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A monoaminoknak (MA) — adrenalin (E), noradrenalin (NE), dopamin
(DA) és serotonin (5-HT) — a kozponti idegrendszerben valé eléforduléasat,
mennyiségiiket, illetve annak valtozasat hisztokémiai és biokémiai médszerek-
kel lehet kimutatni és mérni. A két médszer alapvetGen kiilonboz6, de egyarant
fontos kérdésekre tud valaszt adni. A hisztokémiai (fluorescens mikroszképos
médszer) elénye, hogy a MA-ok topografiai és intracellularis lokalizaciéjat lehet
vele kimutatni, viszont hatrinya, hogy szubjektiv és quantitativ meghataro-
zasra nem alkalmas. A biokémiai médszereknek viszont az a hatranyuk, hogy
meglehetésen limitalt mennyiségii agyszovetben alkalmazhaték, és azon beliil
semmiféle sejtszintli diszkriminaci6 nem lehetséges. Elgnyiik viszont, hogy
exakt, specifikus és quantitativ, igy experimentalis vizsgalatok kiértékelésére
alkalmasak. Mindkét médszer miivel§i komoly eréfeszitéseket tettek a médszer
hatasfokanak javitdsara és alkalmazasi teriiletének kiszélesitésére; sajnos
olykor elfelejtve a médszerek jellegéb6l ab ovo adott korlatokat.

A Favrck— Hivvare-féle fluorescens mikroszképos médszer vetette meg
a MA-ok hisztokémiai kutatasianak alapjait a kozponti idegrendszerben
[48, 49, 29]. Az elmilt évtizedben — féleg a svéd kutatéesoportok jévoltabol —
ez a médszer fénykorat élte. Feltérképezték a MA-ok eléfordulasat az ideg-
rendszerben patkdnyban [39, 51, 50]. Lokalizadltdk a MA-tartalmd neurono-
kat [39], végzbdéseket [51] és erdfeszitések torténtek a felszallo MA palyak
kimutatasara is [6, 7, 8, 131, 10, 125]. A késébbi vizsgalatok lényegében vagy
csak ezen adatok ismétlései voltak mas specieseken, vagy lényegtelen, részle-
tekbe mend kiegészitések. A klasszikusnak szamité feltérképezéseknél lénye-
gesen részletesebb és anatémiai szempontbél korrektebb atlasz most keriilt
megjelenésre [8, 111]. Mindezen munkéak zémiikben azonban csak a noradrena-
linra és a dopaminra vonatkoznak, az esetek tobbségében egymastél valé
elkiilonitése nélkiil; mig az adrenalin és serotonin feltérképezésének, azok
fluorescenciajanak jellege miatt, a paraformaldehydes médszer nem, vagy csak
bizonyos koriilmények kozott alkalmas; kimutatasukra inkabb az immun-
fluorescens médszer nyudjt lehetdséget.

MTA Biol. Oszt. Kézl. 17. (1974)



468 PALKOVITS MIKLOS

A Kklasszikus hisztofluorescens médszer kezdeti probléméaja a MA-ok
identifikalasanak biztositasa volt, vagyis igazolni, hogy a fluorescens aktivitas
egy adott MA-nak felel meg. Ez legbiztosabban mikrospektrofluorométerrel,
a gerjesztett és kibocsatott fényhullamok spektrumanak meghatarozasa révén
torténik, mely a kiilonb6z6 aminok esetében kiilonb6z8; igy azok szétvalasz-
tasara alkalmas [15, 16, 18, 22, 17]. Ugyancsak alkalmas a MA-ok szétvalasz-
tasara, ha a MA-ok atalakitasaban szerepld enzimeket szelektive géatoljuk
[39, 50].

A hisztofluorescens mdédszerrel parhuzamosan erdfeszitések torténtek a
MA-ok elektronmikroszképos identifikéalasara is. Evidens volt annak feltétele-
zése, hogy a MA-ok valamely, a perikaryonban vagy a szinaptikus végzddések-
ben levd vezikulumban foglalnak helyet. Hamar bebizonyosodott, hogy adre-
nalin és noradrenalin a periférian olyan ,,dens core” vezikulumok alakjaban
fordul el§, melyek a kozponti idegrendszerben nem talalhaték. HOKFELT [68]
kaliumpermanganatos médszere latszik legspecifikusabbnak, mely segitségével
a kis vezikulumokat tartja a MA-ok hordozéinak. Nincs azonban direkt bizo-
nyiték arra, hogy mely szemcsetipus mely aminnak felelne meg.

