredményeivel és ko-
rabbi keményits-gél elektroforézises adatokkal [3,9]. Az emlitett szerzdk
patkanynal az STH-t a post-albumin régiéban legintenzivebb festGdést mutaté
béazikus fehérjében tudtak kimutatni. Ha az altalunk elektroforetizalt patkany
adenohypophysis mennyisége preparativ oszlopon meghaladta a 20,0 mg-ot,
kis prolactin aktivitas az STH-ként identifikalt frakcioban is mutatkozott.
3,0 mg elektroforézise esetén — analitikai oszlopon - a maximalis aktivitast
mutaté frakeiéhoz viszonyitva az STH-ban és az albuminban csak akkor tud-
tunk enyhe prolactin aktivitast regisztralni, ha i igen nagy specifikus prolactin
aktivitasd homogenizatumot elektroforetizaltunk, és az ilyen elektroforeto-
gramok tobb egyesitett albumin, illetve STH segmentumabél késziilt extrak-
tum aktivitasat vizsgaltuk meg. Hasonl6é eredményekrél szamoltak be BARKER
és munkatérsai [3], valamint Kracr és Merres [28].

A diaethyl-stilboestrollal indukalt patkiany hypophysis tumor 5,0 mg,
acetonnal szaritott porat elektroforetizalva prolactin aktivitas csak a kontroll
patkény prolactinjanak megfeleld helyen mutatkozott. Az ilyen allatok elektro-
foretogramjaban a start és az albumin kézétti teriileten prolactin aktivitas
nélkiili, intenziven fest8dott diffdz homaly lathaté. A tumoros hypophysi-
sekkel kapcsolatos eredményeink megegyeznek régebbi, keményits-gél elektro-
forézises adatainkkal [26].

Az egér hypophysisének specifikus prolactin aktivitasa kicsi [21]. A jel-
zett h(*lyPn 15,0 mg hypophysis szeparalasakor a tobbi fajhoz hasonlitva Ié-
nyegesen kisebb az aktivitas. A gél tobbl részén prolactin nem mutathaté ki
(Ie. abra). Az aktiv helyen harom, egymastol rosszul elvalé frakeio lathaté.
Mivel ezek lokalizaciéjaval a szérum albuminé is megegyezik, jelenleg nem
tudJuk megmondani, hogy melyik csik felelds a prolactm aktivitasért. KWA
és munl\atars(u [30] vnzsvdlatal szerint a tisztitott egér prolactin gyorsabban
vandorol az anéd felé, mint a homolég albumin.

A nyil pruldctm az alkalmazott rendszerben kozepes mobilitasinak
bizonyult (1d. abra). Nagy specifikus aktivitasi hypophysisek (pl. gravid és
szoptaté nyulak) elektroforézisekor néhany savanyubb és bazikusabb frakeido
is mutatott prolactin aktivitast.

A szarvasmarha elektroforetogramjara (1f. dbra) négy prominens disc
IL"(‘II]LU A legnagyobb mobilitdst az albumin, ezt kéveti a prolactin, a haemo-
globin és végiil, az irodalmi adatok alapjan STH-nak identifikalhaté frakeié
[1‘)] A szarvasmarha hypophysisének nagy a %p(‘le}kus prolactin aktivitasa
[21]. Vizsgilataink alapjan ezt mi is meg tudtuk erdsiteni. 15,0 mg adenohypo-
physist elektroforetizalva a prolactin frakeion kiviil kis aktivitas gyakorlatilag
minden frakciéban kimutathaté. Ez 5,0 mg elektroforézisekor a prolactm
utani frakeiéhél eltiinik, de az albuminbél még kimutathato.

A tisztitott juh prolactin (1g. abra) négy frakciéra bonthaté. Ezek festi-
dése és biolégiai aktivitasa az anéd iranyaba csokken [13, 15, 17, 48, 50].

A sertés elektroforetogramjanak (2h. abra) intenziv festddési frakeioi
a post albumin regiéban lathaték. Maximalis pro]actm aktivitast a haemoglo-
bin és az albumin kozotti gélrészben észleltiink. A sertés hypophysisének szin-
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tén magas a specifikus prolactin aktivitasa. 23,0 mg-os minta esetén a 30 és
90 mm kézotti gélrész frakeiéi a prolactin ,,peak’-hez viszonyitva is jelent§s
aktivitast mutatnak. 5,0 mg elektroforézisekor a post-prolactin régiéhan észlelt
aktivitas eltlinik, a prolactinon kiviil a prolactin és az albumin kézstti terii-
leten lathat6 frakeié mutat enyhe aktivitast. A sertés adenohypophysisének
electrophoretogramjaban a prolactin aktivitasd frakeié lokalizaciéja meg-
egyezik a tisztitott sertés prolactin f6 frakcidjanak lokalizaciéjaval (2i-k.
abra).

A majom (M. Rhesus) hypophysisében az albumin jelentéktelen frakeio-
nak tiinik. Mobilitasaban ezt koveti a prolactin aktivitasd frakeié, majd egy
igen intenziv fest6désdi komponens, amely a haemoglobintil gyakorlatilag
nem vialaszthaté el. Ez a frakeié viszont a prolactinhoz is nagyon kézel van,
ami a gél e két frakcidja kozotti pontos szétvagast nagyon megneheziti. Talan
ezzel magyarazhat6 ezen frakcié enyhe prolactin aktivitasa.

A 23,0 mg emberi hypophysis (2m. abra) elektroforézisekor enyhe pro-
lactin aktivitas minden frakciéban kimutathaté. Maximumot az albumin és
egy nechezen frakcionalodé, haemoglobint is tartalmazé komponens kozott
észleltiink. A frakcié azonos lokalizaciot mutat az acetonban viztelenitett
hypophysis (2n. abra) ligos extraktumanak prominens disc-jével, és az alta-
lunk AposTorLAKIS [1] médszerével preparalt ,,human prolactin” f6 kempo-
nensével (20. abra).

A 3. abran bemutatott fajok elektroforetogramjaban a prolactin akti-
vitast nem lokalizaltuk.

Diszkusszié

Vizsgilataink eredményei azt mutatjak, hogy az elektroforetogramok
az egyes speciesekre jellemzéek. Jellegiiket elsGsorban 3—4 promienens frak-
ci6 kiillonb6z8 elhelyezkedése adja meg. Ezek kéziil identifikaltuk az albumint
és a prolactint. A legtobb esetben a haemoglobin is egy kifejezett, a festetlen
gélben is j6l lathaté disc formajaban vandorol. A kiilonb6z6 speciesek albu-
minja nem mutat nagy mobilitasbeli kiillonbséget. Elhelyezkedése alapjan a
gél feloszthaté egy prae- és post-albumin regiora.

A vizsgalt fajok koziil az aranyhbresog és a patkany prolactin a prae-
albumin regiéban lokalizalhaté, nagy mobilitasd frakcié. A mobilitas esskle-
nésének sorrendjében ezeket az egér prolactin kéveti. A t6bbi vizsgalt species
prolactinja mind post-albumin frakeié, mobilitasuk fajra jellemz3, majdnem
fele az elGbb emlitett harom ragcesaléénak. Ha figyelembe vessziik, hogy a mo-
bilitas, amely adott elektroforézises rendszerben allandé, de a fehérjemolekula
toltésének, molekulasilyanak, nagysiganak és szerkezetének a fiiggvénye,
levonhatjuk azt a kévetkeztetést, hogy a kiilonbozé fajok prolactinja kozott
jelentds kémiai és strukturalis kiilonbségek vannak. Ez a kiilonbség lehet a
prolactin fajspecificitasanak az alapja. Az anti-juh prolactin szérum csak a
szarvasmarha és juh prolactint precipitalja, de nem reagil az ember, kutya,
sertés, nytil, patkany, tengerimalac és galamb prolactinjaval [5, 25]. Ugyan-
igy nem adott reakciét az anti-juh és az anti-human prolactin szérum a pat-
kdny prolactint termeld, tumoros hypophysisének extraktumaval [33]. Ezek
az eredmények vetették fel a prolactin immunolégiai meghatarozasanak a
lehetdségét, amelyet nagyon szellemes médon patkany és egér esetében Kwa
és munkatarsai [29, 30, 31], juh esetében pedig ARrAT és LEE [2] az utébbi idé-
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ben dolgoztak ki. A mobilitas és lokalizaciébeli kiilonbséget, még rokon fajok
kozott is, messzemenden alatamasztjak Kwa [30] azon eredményei, amelyek
szerint az egér és patkany prolactin sem mutat komplett antigén azonossagot.
Figyelemre méltéak L1 [39] adatai, aki kimutatta, hogy a juh és szarvasmarha
prolactin kézott oldékonysagbeli kiilsnbség van, és tirozin tartalmuk is elté-
rést mutat. FERGUSON és WALLACE [16] elektroforézises vizsgalataik alapjan
szamoltak be a szarvasmarha és juh prolactin kézétti kiilonbségekrdl.

A patkany és szarvasmarha elektroforetogramjaban leglassabban van-
dorl6, intenziv fest6désii frakeié irodalmi adatok alapjan STH. A patkany
hypophysisének elektroforetogramjaban az STH frakcié teljesen azonosan
vandorolt az altalunk REISFELD és munkatarsai [51] médszerével izolalt,
nagy tisztasagi patkdny STH-val. A vizsgalt ragcsalokban ennek a lassan
vandorlé komponensnek a helye a patkany STH-val gyakorlatilag azonos.
Feltételezziik, ez szintén STH.

Mint emlitettiik, a géloszlop méreteihez képest extrém mennyiségii, vagy
nagy specifikus aktivitdsi homogenizatum elektroforézisekor az igen intenziv,
prolactin aktivitasd frakeié mellett tobb kisebb disc is mutat enyhe aktivitast.
Az elektroforetizalt hypophysis mennyiségét csokkentve a prolactin aktivitas
csak az el6z8leg maximalis aktivitist mutaté frakciéban jelentkezik. A jelen-
séggel kapcesolatosan néhiany megallapitast tehetiink, jollehet a kérdés tanul-
manyozasa a jovében feltétleniil figyelmet érdemel. Nyilvanvalé, hogy az
acrylamid-gélnek is limitalt a szeparaléképessége. Ezt nem csak az oszlopra
felvitt fehérje 6sszmennyisége, hanem az egyes komponensek aranya is bhe-
folyasolja. Egyeb vizsgalataink kapcsan azt tapasztaltuk, hogy ha relative
nagy mennyiségii juh prolactint elektroforetizaltunk, aktivitas csak a fest6dés-
nek megfelel§ helyen volt kimutathaté. STH preparatumot (Cmoay, Paris)
elektroforetizalva a gélb8l nem mutathaté ki prolactin aktivitas. Ha a két
preparatumot egyiitt elektroforetizaltuk, kis prolactin aktivitast az STH is
mutatott. Ez azt jelenti, hogy tébb komponens extrém mennyisége olyan
médon befolyasolhatja a szeparalast, hogy lokalizacioban eltérést nem ered-
ményez, a fehérje disc-ek kialakuldsa tokéletes, de ugyanakkor az egyes kom-
ponensek egymassal szennyez6dhetnek [44]. A tobb ponton jelentkezd pro-
lactin aktivitas valészind okat jelenleg egy ilyen mechanizmussal magyaraz-
zuk. Az elébbi eredmények sem cafoljdk azonban annak lehetdségét, hogy a
hypophysis esetleg tobb olyan fehérje komponenst tartalmaz, amelyeknek
prolactin aktivitdsa van. Tény azonban, hogy az aktivitas igen jelentds ha-
nyada egyetlen frakciohoz kapcsolédik, és ez a frakeié az alkalmazott rend-
szerben homogénnek bizonyult.

Ismeretes, hogy a tisztitott juh prolactin preparétum tobb frakciét tar-
talmaz. Legnagyobb az aktivitdsa a leglassabban mozgo komponensnek [17,
50]. Mivel a preparatum fehérje tartalmanak nagy részét ez a frakeié foglalja
magaba [15, 50], még preparatum esetén is egyetlen frakciéhoz kapcsolédik
az abszolit aktivitas zome [34]. LEwis kimutatta [34, 35, 36], hogy kiilon-
b6z86 enzimatikus vagy kémiai hatasokra a prolactin fragmentalédik.

EISFELD ¢és munkatarsai [50] adataibél arra kovetkeztethetiink, hogy a
prolactin izolalt f6 komponense olyan kémiai hatasokra is degradalédik,
amelyek a preparalasi procedira folyaman eléfordulnak. Minden bizonnyal
ezek a hatasok is el8idézhetik a tisztitott juh és sertés prolactin jellegzetes
elektroforetikus inhomogenitasat. Az elektroforézis ideje alatt a proteo-
litikus enzimek hatdsa ugyan nem zarhaté ki, de véleményiink szerint ez
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a szeparalasi technika lényegesen kiméletesebb a szokasos prolactin pre-
paralasi médszereknél [1, 12, 22,43]. Az aranyhoércsdg és patkdny prolactin
egyaltalan nem mutatnak ilyen degradiciés jelenséget, de a tébbi speciesnél
sem figyelhetd meg egy olyan jellegii kép kialakulasa, mint a tisztitott prepa-
ratumok esetében. Az elektroforetogramokon a maximalis prolactin aktivitas
mellett kimutathaté kisebb aktivitasokért — a gél szeparaloképessége mellett
— enzimhatasok inkabb szerepet jatszanak, mint a kémiai anyagok degradalé
hatasa.

Eredményeink alapjan az a véleményiink, hogy a polyacrylamid gél
elektroforézissel tobb faj adenohypophysisének prolactin tartalma kvantitative
meghatarozhaté. A meghatarozas kritériumai: az illet§ speciesre nézve opti-
malisan elektroforetizdlhaté hypophysis mennyiségének ismerete, a prolactin
aktivitasu frakeio lokalizaldsa és az ehhez kapecsol6dé extinkeié és biolégiai
aktivitas kozotti osszefiiggés megallapitasa.

Gsszefoglalés

A szerzdk polyacrylamid-gél elektroforézissel vizsgaltak tydk, galamb,
aranyhéresog, patkany, egér, tengerimalac, nyl, szarvasmarha, sertés, majom
(M. Rhesus) és human adenohypophysisekbdl késziilt homogenizitumokat,
valamint néhdny prolactin preparatumot. Megallapitottak, hogy az egyes
fajok elektroforetogramjai még sziikebb értelemben vett rokonsagi kérokon
beliil is nagy eltéréseket mutatnak. Identifikaltak az albumint, a haemoglo-
bint és a prolactint. A kiilonb6z8 fajok prolactin aktivitast frakcigjanak az
elektroforetikus mobilitisa eltérg. A jelenséget fiziko-kémiai kiilonbségekkel
magyarazzik, és alatamasztjak a prolactin fajspecificitasarsl és fiziko-kémiai
tulajdonséagairél kozolt adatokkal. A prolactin aktivitas a vizsgalt fajokban
egyetlen frakeishoz, vagy egy prominens és tébb gyengébben fest6dé kom-
ponenshez kapcsolédik. Részletesen targyaljak ez utébbi jelenség lehetséges
okait.

Véleményiik szerint a polyacrylamid-gél elektroforézis a prolactin akti-
vitas lokalizacidja, a frakeié extinkciéja és bioldgiai aktivitasa kézotti dssze-
fiiggés ismeretében széles kirben alkalmazhaté médszer az adenohypophysis
prolactin tartalmanak a meghatarozasara.

*

A szerzdk koszonetiiket fejezik ki technikai munkatarsaiknak, Hejtejer
Laszlénénak, Szulinszky Anténianak, Lazarits Miklésnak, Kaldi Istvannénak
és Szarka Ilonanak az igen gondos munkajukért.
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JIOKAJIM3ALIMST AKTUBHOCTH ITPOJIAKTHHA AIEHOT'MITO®U3A HEKOTOPBLIX

BUIIOB HA 3JIEKTPO®EPOTOI'PAMME TIOJIMAKPUJIAMUI-TEJIS
[H. Haob M. Kypy w I1. Bapanaii

ABTOpbl HccyieoBai MPHU MOMOIIM 9JieKTpodopesa MOJHAKPUIIAMUIAHOIO Telisl romo-

I'€HATH, MOJIyUeHHble U3 aJleHorunodusa Kyp, ronyeil, CHOMPCKUX XOMSIKOB, KPBIC, MOPCKHUX
CBMHOK, 3aiilleB, KPYTHOr0 pPOraToro CKoTa, CBUHel, 06e3bsiHbl U uesioBeka, MceseoBany TaiKe
HEKOTOpble TIpenapaThl MPOJAKTHHA. BuisIBUIIH, YTO 251eKTPOGOPETOrpamMmbl OTACIbHLIX BUIOB
00Hapy>KkuBaloT OOJIbIIME OTKJIOHEHHSI Ja)Ke BHYTPH Y3KOF0 Kpyra pOACTBEHHBLIX BHJIOB.
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WIeHTHUUIIPOBATN aJIbOYMIH, I'eMOIJIOONH 1 NPOJAKTHH. DIeKTPOPOpPeTHyecKast MoABHIK-
HOCTL (pakiuii PasHLIX BHAOB, 00J1aAIOIMX PASTHUHOIT AKTHBHOCTEIO, IPOJIAKTHHA, He O/(H-
HaKoBas. ITO siBIeHHE OOBACHSIOT (H3NKO-XHUMHYECKUMH OTIHYHAMH, M B HOATBEPIKIEHHE
9TOro MPHUBOAAT JINTEPATYPHbIE AAHHbIE 0 BHAOBOH CHEUHU(YUUHOCTH M (PUBUKO-XUMHUYECKNX
CBOMCTBAX MPOJIAKTHHA. Y HCCIIEOBAHHBIX BH/I0B AKTUBHOCTb IPOJIAKTHHA CBsI3aHA C OJHOI
eJIMHCTBEHHOI (ppaKiei, Wi ¢ OJJHUM BBIIBUIAIOIIUMCS M MHOMMMH, €J1a00 OKPaUINBaeMbIMH
KOMIIOHeHTaMH. B03MOJKHbIe MPHUYMHBI TOCJIeHEr0 SIBJIEHUST M0APOOHO 00CY KIaI0TCA.

ITo MHEHHIO aBTOPOB, €CJIM M3BECTHA B3AHMOCBS3b MEXKIY JOKaJIHsalued akTHBHOCTIH
TNPOJIAKTHHA, 9KCTHHLIMEH ero (ppakuuii 1 ero 0MoJI0rMYecKoi aKTHBHOCTBIO, METOITKA JJIEKTPO-
(hopesa MoJTHAKPHIAMUIHOTO TeJIst MOYKeT IHPOKO MPUMEHSITLCS /ST OTIpe/ie/IeH st COAePIKaHmsT
NPOJaKTHHA B ajaeHorunouse.

LOCALIZATION OF PROLACTIN ACTIVITY IN POLYACRYLAMIDE-GEL ELECTRO-
PHORETOGRAMS OF THE ADENOHYPOPHYSIS OF SOME SPECIES

by
I. Nagy. M. Kurcz and P. Baranyai

Authors investigated homogenisates prepared from the adenohypophysis of the hen,
the pigeon, the golden-hamster, the rat, the mouse, the guinea-pig, the rabbit, the cattle, the
pig, the monkey (M. Rhesus) and man, as well as some prolactin preparates. It was found that
the electrophoretograms of some species displayed great deviations even within the narrower
sense of kinship. Albumin, haemoglobin and prolactin were identified. The electrophoretic
mobility of the fraction’s prolactin activity differs in various species. This phenomenon may
be explained by physico-chemical differences, and goes to prove the previously published data
concerning the prolactin specifity of species and their physico-chemical properties. The pro-
lactin activity of the species investigated is connected to one single fraction or one prominent
and several slightly stained components. Possible reasons of the latter circumstance are dis-
cussed in detail.

In our opinion, knowing the connection between the localization of prolactin activity,
extinction of the fraction and biological activity, polyacrylamide-gel electrophoresis is a me-
thod which can be applied in a wide range for determining the prolactin contents of the adeno-
hypophysis



A SZEN-, A KEK- ES A BARATCINEGE
HANGJELZESEINEK EGYEDFEJLODESE

SASVARI LAJOS-SZOKE ZSUZSA

Beérkezett: 1969, marcius 28-an

Az allati szignalizacié vizsgalata az utébbi években a zoolégia egyik leg-
érdekesebb és jelent8s kutatasi agava novekedett. A hangos kézlés a madarak
kommunikéciés kapesolataiban kitiintetett szerepet jatszik, igy érthetd, hogy
szép szammal gyarapodtak az egyes madarfajok hangjeleit és ezek funkciona-
lis jelentését targyalé tanuiméanyok. W. E. Lanyon [1], E. I. MessmER [2],
F. SauEr [3], W. E. D. Scorr [4], G. TuieLckE [5], W. H. THORPE [6] e széles
kutatasi teriileten beliil kiilonos figyelmet szenteltek a hangképzés ontogeneti-
kus folyamatainak.