A hisztokémiai médszerrel dolgozé kutatok masik térekvése arra iranyul,
hogy a médszert valamilyen médon quantitativ, vagy legalabbis szemi-
quantitativva tegyék, ezaltal alkalmazhaté legyen kisérleti viton létrehozott
valtozasok kiértékelésére [90, 81]. A MA-ok szintézisében résztvevs enzimeket
gatlé kémiai anyagokkal (x-metil-paratirozin, tranilcipromin, p-klorofenilalo-
nin, arterenon, dihidroxifenilacetamid, 6-halotriptofan, sth.) térténd el6keze-
l1éssel elérhetd, hogy egy beavatkozast kovetden, a monoaminok valtozasa egy-
értelmiibb legyen [40] és szamos zavaré faktor ki is iktathaté, de a médszer
exaktsagat ez lényegesen nem befolyasolta. A prébalkozasok soran kidolgoztak
az egyes aminok atalakulasat, szintézisét, felhasznalédasat legjobban biztosité
el6kezeléseket és kisérleti szituaciokat, de a fluorescens aktivitas mennyiségi
meghatarozdsa megmaradt a becslés szintjén. Bar szamos kisérletnél ugy lat-
szott, hogy a szemiquantitativ értékelés (0-t6l + 5-ig osztilyozva a fluorescens
intenzitast) hasznalatd; bebizonyosodott, hogy csak igen nagyfoki valtozasok,
gyakorlatilag csak a széls§ értékek hatarozhaték meg ezzel a médszerrel.

Kisérletiinkben [84] a-metil-p-tirozin vagy reserpin kezelés utan az alla-
tokat kiilonb6z8 id6pontban dltiik le. (Az el6kezelés médja és annak idStar-
tama biztositotta, hogy a kiilonb6z§ allatok agyanak MA tartalma kézott igen
nagy mennyiségi kiilonbség legyen.) Ugyanazon patkanyban a kiilonb6z6 agy-
teriiletek MA (esetiinkben NE és DA) tartalmat hataroztuk meg biokémiai és
hisztokémiai tton. Az agyak felezése utdn a jobb oldali izolaltan kivett agy-
magok (nucleus paraventricularis, nucleus dorsomedialis, nucleus caudatus,
nucleus ventralis thalami) és frontalis cortex MA tartalmat biokémiai dton,
igen érzékeny és specifikus enzim izotopos médszerrel hataroztuk meg [37, 110],
mig a bal oldalon ugyanazon magokban fluorescens médszerrel igyekeztiink
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a MA-tartalmat megbecsiilni. (Elzetes kisérletekben kimutattuk, hogy a MA-
tartalomban oldalkiilénbség nincs [83].) Sem a biokémiai, sem a hisztokémiai
értékelést végz kutatdé nem tudta, hogy az allat milyen és mennyi ideig tarté
kezelésben részesiilt. Az eredmények azt mutattak,hogy a kiillonb6z§ magokban
lev6 MA mennyiségét nem lehet biztonsaggal a fluorescens mdédszerrel meg-
mondani, de ugyanazon magnal a 609%;-on beliili valtozasok sem mutathaték
ki. (Egyes esetekben ez a bizonytalansag 829 -os valtozasig megmaradt.)
Ez azt bizonyitja, hogy a hisztokémiai médszer quantitativ analizisre, igy
experimentalis kisérletekre nem alkalmazhaté és az eddigi, ilyen médon nyerni
vélt adatokat csak megfeleld kritikaval értékelhetjiik.

Az a tény, hogy a MA normal eloszlasa a kézponti idegrendszerben nagy
részletességgel fel lett térképezve, valamint az, hogy a médszer experimentalis
vizsgilatokra szubjektiv és qualitativ jellegénél fogva nem alkalmas; a mor-
folégiai kutatasok perspektivait a kozponti idegrendszer struktirainak meg-
ismerésében meglehetGsen besziikitette. Ezen nem viltoztat lényegesen az sem,
hogy mikrospektrofluorométerrel egy adott teriileten, akar egy sejten beliil is
meghatarozhaté a fluorescens intenzitas, mivel a teriilet, vagy sejt kivalasztasa
valtozatlanul szubjektiv, és a médszer teljes mintavétel esetén olyan munka-
igényes, hogy rutinszeriien nehezen alkalmazhaté. Tovabbi problémat jelent,
hogy a fluorescens intenzitas stabilizalasa (a kiillonb6z6, de lényeges faktorok,
mint az id§, a hé, a paratartalom, a kémiai anyagok, az anyag preparalasanak
médja), mely a legnagyobb kériiltekintés mellett sem biztosithat6 olyan mér-
tékben, hogy az eltérések ne haladjak meg a kisérlet folyaman varhatéan
bekovetkezé valtozasokat.

A biokémiai médszerek, melyek mind maguk az aminok, mind enzimjeik
kimutatasara szolgilnak, nagymértékben finomodtak. Enzim-izotépos méd-
szerek alkalmazasaval valamennyi MA mérhetd mar 100 ug-nyi agyszévetben
is [9, 37,119, 110]. A médszer lehetdvé tette igen kis agyteriiletek, szeparalt
magok vagy areak MA-tartalmanak meghatarozasat. A médszerek rutinszerii
felhasznalasara akkor keriil sor, amikor egy relative egyszeri technikat sikeriilt
kidolgozni agymagok izolalt kivételére olyan médon, hogy a kivett agyagban
a kivételi és mérési procedura alatt sem az aminok, sem enzimjeik nem karo-
sodnak, ugyanakkor olyan gyors, hogy éranként akir 200—300 minta is
vehetd [108]. A két médszer szerencsés talalkozasa eredményezte, hogy a pat-
kany kozponti idegrendszerének valamennyi fontos teriilletén — mintegy 140
magban — valamennyi MA és enzimjeik (tirozin hidroxilaz-121-, dopamin-f-
hidroxilaz-121-, feniletanolamin N-metil transzferaz-122) koncentracigjat izo-
laltan sikeriilt meghatérozni. Ugyanigy médszer van a monoaminooxidaz
mennyiségi kimutatasara is [133]. A serotoninnak L-triptofanbél torténd bio-
szintézisét kontrollalé enzimnek, a triptofan hidroxilaznak enzim izotépos
mikromédszere a kozelmiltban keriilt kidolgozasra és eloszlasdnak biokémiai
feltérképezése a kozponti idegrendszerben folyamatban van. Ily médon a
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MA-ok biokémiai feltérképezése is gyakorlatilag megvalésitottnak tekinthetd.
Ez a médszer viszont érzékenysége, specifitasa és quantitativ jellege miatt igen
alkalmas experimentalis vizsgalatok kiértékelésére, mint ahogyan ezt tobb
konkrét esetben mar sikeriilt is alkalmazni [112, 85].

A hisztokémiai és biokémiai feltérképezések bizonyitottak, hogy a mono-
aminok kisebb, vagy nagyobb koncentraciéban a kézponti idegrendszer vala-
mennyi terilletén megtalalhatok. A korabbi feltevéssel szemben jelent8s meny-
nyiségli adrenalin is van a patkany kézponti idegrendszerében [72, 73, 122].
Ismerjiik és mérni tudjuk a MA-ok anyagcseréjéhen résztvevd enzimeket.
Kétségtelen, hogy az experimentalis vizsgalatok quantitativ értékelhetgségével
a monoaminerg struktirak vizsgalata a biokémiai médszerek szférajaba keriilt,
a morfolégiai vizsgalatok el6tt valtozatlanul fontos lehetdségek allnak. Ezeket
négy csoportra oszthatjuk:

a) Fluorescens mikroszképos vizsgalatok. '

b) Elektronmikroszképos vizsgalatok.

¢) Immunfluorescens vizsgalatok.

d) Autoradiografias vizsgalatok.