A jelen tanulmany szintén a hangok ontogenetikus kialakulasaval kivan
foglalkozni, de az eddigitsl eltérd, pontosabb abrazolé médszer alkalmazasa-
val. Az eddigi szonografikus hangabrazolasok csupan a fizikai szintd frekven-
ciavaltozasokat irtak le, mégpedig nagyon pontatlanul, és nem volt eszkoz
az észlelés szintjén percepialédott formai hallasélmény abrézolasara. A szono-
gram kizérélag a madarhang fizikai feltételeinek tiikkorképe, azonban ez nem
elégitheti ki a viselkedéstani és az allatpszicholégiai kutatasokat, mivel a
hallas—hangadas pszichikai éJményszintjérél nem nyidjt adekvat strukturalis
képet. Nem a légrezgésvaltozasok, hanem az ennek nyoméan keletkezett hang-
magassagvaltozasok manifesztaljak a strukturalis hallasélményt, s az észlelés-
szint specifikus térvényei semmiképp sem azonosak a veliik ésszefiiggd fizikai
folyamatokkal. ,

A generalizalt hangmagassagérzékelést gyakorlatilag az 6tvonalas ,,ze-
nei”’ abrazolé rendszerben tiikrozhetjik a legszemléletesebben, még ha a lép-
csbzetes magassagi tagoltsagot nélkulsz6 madarhangtipusok nem zenei ter-
mészettliek is. A lépesdzetesen tagolt, tehat zeneileg strukturalt madarhangok
kézvetlen abrazolasara pedig nem is lehet adekvatabb — és vizualitasaval is
audialis képzetet nyidjté6 — mddszeriink, mint az 6tvonalas zenei kalibracio.

Vizsgalatainkat egyrészt fajtarsaitél elkiilonitve nevelt, masrészt ter-
mészetes koriilmények kozott él6 cinegefajokon (Paridae) végeztiik. A Karpat-
medence lomberdeinek (f8képp a sikvidék és alacsony hegyvidék lomberdeinek
és parkos teriileteinek) harom leggyakoribb Parus fajat tanulmanyoztuk:
a széncinegét (Parus maior), a kékcinegét (Parus coeruleus), és a bardtcinegét
(Parus pallustris). Hangfelvételeket naponta végeztiink négysebességli UHER
4000 L. terepmagnetofonnal, majd hangmikroszképias (hanglassité) médszer-
rel elemeire bontva a kapott hangszerkezeteket, pontos id6méréssel és magas-
sagmeghatirozassal analizdltuk a struktdrat. A hangadassal egyiitt figyelem-
mel kisértiik a madarak tevékenységét, s dsszefiiggéseket allapitottunk meg a
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hangadasformak és funkcionélis jelentésiik, illetve a hangokhoz kapcsolédé
cselekvésmechanizmusok kozott.

A csupasz és vak 3 napos széncinege fioka taplalékkérs hangja ismétel-
getett amuzikalis hangesiszas (la dbra).! Az ismételgetés ritmusa nem perio-
dikus, zenei hangkozi atfiivas nincs benne, a hangok magassaga kotetleniil
emelkedik, majd visszacstiszik. Rendkiviill magas hangok (5600—8500 Hz).
Jollakottan és kiils6 késztetés nélkiil alig hallhatéan gyengék és rovidek. A szii-
16k érkezésének finom zorejére azonban a taplalkozasi igény hirtelen fellobban,
és azt éles intenzitdsi és hosszabb id8tartami hangok kisérik, illetve fejezik ki.
Mar az egyedi élet els§ napjaiban a funkeciénélkiili hangadasokban és a tap-
lalkozas élettani folyamatahoz kapcsolt optimilis ingerek hangjelzéseiben
hangerd8kiilonbségek és idStartamkiilonbségek mutatkoznak. A kivalté inger
a fickatars egyetlen erds felkialtasa is lehet. Egyetlen egyed intenziv, hangos
taplalékkérését az egész fészekalj kérusban kéveti, mindaddig, amig bele nem
farad, és a fiokak fokozatosan, egyik a masik utén, el nem hallgatnak. 4 napos
korukban tremolészeri hangképzést is észleltiink. 5—6 napos korukban tap-
lalékkérd hangadasformajuk még valtozatlan, de az egyes hangok erdsebbek,
és jobban elnyilnak (1b dbra). Ez nyilvan ésszefiigg hangképz6 apparatusuk
fejlodesevel mozgékonysaguk motorikus energiéjuk novekedésével, mivel
ekkor mar esetlen tollaszkodé mozdulatokat is végeznek. 7—9 napos korukban
valtozik eldszor a hangstruktiarajuk (Ic d@bra). Erételjesebb hirtelen léglokések
kévetkeztében akusztikai atfivas keletkezhet, azaz zenei hangkoz szélalhat
meg egyes cstisz6 (glissando) hangokban, s gyakoribb lesz a tremolé is.
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A széncinegééhez hasonlé tagolatlan csiszé taplalékkéré hangokat ta-
pasztalunk a 3—5 napos kékcinege fwkaknal azzal az észrevehetd kulonbseggel
hogy az ismétldds, magas hangelemek (7000 —8500 Hz) révidebbek (2a dbra).
Funkciénélkiili hangkibocsatasai ennél is révidebbek. 6—7 napos korukban

! Az 4brik helyes értelmezéséhez szitkséges jelmagyardzatokat ldsd a cikk végén.
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észleltiik az els6 akusztikus zenei atfidvast, mely sokszor kétszélamtan hangzik
fel. A két hang hangszine eltérG: az alacsonyabb rekedtes, a felsé csengébb
plassitott formaban hallgatva) (2b dbra). 9 napos korukban elvétve ,,harom-
szolami” kialtasokat is talalunk (2¢ dbra). Természetesen egy fészekaljbél
szarmazé egyedek kozott a feltaplaltsagtol és a fejlettségtél figgben 1 vagy
2 nap () hangfejlédésbeli eltérés konnyen adédhat. Adataink a kozépértékre
vonatkoznak (mindharom cinegefaj esetében).

Bardtcinege fickaknal 2—6 napos korukban még a kezdetleges amuzi-
kalis, tébbnyire sziik hangterjedelmi csiisz6 hangok tapasztalhaték (3a dbra).
8—9 napos korban megjelenik az egyidejii tobbhangisag (3b dbra). A csdsz-
kéalé magassagvaltakozas egy kialtason beliil is stiribben, gérdiilékenyebben
jelentkezik, taplalékkéré hangjuk 6sszetettebb, tébbnyire két révid barat-
cinege-kidltas felel meg a kékcinege egy kialtishosszanak.
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Széncinegéknél 7—8 napos korukban tapasztaljuk el6szor, hogy az éhség
kivaltotta rendszertelen kialtasok szorosabb kidltassorozatokka allnak ossze,
majd 11 napos korukban ez a jelenség csaknem rendszeressé valik. Egy-egy
kialtas id6tartama megrovidiil ugyan (ami sziikségszeri), de 5—6 kialtaselem
gyors ismétlddése elkiiloniilt, nagyobb egységet alkot, és ezek a nagyobb egy-
ségek mint hangsorozatok (tébb-kevesebb kialtaselemmel) szintén ismétlod-
nek. Az eddigi egyszerilibb, szabalytalan id6kozékben szeszélyesen ismétldds
kialtasok egyre ritkulnak. Az egyes kialtassorozatok kozott az elvalaszto szii-
netek még szabalytalanok. A zenei atfivasok itt sokszor nehezen kivehetd
hangmagassagok, mert a kiséré egyéb hangfoszlanyok a magassagot kodossé
teszik,

A taplalékkérs hangadasforma, amit az éhségérzet és a sziilok érkezése
valt ki, a tovabbiakban mar nem médosul. Kirepiilésiik utan a fickak egy ideig
még hangosan kovetelik a sziil6ktdl a taplalékot, az élelemszerzés fokozatos
onallésulasaval elhal ez az 6roklétt hangadasi (jelz6) mechanizmus, és kb. 20
napos korukban teljesen megsziinik. Fogsaghan tartott széncinegén elvétve
még 40 napos koraban is észlelhets, mivel a taplalékkeresés természetes kény-
szerét a mesterséges élelemadagolas elnyomja, és az infantilis vonasok a mada-
rakban lappangva hosszabb ideig fennmaradnak.

A kékcinegénél 8— 9 napig csak laza kialtasokat talalunk, formai szerve-
zettség nélkiil. Ebben a korban azonban mar bizonyos szerkezeti felépitettsé-
get mutaté kidltassorozatok keletkeznek varialas titjan, s ezek feltinden kii-
lonbéznek a széncinege kialtassorozataitél. Osszehasonlitva a két faj hang-
tipusat azt is latjuk, hogy a kékcinege hangterjedelme jéval nagyobb.

Kirepiilésiiket kévetSen specialis hangtipus keletkezik, jéllehet fogsag-
ban tartott madaron cnnek az djszerd hangnak a megjelenését kb, mar 12
napos korban tapasztalhatjuk. Taplalékkérésiiket erdteljes, rekedtes levegd-
aramlas (an. ,,fajas”) kiséri, pontosan meghatarozhaté hangmagassag nélkiil
(de nagyjabél észlelhetd hangmagassagsdvban). Amint a sziilktdl valé. tép-
lalas fokozatosan megsziinik, ez a jelforma merdben j funkciéként, az agresz-
szivitas jelzésének eszkozévé lesz, és az egymashoz kozel keriil6 egyedek ta-
volsagtarté, illetve tavolsagnoveld torekvését szolgalja.

A bardtcinegénél 8—9 napos korban megjelens ,,tobbszélamisagot™
egyuttal slird hangmagassagvaltakozas is kiséri. A baratcinegének ez a bo-
nyolultabb taplalékkéré hangadasformaja jéval nagyobb ambitusi (hangter-
jedelmii), mint a szén- és a kékcinegéé, és a hangmagassagot is ezeknél stirtib-
ben valtoztatja. A kialtassorozatok 2—3 kiilonbozo szerkezetii kialtas ismétel-
getésével (varialasaval) tevédnek 6ssze, mig a széncinege és a kékcinege tap-
lalékkérd hangjelzései egymashoz hasonlé kialtasokbél allnak ossze. A tapla-
1ékkérs funkeiot ellaté hangadasforma, (ill. struktira) a sziil6i ellatas megsziin-
téig a baratcinegénél mar nem valtozik, majd mas elemekkel keveredve, mint
infantilis vonas behddolé allapot jelzéscként kés6bb is eléfordul. Hasonlé meg-
allapitast tehetiink a masik két cinegefajjal kapcsolatban is, de ennek a prob-
lémanak a kidolgozasa kiilon feladat, és nem illik bele jelen tanulmanyunk
keretébe.

A héarom faj taplalékkérés kozben produkalt hangjai eleinte csak csisz-
kalo (glisszandés) és bizonytalan hangmagassagi elemek. 8 —12 napos koruk-
ban azonban a gyengébb hangkésztetés, az eredeti hangprodukecié teljes le-
futasanak esetleges idéeldtti elfojtasa figyelemremélto sajatos jelenséget ered-
ményez. Mindhiarom cinegefaj révid hangkibocsatasai ekkor ugyanis jellegze-

40



tes zenei hangmagassigi elemekként jelennek meg a hangadasban. A tap-
lalékigény, ha nem erés inditékkal jelentkezik, kiillonb6z8 1épesézetes magas-
sagszintekre ,,vagdossa’ szét a hosszabb glisszandés  hangformat, s a gyenge
bels6 serkentés rovid id6tartami tiszta zenei hangmagassagokat szolaltat meg.
A jelenséget a széncinegénél a 4a dbra, a kélcinegénél a 4b abra (hanggérbéje
és kottaképe), a baratcinegénél a 4c dbra (hanggorbéje és kottaképe) mutatja
be. Igy tehat a hangképzés mar rendkiviil korai egyedfejlgdési fokon tullépheti
az elmosodott, bizonytalan csiszo formakat, és jellegzetes, pontosan megha-
tarozhaté zenei lépesézetesség sziilethet benne véletleniil fellépé fizikai-akusz-
tikai torvényszeriségek miikodésbe lépéseként. Ez a ,,zenei” formaji jelenség
a glisszandés, csuszkalé formaji hangokhoz képest rendkiviil ritka, jéllehet
ebben a korban mar kovetkezetesen elg-el6fordul. Az optimalis fok alatti inge-
rek hatéasara keletkezett hangok azonban a szokvanyostdl eltérd format is
olthetnek. Ezek pl. abban térnek el a taplalékkérd tipustol, hogy joval nagyobb

az ambitusuk, idGtartamuk pedig rendkiviil révid.

Fajdalomérzetre mindharom cinegefaj tagolatlan, rendkiviil hosszan
elnyijtott kialtast hallatt (széncinege: 5a abra, kékcinege: 5b dbra, baratci-
nege: 5¢ dbra). Néhanynapos fiockakorukban még hangadas nélkiil vergédnek,
ha testiiket inzultus éri. Feltollasodvin, kirepiilésiik idején azonban mir éles,
visitd, ,,tobbszélamid’ hosszd kialtas kiséri fajdalomérzetiiket. Az elnytjtas
mértékére jellemz§, hogy bar az idétartamok szabélytalanok, a széncinegénél
olykor felttinGen hosszi, 0,45 masodperces idtartamokat is mértiink. Termé-
szetesen ezek a kialtasok nem rendez8dnek kialtassorozatokka. A széncinegé-
nél jol lathatjuk, hogy mivel a felkialtast erételjes levegGaram hozza létre.
vele egyidejtileg tobb felhang is megszélal. A kékcinege olykor tisztin ki-
vehetd zenei hangokkal, néha tercinditassal fejezi ki a fajdalmat. A baratcine-
. génél ilyen esetekben azt tapasztaljuk, hogy fajdalomkialtasin belil révid
id6kozben gyorsan valtédik a hangmagassag.
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A sziilgkt6l valé fiiggés megsziinésével a fajdalomérzet keltette hang-
tipus a tavolsagtartas, illetve az agresszivitas eszkozéiil szolgal. Mihelyt idegen
egyed tulsagosan kozelre repiil a madarhoz, az védekezg-tamadé pozt 6lt fel:
nyitott esdrrel, elnydjtott nyakkal és széttart szarnyakkal a latogaté felé for-
dul, s a ,,fajdalmi” hangtipussal fenyegeti. Ennek a péznak hangnélkiili val-
tozatat tapasztaltuk 6 napos széncinege fiékaknal, amikor veszély érzésére
szarnyukat oldalt tartva a fészek aljara hasaltak, s fejiiket igyekeztek elrej-
teni. A hangot magat azonban sokszor hallhatjuk a fenyeget8 mozgas nélkiil is,
féleg amikor tilsagosan megrovidil az egyedek kozti tavolsig. Fogsagban
nevelt madaraknal tobbszér megfigyeltiik a faijdalomhang hallatasakor, hogy
az egyik egyed éllva az 4gon, tarsat a szarnyanal cs6rével fogva a levegdben
légatta, és az egy ideig hidba igyekezett szabadulni.

A cinegék természetes hangszinében is megallapithatunk viltozasokat
az egyedfejlédés soran. A széncinege fiokak egyébként rekedtes, tompa, egy-
szerli kialtasa kb. a 20. nap utén csengd szinezetiivé vilik, fokozatosan éle-
sedik, anélkiil, hogy maga a hangforma megvaltozna. A 30. nap koriil ezek
erdteljes, rovid cstszasokbél allé, néha csiiszas nélkiili hangok felveszik a faj
tipikus ,,hivé™ tavoeli kapesolatot jelzd kialtasformajat (6a dbra). Laza formai
egységet alkotva, 3—4 kialtasbol fiz8dik 6ssze a kialtassorozat. A legprimiti-
vebb 3 napos tipusbhél tehat kizarélag hangerd- és hangszinvaltozas révén
— az eredeti hangforma atalakuldsa nélkiill — merében mas funkciéja hangjel
fejlodott ki.

A hivé kialtasok egyszerii formait a széncinege azonban mar kombinalni
is képes. A 6b dbrdn (elsd sor) harom egyforma képletbdl allo dsszetett hivé
hangadést lathatunk. A 6b dbra méasodik sora pedig kétféle képletbsl kombi-
nalédik. Minden dsszetett hangadas itt egy vagy két alapképlet két-haromszori
ismétlése altal szervezddik eggyé. A széncinegének ez a leggyakoribb hang-
tipusa tehat, mely a tarsas kontaktustartds szolgalatdban all, csengé hang-
szinl egyszerd elemekbdl épiil fel ismétlés vagy kombinécié utjan, s a 32-szeres
lassitdsban 1gy hangzik, mintha cstisz6 mozgasai zenei magassigi pontokat
kétnének ossze.
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Kisérjiik figyelemmel a kékcinege taplalékkérs hangjanak alakulasat.
A figkik 9 napos kora koriil egyszerd szerkezeti felépitést variativ kialtassoro-
zatok keletkeznek. A kirepiilt fiokdk csengdé hangja azonban, mely jéval fi-
nomabb, mint az el6z8 fajé, nem ezt a struktirit mutatja, hanem a primer,
tagolatlan kialtiasok élesednek ki benne, mint a széncinegénél. E kialtasok
szimpla ismétlddésével rovid kialtassorozatok jonnek létre (7. dbra).
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A bardtcinege gyors hangmagassagvaltoztatasai ranyomjak bélyegiiket
a hivé funkeiét betsltd hangformara is. Magas (24007500 Hz), finom hang-
szinti, de a szén- és a kékcinegénél joval gyorsabban ismételt elemek cirpelés-
szerlivé teszik természetes hangzasiban ezt a hangformat. Ha 8sszehasonlitjuk
a taplalékkérd hangformaval, szarmazasi osszefiiggésiik szembeotls. Ebben az
altaldnos hangtipusban jél elkiilonithet§ struktirak alapjan tobbféle konkrét
formacsoportot taldlhatunk. Illusztralasukra kézliink kettdt (8a és b dbrdk).
Nagy hangkézvaltasi, kétszélami, révidmotivumos stirli ismételgetés jellemzi
a 8a tipust (mely kozelebb all a taplalékkérd hangtipushoz), mig az ,,egyszo-
lamd” valtozatat lathatjuk a 8b abran. A harmadik adbra (8c) az elébbiek
megroviditett valtozata. A baratcinegék azonban e hiarom hangtipust nem-
csak kapesolatfenntartiasra, hanem nyugtalansiguk kifejezésére is hasznaljak,
ekkor rendszeresen nagyobb hangerfvel, de azonos altalanos szerkezettel.

A szén- és a kékcinegéhez hasonléan a baratcinege hangkészletében is
megtalaljuk a legegyszertibb hangformabél levezethetd ismétl§ hivé format
(8d abra).

Bar nem tartozik jelenlegi feladatunk k6zé az idé'sebb korban funkcionalé
hangtipusok leirasa, de némi tavolabbi kitekintés kedvéért ra kell mutatnunk
itt a hivé kialtasokbél levezethetd ,,ének” (song) szerkezeti dsszetételére is.
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A felnétt széncinege hivé hangja rendszerint glisszandés. Ha a glisszandé
az ismételgetés sordn elmarad, stabilizalédott zenei hangok és hangkézok jon-
nek létre, s a lépcesézetesen (skalaszertien) tagolt hangmagassagvaltasok a ta-
vaszi revirfoglalds idején mar rendszeresen fellépnek. A féhangok elGtt fel-
hangsori atfivassal rovid el6kék is keletkezhetnek, s ez is valtozatosabba teszi
az éneket. Természetesen a lényeges kiilonbséget és ijdonsagot a csiiszd hang-
forméakhoz képest a f6hangok zenei hangkozokben torténé ugrasai és ezek is-
métlddései okozzak (9. dbra).
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Hasonlé megallapitast tehetiink a kékcinege territériumjelzé ,,énekének’
kifejlgdésével kapesolatban. A 7. dbrdr egy kialtassorozat két tagjat abrazol-
tuk. Ezt a kialtassort ismételve és f6leg varialva all 6ssze a madar teljes ,,éneke”
erGteljes hormonalis késztetések nyoman (10. dbra).

A felnétt bardtcinege erds belsd indulat hatésara széles ambitusi glisszan-
dés elemeket liiktetésszertien és meredeken valtogat (11. dbra). A glisszandék
a legkezdetlegesebb hangtipushoz kapcsoljak ezt a format (lasd: 8d). Kizaré-
lag fajtarsaval szemben tavolsigndvels agresszivitas jelzéscként hallottuk a
madartél ezt a speciélis, erds hullimzé hangformat. A nyugtalansag és izgalom
ilyen tipust jelzését mas zavaré inger sosem provokalta ki. Ragadozé, idegen
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madarfaj, ember sth. mindig a mélyhanga tremol6z6 ,,cserregést” vagy a ma-
gasabb frekvenciaji ciripelésszerti hangot valtotta ki.

A baratcinege revir-jelzd ,,éneke” és az §si, agressziv indulatot jelzd
hangformak kézos vonasokat mutatnak, s e vonasok alapjan mindkét tipust
a hivé hangformakbél vezethetjiik le. Az erds intenzitasi gyors hangmagassag-
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valtas, hangerejét megtartva, megnévekedett iddtartamu ,,énekké” alakul
(12. dbra). Az itt lassabban valtozé hangmagassag-szint tagoltabba vailik,
s a makroszkopikusan is hallhaté ,,zenei” magassagelkiiloniilések két kialtas-
bél sszeallt motivum ismételgetése soran jonnek létre, mint kotott médon
ismételgetett s a maga belsé struktirajaban is kotott song (ének).

A fenti fejlddésmenetben nem emlitettitk még a kirepiilt fiskak tn.
,,eléénekének” (subsong) formai felépitését. Ebben a hangadastipusban be-
fejezett, ismétl6dd elemekbdl szervezdds formai egységet nem talalunk. A ki-
vehetetlen hangmagassagi elemek kozé beépiilt glisszandok taplalékkérs ele-
mekkel, még kifejletlen hivé hangokkal és tremol6zé ,,cserregésekkel” valta-
koznak. A felnsvekvs figkak ,,el6éneke” tehat zommel meghatarozhatatlan
hangmagassagi glisszandés elemekbdl all, és ezeket fejlédésiiknek megfele-
16en keverik azokkal a hangtipusokkal, amelyek a differencialt funkecigjel-
zésre mar alkalmasak, és amelyeket a fiokak aktualis alkalmakkor igy felhasz-
nalnak. Az ,,el6ének” 20 —26 napos korban mar jelentkezik, majd 8sszel foko-
zatosan megsziinik, és tavasszal 1ép fel ismét. Fogsagban tartott madaron a
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hormonélis tényez6k abnormis miikodése miatt tavasszal nem mindig észlel-
hetjik.