Mind a négy vizsgélati 4g meglehet§sen miiszer- és munkaigényes, ugyan-
akkor olyan kérdésekre ad valaszt, melyek biokémiai, elektrofiziolégiai vagy
farmakologiai megkozelitésben nem oldhaték meg.

Fluorescens mikroszkoépos vizsgalatok

A fluorescens mikroszképos technika alapjaiban ma is a FALck—
Hivrare-féle paraformaldehydes technikan alapszik [48,49,29], de azéta
lényeges valtozasok torténtek. A korabbi gyakorlatban vagy a monoamino-
oxidaz gatlé anyagokkal (nialamid), vagy a NE és DA szintézisét gatlé o-metil-
tirozinnal [127] értek el jobb fluorescens aktivitast, addig ma mar szamos mas
kémiai anyag ismeretében szelektiv gatlas és kiiirités lehetséges a MA-szintézis
és atalakulas szinte valamennyi lépcsGjében. Megvan tehat a lehet8ség, hogy
a kisérleti viszonyoknak megfeleld és a kérdés vizsgalatdhoz optimalis
szitudciét teremtsiink.

Igen j6 példa erre LIDBRINK és munkatarsainak [91] kozelmdltban vég-
zett vizsgalatai. Reserpinnel elGkezelt allatokban DOPA és periférias dekar-
boxilaz gatlé (Ro4-4602, illetve MK-486) egyiittes adasaval olyan dopamin-
tartalmd neuronokat tudtak fluorescens mikroszképos médszerrel a hypotha-
lamusban kimutatni, melyek a ,klasszikus™ fluorescens vizsgalatokban nem
voltak kimutathaték, csupan biokémiai vizsgélatok [110] utaltak jelenlétiikre.
Eredményeik a DAHLSTROM—FUXE [39]-féle, altalanosan hasznalt felosztas
ujraértékelését, vagyis az eddigi fluorescens mikroszképos ismereteink és szem-
léletiink atalakitasat teszik sziikségessé — mindezt egy helyesen megvalasztott
és felallitott kisérleti szituacié megteremtése révén.
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Igen fontos technikai lépést jelent a ,freeze dry” technikanak helyette-
sitése vibraton hasznalataval [126, 74, 92]. Ez lehet§vé teszi metszetek készi-
tését mélyfagyasztas és alacsony nyomas alkalmazasa nélkiil; megnyitva az
utat az immunfluorescens vizsgalatok szamara is.

Informativ jellegli vizsgalatokra alkalmas, ha egyes agyteriiletekrgl
kenetet vesziink. Ez esetben is a freeze dry-technika alkalmazasa nélkiil vizs-
galhatjuk a szinapszisokban levé MA-okat fluorescens mikroszképpal [107,101].

Vizsgalni lehet nemecsak a MA-ok felhasznalasat az idegvégz6désekbdl,
vagy szintézisiiket, illetve atalakulasukat, hanem felvételiiket is. A periférias
és kozponti idegrendszeri MA neuronoknak igen nagyfoku és specifikus affini-
tasuk van exogén katecholaminok felvételére. Ezek alkalmazasa intraventri-
cularisan a legel6nydsebb.

a) Fluorescens mikroszképos vizsgalatok kisérlett beavatkozisa utan.
Eltiinik-e és honnét egy adott MA-nak megfelels fluorescens aktivitas kiilon-
b6z6 agyi miitéti beavatkozasok (atmetszések, deafferentalas, 1ézi6, implan-
tacié stb.) utan. Az értékelés lehet informativ jellegii és bevezetéje egy bio-
kémiai mérésnek, de lehet részletezé is, amikor arra kivanunk vélaszt kapni,
hogy milyen struktdridkban tortént a valtozas. Quantitativ értékelésre nem
alkalmas.

A gyakorlatban a MA kutatasnak ez az aga igen elterjedt. Mai tudasunk
szerint a MA sejtek tébbsége az agytorzsben foglal helyet [39, 51, 50, 80, 111],
és a MA palyak innét indulnak a nagyagy-diencephalon, cerebellum és a gerinc-
vel6 felé [39, 93, 103, 131, 104, 97, 125, 83].