Feltind hasonlésagot tapasztalunk szén-, kék- és baratcinegék nyugta-
lansdgot jelz6 ,,cserregése” kozott [széncinege: 13a abra, kékcinege: 13b abra
(hanggorbe és kottakép formajaban), baratcinege: 13c é&bra].
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Kirepulésik utdn hamarosan hasznaljadk — zavard korilmények észle-
lésekor — ezt a ,toébbhang(” er6sen rekedtes, tremoldéz6 hangot. A széncinege
cserregése nehezen kuldnitheté el a kékcinegéétél. Ennek gyengébb hangereje,
gyorsabb hangmagassagmdédosulasai sokszor nem észlelhet6k. A baratcinege

cserregésében azt az eltérést tapasztalhatjuk, hogy a cserregés mellett éles,
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magas felkialtasszeri hangugras is megjelenik, melyet a madar a cserregéssel
valtakozva szélaltatgat meg. A cserregés az erdteljes, préselt leveg6aramlas
kovetkeztében recsegd hangzasu, s a fickakori taplalékkérs hanghoz hasonléan
nagyon egyszerd jelzés. A baratcinege e hangadasiban annyiban taldlunk
mér bizonyos tovabbi kombinaciét, hogy az éles hangugris ,.fejlettebb” struk-
turilis mozzanatot visz bele az egyszerfien csak cserregd hangformaba.

*

A jeleket csak a jelentésiikkel targyalhatjuk valésigos osszefiiggéseiknek
megfelelden, ezért a fentvazolt ontogenetikus menetben a hangtipusok fejls-
dési kapcsolatait a jelolt funkecidk kialakuldsaval parhuzamosan allapitottuk
meg. Hang minden esetben belsé élettani késztetésre, vagy kozvetve kiilsd
ingerhatasra lép fel egy sajatos viselkedési mozzanat kiséréjeként. Az ,,el-
ének” (subsong) nem jelol a madar életében sem kiilss, sem belsé inditéku
magatartasformat, 6nallé 1étfontossiga nincs, s ennek megfelelen hangszer-
kezete sem specializalédott elkiiléniilve a tobbi hangjelformatél. A figkak és az
idés madarak ,,el6énekébl” egyarant hidnyzik mindennemi informaciés
»tartalom”. A hangkésztetés itt énmagdban jelentkezik, fiiggetleniil minden
jelentésebb emocionélis kozlési sziikségt6l. A madéar nyugodtan (jélakottan)
pihen, és halkan ,,jatszik” a hangokkal, rendszertelen ésszevisszasigban val-
togatva a mar ismert formakat. Funkciénélkiiliségét igazolja az is, hogy az
»eléének” elmos6dé, esiszé hangok tomegét produkalja a legnagyobb szabaly-
talansighan. Az el6ének tehat nem masodlagosan, mint bizonyos magatartis
kisérgje, lép fel, hanem egyediil, jelentéstartalom nélkiil. Sem 6nallé elkiilsniilt
szerkezet, sem specialis funkcié igy a hangos jelzGeszkozok fejlédésében
nem jatszanak 6nallé, differencialt szerepet. v

A taplalas soran a fészekalj ficka-egyedeit felkidltasaik kiilonbozé ereje
alapjan is megkiilsnboztetik a sziildmadarak. (A rendkiviil primitiv azonos
hangforma magaté6l értet6déen nem lehet az egyedjellemzés eszkoze.) Az éhe-
sebb, taplalékot régebben kapott fioka erdszakosabban kéveteli az élelmet,
mint a jéllakottabb tarsa. Igy az egyforma feltaplalast az adott éhségérzettdl
is befolyasolt eltérg erejii kérGhangok is biztositjak. Természetesen a fiokak
testfelépitése mar a kikelésiiktsl sem egyforma, s ez nyilvan az éhségtél figget-
leniil is kiilonbézéen befolyasolja taplalékkérd kialtasaikat. A gyengébbek,
ergsebb tarsuktél elnyomva ritkabban kapnak élelmet, hangerejiik joval gyen-
g€bb, kevéshé feltling a sziil6k szamara. Tehat a szelekciés tényezék a hang-
adason at is mar az els§ napoktél éreztetik hatasukat. Széncinegefészekben
5—6 napos fejlettségi kiilonbséget is talaltunk a fiokak kozott, s kétségtelen,
hogy ez nem kozombos a fészekalj sorsat illetSen, kedvezétlen kornyezeti val-
tozasok esetén.

Fészekbdl torténd kirepiilés elétt a fickak éhségérzete minden egyéb moti-
véaciés hatast elnyom, és azok a tényezék, amelyek a taplalékigényt kielégitik,
a legtartésabb pozitiv orientaciét rogzitik a madarban. Ha 6—8 napos fickat
szediink ki a fészekbél, kétségkiviil elészor idegenkedik az 1dj kornyezettdl,
de hamarosan feliilkerekedik benne az ¢hség és kifejezd kidltasaival jelzi azt,
legytirve az 4j szituaciotol valé félelmet. Ahogy idésédnek a fiokak, ez az at-
allas egyre nehezebben torténik meg, s tobb 6rat, fél napot is igénybe vehet.
Mikor mar elhalt az az 6roklott viselkedésméd, mely az élelemkérés és a sziil6i
taplalas koordinacigjat jelenti a kezessé szelidités lehetdsége megsziinik, vagy
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rendkiviil megneheziil. Ha mar énalléan szerzi taplalékat a madar, akkor az

éhség csillapitasanak passziv médja — azaz a taplalé egyedhez kotott for-
méja — megszinik, s az dnmagat kielégiteni képes ,,maganos” madar mar

nincs abban a kedvezé kiindulasi allapotban, amelyben egy masik egyedhez
(emberhez!) valé tartozasa még kiépithets. A fogsagban tartott madarban
azért rogzil bizonyos kapesolat hordozéjahoz, mert a taplalékadas aktusa
rendszeresen ismétlddd folyamatta lesz szamara még idGsebb koraban is.
Ez a tarsas kontaktus azonban szabad kérnyezetben az adultus madarak foko-
zatos elmaradasaval megsziinik. A fiokak élelemkérése sem kotddik mereven
csak a sajat sziildikhez, és taplalékigényiik kielégitését épp tdgy kovetelik
— szarnyukat verdesve, elére nytjtott fejjel, a fentjelslt hangok kiséretében —
idegen sziilGegyedtdl is, olykor akdr mas faj eteté madaraitol, de sajat test-
véreiktél is. Idgsebb korban egyes esetekben a madarnak a természetes kor-
nyezethez f{iz6d6 kapcsolata, az 6nallo élelemszerzés mechanizmusa annyira
konzervalédhat, hogy 1j kériilmények (pl. a fogsagha esés) oly erds gatlo
mechanizmusokat indithatnak meg benne, hogy a madar egyaltalan nem tap-
lalkozik, és elpusztul. (Ezt fiatal, de mar j6l repiil§ széncinegénél tapasztaltuk.)

A felnevelés utan a szocial-pozitiv tendencidk szocial-negativva fordu-
lasat az egyes hangtipusok funkcionilis jelentésvaltozasa tiikrozi. Kékcinegé-
nél emlitettiik, hogy iddsebb fickakorukban taplalékkéréskor az erds levegé-
aramlas rekedtes hangot idéz el. Ezzel a hanggal fogadjak el az élelmet, de
kés6bb ha fajtarsuk kozvetlen kozeliikkbe keriil, akkor lelapulva és fejiiket
elérenytjtva tdimadé szandékkal ugyanezt a hangtipust idézik fel. A felnevelés
utolsé stadiuméaban a tarsakhoz valé viszony ellentmondasossiga kiélezddik
a fickakban. Az idés madarak csak elvétve etetik Gket, s ugyanakkor né ben-
nik a tavolsagtarté torekvés. Kirepiilés el6tt fickatarsaikkal valé szemben-
allasuk legfeljebb csak a taplalék elkaparintasaban hyilvanul meg. Mozgas-
képességiik megnévekedésével és megfelels tér birtokbavételével azonban
mar nem szorulnak ra egymas szoros szomszédsagara, mint a fészekben, s az
egyedek kozott sokkal élesebben fejezddik ki a rivalizalas. A sziil6 hozza neki
a taplalékot, amit sajat maga megszerezni még nem tud, ugyanakkor szom-
szédjat igyekszik elriasztani, és igy érthet8, hogy a madar azonos hangtipust
hasznal az ellentétes késztetések jelzésére. Az élelem elfogadasat és a tarsaktol
val6 biztonsidgot részben azonos mozdulatok kisérik. (Taplalékkéréskor rezeg-
teti a madar szarnyat, élelemért eldre nyujtja fejét, s agressziv, elharité maga-
tartasakor is csérét tatva felemeli szarnyat, labaval ellenfele felé kapkod.)

Az egyedi élet soran elgszor megjelend hangformak szorosan kapcsolod-
nak a legelemibb pszichikai megnyilvanulasokhoz, és ezek a késztetések az
id6s madarakhél is primer (elemi) hangtipusokat valtanak ki. A fajdalomérzés
keltette tagolatlan, hosszan elnytdjtott kialtast egyarant hallatjak feltolla-
sodva a fészek elhagyasa idején, és késdbb, életiik barmely szakdban is. Ugyan-
ilyen kialtas a tavolsagtarté hangforma is. A kézvetlen testi inzultus, és a tal-
sagosan kozel merészkedd egyedek — amelyek szintén az individualis bizton-
sagot veszélyeztetik (hacsak a taplalék elragadasaval is) — azonos hangformat
keltenek. Az egyedek onvédelmét szolgalo viselkedéstipusok — igy az agressziv
pozok is — féként a nyugalomra térés idején aktivizalédnak, azaz mintegy
megelézik az alvé madar természetes tehetetlenségét. Az egyed biztositani
akarja kérnyezetét a szomszédjatsl. Az esti érakban tehat gyakoribba vilnak
a fenyegetd magatartasformak, gyakrabban felhangzanak a visité, elnytdjtott
kialtasok, tavozasra kényszeritve a kozelben tartézkodé fajtarsat. De ezek a
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kialtdsok nem kiilsnbéznek a ragadozé karmaiban verg8dé madar kialtasaitél
sem. Az esti riaszté viselkedéssorozatok utan és azok ellenére azonban az azo-
nos faji tarsak néha mégis egymas mellé telepednek. Ez az agresszids tendencia
kimeriilésének tulajdonithatd, s hogy ez mely egyedek kozott torténik meg
elgszor hosszii veszekedések utan, az individualisan valtozik. Tehat a kozos
alap az egyéni biztonsag, a védekezés, illetve a kézvetlen veszély jelzése. A 1é-
tet érint6 veszély jele valamennyi hangadasra képes él6lény hangadasaban
Osztonszerlien a legkezdetlegesebb, elmos6dé hangmagassagi hangadas.

Jolehet a hangjelzések valtozasa nem koveti mechanikusan a fiokak
kirepiilését — ami kétségkiviil fordulépont az egyedfejlédés soran —, bizo-
nyos atalakulasok mégis osszefiiggenek a gyorsabb, nagytavolsiagi mozgassal,
az aktiv, repiilé életméddal. A hangers- és a hangszinvaltozas, ami ilyenkor
mindharom cinegénél észlelhet, okvetlen dsszefiigg a nagymértéki helyviltoz-
tatdssal. A cseng6 hivé hangokat csak a fészekelhagyassal jaré egymastsl valé
eltdvolodas vilthatja ki, a nagy helyvaltoztatasi lehetéséggel ellentétes ossze-
tartasi igényt aktualizalva. A fészekben, és az elsé napokban a fészek kornyé-
kén még sziikségtelen ez a kommunikaciés forma. Késébb azonban elsésorban
a belsé ingerhatasok névekvs erejétdl fiiggSen a kialtasok ismétlédhetnek,
¢és kidltassorozatokka szervezddhetnek ossze, ami kétségkiviil mar bonyolul-
tabb- hangos kézlésforma.

A hivéjelek, a kidltasok, de még az 6sszméretiikben rovid kidltassoroza-
tok is arra utalnak, hogy pillanatnyi révid id6tartamd hangkésztetések ered-
ményeként sziiletnek, s ekkor olyan tartés belsé tényezék még nem lépnek fel,
amelyek folyamatosabb hangadast hoznanak létre. Rendszeres és hosszantarté
hormonalis hatdsoknak kell fellépniiik ahhoz, hogy ne csak révid, hanem hosz-
szl kialtassorok hangozzanak fel, és lépcsézetes hangmagassagi artikulacié
esetében zeneileg strukturalt ,,ének’ keletkezhessék. Az erésebb. és huzamo-
sabb belsd késztetés tartésabban indukal és lehetvé teszi bonyolultabb jel-
formak variativ alkalmazasat. Ha a tartés késztetések kiilsd eredetliek, és a
veszély észlelése tartésabb nyugtalansigot kelt a madarban, a legdsibb indi-
vidudlis védelmi hangformakat hallatva, hosszan tremolézva cserreg a szén-,
a kék- és a baratcinege egyarant.

JELMAGYARAZATOK

S = a hangdbrihoz képest az eredeti természetes

négy oktavval magasabban szél.

= a lassitott hang a hangdbrdhoz képest egy
oktdvval mélyebben szél.

I@ = 32-szeres hanglassitds (nagyitds, nyujtas)

0 005sec = a természetes hangadds iddmércéje
by | masodpercekben

= a lassitott hangadas id6mércéje

0 1 2sec masodpercekben
D = természetes idGtartam mésodpercekben
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Az ingerészlelések tér- és idGjellemzdi rendkiviil fontosak. Ezt latjuk a
baratcinege nagy hangereji, liiktetd tavolsagtarté jelzéseiben is, amelyeket
kizarélag fajtarsaival szemben alkalmaz. Itt a fajtars varatlan kozeledésére
gyorsan és intenziven felléps agresszivcélzati késztetés idézi el§ a rendkiviili
erés hangot és a benne liikteté hangmagassagvaltozasokat. Ezt a hangadas-
format a madar viszonylag révid ideig hallatja, majd atvalt az altalanos, egyéb
zavaré jelenségekre reflektalé magas, ciripelésszerii riaszté hangra.

A fenti tanulminy a cinege-fajok akusztikai viselkedésével foglalkozé
széleskorli vizsgalatnak csupdn egy viszonylag elhatirolhaté onallé részét
érintette. Tovabbi kutatasaink és hangjelanaliziseink az itt érintett kérdések
kiegészitésén tilmenden kiterjednek e széles csoport sokoldali hallaspszichi-
kai, jel- és jelentéstani problematikijara.
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OHTOI'EHE3 3BYKOBOI'O CUI'HAJIA ¥V CUHHL]
(PARUS MAIOR, PARUS CAERULEUS ET PARUS PALUSTRIS)

JI. Wlaweapu n J. Céke

Hccenenosancsi OHTOTeHe3 3BYKOBOTO CHIHANA Y JKUBYIIMX B €CTECTBEHHBIX YCJIOBHSIX
M BOCIMTAHHBIX B HeBosie CHMHLY, (Parus maior, Parus caeruleus et Parus palustris) myrem
9KCNEePUMEHTOB, Ha0MI0/leHHH ¥ 3BYKO3aIUCH.

OofpagoBanne 3ByKa — 3ByKa TpeOOBaHMsl NMMUIM — Y NTEHLOB BCeX TpeX BHUIOB He-
NPaBUJILHOE, OH COCTOMUT M3 CKOJB3sMX (glissando) 3BYKOB, 13 OTAENbHBIX Cla0bIX, PeaKUX
KPHKOB. OTH HenpaBWbHble NMepHOJHYECKHe KPHKH B AanbHeiinem npeoOpasylorcsi B cepun
KPHKOB.

W3 CcKonb3siero nepBUMYHOr0 KpPHUKA MTEHUA PAa3BMBAETCSl KpHualuid rosoc 0osiv H
oco0bllt Xpunuplii, HeonpeJesNeHHbIH, TaK HasplBaeMblil «ayommihn romoc.

VY Bcex TpeX BMJIOB XpHIyllle-TpemoJIMpylolee UYMpUKaHHe, BLISBAHHOE BOJIHEHUEM H
0eCrOKOHCTBOM, TaK)Ke HYXKHO CUMTATHL TepBUuHOl HauanbnoH (opmoil oOpasoBaHusi 8ByKa,
KOTOPBIH SIBJISIETCSA CNeICTBHEM PasBUTHsI paHHeil popmbl 3ByKa. M3 nepBHYHBIX CKOJNBSALIUX
3BYKOB Tpe00BaHus MUK B BO3pACTE NTEHLIOB Pa3BMBAIOTCS CUTHAJIBI IIPU3bIBA Iy TEM Y CHJICHHS
1 U3MeHEeHUsI OTTeHKOB 3ByKa. [lyTeM KoMOMHALIMM ¥ OPraHM3ALMH B MY3bIKaJILHOM OTHOLIEHHH,
ocobeHHO y Parus maior, onu npeo0pasylorcsi B MeHue, KOTOpOe CIY)XKUT B IEPBYI0 O4epelb
IUIs1 OXPAaHbl MecTa BhICHYKMBaHUSI. M3 curnana npussia Parus palustris oOpa3syercst curnasn,
KOTOPBIH 3BYYHT arpecCHMBHO H MyJbCHPYIOIMM 00pa30M, a U3 HEro pasBHBAETCS TaK)Ke MEHHE
ornpesieNIeHHOH CTpyKTypbl. M3 npocToro e 3Byka TpeOOBaHUsI NMHUIIM PaSBMBAETCSl UMPUKO-
00pa3Hbiii CHIHaJI 3ByKa, COCTOSIIMIT 13 CMeHbI BBICOTBI I'0JI0CA, BBITOJIHSIOMMI (y HKIMIO MPH-
3piBA M BO30YIKIEHHS.
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IKCMepUMEHTHI 1 3 BY K 03aMMCH MPOJIOJDKAIOTCS B OTHOUIEHUH BCeX Tpex BHaoB. 0000-
1enre Ha0I0/1eHnit 1 BB BOJ b, CONOCTABJIsIeMble ¢ KOHTPOJIEM MaTepHasia eule Gosee MIHPOKUX
Han0w/IeHHi U OKOHYaTe Jib Hoe c(pOpPMYJIMpOBaHHE BBIBOJAOB SBJSIIOTCS 3ajaveil Oyayuuero.
BbIBO/bI JIaHHOH CTaTh¥ HOCAT IpeBapUTebHbIH 9KCIepUMeHTasIbHBIH XapakTep.

THE ONTOGENY OF VOCAL SIGNALS IN THE GREAT TIT, THE BLUE TIT AND
THE MARSH TIT

by
L. Sasvdfi and S. Szdke

The authors investigated the ontogeny of the vocal signals of the Great Tit (Parus
maior), the Blue Tit (Parus caerulaeus) and the Marsh Tit (Parus palustris). Experiments fo-
unded on systematic observation and tape-recording of sounds were carried out on indivi-
duals living free and on ones reared in captivity.

In the first stages of their development, the vocalization (begging for food) of the said
three species of Tits consists of irregular slurring (glissando) and slight loose calls. These calls,
ocecurring in a disordered succession at first, become a series of calls later on.

From this first juvenile slurring form of vocalization, the shrill call of pain of these
three species, as well as the special harsh, blurred ,,puffing” of the Blue Tit develop.

The raspy, tremulous voice, induced in all three species by agitation and unrest, should
be regarded similarly a primary form of vocalization and not a further development of pre-
viously existing forms.

By way of growing in intensity and changing in timbre, the calling signals of these
species develop from the first slurring calls of the young birds begging for food. By a combinat-
ion and, especially in case of the Great Tit, by a musical structuralization, the calling signals
are transformed into the so-called ,,song” which serves, first of all, to protect the territory of
hatching. An aggressive, pulsating call and a definite song structure develop from the calling
signal of the Marsh Tit. From the simple calls of this species begging for food, a chirping kind
of vocal signal evolves, consisting of quick changes of pitch and aimed as a sign of calling and
agitation.

Experiments and tape-recording of the vocalization of these three species of Tits are
in progress. The generalization of the observations, drawing conclusions and carrying out con-
trols based on a more copious material, as well as the final formulation of the findings will
be future tasks. The conclusions published in this paper are of preliminary and experimental
character,
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1. DR. NARAY ZSOLT: FIZIKAI BEVEZETES
(KFKI)

A laserfény tulajdonsagai alapvetden eltérnek a mindennapi életbél is-
mert tn. klasszikus fényforrasok (izzélampak, gazkisiilések) altal kiboesatott
fény tulajdonsagaitél.

Laserekkel ugyanis a klasszikus fényforrasok esetében elképzelhetetlen
nagyfoki monochromaticitasd, igen kis divergenciaji nyalabok allithaték eld.
Kiilon figyelmet érdemel az alkalmazas szempontjabél, hogy a laserekkel
— viszonylag ugyan igen révid idére — o6ridsi energiastirtiségek allithaték elé.

A laserek tobb alaptipusa ismeretes. Ezek koziil a legfontosabbak: a szi-
lardtest (leggyakrabban rubin és neodimium iiveg), a gaz (tobbek kozott he-
lium-neon, CO,) és a félvezets laserek (GaAs).

A laser sugarzas létrehozasanak alapelve abban &ll, hogy a megfelel§en .
megvilasztott anyag atomjainak két energia nivéja kozott kiilsé behatassal
un. populécié inverziét hozunk létre, vagyis kiils§ energia betaplalasaval biz- .
tositjuk, hogy az atomok kérdéses energia nivéi koziil a felsén tobb elektron
legyen, mint az alsé nivén.
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2. DR. LUDANY GYORGY ES DR. VAJDA GYULA: A F EHERVERSEJTEK
BAKTERIUMPHAGOCYTOSISARA VONATKOZO VIZSGALATOK
IL. Seb. Klinika (MAV Kérhaz)

A lasersugar felfedezése 6ta a kutatasok egész sora indult meg biolégiai
téren is. A vizsgalatok nagy részben arra iranyultak, hogy az alapkutatisok
szamara megfelel6 vizsgalati objektumot taldljanak. Ismerve a leukocytak
sokoldaldi miikodését, kutatasaink szamara ezen pluripotens sejt tanulmanyo-
zasa kiilondsen alkalmasnak latszott. Fehérvérsejtek bakterium phagocytosisa
quantitative pontosan kévethetd sejtfunkeié, melynek kévetkeztében a fel-
1ép6 valtozasok jol értékelhetdk.

Phagocyta vizsgalatainkat a vérkeringéshdl szarmazé emberi és steril
bouillon oltas Gtjan nyert patkany hasiiregébe kivandorolt tn. ,,Reiz-leuko-
cytakon” végesztiik. A kb. 5000 sejtet tartalmazé suspensiét egy nagyobb centri-
fuga csébe iilepitettiik, melyben mint nedves kamraban a sejtiilledéket laser-
sugarral kezeltiik. Kisérleteinkben rubinlasert (6943 A) alkalmaztunk, mely-
nek kimend energidja impulzusonként 10 J/cm? energidnak megfelels sugar-
dézis volt. Ezt az energiat Zeiss-féle sziirke szinsziirGkkel csokkentettiik. Be-
sugdarzott, ill. kezeletlen leukocytakbél heparinos Ringer-oldattal sejt suspen-
siot készitettiink (5000/cmm?), melyhez baktérium elegyet adagoltunk (Staph.
pyogenes aureus) tgy, hogy a leukocyta és baktérium arany 1 :2000 volt.
Megfelelé incubalds utdn kenetet készitettink és May—Griinwald —Giemsa
festés dtjan meghataroztuk a fehérvérsejtek altal felvett coccusok szdmat.
A szamolas hibahatara: o << 4-89,.

Megallapitottuk, hogy 0,05 J/cm? sugarenergia a phagocytosist kozép-
mértékben mintegy 0609,-kal fokozza, mig hisszor nagyobb sugardézis azt
509,-kal gatolja. Beigazolédott, hogy az egymas utan alkalmazott kisebb ser-
kentd hatasi energiak kumulalédnak, és fokozatosan gatlo effektust valtanak
ki. Methylenkékkel és Janus B zélddel kezelt leukocytak lasersugarzissal szem-
ben érzékenyebbek, és a kiilonben kis, serkenté dézis is mar phagocytosis-gat-
last eredményez.

Tekintve, hogy a leukocytak baktérium phagocytosisa a sejtben lejat-
s26dé anyagesere folyamatok egész soraval kapesolatos, a sejt bekebelezd
tevékenységének valtozasat jorészben ferment hatasokkal dsszefiiggd effek-
tusoknak tartjuk.

3. PROF. FRENYO VILMOS: LASER IRRADIATIO HATASA LEUKOCYTAK
KATALAZ-AKTIVITASARA

(In extenso kozolve jelen szamunkban),

4. DR. SZENDE BELA: LASERSUGAR KEZELES HATASA EGEREK SZORNOVEKE-
DESERE, BORERE ES BELSO SZERVEIRE
(I. Kérbonctani Intézet)

Megallapitottuk, hogy C;,Bl és fehér egerek szdrének névekedését 3—5
~héten at adagolt heti 1 J/cm? lasersugarzdsdoézis serkenti. A kezelés késdbbi
szakaban, a 10—11. sugirzis utan a serkent8 hatias megsziint, a sz8rnévekedés
gatlasa kovetkezett be.

" Osszehasonlité vizsgalat targyava tettiik, hogy az egy dézisban alkal-
mazott, az iddben elosztva, frakcionaltan adagolt, és az egy alkalommal, de
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frakcionaltan alkalmazott sugéarzas milyen hatassal van az egerek szdrének
novekedésére.

A 70 db, C;,Bl him egér felhasznalasaval végzett kisérlet tanisaga szerint
a frakcionédltan adagolt lasersugarzisok hatdsa summalédik. A summatio
akkor is bekdvetkezik, ha a frakcionalast id6ben elhizva végezziik.

Tanulmany targyava tettiik, hogy a hosszi idén at, ismételten alkalma-
zott, kisdézisi lasersugar milyen hatast fejt ki egerek bérére, ill. egyes belsd
szerveire.

A bérben a 10. kezelés utan a szértiisz6k pusztulasa, és a szértiiszék
koriil gyulladasos reakeié volt megfigyelhetd.

A 20. kezelés idépontja kériil az allatok bdrében a ham silyos atrophiaja
lathaté.

A 30. kezelés utan a ham egyes pontjain kiszélesedések voltak megfi-
gyelheték, melyek a basalis sejtek burjanzasanak kiévetkeztében jottek létre.

A hasi szervek kéziil a majban figyelhetiink meg coagulatios necrosisokat.
Harom egér vékonybelében is elhalt szakaszokat talaltunk.

5. DR. GYENES GEZA: A SEBGYOGYULAS BEFOLYASOLASARA VONATKOZO
VIZSGALATOK

(I. Kérbonctani Intézet)

Egerek hatan ejtett 10 mm atmérgji, kerek és miivileg létrehozott teljes
bérhianyt kezeltiink kis energiaji lasersugarral. Tobb kisérletsorozatban el-
téré dosist és valtozé gyakorisagi kezelést alkalmaztunk. Megallapitottuk,
hogy 1,1 Joule/cm? energia hetente kétszer adagolva a besugarzott seb gyé-
gyulasat a kontroll seb gyégyuldsahoz viszonyitva mintegy 3 nappal (20 —259,-
kal) meggyorsitotta. A kis energiaju lasersugar a sejtmiikodést és a sejtoszlast
serkenti, a sejtszaporodast fokozza, és ezzel per granulationem gyégyulé sebek
tel6dését sietteti.

6. DR. SELLYEI MIHALY: LASERSUGAR IN VITRO HATASA EHRLICH ASCITES
TUMOR NOVEKEDESERE
(Rébert Kiroly Kérhaz)

Ismeretes, hogy a lasersugar mind kisérleti allatok, mind emberek daga-
nataira nagy dosisban karosité hatast gyakorol. Jelen vizsgalatok soran cent-
rifuga c¢s6 aljara max. 0,5 mm vastagsigban iilepitett Ehrlich ascites tumor
sejtek laser sugarzasa tortént. Az alkalmazott sugar kimend energia densitasa
nem haladta meg az 1 Joule/em2-t. A besugarzott sejteket 10° mennyiségben
fehér egereknek i. p. implantaltuk. A daganat novekedését, a daganat sejtek
mitosis indexét és az allatok tilélését azonos donortél szarmazé, de nem sugar-
zott daganat sejtekkel inoculalt kontroll csoporthoz viszonyitottuk. Az ascites
tumor névekedését az allatok testsilya és az dsszes daganat sejt szama alap-
jan hataroztuk meg. Hat kisérletsorozathban a sugarazott sejtekkel beoltott
allatok testsilya 10—169%,-kal, a daganat sejtek szama 19—309,-kal haladta
meg a kontroll csoportot. A kiilonhség harom sorozatban bizonyult magasan
significansnak. 10 egérbél allé csoportban a sugarazott sejtek inoculalasa
utan a tdlélés révidebbnek bizonyult, mint az azonos szamu allatot tartalmazé
kontroll csoportban. Ezek alapjan a lasersugar kis dosisa valészintileg serkenti
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a daganatok névekedését. Ezt témasztja ald az is, hogy a mitosis index a
daganatnévekedés 8. és 14. napja kozott a kisérleti csoportban meghaladta
a kontroll csoport mitosis indexét.

7. PROF. LAPIS ES GYENES G.: LASER ALTAL OKOZOTT ULTRA-STRUCTURALIS
ELVALTOZASOK ASCITES TUMORSEJTEKBEN
(I. Kérbonctani Intézet)

Szerz8k Ehrlich asciteses egerekbdl tumorsejteket tartalmazé ascitest
in vitro 1,0 joule erdsségii laser-sugar hatasanak tették ki. Kontrollként azonos
allatbél a besugéarzas eltt levett ascites mintakat dolgoztéak fel. A besugarzast
kovetden kiilonboz6 iddpontban a mintakbél 37°-on tortént inkubalds utan
elektronmikroszképos feldolgozas tortént.

Megallapitottak, hogy 15 perccel a besugéarzas utan silyos sejtkarosodas
jelei mutatkoztak. A sejthartya continuitdsa a sejtek tilnyomé tébbségében
megdrzott, a sejtfelszinen a mikrobolyhok szama csokkent. A mitochondriu-
mok duzzadtak, a crista-allomany pusztult, a matrix elektrondensitasa is
nagymértékben csokkent. A cytoplasmaban kisebb-nagyobb, organellumok-
t6]l mentes elektronateresztd aredk alakultak ki. A se]tek egy részében a kont-
rollhoz viszonyitva nagyobb szamban secundaer tipusi lysosomak voltak
jelen. A maghartya mindeniitt megmaradt. A magallomanyon beliil nagyki-
terjedésti elektronateresztd terilletek alakultak ki. A chromatin-allomany a
maghéartya és a nucleolusok mentén tomériilt. A nucleolusok szokvanyos ultra-
structuralis organisatiéja megmaradt. Extracellularisan jelentds mennyiségi
cytoplasmaticus organellumok helyezkedtek el.

Nem mutatkoztak sejtkarosodas jelei hasonlé désist laser-sugar hatasara,
ha az ascitest el6zéleg egyenlé mennyiségii 19%,-0s vizes acridin-orange oldattal
hoztdk o6ssze. Ugyancsak nem mutatkozott karosité hatds, ha nem a sejt-
suspensiét, hanem a centrifugalassal kiiilepitett sejt-masszat sugaroztak be.

Szerz6k discutaljak a véazolt kisérleti feltételek kozdtt szerepet jatszé
és a sejtkarosodasokat kivalté faktorokat.

X

8. DR. THASZ MIHALY: LASER BESUGARZAS HATASA A BELNYALKAHARTYA
MIKROMOTILITASARA
I1. Seb. Klinika

A bélnyalkahartya rontgen sugarérzékenységének ismeretében a szerzék
alaser sugarnak a bélboholymozgasra kifejtett hatasat vizsgaltak. Rubin laser
késziilék (2 = 6943 A) segitségével kutya vékonybél-nyalkahartyajanak
methylénkékkel megfestett 0,5 cm? nagysagi teriileteit 0,5—7 Joule/cm? ener-
giaval sugaraztak be.

0,5 Joule energiaji laser besugéarzas a bélboholykontrakciék szamat
Iényegesen nem valtoztatja meg. 1—3 Joule/em? energia az automatiat at-
menetileg kifejezetten fokozza, 4—5 Joul-enak megfelel6 dosis viszont csok-
kenti. 6 Joule hatasara a bélboholymozgas 1—1,5 percre meg is sztinik. A mor-
folégiai elvaltozasokat elGidéz6 dosiskiiszob 7 Joule/cm?, ennek hatasara a
bolyhok oedémissa vilnak, csicsukon petechiak keletkeznek.

Ganglionbénitéval (nikotinsavtartarat, 100 gammal/kg i. v.) felfiiggesztve
a boholymozgast, a kiilonben serkentd 1—3 Joule/cm? sugarenergia hatéastalan.
Szerz8k szerint a lasersugar részben ganglionalis ideghatés révén fejti ki effek-
tusat.
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9. DR. RONTO GYORGYI: A LASER INACTIVALO HATASA
A BACTERIOP HAGOKRA
(Biofizkiai Intézet)

A szerzé relative jol definialt biologiai rendszer, T7 fag-E. coli gazdasejt
esetében vizsgilta a rubinlaser (A = 694,3 nm) altal emittalt fény hatasat.
Megallapitotta, hogy a szervetlen séoldatban szuszpendalt fagokra beesd,
15 alkalommal adott, &sszesen 180 Joule/cm2?-nyi energia nincs semmiféle
hatéssal a fagok tarfoltképzd aktivitasara. 10 ¢ mélos methylénkék (fotodina-
mids szenzibilizalé hatési) oldatban szuszpendalt T7 fagok esetében a tapasz-
talat szerint a tarfoltképzés inactivacidja lép fel. A szerzé 0,75 Joule/cm? maxi-
mélis bees energidig elvégezte az inaktivaciés dézishatasgorbe felvételét.
A dézishatasgorbe jellege, valamint a létrejott inaktivacié gazdasejteken tor-
ténd reaktivalédasanak hianya miatt a fag fehérje-burkanak sériilésére lehet
az eredmények alapjan kovetkeztetni.

10. DR. KISS A. FERENC: A LASER HATASA A PATKANY MELLEKVESEKIVONAT-
TAL KEZELT NYULSZARUHARTYARA

(Anatémiai Intézet, Debrecen)

A szerzék lasersugar (6943 A, 1—3—5 Joule/em?) hatasat vizsgaltik az
erez6dést el§segité fehér patkiny mellékvese dsszkivonattal (Kiss és Krom-
pecher, 1962) kezelt hazinyulak szaruhartyiin. Kisérleteiket 18 hazinytlon
végezték. A hazinyulak egyik felének bal szaruhartyaiba 0,1 ml mellékvese
osszkivonatot fecskendeztek laser besugérzas mellett, a mésik felének bal szaru-
hartyait pedig csak lasersugarral kezelték. A laser besugarzas a szaruhartya
felsG felére és a limbus felsé szélére tortént. Mellékvese 6sszkivonattal kezelt
és kezeletlen kontrollként a jobb szaruhartyakat hasznaltak. Megfigyeléseiket
két hetes kisérleti anyagokon — lupe nagyitassal makroszképos preparatu-
mokon és ezekbdl készitett szoveti metszeteken — tették.

Eredmények : kisebb adaghan (1—3 Joule/cm?) a laser sugarzas a mellék-
vese dsszkivonat erezddést eldsegitd hatasat csokkentette szamszeriileg (6 eset-
bél 4 esetben volt csak érbenidvés) és quantitative is (az érbendvés teriiletileg
is csokkent). Nagyobb adagban 5 Joule/cm? a laser besugarzas a mellékvese
osszkivonat erezddést elGsegité hatasat gyulladas, fekély képzddés és perfo-
ratio mellett quantitative fokozta. Ugy téinik, hogy a roncsolé adagi laser-su-
garnak tavolhatasa is van, mivel az ellenoldali mellékvese sszkivonattal kezelt
kontroll-szemek szaruhartyajanak érteriiletét is névelte.

A lasersugar az esetek 509,-aban egymagaban is csekély foki erezddést
okozott, ha az ellenoldali szemek mellékvese dsszkivonattal voltak kezelve.
Viszont, ha az ellenoldali szemek mellékvese 6sszkivonattal nem voltak ke-
zelve, a lasersugir csekély foki erez8dést el8segité hatasa elmaradt, csak cor-
nealis homalyt okozott az esetek egy részében. Ugy latszik, hogy a mellékvese
osszkivonatnak — bizonyos feltételek mellett — erez8dést eldsegits tavolha-
tasa is van. Mellékvese dsszkivonattal kezelt kontroll szemek szaruhartyain
15 esetbdl 14 esetben volt érbendvés.
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11. DR. DOKLEN ANNA: LASERSUGAR HATASA A CSONTVELG-SEJTEK IN VITRO
HAEMOGLOBIN SZINTEZISERE

(Sugérbiolégiai Intézet)

Szerz6 vizsgalta 0,05 és 26 Joule kozotti doézistartomanyban a laser-
sugar haemoglobin-szintézisre gyakorolt hatasat in vitro besugarzott short-
term patkany csontvelé kultirakon. Parallel tenyészetekben kiilon kovette a
haem- és globinszintézis alakulasat Fe-59, ill. glycin-C-14 inkorporici6 méré-
sével.

Adatai szerint a lasersugarzas hatasa a haemoglobinszintézisre — a két
vizsgalt fehérje szintézisét véve alapul — nem egyértelmi. Ugyanis mig ala-
csony dézistartoményokban a haem-szintézis jelentGsen fokozédott, majd
magasabb dézisértékeknél mérsékelt gatlodasba hajlott at, addig, bar a glo-
bin-szintézishben, kezdeti kisfokd csokkenés utan, ugyancsak latszott némi
emelkedés, ez azonban végig mérsékelt maradt, és f6ként azoknal a dézisérté-
keknél jelentkezett, amelyeknél a haem-szintézisben mar gatlédas volt.

A haemoglobin két komponensének eltérd foka szintézise laser sugarzas
hatésara, feltehetéen, a két fehérje kiilonb6z8 mértékii energia-abszorpcisjaval
hozhaté osszefiiggésbe.

12. DR. JUHASZ JENO (OTKI); ES DR. KARIKA GYULA: A LASERSUGAR
ALKALMAZASA A GYOGYASZATBAN

1. Harom esetben végzett laser-kezelés koziil ketté (malignus melanoma
¢és basalsejtes rak) hatasos volt. A harmadik esetben a tobbinél lényegesen
intenzivebb (7384 Joule/cm?) sugarhatas sem jart semmi eredménnyel. Ez a
tapasztalat is a laser-hatéas selectivitasat bizonyitja. Az eredménytelenséget
— a pigment hianyon kiviil — talén az is magyarazza, hogy a lobos fekélyben
kifejlgds irritativ bérrak sugar-érzékenysége alapjaban véve kiilonbozik a ge-
nuin daganatétél, és hogy a heges szdvet a laser-hatassal szemben resistens.

2. Kisebb sugarenergiak summalasaval is lehet hatast elérni.

3. A laser hatdsa a pigmentalt daganatra selectiv, és nemcsak héhatason
alapul. Az eredményes kutatas alapfeltétele a laser instrumentatio fejlesztése,
a biolégiai hatas alaposabb megismerése, az orvos, biolégus és fizikus szoros
kooperaciéja alapjan.

13. G. TOTA JOLAN: MERESI MODSZER VEKONY SEJTRETEG LASER-ENERGIA
ELNYELESENEK MERESERE
1L. Seb. Klinika

Leukocyta réteg lasersugar abszorbealé képességét kivantuk meghata-
rozni. A probléma megoldasanal vékony, 0,1 mm vastag sejtréteg preparatu-
mot készitettiink mikroszkép targylemezek kozott. Cu-Konstantan kalori-
méterrel mértiik a sejtrétegen athaladé energiat, festett, ill. festetlen sejtek
esetén. A lasersugar energiajat 0,4—1 Joule kozott valtoztattuk. Mérési soro-
zatokat végeztiink. Eredményeinket kiértékelve, kapjuk, hogy a leukocyta
réteg a rubin laser sugir energiajanak 14-—199,-at nyeli el. Methylénkékkel
festett sejteknél nem kapunk szignifikdnsan eltér§ eredményt.
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14. DR. J. NAGY EVA—G. TOTA JOLAN: LASER HATASA SACCHAROMYCES CERE-
VISIAE PARASYNCHRON TENYESZETERE
(Radiolégiai Klinika)

Megfigyelések utaltak arra, hogy a lasersugarzas és a biolégiai anyag
kolesonhatasakor mas természetli effektusok is észlelheték, mint ha az é16
sejtet rontgen, gamma-sugar, ultraibolya vagy hékezelésnek tessziik ki. Ko-
rabbi eredményeink felhasznalasaval viszonyitasi alapot igyekeztiink terem-
teni a laser effektus szamara.

Vizsgaltuk, hogy a laser kivalt-e valamilyen serkenté hatast az élesztd-
sejt besugarzas utani elsé sarjadzasara.

Nem fékuszalt, sziirt laser sugarzas esetében sikeriilt ugyanolyan dézist
talalnunk (0,1 - 10~ 2 Joule), ami a sejtszidm alakulisa, az oxigénfogyasztas,
a tuléls sejtek szazaléka szempontjabol latszélag teljesen indifferens volt,
sem gatlist, sem serkentést nem sikeriilt regisztralnunk, de a sejtszaporodéasban
stimuldcié nem mutatkozott. Ugyanezen-dézissal megsugarzott sejtpopulacié
oxigénfogyasztasa (120-en beliil) 102,3 ul volt a kontroll sejtek 98,5 u-nyi
oxigénfogyasztasihoz képest. Tekintve, hogy valésziniitlen, miszerint egy
mégoly csekély dozis is hatastalan legyen, ezt a koriilményt csak olyan érte-
lemben lehetne stimulaciés hatasnak értékelni, mint ami adott feltételek mel-
lett kompenzatorikusan kozombasiti a gatlé effektust.