A NE sejtek igen nagy mennyiséghben a locus coeruleusban foglalnak
helyet, ezért annak léziéja utan bekovetkezett valtozasokat biokémiai és
hisztokémiai médszerrel szamosan vizsgaltak [93,103, 131, 104, 83]. Sajat
anyagunkban mérni tudtuk szamos szeparaltan kivett agyteriilleten a NE
mennyiségének csokkenését féloldali locus coeruleus 16zi6 utan [83]. Féleg
a nagyagykéreg, hippocampus, de a diencephalon szimos mas magjaban is
(nucleus paraventricularis, nucleus periventricularis, nucleus anterior ventralis
thalami) igen jelentds NE-csokkenés volt kimutathaté. A locus coeruleushél
haladnak rostok a kisagyba is. A locus coeruleuson kiviil szamos mas agyterii-
leten taldlunk még NE sejteket; ezek végzddéseire konkrét vizsgalat még nem
tortént és a feltételezett ventralis NE palya léte és lefutasa sem bizonyitott
[131, 125]. Ismeretes, hogy az eminentia medianaban jelentés mennyiségi NE
van. Bizonyitott, hogy ezek extrahypothalamikus eredettiek [23]. Vizsgalatok
mutatnak arra is, hogy ezeknek szerepe van a hypothalamo-hypophysis rend-
szer mneuroendokrin transzmissziéjaban [85], ugyanakkor eredetiik nem
ismeretes.

A DA tartalmi sejtek két vidékre a substantia nigra és a diencephalon
teriiletére lokalizalhaték [39, 7, 8, 131, 94, 80, 111]. Az eddigi kisérletek arra
mutatnak, hogy a két DA csoport egymastél fiiggetlen. A substantia nigra
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vidékén (substantia nigra, area tegmentalis ventralis) levd sejtek a nucleus
caudatus, tuberculum olfactorium és a septum vidékére projicialnak (ezek 1éziés
vizsgalatok eredményei [7, 6,131]), mig a hypothalamusban levé DA sejtek
axonjai az eminentia medianaban végz8dnek. Ez utébbiak szerepe a neuro-
endokrin miikddések szabalyozasiban kétségtelen [85], mig a stria-nigralis
DA rendszer funkcionalisan a magatartasi és extrapyramidalis reflexmiikodé-
sekkel kapcsolatos. Sikeriilt azonban bizonyitani, hogy DA kisebb-nagyobb
mennyiségben az agy minden teriiletén el6fordul [110, 27]; ezek eredete és
funkcionalis jelent8ségiik tovabbi, részben morfolégiai vizsgalatok targya.

Serotonin-tartalmi sejtek mai tudasunk szerint kizarélag az agytorzshen,
a 8 raphe magban helyezkednek el [39, 50, 20, 94, 69], ezek kéziil is zémében
a nucleus raphe dorsalisban és a nucleus centralis superiorban. Serotonin szin-
tén kimutathaté — igen nagy mennyiségi differenciaval — csaknem az agy
minden teriiletén [123, 109, 120]. Mind biokémiai, mind hisztokémiai vizsga-
latok kimutattak, hogy raphe-1ézié utan, vagy raphe magtél rostralisan végzett
idtmetszések utdn mind a kéreg, mind a diencephalon 5-HT tartalma exogen
serotonin felvétele és triptofan hidroxilaz tartalma csokken [65, 82, 87, 86].
Teljes eltiinés egyetlen fajta beavatkozis utan sem volt elérhetd. Sajnos
az 5-HT fluorescenciaja nem a legalkalmasabb morfolégiai vizsgalatokra.

Adrenalin jelenlétét az agyban csak a kozvetlen koézelmiltban sikeriilt
igazolni [72, 73, 122]. Eddig két adrenalin-tartalmi sejtcsoport jelenléte iga-
zolt az agytorzsben, de a biokémiai mérések tobbre engednek kovetkeztetni
[122]. Igazolt, hogy a telen- és diencephalon adrenalin-tartalmi idegvégzbdé-
sekkel rendelkezik. Ezek eredetének bizonyitasa a jové feladata. A morfolégiai
vizsgélatokat neheziti, hogy az egyszerii fluorescens médszer adrenalin kimu-
tatasira nem alkalmas, de immunfluorescens vizsgalatok kiilonb6z8 1ézidk és
atmetszések utan kiegészithetik az ugyanilyen tipusi biokémiai vizsgalatokat.