Megfelelen az esetenként alkalmazott dézisnak (az eredmények 4—6
kisérletsorozat atlageredményeit reprezentaljak) az élesztdsejtek sarjadzasa-
ban, ill. szaporodasaban kiilonb6z8 mértéki késleltetést lehetett megfigyelni.
0,61 + 10~! Joule-al megsugarzott mintaink O, fogyasztasa két éra alatt 38 Yo-a
volt csak a kontrollénak. Altalanossagban megfigyelhet, hogy az elsé mitézis-
nal észlelt késleltetést a sejt a tovabbiakban nem képes kompenzalni, a szapo-
rodas sebességében mutatkozé lemaradast a sejt a tovabbi genericiék soran
sem tudja behozni.
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KONYVISMERTETESEK

Recent Studies on the Hypothalamus.
British Medical Bulletin vol. 22, Nr. 3, pp. 195—284, Published by the Medical Department,
The British Council, London, 1966.

A jolismert sorozatnak ezt a. monografiaszer(i kotetét a szerkesztik a hypothalamusnak
szentelték. A nagyagyvelé mélyében elhelyezkedd ezen fontos idegrendszeri kozpont irdnti
érdeklédés szdzadunk elsd évtizedei 6ta egyre fokozédik ugyan, de a hypothalamussal kapecso-
latos kutatémunka volumene kiilénésen az utolsé negyedszdzadban nétt meg. A sokrétii vizs-
galatok nyoméan jobban megismertiik ezen komplex agytérzsi neuroncsoport szerepét a belsd
elvalasztasi rendszer ellendrzésében, az allatok és az ember magatartasi reakciéiban, az anyag-
és energiaforgalomban sth. Meglepd ugyanakkor, hogy a hypothalamikus funkecié minden rész-
letét felolels rovid osszefoglalo munka 1940 6ta nem jelent meg. Ebbol a szempontbél a British
Medical Bulletin kezdeményezése hézagpétlé jelentdségti.

A kotet Harris professzor bevezet6jén kiviil 14 tanulményt tartalmaz. A referatumok
mindegyikét a kérdés legjobb angol ismer@je allitotta ssze, ilymédon hiteles képet kapunk
a hypothalamus-kutatdsok és klinikai vizsgalatok mai allasarél. A kotet sorrend szerint a ko-
vetkezo kiozleményeket foglalja magdban: A hypothalamus idegi kapcsolatai; A hypothalamus
és a hypophysis vérellitisa; A hypothalamikus neuroszekrécié; Taplalékfelvétel, energia-
egyensily és novekedés; Kolinergids és monoaminergias palydk a hypothalamusban; A gerin-
cesek hypothalamus-neurohypophysis rendszerének hormontartalma; Hypothalamus és viz-
felvétel; Hészabalyozas és a hypothalamus; A cardiovascularis rendszer hypothalamikus sza-
béalyozisa; A hypothalamus kisérleti karositasa; A hypothalamus elektrofiziolégiai vizsgélata;
Hypothalamus és tejelvalasztds; A hypothalamikus ,,releasing” faktorok és az eliilsé hypo-
physis-lebeny miikodésének ellendrzése; Hormonok hatdsa a hypothalamusra.

A kitet attanulminyozésa utdn a biolégia és a medicina legkiilonboz6bb agaiban ja-
ratos szakember teljes képet kaphat e fontos szabalyozékésziilék miikodésérsl. Ez igen hasz-
nos koriilmény, tekintettel arra, hogy a szakirodalom egyre névekvé aradatdban az ilyen ro-
vid, kozérthets osszefoglalé munkédk nélkiil szinte lehetetlen nyomonkiévetni a rokon szak-
teriiletek djabb eredményeit. A kitiing adbraanyaggal és vilagosan prezentilt tdbldzatokkal
kiegészitett mintegy nyolevan oldalnyi széveg éppen ezt a tajékozddast segiti eld,

Dr. Adim Gyérgy

Intestinal Absorption.
British Medical Bulletin, vol. 23, Nr. 3, pp. 205—292.
Published by the Medical Department, The British Council, London, 1967.

A kitling osszefoglalokat kozreadsé British Medical Bulletin e kotetét a bélfelszivodas
kérdésének attekintésére szanta. A kiilonb6z6 tdpanyagoknak a bélbdl torténd felszivédasi
mechanizmusit sok esztendeig olyan funkciénak tekintettiik, melyrdl Verzir Frigyes és masok
1ittors kisérletei 6ta nem sok ij mondanivalénk lehet. A legutébbi években azonban a bélbél
torténd abszorbeié kérdése ujbél ,,divatba jott”. Az orvosi és biolégiai érdeklgdésnek ezt a
névekedését nagyrészt azok a klinikai felismerések serkentették, melyek értelmében egy sor
gyomor-bél bantalomban és anyagesere betegségben a felszivédds zavarai jitszik a dontd
szerepet. A klinikus orvos egész sor kérképet vezet ma vissza ,,malabsorptio”-ra. A felszivodas-
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sal kapcsolatos kutatdsok fellendiilését a bélhamsejtek ultrastruktirdjanak megismerése és a
s6—vizforgalom mechanizmusainak feltdrdsa is elsegitette.

Jelen kotet mindezen korszerii tendencidkat hiien tiikrézi. D. H. Smyth érdekes be-
vezetje utdn a konyv 17 kitlinGen osszeallitott kozleményt tartalmaz a legkompetensebb
angol szakemberek tollibdl. A vizsgalati technikdktél kezdve egészen a felszivodas genetikai
és mikrobidlis vonatkozésaiig e monogrifiaszerii kotet a bélfelszivodds minden jelentss kér-
dését feloleli. Igen imponalé a kitet illusztriciés anyaga is: j6l szerkesztett grafikonokon és
tablazatokon kiviil t6bb igen szép fénymikroszképos és elektronmikroszképos felvételt tar-
talmaz.

A jélismert sorozatnak ezt az Gj kotetét nemcsak a targyalt kérdések irdnt specidlisan
érdekl6dé fiziologus, morfolégus, vagy klinikus szakember tanulmdnyozhatja sok haszonnal,
hanem — ezen tilmenSen — a medicina és a biolégia més teriiletein dolgozé specialista is.
E révid, kit{ing 6sszefoglalé munka kapesdn Gjbél hangsiilyozni kell az ilyen hasznos referdatu-
mok nagy jelent&ségét a biolégiai szakirodalom egyre terebélyesedd dradataban.

Dr. Adim Gyirgy

Bauer Ervin: Elméleti biologia
Akadémiai Kiads, 1967. 243 o.

A mii a kevés szamu kifejezetten elméleti biolégiai jellegli munkdk egyike. Az 1942-ben
tragikus korillmények kozott elhunyt, magyar szarmazasi orvos-biolégus mai napig idGszert
miive elsé részében egyrészt olyan feladatokat vet fel, amelyeket a jelenlegi molekularis bio-
légia késziil megvaldsitani, masrészt megvilaszol olyan kérdéseket, amelyeket méis kutaték
vagy nem emlitenek, vagy helyteleniil értelmeznek. Ilyen kérdés valamennyi életjelenség di-
namikus voltdnak a forrdsdra utalé termodinamikai elmélet. Kiilonisen értékesek azok a fe-
jezetek, amelyek az élérendszerek szabad szerkezet-energidjdnak a forrdsira vonatkoznak.

A konyv mésodik része a biolégiai tudomdnyok egyes dgazatait érintd specidlis kérdé-
seket targyal. Ezek egy része a kiilonbozg életjelenségekkel foglalkozé tudomdinyteriiletekre
(fiziolégia, szaporoddsbiolégia, novekedésbiolégia, evoliacidtan sth.) vonatkozik. A tovabbi
fejezetek — magdnak az életnek a sajatos anyag-energetikai problémai tisztdzasat viszik
elébbre. A biologiai mozgdsforma sajatos szakmai vonatkozdsait mély elméleti megalapozott-
saggal taglalja.

A konyvnek kiilongsen az 1920-ban megjelent kisebb munkajanak fiiggelékként csatolt,
de torténelmi szempontbél érdekes része, de az Gjabb keletii fejezetei is filozofiai szemponthbél
részben kiforratlanok. Nem is az volt a szerzd elsédleges célkitiizése, hogy a problémadk filozé-
fiai, hanem, hogy elméleti elemzését végezze el, amelyeket azonban minden esetben marxista
nézépontbél kozelitett meg.

A konyv minden biolégus szdméra tanulsigos, idészerti és feltétleniil gondolatkeltd.

Dr. Faludi Béla

ERT ES ITES

Felhivjuk az érdekl6ddk figyelmét, hogy a Mérnoki Tovabbképzo Intézet 1970 tavaszan
nappali tanfolyamot indit ,,Korszerii fizikai mérési médszerek a biolégidban” cimmel.

A tanfolyam tematikdja az iltaldnos érdeklédésnek megfelelden keriilt Gsszeallitdsra,
és az aldbbi f6 fejezeteket foglalja magéba:

I. Biomechanikai mérések,
II. Biolégiai h6tani mérések,
II1. Bioelektronikus mérések,
IV. Optikai mérések a biolégidban,
V. Szimitégépek felhasznildasinak f6bb lehetSségei a biolégiaban,

VI. Biolégiai mérések radioziotépokkal.

Az el6addsok idotartama 6sszesen 32 6ra. Eloadé: Dr. Major Janos fizikus.

A radioizotépokkal foglalkozé 2 6rds eladast Csaki Laszl6 fizikus tartja.

A tanfolyamra 1970. februar 15-ig lehet jelentkezni, a Mérnioki Tovédbbképzs Intézet
1970 januirjiban megjelend téjékoztatéjaban kozlésre keriils feltételekkel.

A tanfolyam irant érdekl6dd intézmények, illetve magénszemélyek a tajékoztaté meg-
jelenése el6tt is bévebb felvildgositdst kaphatnak a Mérnoki Tovabbképzé Intézet Tanfolyami
Osztdlyan, Budapest XI., Egri J6zsef u. 20 —22. cimen, vagy telefonon (258 —945, 29—57 m.).
Ugyanitt kérhet6 az 1970 januarjdban megjelend részletes tajékoztaté is, amelyet kérés alap-
j4n minden érdeklédének szivesen megkiildenek.
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A Biol6giai Kozlemények a Magyar Biolégiai Tarsasag Altalanos Bioldgiai Szakosztéalyé-
nak folyoirata. Megjelenik évente két flizetben. Kozli a Szakosztaly targykdrébe tartoz6 (szar-
mazastan, fejlédéstan, genetika, kisérleti biol6gia) dolgozatokat. A kéziratokat

Biolégiai Kozlemények Szerkesztésége
Budapest VITT., Mlzeum krt. 4/a

cimre kérjuk bekildeni. ;

A kéziratok elkészitéséhez a Szerkeszt6ség — el6zetes kérésre — Utmutat6t bocsat a szer-
z6k rendelkezésére. Folydiratunk egységes technikai kivitelezése érdekében kizarélag az Ut-
mutaté figyelembevételével készilt munkéakat fogadhatunk el.



Biologiai Kozlem. XVII., 1969. 63—76.

8-METOXIPSORALEN ES FOTOSZENZITIZALO
ULTRAIBOLYA FENY LETALIS ES MUTAGEN HATASA*

IGALI SANDOR

Orszigos ,,Fréderic Joliot-Curie” Sugdrbiologiai és Sugéregészségiigyi
Kutatéintézet, Budapest

A kutat6 szamara mindig nagy élmény — kiilonésen a molekularis és
elektronbiolégia korszakaban — ha olyan téméaval talalkozik, aminek iro-
dalma t6bb mint 3000 év tavlataba nyulik vissza. Az emberiség kutatészen-
vedélyének egyik legrégibb targya a béron talalhaté fehér ,.leprafoltok” meg-
sziintetése volt. Ezt a betegséget manapsag inkabb leucoderma vagy vitiligo
néven diagnosztizalnak, amit a bér melanintermelésének elégtelensége idéz
elé. Az i. e. 1400-b6l vagy még régebbi id6kbél szarmazé hindu Atharva Veda
szent kényvben mér pontos leiras talialhat6, hogyan lehet a fehér foltokat
bizonyos fekete magvak és egyéb novényi anyagok segitségével eltiintetni.
Az 8si megfigyeléseket a modern tudomény igazolta, amikor e drégokban
fotodinamikusan haté aktiv furocumarinokat taliltak, mint amilyenek a
psoralenek.

Bar az elsé furocumarint, a bergaptent (5-metoxipsoralen) tésbb mint
100 évvel ezel6tt izolalta Kaltenbrunner bergamottolajh6l — a mai napola-
jok és kolnik egyik alkotérészéb8l — e vegyiiletek igazi biolégiai természetét
és jelentGségét csak napjainkban ismerték fel [13]. A psoralenek széleskorii
elterjedése méltan keltette fel az érdeklédést, mi is lehet a szerepiik a névé-
nyek életében? Kideriilt, hogy e vegyiiletek bizonyos fajok névekedését ga-
toljak, ami nemhogy nem artalmas, hanem ellenkezdleg, el8segiti a névé-
nyek tilélését mostoha életkorilmények kozott. llyen novekedésgatle vegyii-
letet talaltak egyes sivatagi névények gybkereiben, leveleiben, de kiilonosen
koncentraltan a termésfalban (perikarpium). A névényembriét korilvevd
anyag a kicsirazast és novekedést kidiffundélasanak sebességével szabilyozza
— ez viszont a talaj viztartalmatol fiigg [2]. Joggal feltételezhetd tehat, hogy
e névekedésgatls anyagok fontos szerepet jatszanak olyan esetekben, amikor
a ndvény élete a kis mennyiségii elérhet§ vizért valé kiizdelemtdl fiigg.

A psoralenek egytttal hatékonyan gatoljak egyes gombafajok néve-
kedését [4]. Ily médon a kisérletek gyonyodriien demonstraltak a természet
okonomiajat. Hiszen ugyanazon vegyiiletek egyrészt megakadalyozzak a
novekedést vizhiany esetén, masrészt a novénybdl kidiffundalva a patogén
gombak elpusztitasaval fertStlenitik a talajt.

A napvilagra keriilve azonban a psoralenck viselkedése meglepden at-
alakul, amint azt az §si népek megfigyelték, és Kuske a phytodermatitis vizs-
galataval demcnstrilta 1938-ban [20]. Ez a bdrhélyagosodas olyan pacien-

* A Ciba Alapitvain y 1969. jinius 3-i vitaiilésén Londonban elhangzott el6adas szévege
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seknél jelentkezik, akiket bizonyos névényekkel tortént érintkezés utan nap-
fény ér. A kellemetlen hatast elidézé vegyiileteknek a bergamottolajbél ki-
vont bergapten és a fiigébsl nyert psoralen bizonyult. Késébb a fotoszenziti-
zalo psoraleneket szamos mas novényben is megtalaltik [28]. Tlyenek a
paszternak, komény, kapor, petrezselyem, sargarépa, zeller, angyalgyiokér
( Umbelliferae) ; ruta, ezerjofli, narancs, Citrus bergamia (Rutaceae); boglarka
(Ranunculaceae) ; mustar (Cruciferae); apré szulak (Convolvulaceae) ; parlofi
(Rosaceae) ; cickafark (Compositae); libatop (Chenopodiaceae); Psoralea
coryfolia (Leguminosae); orbancfii (Hypericaceae). Ez utébbi névénybdl a
carcinogen hypericint izolaltak.

A psoralenekkel komolyan a negyvenes években kezdtek el foglalkozni
a kairéi egyetemen Fahmy vezetésével [10]. Az egyiptomi orvos-papok altal
6sid6k ota a vitiligo gyogyitasara hasznalt sziirkészold novényporbél izolaltak
egy furocumarint, a 8-metoxipsoralent — 8-MOP.

Klinikai vizsgalatokban a vegyiilet napfénnyel kombinalva hatasosnak
mutatkozott a vitiligo gyégyitasara. Latens periédus utdn a bérén levs fehér
foltok megpirosodtak, majd megbarnultak. A tovabbi kisérletekben kideriilt,
hogy a furocumarinok segitségével az emberi bért a napfénnyel szemben ellen-
allobba lehet tenni. A feltevés elméleti és klinikai jelentésége kovetkeztében
az otvenes években eléggé széleskorii kutatémunka indult, ami a furocumari-
nok noévényi eléfordulasaval, hatasmechanizmusukkal, toxicitasukkal, nagy-
intenzitasti ultraibolya sugarforrasok kialakitasaval foglalkozott. Kiilondsen
érdekelte a kutatékat esetleges szerepiik a napfénnyel, illetve ultraibolya su-
garzassal indukalt bdrrak keletkezésében. Egyesek e hatast bizonyitottak.
Masok ellentétes eredményeket kaptak. Macdonald, Hopkins és munkatar-
saik széleskordi klinikai kutatémunka eredményeit kozolték [22, 18]. Kettds
vak kontrollal irdnyitott vizsgalataikban 265, f6leg szabadban dolgozé pa-
ciens vett részt. Az emberek naponta 20 mg psoralent kaptak oralisan, és Auszt-
raliaban illetve az USA-ban mezdgazdasagi munkat végeztek. Megjegyzendd,
hogy mind fokozott fogékonysagot mutattak bdrrak irant. A 15—24 hénapig
tarté vizsgalatok alatt egyetlen esetben sem taldltak @j bérrak lézidkat.

A kémiai, biolégiai és klinikai kutatomunka eredményeképpen tugylat-
szik, hogy a psoralenek fotodinamikus hatdsanak feltételezése is koveti a hipo-
tézisek sorsat, ami William James szerint 3 klasszikus stadiumon megy ke-
resztiil.

Elgszor a hipotézist képtelenségnek tartva tamadjak és elvetik.

Masodszor elismerik ugyan hogy igaz, de nyilvanvalénak és jelenték-
telennek bélyegzik.

Végiil, mikor mar jelent8sége minden kétséget kizaréan beigazolédott,
a hipotézis felfedezését immar eddigi ellenzéi maguknak tulajdonitjak.

A psoralen hipotézis jelenleg az elsé stadiumban van, de mar mutat-
koznak a kovetkezd fazis szimptomai is. Elérehaladasat elgsegitendd, Dr. Ash-
wood-Smith és Dr. Bridges tanacsara kisérleteket inditottunk baktériumok-
kal mutagén hatasuk tisztazasa végett. A csabitds azért is nagy volt, mert
a psoralenek fotoszenzitizalé hatasa emlékeztetett az ultraibolya, rtg. gamma
sugarzas mutagén effektusaira.

Mielstt azonban ratérnék eredményeinkre, hasznosnak latszik rovi-
den — a teljesség igénye nélkill — attekinteni a psoralenek fotodinamikus
hatasanak természetét. A tovabbiakban a fotoszenzitizalé kifejezést hasznal-
juk, mivel itt az oxigén nem jatszik szerepet.
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A psoralenek fotoszenzitizilé hatdsa

A psoralenek a cumarin furin szarmazékai. A két molekula kapesoloda-
sanak 12 féle lehetdsége van, melynek mindegyike egy-egy szarmazékcsoport
kiindulé tagja lehet. Csaknem az Osszes alapvegyiiletet szintetizaltdk mar,
de a természet nagyon konzervativnak mutatkozott e teriileten is. Eddig
az Osszes természetesen eléfordulé furocumarin az angelicin és a psoralen szar-
mazékanak bizonyult (1. abra).

1. dbra. A 8-metoxipsoralen, a legismertebb fotoszenzitizdlé furocumarin szerkezeti képlete

A psoralenek szerkezete dontden befolyasolja fotobiologiai viselkedé-
siilket, amint ezt Pathak és munkatéarsainak széleskorii vizsgalatai bizonyi-
tottak [29]. 36 furocumarin szarmazék koziil legnagyobb mértékii erythemat
a psoralen idézte el§ emberen és albino tengeri malacokon. A 4, 8 és 5’ hely
metilezése nem csokkentette a biologiai hatast, viszont a 3 és 4° hely szubszti-
thcidja igen. A 4” és 5’ hely telitése hidrogénnel inaktivalta a vegyiileteket.
A hydrocortisonbél és catecholbél elgallitott hasonlé tipusa vegyiiletek hatas-
talanoknak bizonyultak.

A bérszovet érzékenyités a 320—400 nm hosszisagi (near ultraviolet —
NUV) fénnyel szemben a psoralen gyiirii specialis tulajdonsiga. A metilezé-
sen kiviil, a psoralen molekula elektronkonfiguraciéjanak mindennemi meg-
valtoztatasa csikkenti vagy megsziinteti fotoszenzitizalé képességét.

A psoralenek kémiailag eléggé kozombosek — jelentfs aktivaciés ener-
gidra van sziikségiik, hogy kémiai és biolégiai reakcickban résztvegyenek.

Kizérélag az elnyelt fényenergia quantumai inditanak el fotokémiai
reakcidkat, ezért a psoralenek egyik leglényegesebb tulajdonsiga abszorpciés
spektrumuk. Fotokémiailag a psoralenek megfelelnek a fotoszenzitizalas ko-
vetelményeinek, mert aktivacios — fluoreszcencia — és emissziés — foszfor-
eszcencia — csicsuk a 340 nm-es hullimhossznal van, mig 360 nm a leghata-
sosabb biolégiai reakciok kivaltasdban [31].

A fotoszenzitizal6 molekula tehat a specifikus hullimhosszi fényener-
gidt elnyeli és azt a biolégiai rendszerekben tovabbitva az életfontossigh
ériasmolekulak atalakitasaval éri el hatasat.

A fotokémiai reakciok Pathak szerint az alabbiak lehetnek [27]:

1. Compton és Roman hatas nyoméan bekévetkezd fizikai kolcsonhata-
sok atom vagy molekula vibraciét vagy rotaciét valtanak ki.

2. Az energia hékibocsatassal vagy az érintett molekulanak singlet

allapotba torténé gerjesztése révén levezetédik — e folyamat mar elindithat
fotokémiai reakcidkat.

3. Fluoreszcencia — a gerjesztett singlet allapotbél az alaphelyzetbe
valé visszaillas soran torténd energiakibocsatas — kézvetleniil, 108 masod-
perccel a besugarzas utan.

4. Molekula disszociacié — djrarendezédés vagy két Gj molekulater-

mék képzddése.
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5. Egy masik lehet8ség az aktivalt molekuldk atalakuldsa metastabil
tripletté, amit foszforeszcencia kisér.

Mindez a molekula ioniziciéjahoz — egy elektron elvesztéséhez — ve-
zethet, ami azutén a besugarzott él6lényben biolégiai elvaltozasokat okozhat.
A 8-MOP-ot fluoreszcencia és foszforeszcencia jelenségek mellett aktivalé
fény hullamhossza 340 —360 nm kézétt van, ami egytttal a biokémiai és bio-
l6giai reakecidk kivaltasahoz is sziikséges. A végyiilet fotoszenzibilizalé hatésa
tehat nyilvanvalo. '

A psoralenek bioldgiai hatasainak felderitése az eddig exponalt problé-
mékon kiviil még azért is érdekelte a kutatékat, mert szamos jel arra muta-
tott, hogy a fotoszenzibilizalo effektus nagyon hasonlit a 260 nm-es ultra-
ibolydéhoz (far ultra-violet — FUV) és kiilonosképpen mert dgy latszott,
hogy a dezoxiribonukleinsavra (DNS) hat.

E mikrobiolégiai kisérletek alapjan tett megallapitiasokat erdsitették
meg Musajo [24], valamint Farid és Krauch [12] fotokémiai adatai. Szerin-
titk akar kozvetleniil, akar fotoszenzitizaciéval keriil a furocumarin gerjesztett
allapotba, a pyron vagy a furin gyfri kettds kotéséhez kapcsolodik a masik
furocumarin molekula — homodimerizicié — vagy mas molekula — kodime-
rizdci6 —, ciklobutan gyiri{i képzddésével. Megjegyzendd, hogy a FUV Aaltal
indukalt fotoproduktumok is ciklobutan tipusi pirimidin dimérek. Kisérle-
teikben triciummal jelzett nukleozidokat sugaroztak be NUV-al és a foto-
. produktumok kézt kimutattik a psoralen-timidin, illetve a psoralen uridin
1:1 aranyban képzédott kodimerjeit. Citidinnel a fotokémiai reakcié sokkal
kisebb mértékii volt. A dimerképzés valésziniileg a furan gytriivel térténd
C4 cikloaddiciéval megy végbe.

Musajo a 3H-psoralen jelenlétében NUV-al besugarzott Ehrlich ascites
tumorsejtek DNS-ébél is ki tudta mutatni a timin-psoralen fototermékeket,
amik azonosnak mutatkoztak az in vitro kisérletekben izolalt kodimerekkel
[24] (2. abra).

-

2, dbra. Psoralen-timin fotoszenzitizdcidval keletkezett kodimérek szerkezeti képlete

A psoraleneknek bérreakcickat kivalté fotoszenzitizalo hatasmechaniz-
musa még teljes sotétségben van. Tudjuk, hogyha albino személyeknek ora-
lisan vagy lokélisan 8- vagy 5-MOP-ot adnak, majd napfény vagy NUV ha-
tasanak teszik ki 8ket, bérreakciok fejlédnek ki. Lappangasi pericdus utan a
depigmentalt részek megpirosodnak, majd melaninképzédés kovetkeztében
megbarnulnak. Silyos esetekben oedema, vesicatio, desquaminatio, ulceratio,
s6t carcinoma kialakulasat is megfigyelték. A hatas fiigg a psoralen koncen-
traci6jatél, a besugarzas hullimhosszatél és dozisatol, valamint az egyed fo-
gékonysagatol. A vegyiilet elviselhetd adagja kisérleti allatokban napi 20 mg/kg
volt, az LD;, felnétt Swiss albino him patkédnyokban 200—750 mg/kg [15].
Az elviselhets dozis adagolasa esetén patolégikus elvéltozasokat — fibro-
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sarcoma, cataracta — figyeltek meg 108 erg/cm®> NUV dézis hatasara [5].
A toleralhaté human dézis 20 mg volt naponta oralis alkalmazas esetén. Mint
mar emlitettiik, karos elvaltozasokat nem mutattak ki 2 évi folyamatos ada-
golas utan sem.

Az elmilt évtizedben végzett széleskori klinikai kutatasok folyaméan
kideriilt még, hogy a levegé paratartalmanak novelése elGsegiti a helyileg al-
kalmazott psoralenek hatasat [16]. A fotoszenzitizaciét immunolégiai ténye-
zbk is befolyasoljak. Azok a paciensek, akiknek o, globulin szintje alacsony
volt, lassabban reagiltak az oralis psoralen kezelésre, mint a normilis szin-
tiiek [8]. Masrészt corticosteroidok kombinaciéjaval nagymértékben fokozo-
dott a melaninképzédést el8segité hatas. E megfigyelés azért is fontos, mert
egy feltevés szerint a csékkent autoimmun valasz a melanocytik tirozinaz
aktivitasdnak gatlasaval vitiligo kialakulasdhoz vezethet [11].

A psoralen problémakér még komplikaltabb lett El-Mofti és munka-
tarsainak egy elGzetes kozleménye utan [9]. Albino patkanyoknak oralisan
beadott 8-MOP — 100 mg besugarzas el6tt 2 éraval, vagy 0,33 mg 15 napon
at — szenzitizalta az allatokat rtg.sugéarzassalszemben. 900 R 230 kV-o0s dézis
esetében a tidlélés 8,6 illetve 6 nap volt — az adagolas médjatol fiiggben —
a 8-MOP-al nem kezelt, de besugarzott egyedek 12,6 napos tiléléséhez képest.
Masrészrdl viszont a vegyiilet sugarvédd hatast mutatott fokozatosan adagolt
béta sugarzas esetében, 1200 rep-ig. A bérreakciok megjelenése 8-MOP ada-
golas esetén elhizédott, a karosodas mértéke csokkent és az allatok gyorsab-
ban regeneralédtak, mint a fotoszenzitorral nem kezeltek.

Az elz8kben felvazolt homalyos és sok tekintetben ellentmondésos
kép csak tigy derithetd fel, ha feltételezziik — s méghozza jogosan — hogy a
psoralen fotoszenzibilizalé hatasa kézvetve vagy kozvetleniil kapcsolatos a
sejtek életfontossagi molekuldiban végbemend biofizikai és biokémiai val-
tozasokkal. S valéban, a szabadonél8 sejtrendszerek tébbet arulnak el a pso-
ralen fotoszenzitizalé hatasmechanizmusarél, mint a bérreakcidk.

A psoralenek letalis és mutagén hatdsa

A psoralenek letilis fotoszenzitizalé hatasat mar 1958-ban bizonyi-
tottdk [14]. Fowlks és munkatarsai a szlir6papir-korong diffiziés eljaras se-
gitségével 25 furocumarin kéziil 13-at aktivnak taladltak 5 baktériumtérzzsel
szemben. A Gram pozitiv coccusok érzékenyebbek voltak, mint a Gram nega-
tiv palcika alakd baktériumok. Erdekes, hogy ionizalé sugarzasok esetében e
helyzet forditott.

A kévetkezd évben jelent meg Oginsky és munkatéarsainak kézleménye
[26], amelyben részletesen analizaltdk a 8-MOP letalis hatasat. A vegyiilet
nagymértékben csokkentette a 300400 nm-es NUV fénnyel besugarzott Sta-
phylococcus aureus és Escherichia coli sejtek talélését. A B/r torzs reziszten-
sebb volt, mint a B és tdlélési gorbéje nagyobb vallat mutatott. Pontosan
tgy, mint a FUV, rtg. és gamma sugarzasok esetében. A 8-MOP effektus eltér
a metilénkék és lathaté fény fotodinamikus hatasatél, amennyiben nincs
sziilksége molekularis oxigénre, st O, jelenléte a 8-MOP fotoszenzitiziciét
gatolja is. Ezt egyébként fotokémiai kisérletek eredményeivel is megerdsi-
tették. A 8-MOP hatas relative érzéketlen a kérnyezeti pH-ra, de érzékeny a
hémeérsékletre. A besugérzas alatti h6mérséklet névelése 0—45 C° kozott ara-
nyosan csokkenti a letalitast. A hdmérsékleti koefficiensek (a B torzsnél Q,,—
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0,67, a B/r torzsnél Q,,—0,44) lényegesen kisebbek a metilénkék fotodinami-
kus hatasanal (Q,,—1,6) és FUV hasznilata esetén (Q,,—1,7742,2) talalt
értékeknél. A baktériumok érzékenysége a tenyészetek koratdl fiiggott. A B
torzs logaritmikus névekedési fazisban volt a legérzékenyebb, mig a B/r a lag
periédus alatt. A 8-MOP-al fotoszenzitizalt sejtek koléniaképzé — tehat osz-
todasi — képességét a tapkozeg is befolyasolta. A besugérzas el6tt komplex,
tapanyagokban gazdag mediumban tenyésztett baktériumok kéziil tsbb élte
til a fotoszenzitiziciét, mint minimalis feltételek mellett — mindkét nove-
kedési fazishan. Ugyanilyen kedvezé hatasd volt a tilélésre a besugarzas utani
tapanyaghdség.

A 8-MOP letalis fotoszenzitizalé hatasat kimutattak polio- és influenza
virusok [21], in vitro tenyésztett emldssejtek [24], kezelt spermiumokkal
megtermékenyitett tengeri siin peték [6], valamint Ehrlich ascites tumorsej-
tek esetében. Ez utébbinal Musajo [25] megfigyelte a bort nem érzékenyitd
5,8-dihidroxipsoralen radioszenzitizalé hatasit gamma sugarzassal szemben.

A felsoroltakon kiviil a psoralenek genetikai hatasat is felfedezték. Dol-
cher és munkatarsai az 5-MOP-ot és a psoralent csaknem olyan hatésosnak
talaltadk, mint az abban az iddben legaktivabb trypaflavint. A mitézisok
409%,-ban kromoszémaaberraciokat talaltak, ha hagyma gyékércsicsokat
20 C°-on 4 o6raig inkubaltak 5x107° mélos koncentraciéji oldatokban. Na-
gyobb koncentracional a mitézis teljesen leallt. Sajnos a kozleménybdl nem
deriilt ki, hogy a kisérleteket milyen fényviszonyok mellett végezték, igy az
adatokat nehéz megfelelgen értékelni (lasd Fowlks, 13). Annal is inkabb, mert
idézésiik az tjabb irodalombél hidnyzik. L

A mutagén hatéast el§szor Altenburg [1] mutatta ki minden kétséget
kizdréan. Psoralen és NUV kiilon-kiilon nem okoztak 6rokl6dé megvaltoza-
sokat Drosophila fejlddé petéiben. Viszont egyiittes alkalmazasuk 2,79;-kal
megnédvelte a Muller-féle ,,sifter” technikaval kimutathat6 lathaté recessziv
mutaciék ratajat a kontrollhoz képest.

Baktériumoknal — a letalitds mellett — Matthews [23] demonstralta
a 8-MOP mutagén hatasat, érzékeny Sarcina lutea baktériumok penicillin-
rezisztencidjanak ugrasszeri megnovekedésével: 3—12x 10~ muténs indu-
kélasa tdlélénként! FEredményei alapjan arra a figyelemremélté kovetkez-
tetésre jutott, hogy a sejtek fotoszenzitizaciéja nem a sejt enzim-proteinjeit
karositotta, hanem a DNS-et.

A 8-MOP mutagenitasat NUV fotoszenzitizaciéval Drake és McGuire [7]
T, bakteriofagokkal bizonyitottak. Szamitasaik szerint 4 X10~* mutans in-
dukalasa varhaté letalis talalatonként, ami a gyengén haté mutagénekre jel-
lemz6 frekvencia. Az igy keletkezd mutansok legtobb vizsgalt bélyegeik alap-
jén egymastél nem kiilosnboztethet8k meg. Specidlis kémiai mutagénekkel
torténd revertibilitasuk alapjan a mutansok zéme transitio kovetkeztében
nyerte vissza eredeti funkeciéjat — adenin-timin — guanin-citozin atalaku-
lassal — és csak elenyészd kisebbségiik bizonyult transversionak, olyan bazis-
par szubsztiticiénak, ahol a purin-pirimidin orientacié megvaltozott, pl.A-T —
— T-A.

Osszefoglalva a psoralenek fotoszenzitizdlé hatasat megallapithaté,
hogy kifejezett ilyen effektussal rendelkeznek és ehhez nincs sziikségiik mole-
kularis oxigén jelenlétére. Kiilondsen jelentfs — amennyiben igaznak bizo-
nyul — az ionizal6 sugirzasokkal szembeni szenzitizaciéjuk. Ha biolégiai
anyagokkal egyiitt NUV fénnyel sugarozzak be éket, brreakcickat, sejtletali-
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tast és mutaciokat indukilnak — feltehet6en a DNS bazisaihoz, kiilénésen
a pirimidinekhez valé két8désiik révén.

Mindezek ellenére alig tudunk valamit a baktériumsejtekben keletkezd
léziok természetérdl, vagy a psoralenek fotoszenzitizalé mutagén hatasanak
mechanizmusar6l. Mindossze annyit, hogy megnovelik a Sarcina lutea peni-
cillin-rezisztens sejtjeinek keletkezési gyakorisagat. Ezért érdemesnek. latszott
a FUV mutagenezisénél donts szerepet jatszé jolismert baktériumtorzsekkel
megvizsgalni a 8-MOP NUYV fotoszenzibilizalé hatdsat. Ezt abban a remény-
ben tettiik, hogy az igy nyert eredmények elGsegithetik az eml8s sejtekkel
folytatandé kisérleteket a mutagén és carcinogén hatés esetleges osszefiiggé-
seinek felderitésében. ElsGdleges célunk a 8-MOP fotoszenzitizalé mutagén
hatisianak felderitése volt specialis sugarérzékeny és rezisztens baktérium-
torzsekkel és ennek 6sszehasonlitdsa a 260 nm-es FUV sugarak mechanizmu-
saval abbél a célbél, hogy megallapitsuk a fotoszenzitalé hatas helyét. Masod-
szor azt reméltiik, hogy megtudunk valamit a 1ézi6k természetérél is.

Anyag és médszer

A 959,-0s etanolban oldott 8-metoxipsoralent (Upjohn Co.) a kisérletek-
ben hasznalt 50 illetve 100 pug/ml koncentraciéig 0,15 mélos NaCl oldattal
hig"tottuk.

A sugarforras 125 Wattos Philips ,fekete fény{’ fluoreszcens higany-
g6z lampa volt. A 300—400 nm tartomanyban kibocsatott NUV fény maxi-
malis hullimhossza 365 nm volt.

A logaritmusos novekedési fazisban levé baktériumkultirakat 2 x 108/ml
stirtiségnél lehiitottiik, kétszeri mosas utan 0,15 M NaCl oldatban reszuszpen-
daltuk, majd szobah&mérsékleten — kb. 25 C° — 8-MOP hozzaadasa utén
besugaroztuk. A lampa teljesitménye 20 cm tavolsaghbél kb. 10* erg/mm?/sec
volt, nem szamitva az infravoros fényt.

A tilélgk és mutansok aranyat 59, élesztds bouillont (Oxoid Nutrient
Broth) tartalmazé minimum agar lemezeken hataroztuk meg 48 6ras 37 C°-on
torténd inkubalas utdn. Egyes esetekben 0,75 ug/ml 1-triptofant tartalmazé
minimum agar lemezeket is hasznaltunk. Sem a 8-MOP — telitett koncentra-
cioig — sem a NUV besugarzas — 30 perces expoziciéig — nem befolyasolta
szignifikdnsan a baktériumok tidlélését. A hasznalt 50 illetve 100 ug/ml-es
koncentraciok fotoszenzitizalé hatasa kozott semmi kiilonbség nem volt.

Az osszes kisérleteket halvany sarga fényben végeztik el és a lemeze-
ket sotét termosztatban inkubaltuk.

Mutdciés rendszerek

A 8-MOP fotoszenzitizalé hatasat olyan jolismert Escherichia coli bak-
tériumtorzsek segitségével probaltuk meg kideriteni, amik a DNS-ben FUV
hatasara keletkez6 1éziokat képesek reaktivalni, reparalni vagy méas médon
eliminalni.

A mutaciok és ennek megfelelden az osszes 6roklédd megvaltozasok
helye a baktérium kromoszéma. Ezért joggal feltételezziik, hogy a mutagén
agensek a DNS-re hatnak. Egyik legegyszerlibb mddszer ennek kideritésére
az aminosav dependencia (auxotophia) mutédciéja aminosav independenciava
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(prototophia), ami lehetévé teszi, hogy mind a tdlél§, mind a mutaciés frek-
venciat ugyanazon a tapkézegen hatarozzuk meg. Az aminosav szintézissel
kapcsolatos mutéciék valészinii eredete a baktérium DNS-ben 4 bazis sor-
rendjével lefektetett genetikai k6d atalakulasa, pl. A-T « G-C, A-T « T-A.

Az E. coli auxotroph sejtjeibdl keletkezé prototrophok nem mind valédi
mutansok. Egyrésziik lassan nd6, és bizonyos mértékben instabil [17]. Ezek
nem az eredeti bazissorrend visszaallitasa révén nyerték vissza elvesztett ké-
pességiiket, hanem valamilyen mas locus atalakulasaval, ami aztan elnyomja
az eredeti locus megmaradt deficienciajat. Egy ilyen suppressor mutacié tobb,
egymassal nem rokon aminosav igényt is megsziintethet [30].

Az altalunk hasznalt térzsek auxotrophidja mind ,.értelmetlen” (non-
sense) mutacié kovetkezménye. A DNS mutaciéja kovetkeztében az dn. ,,am-
ber” tipusd sejtek messenger RNS-e az UAG kodont, az ,,ochre” tipusiak
mRNS-e pedig az UAA kodont tartalmazza. Ezek a kombinéaciék nem kédol-
nak semilyen aminosavat sem, és igy jelenlétiik e ponton leallitja a kévetkezd
aminosav beépitését a polipeptid lancba. Ha e mutéacié valamelyik enzimfe-
hérje szintézisét iranyité locusban kévetkezik be, a sejt rendszerint nem tud
tovabb osztédni. Prototroph mutansok keletkezhetnek az DNS eredeti lo-
cusaban bekovetkezd ,.értelmetlen” — ..értelmes’ kédatalakulassal. Ezeket
valédi revertansoknak nevezziik. Masrészr§l aminosav independencia kiala-
kulhat a DNS mas részén bekovetkezd valtozassal is, ami a genetikai trans-
latios apparatuson keresztiil hat. A suppressor mutacié kovetkeztében meg-
viltozik a sz6banforgé aminosavat aktivalé transfer ribonukleinsav gy, hogy
az ,,értelmetlen” kédot ,,értelmesnek’ olvassa. Az eredeti lanczaré mutacié
ilyenkor megvan ugyan, de hatastalanna valik és a felépiils fehérjébe e helyen
egy méasik aminosav keriil vagy egy hianyozni fog. Az enzimfehérje ettdl a
kis hibatél altalaban nem valik inaktivva, legfeljebb aktivitasa csokken —
a baktériumtelep lassabban ng.

A suppressor mutéacickat az auxotrophoktél és a valédi mutansoktol
olyan T, bakteriofagok segitségével kiilonboztetjiik meg, amelyek csak a
suppressor mutans locust hordozé baktériumokban szaporodnak el. Pl. a B22
jelzésti fag a DNS polimerazt kédolé locuson tartalmaz egy amber codont.
Ilyen specialis rendszerek segitségével Bridges és Munson [3] kimutattak,
hogy az E. coli WP2 triptofan igényes auxotrophok valédi reverziéja tripto-
fant nem igényl6kké A-T — G-C bazispar szubsztiticié eredménye az ochre
kodont kontrollalé triplethen. A suppressor mutéacié — ezzel szemben — egy
G-C — A-T atalakulassal mehet véghe a tRNS glutamint aktivalé antiko-
donjaban.

Kisérleti eredmények

Az els6 mutaciés tipus torzsei a besugarzott bakteriofagok reaktivalasa-
ban kiilonbéznek — HCR (host cell reactivation) rendszer. E reparaciés me-
chanizmus miikodéséhez fényt nem igényel (dark repair).

A Her" baktériumok — valészintileg a DNS helix eltorzulasa kévetkez-
tében — képesek felismerni az UV-indukélta pirimidin dimereket, majd ki-
vagassal eltavolitva Gket a hianyzé részt a templat fonal alapjan szintetizal-
jak és a szabad végeket osszekostik. Ugy néz ki, hogy mindezt egy nukleaz-
-polimeraz-ligiz enzimkomplexum végzi el, aminek két tagjat mar izolaltik
Micrococcus luteus baktériumokbél. Az els6 bevéagja a karositott fonalat,
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mig a masik kivagja a dimert kb. 5 nukleotiddal egyiitt. Ezeket a részeket
kémiailag pontosan ki lehet mutatni kvantitative. A HCR™ phenotypusi tor-
zsek a potencialisan mutagén és letélis UV lézioknak mintegy 90%,-at eltavo-
litjak exciziés repariciéval. Annyi dimert hagynak meg a DNS-ben, amit
tizszer kisebb UV dézis hozott volna létre. Ezért UV rezisztensek és indukalt
mutaciés frekvencidjuk kicsi. Az ilyen tipusi repariciénak az elsé DNS rep-
likacié el6tt kell végbemennie.