Hangsulyozni kell, hogy a beavatkozast kovetd valtozasok értékelése
csak ,igen-nem” jellegli lehet, vagy eltiinik a fluorescens aktivitas, vagy
nem valtozik. A kismértékdi viltozasok becslése a mai biokémiai lehet&ségek
mellett elégtelen.

Ertékes adatot nyujthat a fluorescens aktivitast mutaté anyag felszapo-
rodasa az atmetszést kovetSen, mivel jelezheti a MA-palya helyét a vizsgilt
teriileten, mialtal a biokémiai médszerekkel soha el nem érhet§ topografiai
informaciét nyuijt.

b) Fluorescens mikroszképos vizsgalatok idegregenerdcids vizsgalatok-
ban. Ismeretes [21, 24], hogy a monoaminerg neuronok regenericiéra képesek.
A koézponti idegrendszerbe iiltetett simaizomba vagy irisbe, az erek falaba
MA axonok nének be, atmetszést kovetSen 4] axonterminalisok képzgdnek.
Ezzel kapcsolatos valamennyi vizsgalat a morfolégiai kutatasok profiljaba tar-
tozik. Ezek szintén ,,igen-nem” kisérletek, ezt a kovetelményt nem szabad
tallépniiik.
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BJORKLUND és tarsai [24] figyelték meg, hogy atmetszéseket kovetden
monoaminerg rostok nének be a hegsziovetbe és egy id6 utan az atmetszéstél
disztalisan is megtalalhaték. Kevés a megfigyelés arra, hogy a regeneracié
valamennyi MA rost azonos képessége-e, tovabba a regeneracié iddviszonyai
és mérve is kiilonbo6z6. Ez a kétségteleniil fontos megfigyelés azt mutatja,
hogy a kézponti idegrendszer MA neuronjai mas neuronoktél lényegesen eltérd
tulajdonsagokkal rendelkeznek (periférias tipusu neuronok). A MA neuronok
regeneraciés képességének fluorescens mikroszképos vizsgalata mind elméleti,
mint gyakorlati (topografiai kutatasok) jelentgségi.

c¢) Fluorescens mikroszkop hasznalata fejlodéstani vizsgalatokban. Erre
mar taldlunk sikeres kezdeményezéseket. Ide mind normal fejlédési vizsgala-
tok, mind experimentalis fejldéstani vizsgalatok tartozhatnak.

A fejlédéstani vizsgalatok tébbsége [19, 95, 58, 94, 106] patkéany onto-
genezisére vonatkozik és részleteket szolgaltatnak a MA-ok megjelenésére a
fejlédés folyaméan. Tovabbi fejlédéstani vizsgalatok alapjai lehetnek Hyyppi
[77] fluorescens mikroszképos, tovabbd BENNET és GIARMAN [14] biokémiai
vizsgalatai is. Vizsgalatok torténtek emberi foetus MA neuronjainak kimutata-
sara is [102]. Szamos speciesben végeztek hisztofluorescens vizsgalatokat, de
ezen a teriileten végzett szisztematikus és dsszehasonlité filogenetikai vizsga-
latokrél nincs tudomasunk.

d) Pailyakutatdsok fluorescens mikroszképos technika alkalmazasaval.
Az utébbi id6ben a nigrostriatal dopaminerg palya [75, 99, 131, 30, 80], a dor-
salis és a leszallé6 noradrenalin palya lefutasa tébbé-kevésbé tisztazott [7, 6, 8,
131, 125, 96, 80], de a feltételezett ventralis NE; tovabba az 5-HT palya és
az adrenalinpélya vagy palyak lefutasa még teljesen tisztazatlan. A serotonin-
tartalmi axonok a raphe magoktél a medialis el8agyi kiteg rostjai kozé 1épnek
[63, 65, 131], de sem pontos lefutasuk az agytorzsben, sem tovabbi tdtjuk a
hypothalamusban nem lett nyomon kévetve.