A HCR ~ phenotypusi torzsek zéme képtelen eltavolitani a pirimidin
dimereket s ennek kovetkeztében 10—20-szor érzékenyebbek a HCR™ bakté-
riumoknal. Ugyanigy kb. ennyivel nagyobb az indukalt mutéciés frekvencia-
juk is [17].

A besugarzas utani tilélés fiigg elgszor a DNS-ben az exciziés reparacié
utdn megmarad6é UV léziok szamatél; masodszor a baktériumok azon képes-
ségétdl, hogy miképpen tudnak megbirkozni a karosodassal, azaz hogy a piri-
midin dimerek jelenléte ellenére miképpen képesek elszaporodni. A HCR pheno-
typus tgylatszik nem fiigg az utobbi képességtl, hanem csak az excizios re-
paracié altal eltavolitott UV léziok mennyiségét szabja meg. Emiatt a HCR~
sejtek letalitdsa és mutéciés frekvencidja ugyanakkora, mint a HCR" bakté-
riumoké ugyanazon rezidualis karosodast indukalé UV dézis esetén.

A 8-MOP fotoszenzitiziciés kisérleteinkben a letdlis és mutagén hatas
ugyanilyennek mutatkozott. A HCR™ torzs rezisztensebb mind letalitis, mind
mutabilitds tekintetében. A mutéciés frekvencia megkozelitéleg a dézis négy-
zetével aranyosan ng. Viszont eltérések vannak a.tilélési gérbe alakjat, a
s;broth effect”-et és a valédi: suppressor mutéansok aranyat illeten. Mindkét
torzs tilélési gorbéje hatarozott vallat mutat, a HCR™ esetében 1 X 10° erg/mm?,
a HCR™-nal 2Xx10* erg/mm? dézisoknal.

A ,.broth effect” a baktériumok sugirbiolégidjanak egyik legtobbet
kutatott, de legrejtélyesebb jelensége. Lényege, hogy ha a besugarzott popu-
laciét 59, bouillont tartalmazé minimum mediumon tenyésztjiik, sokkal tobb
mutins telep nd ki, mint az igényelt aminosav minimalis koncentraciéjanak
jelenlétében. :

A legiijabb eredmények arra utalnak, hogy a protein szintézis stimulalasa
bakteriolégiai huslevessel, gatolja a FUV-indukalta dimerek eltavolitasat
a suppressor locusbél. A ,,broth effect” hianya a 8-MOP.NUV esetében azt
sugallja, hogy fotoproduktum vagy nem tavolithaté el, vagy a bouillon jelen-
létében is eltavolithaté a DNS fonalbél. Kisérleteink tanulsiga szerint dgy-
latszik, hogy a masodik alternativa helyes.

A suppressor locusban keletkezett 16zi6 eltavolitasa bouillon jelenlété-
ben egyrészt fiigghet a fotoproduktum természetétdl, masrészt a 8-MOP és
NUYV fiziolégiai hatasatél. Az utébbi lehetdség megvizsgalasara néhany kisér-
letet éllitottunk be. Azt 6hajtottuk tisztazni, vajon a 8-MOP vagy a NUV ké-
pes-e modifikalni a FUV fény hatasara keletkezd karosodasok eliminalasat
bouillon jelenlétében.

E. coli WP2 triptofin dependens auxotoph sejteket 15 perces 8-MOP
illetve NUV expozicié utdn 165 erg/cm? FUV dézissal sugaroztuk be. A til-
élés mindkét esetben azonos volt. A FUV besugarzas utéan a bouillon tartalmi
lemezeken tapasztalt mutédciés frekvenciadt NUV elbkezelés kismértékben,
8-MOP el6kezelés nagymértékben lecsokkentette.

A NUV el8kezelés (fotoprotekeis), bouillon tartalmd tapkozegen jél
ismert, s valészintileg a protein szintézisen keresztiil fejti ki véddhatasat.
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Késébb kideriilt, hogy a fehérje és valgszintileg az RNS szintézis gatlasa csok-
kenti a ,,broth effect”’-et. Nem tudunk viszont a 8-MOP ilyenirany@ hata-
sarél.

Egy el6zetes kisérletben a 8-MOP nem gatolta sem a '“C-leucin, sem a
UC-uracil beépiilését az E. coli WP2 torzsbe a mutaciés kisérletek feltételei
kozott. Ezért arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a vegyiilet a suppressor
mutaciék djtipusi antimutagénje lehet. Amig ennek mechanizmusara fény
nem deriil, csak annyit mondhatunk, hogy a FUV valamint a 8-MOP.NUV
altal indukalt suppressor mutaciés frekvenciak eltérése a 8-MOP és NUV-nak
a sejtek fiziolégiai funkciéjara gyakorolt hatasianak a kovetkezménye lehet.

Az EXRT phenotypus a FUV altal indukalt tdlélést és mutaciés frekven-
ciat befolyasolja. De kapcsolatban van azzal a mechanizmussal is, aminek
révén a DNS-ben rtg. sugarzas hatasara vagy timin éheztetéssel indukalt 1é-
zi6k életképes mutdciokka manifesztalédnak. Szerepe van még a DNS degra-
daciéjanal is [30].

Az EXR™ phenotypusi sejtek bizonyos mértékben FUV rezisztensek és

mutéiciés frekvencidjuk elég nagy. Besugarzas utani replikéaciés reparaciojuk
hatasos, de pontatlan, DNS lebomlasuk sebessége normalis.

Az EXR~ phenotypusi baktériumok az exr locus mutéciéja kovetkez-
tében 2—3-szor FUV érzékenyebbek, mint az EXR™ sejtek. Viszont akarmi-
lyen is HCR phenotypusuk, sem FUV besugirzéssal, sem timin éheztetéssel
nem lehet mutaciékat indukalni benniik, — rtg. sugarzassal is csak nagyon
keveset. Ugyanakkor a két torzs spontan mutaciés frekvenciaja és nitroso-
guanidin valamint 2-aminopurin mutagénekkel szembeni vilasza ugyanolyan.

Gamma sugarakkal kezelt EXR™ populdciéban kb. hisszor akkora a
muticiés frekvencia, mint az EXR ~ sejtek kozott. Timin éheztetésnél a nagy-
szamd Exrt mutans mellett EXR ~ revertansokat nem sikeriilt kimutatni.

A 8-MOP fotoszenzitizacié hasonlé képet mutatott. Az EXR*' torzs a
rezisztensebb kifejezett ,,vallas” gorbével, tilélési és mutaciés frekvencidja
a dézissal aranyosan ng. Az EXR~ érzékenyebb, kisebb vallal, viszont muta-
ciés frekvencidjat a 8-MOP fotoszenzitizicié sem emeli a normilis spontan
szint folé.

Kévetkez§ vizsgalatunkat REC tipusti mutansokkal végeztiik el. A rec
locus — ahogyan neve is mutatja — a genetikai rekombinécié folyamaténak
iranyitasaban vesz részt, de befolyasolja a FUV-al indukalt mutaciés frekven-
ciat és a besugarzas utani DNS lebomlas mértékét is.

A REC" phenotypusi sejtek rekombinacios, FUV-al indukalt mutacios
gyakorisaga és DNS lebomlasa, valamint FUV és rtg. rezisztenciaja normalis.

A sokkal érzékenyebb REC™ mutansokat két csoportba lehet osztani.

A REC- ,,6vatos” torzsek rekombiniciés, FUV-indukalta mutaciés
frekvenciaja és DNS degradaciéja kisebb, mint a REC" populécioké.

A REC- ,,vakmerd” torzseknél sem rekombinaciét, sem FUV-val indu-
kalt mutaciot nem lehet kimutatni. Rendkiviil érzékenyek FUV, rtg. sugarzas-
sal és metil-metanszulfonat mutagénnel szemben. Nines besugarzas utani
DNS replikaciés reparacigjuk, viszont DNS-iik a besugirzas utan nagyon
gyorsan kezd lebomlani. Valésziniileg emiatt nincs sem rekombinicié sem in-
dukalt mutécié: minden megmaradé 16zi6 — dimer, fonalszakadas — vugy-
latszik letalis [19].

A REC- mutansok tulajdonsagai nagyon hasonlitanak az EXR ~ sejteké-
hez, csak azoknal extrémebben nyilvanulnak meg. Mindkét phenotypusu sejt
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rendelkezik a mar emlitett besugéarzas utéani postreplikaciés reparaciés enzim-
rendszerrel, ami valamilyen modon lehetdvé teszi az Gjonnan  szintetizalt
DNS fonélban a dimerekkel szemben kialakult bazis-hidny (gap) pétlasat.
Amennyiben e pétlas hibas, mutans egyedek jelenhetnek meg. A rec és exr
produktuma feltétleniil sziikséges a FUV, 8-MOP. NUYV, rtg, gamma sugérzas
és timin éheztetés révén indukalt mutaciék manifesztalédasihoz.

Az NG 30 REC~ ,,vakmer§” torzs nagyon érzékenynek bizonyult a 8-MOP
fotoszenzitizalo hatasaval szemben és nem sikeriilt indukalt mutansokat ki-
mutatnunk. Ezzel szemben egy REC™ HCR ~ phenotypusi térzs hasonlé leta-
litas mellett normalisan mutalt.

Itt emlitjitk meg, hogy az E. coli sugarérzékenységét kontro]alo locuso-
kat megtaldlhatjuk a kromoszéoma térképen. Nem kapcsolédnak egy specia-
lis bélyeghez sem, hanem 4 csoportban kiilonféle situs szomszédsagaban he-
lyezkednek el. (A baktériumgenetikdban djabban a locus helyett a situs ki-
fejezést hasznaljak a rekombinaciés pontok jeldlésére). Egyik a gal (galaktéz
fermentacid), a masik a met A és mal B (metionin szintézis és maltéz fermen-
tacio), a harmadik az aro D (shikiminsav szintézis), a negyedik a thy A (timin
szintézis) situsa kozelében taldlhaté.

Végiil a PHR rendszert vizsgaltuk meg. Ez a phenotypus az FUV-in-
dukalt 1ézick fotoreaktivaciés képességét iranyitja [3].

A PHR torzsek képesek a FUV révén keletkezett karosodasok elimina-
lasara. A lathaté fény energidja egy specifikus enzimrendszert aktival, ami a
pirimidin dimereket széthasitja.

A kisérletek izgalmasan indultak, mert a 8-MOP fotoszenzitizals hul-
lamhossza egybeesik a leghatasosabb fotoreaktivalé kvantumok energiajaval.
A PHR~ sejtek mind letalitas, mind mutécié indukcié terén a PHR™ tipusd
baktériumokkal megegyezden viselkedtek. Fotoreaktivéiciét nem tapasztal-
tunk, hiszen ebben az esetbhen a PHR ~ populaciéknak érzékenyebbeknek kel-
lett volna lennidk.

E megfigyeléseket a fotoreaktivicios kisérletek eredményei megerd-
sitették. Itt a fotoszenzitizalt baktériumokat fotolampaval vilagitottuk meg,
aminek fényébél a 380 nm-nél rovidebb hullamhosszokat kisziirtiikk. A tulélok
és mutdnsok szama nem valtozott meg, 20 perces megvilagitas utédn sem.

A fotoreaktivalo fény tehat hatastalan a 8-MOP jelenlétében, nem reak-
tivalja a fotoszenzitizacié révén indukalt léziokat, de nem hat a vegyiilettel
szinergetikusan sem. Ennek alapjan kimondhatjuk, hogy a 8-MOP fotoszen-
zitizaciéja nem jar pirimidinek dimerizaciéjaval.

Osszefoglalds

Kisérleteinkben demonstraltuk a 8-metoxipsoralen fotoszenzitizélo
hatasat az E. coli kiilonb6z8 térzseiben. Mind a letalis, mind a mutagén hatas
a dozissal egyiitt ng. A tialélési gorbék kifejezett vallat mutatnak — a REC—
,»vakmer8” torzs kivételével — ami a 8-MOP és ,.fekete” fluoreszcens fény
kumulativ hatasara utal.

Az E. coli WP2 torzsben a valodi reverziok és suppressor mutéaciok ko-
zel egyforma szamban keletkeztek. Mindkét mutéaciés tipus valészintileg bazis-
par transitio kovetkezménye (A-T < G-C). Sem a 8-MOP, sem a 365 nm hul-
lamhosszi NUV fény egymagaban nem letdlis és nem mutagén. A 8-MOP
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fotoszenzitizal6 hatasara képz8dott premutaciés és potencilisan letilis pro-
duktumok nagyrésze eltavolithat6 a DNS-b6l — amit az exciziés reparacios
enzimrendszerekkel rendelkez8 és ezt nélkiil6z6 mutansok érzékenységének
osszehasonlitasa alapjan lehet kimondani. A 1éziék nem fotoreaktivalhaték.
A REC~ ,,vakmer8” torzs érzékenynek mutatkozott és nem mutalt, hasonléan
az EXR~ mutagén hatasoknak ellenall6 sejtekhez. A 8-MOP.NUV fotoszen-
zitizalé effektus hasonlit a 260 nm-es FUV hatasmechanizmusihoz. Kiilonh-
ség a suppressor mutansoknak kisebb keletkezési aranya, valamint a nagyon
kicsi ,,broth effect”, ami nagymértékben a 8-MOP fiziolégiai hatasanak a ko-
vetkezménye. Lehetséges, hogy a 8-MOP.NUV kombinacié wjtipusd anti-
mutagén agens, ami megakadalyozza hogy suppressor mutaciok keletkezze-
nek a potencialisan eltavolithaté fotoproduktumokbdl.

Leszogezheté tehat, hogy a 8-MOP.NUV letalis és mutagén hatasa a
fotoszenzitizalas folyaman keletkezé 8-MOP-pirimidin kodimereknek a ko-
vetkezménye. A sejtekben igy elidézett karosodas excizios és replikicios re-
paraciéval eliminilhaté a DNS-bdl.
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JNETAJIbBHOE Y MYTATEHHOE JEWUCTBUE 8-METOKCHUIICOPAJIEHA
N ®OTOYYBCTBUTEJIbHbBIX VJIbTPA®UOJIETOBBLIX JIYUEN

II. Heaau

B Hammx ucciegoBaHUsIX Mbl IPOJEMOHCTPHPOBaIM (DOTOUYBCTBUTEILHOE [elCTBHE
8-meroxcuncopaiesa (8-MOIT) Ha pasnuunble wTammel E- coli. C yBesnueHuem J03bI BO3pac-
TaeT Kak JeTajbHoe, TaK ¥ MyTareHnoe nedcrsre. KpyBbie BBDKMBaHUS MOKA3BbIBAKT SIPKO Bbi-
paXKeHHOE IJIATO — 3a UCKJIIoueHrem mrtamma Ree~ ,,Reckless’, yro yKasbiBaeT Ha KymyJis-
TuBHOe feficTBue, 8-MOII-a 1 HeBUAMMOTO (hJ1yOpecleHTHOr0 ayya.

B mrramme E-coli W P2 BO3HMKJM HACTOSIIME PEeBEPCHHM M CYNpeCCUBHBIE MYTallWH,
TOYTH B OJMHAKOBOM KoJindectBe. O0a THIa myTanuii mo Bcell BepOSATHOCTH, SIBJISIIOTCS Clie/-
CTBHMEM B pe3yJibTare nepeHoca napni ocHoBauuii (A—T <> a—c). Hu 8-MOII, uu nyu «NUV-a ¢
IMHOH BOJIHBI 365 MMK camu 10 ce0e HM JIeTaJIbHB, HI MyTareHHol. BonbmIMHCTBO mnpemyTa-
LMOHHBIX U TIOTEHIMAIbHO JIETANbHEIX NMPOAYKTOB, 00pa30BaHHBEIX (DOTOUYBCTBUTEIBHBIM Jek-
crBrem 8-MOIT mosker ObiTH yaaneso ua JJHK.

OTO CKa3piBaeTcsl Ha OCHOBE CPABHEHHsI YYBCTBHTENbHOCTH MYTAaHTOB MMEKIUX U He
HUMEIUX B CBOEM COCTaBe CucTeMy 9H3MMOB. IToBpe)kieHUsi He (OTOBOCCTAHOBJIMBAEMbI.
IlITamm Rec— «Recklessy orxasajicsi 60ee UyBCTBUTEJIbHBIM U He TIOABEPICSl MYTaIMH, MOA00HO
Kknerkam EXr—, kortopele CONPOTHBASIIOTCS MYTOTeHHbIM JielcTBHsIM. DOTOYYBCTBUTEIbHBIA
apderr 8-MOIT«NUV», noxork Ha mexanuam jeiicreusi 260 mmr-Horo «NUV»y. Paguuna ToneKo B
TOM, YTO OTHONIEHHE BO3HMUKANONMX CYNIPECCHBHBIX MyTalUi MeHblIIe, KPOME TOro O4YeHb
manenbKkui u «broth effect», yTo B BbICOKOH CTeneHH 3aBUCHUT OT (PU3UOJIOIMYECKOr0 JeHCTBUS
8-MOII.

Boamoxxno, uro womOunanusi 8-MOIT-«NUV) sBIsieTCSI aHTUMYTareHHbIM areHToM
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HOBOT'0 THIIA, KOTOPbIH MPensTCTBYeT BO3HUKHOBEHMIO CYNIIPECCMBHBIX MyTaluii U3 NOTeHIHab-
HO yaansieMbX (OTONPOAYKTOB.

MO>HO KOHCTATHPOBATH, UTO JieTalbHOe U MyTareHHoe jeiictBue 8-MOIT «NUV» okaza-
Jloch craefcTerem o6pasonust Kogumepos 8-MOTT-npumuanHz, BO3HUKAOIUX NMPH GOTOUYBCTBU-
TeJbHOCTH. BhidBaHHbIE TaKMM 00pa3om MOBpeXKaeHHs: B KieTkax ypansioresa us JHK nyrem
9KCUHM3MOHHOI'0 U PeNpHUKallMOHHOI0 BOCCTAHOBJIEHMS.

LETHAL AND MUTAGENIC EFFECT OF 8-METHOXYPSORALEN AND PHOTO-
SENSITIZING ULTRAVIOLET LIGHT

by
S. Igali

We demonstrated in our experiments the photosensitizing effect of 8-methoxypsoralenin
the different strains of E. coli. The lethal as well as the mutagenic effect are increasing with the
dose.The survival curves show an expressed shoulder — exept the “reckless” Rec— strain — which
refers to a cumulative effect of the 8-MOP and of the “black’ fluorescent light.

In the strain E. coli WP 2 the true reversions and suppressor mutations were formed
almost in the same quantity. Both mutation types probably are consequences of transition of
basic pairs. (A—T < G—C). Neither 8-MOP, nor the NUV light of 365 nm wavelength are
lethal or mutagenic by themselves. Most of premutative and potentially lethal products formed
by the photosensitizing effect of 8-MOP, can be removed from DNA. This can be stated by
comparing the mutants having excision repair enzyme system, and those, which miss the
latter. Lesions cannot be photoreactivated. The “‘reckless” seemed to be sensitive
and didnot show any mutations as well, as the Exr— cells, resisted to mutagen effects. The
8-MOP NUV photosensitizing effect resembles the effect mechanism of 260 nm NUYV. The
difference consists of the smaller ratio of the suppressor mutants formed, and the small “broth
effect”, which is mainly a consequence of the physiological effect of 8-MOP. It is possible, that
the 8-MOP NUYV combination is an antimutagen agent of new type, which prevents the forma-
tion of suppressor mutations from the potentially removable photoproducts.

We can put on record: the lethal and mutagenic effect of the 8-MOP NUYV is a result
of the 8-MOP-pirimidin codimers forming in the course of photosensitization. The destruction
in the cells can be eliminated from the DNA by excision and repair replication.
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A NUCLEUS PREOPTICUS HISTOLOGIAI ES
HISTOKEMIAI VIZSGALATA PONTYBAN
(CYPRINUS CARPIO)

WENGER TIBOR, KERTESZ GYORGYI és AUER LASZLO

(Semmelweis Orvostudominyi Egyetem Sziovet- és Fejldéstani Intézete.
Igazgat6: Dr. Toré Imre egyetemi tanar, Budapest)

Beérkezett: 1969 augusztus 12-én

Bevezetés

Halak neurosecretios tevékenységérdl szamos vizsgalat ismeretes. El6-
$z0r SCHARRER [25, 26] csontos halakban talalt secretiés sejteket. Eppen ezen
elsé megfigyelések miatt szimos szerz§ foglalkozott a halak diencephalonja-
nak neurosecretios tevékenységével.

Csontos halakban a diencephalon két jelentds teriiletén talalunk neuro-
secretios tevékenységet. A nucleus preopticusban és a nucleus tuberis latera-
lisban. Megfigyelhetd ezenkiviil secretiés aktivitids az dn. caudalis neurosecre-
tiés sejtekben is.

A caudilis neurosecretum Gomori-féle festéssel negativan festddik
113, 10]. Elektronmikroszképos vizsgalatok alapjan [11, 2] azonban bizonyossa
valt, hogy a Dahlgren altal leirt sejtekben [9] neurosecretum van.

A diencephalon nucleus tuberis lateralisaval (tovabbiakban NTL) fog-
lalkozva ugyancsak azt talaltak, hogy Goméri negativ secretumot tartalmaz
[7, 8, 12]. A vizsgalatok szerint az itt talalhaté secretum elsésorban a repro-
duktiv periodicitassal fiigg ossze, a gonadok mikodésére van hatassal.

A nucleus preopticust (tovdbbiakban NPO) illet8leg csontos halakban
szamos vizsgalattal talalkozunk: Anguilla anguilla: STUuTINSKY [32]; Morone:
StanL [31]; Salmo irideus: Lecarr [21]; Carassius auratus: PAray [23];
Gadus calaris: BARGMANN és KNoPP [6]; Gadus morrhua: LEDERTS [20]; Perca
fluviatilis, Lebistes reticularis, Phoxinus laevis: FoLLENius [12]; Xyphophorus
maculatus : JASINSKY [17]; Misgurnus fossilis: JASINSKY [18].

" Cyprinus carpio NPO-javal foglalkozé kézleményekkel az irodalomban
alig talalkozunk. ScHARRER a diencephalikus vegetativ magvakat vizsgalva
ezt a fajt is nézte [27], de atovabbiakban a fajjal nem foglalkozott. Az altalunk
ismert irodalomban egyediill Krsurowic [19] irt a faj neurosecretiés tevékeny-
ségérdl, de a NPO-t nem részletezi. Magunk a NTL és a NPO histokémiai vi-
selkedését hasonlitottuk ossze [35], részletesen azonban csak a NTL-ra tér-
tink ki.

Jelen munkénkban ponty, Cyprinus carpio nucleus preopticusanak vizs-
galataval foglalkozunk elsGsorban histolégiai és alapvetd histokémiai méd-
szerekkel, anélkiil, hogy a NPO enzymbhistokémiajaval részletesen foglalkoz-
nank.
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Anyag és médszer

Vizsgalatainkat felndtt, ivarilag érett, mindkét nemi, hazai édesvizeink-
ben megtalalhaté pontyokon végeztiik el. Az allatokat a Halértékesité Villa-
lattél és a Févarosi Allat- és Novénykertbél szereztiik be. Az allatokat decapi-
taltuk, majd az agyakat Ca-formol, dextroses-formol, Bouin, Carnoy és Helly
keverékekben rogzitettitk. Részben kryostat metszeteket, részben paraffinos
sorozat metszeteket készitettiink. Metszeteinket a kovetkezd festési eljara-
sokkal festettik meg:

Gomori-féle chromhaematoxylin-phloxin [15],

Paraldehyd-fuchsin festés GABE szerint [14],

ribonuclease emésztés elétt és utan,

BiLLENSTEIN-féle savanyt fuchsinnal kombinalt chromhaematoxylin [8].
Histokémiai vizsgalataink a kévetkezbk voltak:

Szénhydratok kimutatasara:

PAS reakcié diastaze és nyal emésztés utin, valamint emésztés nélkiil,

Hale reakeio,

Toluidin kék festés,

Alcian- kék festés,

Lipidek kimutatasara:

Sudan fekete festés,

Phosphin 3-R festés,

Luxol fast-blue MBS.

Fehérjék és aminosavak kimutatasara:

Perhangyasav alcian-kék reakcié ADAMs és SLOPER szerint [1] alacsony

pH-nal,

DDD-reakci6 SH- és SS-csoportok kimutatésara,

Tetrazonium reakcio,

Ninhydrin-Schiff reakcié.

Nuclein savak kimutatasara:
Gallocyanin-chromtimsé ribonuclease emésztés utan és emésztés nélkiil,
Feulgen reakcié.

Egyéb vizsgalatok:
Monoaminok kimutatisa Farck és HILLARP szerint [11/a],
ScamorL-féle lipofuchsin kimutatas.

Eredmények

A nucleus preopticus az altalunk vizsgalt minden egyes allatnal jol el-
kiilénithet6 volt. A him- és nénemi egyedek kozott morpholégiai kiilonbséget
alig talaltunk, az sem volt jelentés. A NPO ebben a fajban is a harmadik agy-
kamra két oldalan szimmetrikusan helyezkedik el a chiasma opticum magas-
sagaban (1. abra). A NPO sejtjei két £6 csoportra oszthaték: pars parvocellu-
larisra és pars magnocellularisra. A pars parvocellularis sejtjei inkabb basali-
san és medialisan helyezkednek el, mig a pars magnocellularist dorsalisabban
talalhatjuk. A pars magnocellularis sejtjei igen nagyok, néha a 60 —70 mikront
is elérik. A sejtek cytoplasmajaban igen nagy mennyiségben meggyiilt secre-
tum taldlhat6. A secretummal- teli sejtek mellett, viszonylag nyugalomban
levd sejteket is talalhatunk. Ezen sejtekben kevés secretum van (2. abra).
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i. dbra. A NPO elhelyezkedése a hypothalamus frontalis metszetében. I11. ventr.: Ill. agy-
kamra; Ep: ependyma; CHO: chiasma opticum, a nyil a chiasinara irdnyul. Paraldehyd-
fuchsin festés, 32 x nagyitas

2. abra. A pars magnocellularis részlete. Az A-val jelzett nyilaknal secretumban szegény sejtek,
mig a B-vel jelzetteknél secretum duas sejtek latszanak. Paraldehyd-fuchsin festés, 12S x
nagyitas



3. dbra. A NPO teriiletén levd secretiés sejtekben jol megfigyelheté a perykaryonban elhelyez-
ked6 secretum szemcsék jelenléte. Ugyancsak jol latszik az axon pozitiv ,,fest6dése”. A nyilak
a secretumban ,,szegény” sejtekre mutatnak. Paraldehyd-fuchsin festés, 80 X nagyitas

4. abra. A tractus preoptico-hypophysealis részlete. Paraldehyd-fuchsin festés, 150 X nagyitas
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5. abra. A NPO képe tetrazénium reakciéval. Ili. ventr.: I11. agykamra; Tetrazénium reakcio,
80 X nagyitas

6. abra. Véaladéktermelé idegsejtek a NPO terlletér6l. DDD reakci6 SH és SS csoportok
egyideji feltintetésére, 128 x nagyitas



7. abra. Perhangyasav-alciankék pozitiv sejtek a NPO teriiletérél, 80 x nagyitas

S. abra. A tractus preoptico-hypophysealis részlete, perhangyasav-alcidnkék reakcidval.
250 x nagyitas



Annak elkiilonitése céljabol, hogy a Goméri-pozitivitasért nem a tyg-
roid rogok felelgsek-e ribonuclease emésztést végeztiink. Egy 6ras emésztés
utan a Nissl-szemesék eltiintek. A Goméri-pozitivitasban csak alig észlelhetd
gyengiilést talaltunk. Az emésztés utan jol el6tiintek a mag koriil elhelyezkedd
szemesék is, valamint ezeken a preparétumokon jobban latszott az axonban
jelenlevé secretum (3. abra) Emésztés utan is megtudtuk figyelni a nyugalom-
ban ,,inaktiv allapotban” levé sejteket. A tractus preoptico-hypophysealis
a vizsgalt allatokban minden esetben j6l megfigyelhetd volt. A kérnyezettdl
diis secretum tartalma miatt j6l elkiiloniilt (4. abra). Meg kell azt is emlite-
niink, hogy a Gomori-pozitiv szemeséket tartalmazo idegsejtek mellett szam-
talan glia sejt is lathaté volt. Ezekben a glia sejtekben Gomorl -pozitiv szem-
cséket nem tudtunk megfigyelni.

Histokémiai vizsgalatainkkal azt probaltuk eldénteni, hogy a pontyban
talalhaté neurosecretum milyen kémiai tulajdonsagi, és hogy talalhaté-e kii-
lonbség mas fajokhoz képest.

Lipideket, valamint szénhidratokat nem talaltunk az alkalmazott me-
thodikaval a mag teriiletén. A fehérjék kimutatasara szolgalé tetrazonium
reakcioval erds pozitivitast kaptunk (5. abra). Ez azt is bizonyitja, hogy a
secretum fehérje természetd anyag. DDD reakciét, valamint perhangyasav-
alcian kék reakciét végeztiink annak kimutatasara, hogy talalhatunk-e itt
SH- és SS-csoportokat. Mindkét esetben erds pozitivitast kaptunk (6. és 7.
abra). A tractus preoptico-hypophysealis teriilletén ugyancsak pozitiv reak-
.ciét talaltunk ezen histokémiai médszerrel is, ami tehat ugyanesak amellett
sz6l, hogy a tractusban és a sejtekben levd secretum azonos (8. abra). Histo-
kémiai eredményeinket az 1. sz. tablazatban foglaltuk 6ssze, melybdl kitlinik
az, hogy olyan fehérje-természetii anyagot talaltunk a NPO sejtjeiben, mely
SH- és SS-csoportot tartalmazé aminosavakbél all. Nines a secretumban lipid
és szénhidrat sem.

1. tablazat

Hisztokémiai vizsgalatok eredményei

Gomori-féle chromhaematoxylin erosen pozitiv

Gabe-féle aldehyd-fuchsin (oxidéacioval) erdsen pozitiv

Gabe-féle aldehyd-fuchsin (oxidacié nélkiil) negativ

Gabe-féle aldehyd-fuchsin (ribonuklease emésztés utdn) erdsen pozitiy

Azan festés gyenge azocarmin pozitivitas

Billenstein-féle festés erds pozitivitdas chromhaema-
toxylinnal

PAS reakciéo emésztéssel negativ

PAS reakcié emésztés nélkiil negativ

Hale reakcié negativ

Toluidin-kék reakcid : nincs metachromasia

Sudan-fekete festés negativ

Phosphin 3R festés negativ (nines fluorescencia)

Luxol-Fast- Blue MBS negativ

Perhangyasav-aleidn- kék erdsen pozitiv

DDD reakei6 SH és SS csoportokra erdsen pozitiv

Tetrazonium reakcié erdsen pozitiv

Gallocyanin-chromtimsé RNase emésztés utan negativ

Feulgen reakcié - negativ

Monoamin Falck és Hilarp szerint gyenge fluorescencia

Schmorl-féle lipofuscin negativ
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Diszkusszid

Ponty nucleus preopticusanak neurosecretiojat vizsgaltuk specialis,
a neurosecretumot feltiintetd eljarasokkal és histokémiai médszerekkel. A
NPO elhelyezkedése megegyezik mas csontos halakban talaltakéval [12,17, 18,
24, 26, 31]. Az irodalomban a Cyprinus carpiot Krsulovic vizsgalta [19]. Nala
sem talaljuk meg a pars parvocellularis és a pars magnocellularis éles kiilon-
valasztasat. Mig tehat ezek a sejtcsoportok egyes halakban jol elkiilonithetSk
[5, 22, 27, 31], addig pontyban ez nem lehetséges. A pars parvocellularishan
minden esetben kevesebb mennyiségii secretumot talaltunk. Ez azt is jelent-
heti, hogy a magesoport ezen részének a jelentGsége a neurosecretiés folyama-
tok szempontjabél kisebb.

A neurosecretiés granulumok megjelenési formaja hasonlé ahhoz amit
magasabb szervez8dési gerincesekben leirtak [4, 28, 33].

Vizsgalataink azt mutattak, hogy ribonuklease emésztéssel a Gomori-
pozitiv szemcsék jol elkiilonithet6k a Nissl szemeséktél. Ezt a methodikat
kevés szerzd alkalmazza, pedig véleményiink szerint a neurosecretios vizsga-
latoknal szinte rutinszeriien keéllene hasznélni. Histokémiai vizsgalatainkban
azt tapasztaltuk, hogy pontyban a NPO secretuma fehérje természetii anyag,
s viszonylag sok kéntartalmi aminosavat tartalmaz, mivel az SH- és SS-cso-
portokat kimutaté reakciok erdsen pozitivak voltak.

PAS pozitivitast nem talaltunk. Ugyancsak negativ eredményt kaptunk
a lipideket illetéleg. SLOPER szerint is [30] erdsen vitathaté az, hogy a neuro-
secretum altalaban tartalmaz-<e lipoid természetidi anyagokat. Vizsgalataink
lényegében megegyeznek SLoPER, HovE és PEARrSE, valamint TEICHMANN,
Vicu és Aros altal talaltakéval [30, 16, 34], kik szerint a neurosecretum elsd-
sorban fehérje-természetii anyag.

Jelentdsnek tartjuk azt a megfigyelésiinket, hogy egyazon magban kii-
16nb6z6 aktivitast sejtcsoportok latszanak. A NPO-t illetéleg ezzel az ered-
ménnyel eddig nem talalkoztunk. Véleményiink szerint az, hogy egyszerre a
secretiés fazis tobb stadiumat megtalalhatjuk ugyanazon allatban, arra utal,
hogy a ponty NPO-jaban igen intenziv secretiés tevékenység van.

Gerinctelen allatokra vonatkozélag megallapitottak azt, hogy neuro-
secretios tevékenység igen jelentds szabalyozasi mechanizmusként szerepel
az egyedi élet sordan, szinte ez az egyediili jelentds neurohumoralis apparatus
[3]. Magasabb szervezddési allatokban, pl. emlésékben kifejlett endokrin,
illetve neuroendokrin rendszerrel talalkozunk, melynek egy részét képezi a
neurosecretiés miikodés [29]. Szerintiink az, hogy a pontyban ilyen jelentés
neurosecretiés aktivitassal talalkozunk azt jelentheti, hogy ebben a fajban,
illetve alacsonyabb rendi gerincesekben a neurosecretié jelentGsebb feladattal
rendelkezik mint magasabbrendiiekben.

Osszefoglalés

Felnétt mindkét neml ponty (Cyprinus carpio) nucleus preopticusat
vizsgaltuk histolégiai és histokémiai modszerekkel. Azt talaltuk, hogy a NPO
jelentés neurosecretiés tevékenységgel bir. A secretum elsésorban kéntartalmu
aminosavakat tartalmazo fehérje természetli anyag.

Pontyban a NPO pars parvo- és pars magno-cellularisa nem kiiloniil el
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élesen. A kis sejtek a mag medialis és basalis részén vannak, kevesebb szam-
ban és kevesebb secretumot tartalmaznak.

Egy allaton beliil kiilonb6z6 aktivitasd, secretummal teli, illetve sec-
retumban szegény sejteket taldltunk, ami azt jelentheti, hogy egy allat NPO-
jdban a neurosecretiés fazis tébb részjelensége megfigyelhetd.

A pontyban talalt jelentds neurosecretiés aktivitas azt jelentheti, hogy
. a neurosecretié szerepe alacsonyabb szervezfdésii gerincesekben jelent§sebb
mint magasabbrendiiekben.
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HISTOLOGICAL AND HISTOCHEMICAL EXAMINATION OF NUCLEUS PREOPTICUS
(NPO) IN THE CARP (CYPRINUS CARPIO)

by
T. Wenger, Gy. Kertész and L. Auer

We examined the nucleus preopticus of adult carp of either sex by histochemical and
histological methods. We found, that NPO exhibit a significant neurosecretory activity.
Considering the histochemical nature of the secrete we saw, it was a material of protein in
nature involving amino acids of sulphur content.

In carps the pars parvo and pars magnocellular of NPO does not separate sharply
from each other. The small cells can be found on the basal and medial areas of the nucleus, in
a smaller quantity and they contain less secrete.

Inside an animal, cells of different activity, and full of secrete, respectively poor in
can be found. This fact means that in the NPO of animal several partial phenomenons of
neurosecretory phase can be considered.

The neurosecretory activity of carps allows us to follow: the role of neurosecretion in
lower Vertebrates is of greater importance than in higher ones.
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'’MCTOJIOTMYECKOE Y 'MCTOXMMHWUYECKOE M3YVUEHUWE NUCLEUS PREOPCITUS
B KAPIIE

T. Beneep, I1. Kapmec u JI. Ayap

Mer H3yunsH nucleus preopticus B3pOCJIOr0 Kapma 060€ro rnoJjia THCTOXHMHUYECKHMH |
TUCTOJIOTHYECKMMH MeTogamMu. Mpbl Hauwid, uyro HITO mmeeT 3HAYMTENbHYI0 HEBPOCEKPELHOH-
HYI0 JesATeNbHOCTh. HaM BbISICHHIIOCH, YTO CEKPET M0 €ro ruCTOXMMHYECKOMY XapaKTepy siBJisi-
ercs1 0eJIbKOBBIM, COIEPIKAIIHUMCS CEPHbIE aMHHOKHCIIOTBHI, BELIECTBOM.

B kapne HITO He pe3ko OTAENSIOTCS pars parvo—H pars magnocellularis cocraBubie
yacTd. MesaKue KJIeTKH HaXoasTest B 0a3aslbHO M MeiHabHOM YacTH, B HeOO0JILLIOM KOJIHYeCTBE,
H OHHM COAEPYKAT MEHbIIE CEKpeTa. BHYTPHI OHOI'0 >KMBOTHOTO Mbl HAlUTH KJIETKH PasHOM
AKTUBHOCTH OoraThiX MM O€JJHBIX CEKPeTOM. DTO MOXKET 3Ha4uThb, 4T0 B HITO 0JHOr0 >KUBOT-
HOI'0O MO)KHO Ha0J0AaTh 00JIbLIE YACTHBIX SIBJIECHHH HEBPOCEKPETOPHOIl (asbl.

Haiiiennass B Kapne 3HauMTeNbHAasi HEBPOCEKPETOPHAs aKTHBHOCTH MOMYCKAeT, 4To
POJIb HEBPOCEKPEIMU MMeeT 00Jibllle 3HAUEHUIT Y HHUCKONPOOHBIX NMO3BOHOYHBLIX €M Y BBLICUIHX.
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A NEUROSZEKRECIO HISZTOKEMIAI VIZSGALATA
A TAVIKAGYLO KOZPONTI IDEGRENDSZEREBEN

B. BARANYI ILONA

Budapesti Orvostudoményi Egyetem Szovet- és Fejlodéstani Intézet. Igazgat6: Dr. Tord Imre

Beérkezett: (dtdolgozva) 1970. februar 10-én.
Bevezetés

A Molluskak neuroszekréciés sejtjeinek hisztokémiai vizsgalata csak
néhany évre vezethetd vissza. Kuhlmann (1963) a Helicidaek neuroszekrétu-
mat lipoproteinnek tartja. Simpson és mts. (1963) az Aplysia californica csiga-
faj szekrétumat glico-lipidnek, vagy foszfo-lipidnek véli. K. Réhnisch (1964)
szerint a Planoarbarius csigafaj neuro-szekrétuma protein természetiinek
mondhaté, mivel sem Sudan fekete festéssel, sem PAS reakciéval nem reagal
pozitiven. Boer (1963) részletes hisztokémiai vizsgalatok alapjan a Pulmona-
tak neuroszekrétumat cystinben gazdag lipoproteinnek tartja.

Ha az irodalmi adatokat egybevetjiik, megallapithattuk, hogy a neuro-
szekrétum mind a gerincesekben, mind a gerinctelenekben igen kiilonboz6
- kémiai természetli anyag lehet. Miutan a Molluskdk neuroszekrétumat pro- -
teinnek, poliszaccharidanak, lipidnek, vagy ezek komplexének tartjak, sajat
vizsgialatainkban is elsGsorban e kémiai komponensek kimutatasaira szorfit-
koztunk a tavikagylé neuroszekrétumaval kapcsolatban.

.

Anyag és médszer

: Vizsgalatainkat a puhatestlick torzsében a lemezkopoltytsok (Lamelli-
branchiata) osztilyba tartozé tavikagylé (Anodonta cygnea L.) kézponti
idegrendszerében végeztiik [4, 5]. Az él8 allatokbél kioperdltuk a kézponti
idegrendszerhez tartozé (cerebralis, pedalis, visceralis) ganglionparokat. A ki-
operalt ganglionokat azonnal Bouin, Carnoy, formol, Helly fixalékba helyez-
tiik. A formollal fixalt anyag egy részébél kriosztattal minusz 20 fokon 6 mik-
ron vastagsigi metszeteket készitettiink. A formollal fixalt anyag masik
részébdl és a tobbi fixalokkal rogzitett anyaghol paraffin beigyazas utan 5
mikron vastagsigi sorozatmetszeteket készitettiink. A fehérjék kimutatdsit
ninhidrin Schiff-, valamint a tetrazonium reakcié [19] segitségével, tripszin
és pepszin eldkezelés el6tt és utdn végeztiik el. Mivel a szekrétum-fehérjét
cystinben és cysteinben gazdagnak tartjak, [1, 2, 3] ezért az SH esoportok
kimutatasara elvégeztik a 2,2’-dihidroxi-6,6"-dinaftil-diszulfid (DDD) reak-
ciét [7, 18], valamint a perhangyasav-alciankék reakciot végeztiik el (Adams
és Sloper szerint, cit. 21).

A szénhidratokat perjédsav Schiff (PAS) reakciéval, illetve a megfeleld
differencialé hisztokémiai eljarassal mutattuk ki [22].

A lipideket Sudan-black B-vel és Oil Red O-val, 60 C°-on 48 6ras piri-
dines elGkezelés eldtt és utan vizsgaltuk [14].
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Kontrollként, valamennyi reakcié és festési eljaras esetében paralel
metszeten paraldehid-fuchsin és kromhematoxilin-floxin festést alkalmaz-
tunk [10, I1].

Eredmények

Az 1. képen (kontroll), Goméri-pozitiv anyagot tarolé sejtek lathaték
a cerebralis ganglionban. Ezen sejtek cytoplazmajaban ninhidrin Schiff-reak-
ciéval élénk rézsaszind, finom szemcsés, szinte homogénnek ti{ing anyagot
tudtunk kimutatni (2. abra). A ninhidrin Schiffhez hasonlé6 pozitiv eredményt
kaptunk tetrazonium reakecié utan is.

A tripszin emésztéssel 30 perc utan a festési reakciok meggyengiiltek,
majd 1 6ras emésztéssel a reakeiok alig, vagy egyaltaldn nem mutathaték ki.
A tripszin emésztés utan 1 ora elteltével a citoplazma paraldehid-fuchsinnal
alig, vagy egyaltalin nem festédott.
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