A palyakutatasi vizsgalatok topografiai jellegiiek, az axonok lefutasanak
kovetésére szolgalnak: a palyak végz6déseinek, az ellatasi teriilletnek mikro-
modszerekkel a morfolégiai vizsgalatoknal extaktabban végezhetiink el.

A NE és DA tartalmi palyak vizsgalatara tranilcipromin elSkezelés lat-
szik a legeredményesebbnek. A fokozott MA termelés és felhasznalas folytan
az axonokban aramlé MA mennyisége felgyiilemlik és fluorescens mikroszkép-
pal jobban lathatéva valik. NE és DA szintézist gatlé a-metil-p-tirozin oly
mértékben csokkenti ezen anyagok zdld fluorescenciajat, hogy a serotonin
sarga fluorescenciaja jobban lathatéva valik. Adrenalin-tartalmi palyakrél
még nem rendelkeziink bizonyits értéki adatokkal.

A palyakutatasok lehetdségei: a) 1éziok, deafferentaciok utan kombinalt
vizsgalatok (fluorescens, idegdegeneraciés, EM); b ) elektrofiziolgiai vizsgalatok
(unit-potencial mérések); c) mikroelektroforetikus vizsgalatok. Mindezeknél a
monoaminerg eredeti igazolasa sziikséges. d) Kémiai degeneraciés mdédszerek.

MTA Biol. Oszt. Kézl. 17. (1974)



474 PALKOVITS MIKLOS

ad a) Léziok, vagy atmetszések utan az anterograd degeneracié jele-
ként a fluorescens aktivitds a korabbi axonok helyén eltiinik, ugyanakkor
a beavatkozastol centralisan felgyiilemlik. A degeneralédé axonok, illetve azok
toredékei killonb6z8 eziistimpregnaciés modszerekkel nyomon kévethetdk.
A terminalis degeneracié identifikalasara ma mar csak az elektronmikroszképos
vizsgalatok tekintheték perdontének. A fenti harom technika szimultan alkal-
mazasa technikailag kétségteleniil bonyolult, de igen elegans bizonyitékot nyujt
egy MA palya lefutasara és végzGdésére.

ad b) Azismert MA neuronok elektrofiziolégiai médszerrel térténd inger-
lése utan a feltételezett helyekrdl elvezethetd unit-potencial analizise jol alkal-
mazhaté a monoszinaptikus MA neuronok esetében, csupan annak igazolasa,
hogy az ingerelt sejt MA neuron, okoz utélagos identifikalasi problémat.

ad c¢) Mikroelektroforézissel bevitt anyagokkal egyes neuronok miiks-
dését igazoltan befolyasolhatjuk. Ez lehet ingerlés vagy gatlas és az ezt kovetd
valtozasokat morfolégiai és elektrofiziolégiai médszerekkel egyarant vizsgal-
hatjuk az adott neuron terminalisainal.

ad d) Farmakolégiai anyagokkal szelektive roncsolhatunk egyes MA
neuronokat. Ezek felhasznalasidra a palyakutatasok igen nagy lehet8ségeket
rejtenek magukban. A noradrenalintartalmd neuronok roncsolasara a 2,4,5-
trihidroxifenilalanin (6-OH-DOPA) igen alkalmas, mert amig a NE axonokban
normalisan meglev§ kevés NE nem lathaté, addig 6-OH-DOPA hatasara
a NE benniik felgyiilemlik és fluorescens mikroszképpal lathatéva valik. (Elé-
zfleg monoaminooxidaz bénité nialamid adasa sziikséges.) A 6-OH-DOPA
NE-re szelektiv, sem DA (csak igen nagy doézis alkalmazasa esetén), sem 5-HT
nem érzékeny erre az anyagra [79, 124, 125]. Dopamin tartalmd neuronok
szelektive roncsolhaték 6-hidroxidopamin (6-OH-DA) adasaval [128, 129, 132,
78, 130, 64, 41], bar ezek kisebb mértékben a NE neuronokat is karositjak [46].
Alkalmazhaték intracerebralisan [87, 108], vagy intraventricularisan [132,
26, 76]. 5,6-dihidroxitriptamin (5,60-HT) alkalmazasaval szelektive roncsol-
hatjuk a serotonin-tartalmi sejteket [12, 11, 13, 36, 23] anélkiil, hogy a NE
vagy DA tartalmd neuronok karosodnanak. Ez is intracerebralisan adva
hatasos [41]. Ezen anyagok hasznilata esetén a terminalis degeneraciét vizs-
galhatjuk fluorescens mikroszképpal, eziistimpregnaciés moédszerekkel és
elektronmikroszképpal. A kémiai roncsolast a MA neuronokban fluorescens
mikroszképpal mindig ellendrzni kell [76].

e) Fluorescens mikroszképos vizsgalatok emberi anyagon. Meglehetdsen
kevés adat all rendelkezésiinkre és az sem bizonyitott, hogy a patkanyra kidol-
gozott topografiai felosztas emberre érvényes-e.

Az emberi anyag vizsgalatanal a f§ probléma a MA-ok elbomlésa az ideg-
sejtekben és a végzddésekben a halal beallta utan. Megallapitottak, hogy
a MA-ok meglehet8sen rezisztensek. Ha az agy kivétele néhany 6raval a halal
beallta utan tértént, a MA-ok fluorescens mikroszképpal még (ha nem is toké-
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letes min8ségben) értékelhetdk. Legtovabb a dopamin jelenléte mutathaté ki:
7 6raval a halal beallta utan kivett anyagban is értékelhetd mingségi volt [105].
Nincs pontos adatunk a NE és 5-HT neuronokra és végzédéseikre, de néhany
6ras anyagban még sikerrel prébalkozhatunk.

Az emberi agy MA-jainak vizsgalatara harom lehet8ségiink van: 1. Ideg-
sebészeti anyagon, melybdl készithetiink metszetet vagy kenetet. 2. Foetusban
[102], ahol a feltérképezés lehetdsége is fennall. 3. Post mortem anyagon
[34, 42].

Elektronmikroszkép alkalmazasa monoaminerg struktirak
kimutatasaban

a) Qualitativ vizsgalatok. Nem tekinthetd megoldottnak a monoaminok
eléfordulasi forméja a neuronban. HokFELT [67, 68] vizsgalatai egy bizonyos
fajta, apré, 500 A atmérgjii vezikulumba lokalizilja a NE és DA-t, de nincs
adatunk az adrenalin és serotonin megjelenési formajara.

HokrFeLT [68] a kivett agydarabokat jéghideg Krebs— Ringer bikar-
bonat pufferbe rakta 30 perces inkubalasra. A puffer 10 ug/ml o-metil-noradre-
nalint tartalmaz. Inkubalds utédn az anyagot 39, -0s kaliumpermanganatban
fixalta. A monoaminergszinaptikus végzédésekben a MA-ok kis szemcsés vezi-
kulumok formajaban mutathaték ki.

Az amintérolé helyek elektronmikroszkopos lokalizalasara egy specifikus
jelz6anyagot, 5-hidroxidopamint is felhasznalnak [118, 98].

Mivel nincs olyan agyteriilet, mely csak egyes amint tartalmazna, az ami-
nok szeparalasa az idegvégzddésekben csak specialis farmakonokkal el6kezelt
allatokban képzelhetd el. Ez esetben a tébbi amin teljes kiiiriilését mind hiszto-,
mind biokémiai médszerrel ellenérizni kell.

A MA-ok EM vizsgalata altalaban a szinaptikus végz8déseken torténik
[66, 68, 76, 5]. Az aminok szintézisének elektronmikroszképos nyomonkovet-
tése kétségtelen nehéz, de jelzett prekurzorok felhasznalasaval nem megoldha-
tatlan feladat.

b) Quantitativ vizsgalatok. Tobb kisérlet tortént a MA tartalmi vezi-
kulumok szamanak, vagy denzitisanak a szinaptikus végzddésekben valé meg-
hatarozasara [76, 5]. Amennyiben az egyes aminok morfolégiailag biztonsaggal
identifikalhaték, a partikulumok denzitasanak quantitativ vizsgalata olyan
moédszer lehet, melynek jelentdsége ma még belathatatlan. Taldn ez a mono-
aminerg kutatas egyik olyan lehet8sége, ahol funkcionalis valtozasok megitélése
kizarélag morfolégiai médszerrel adhaté meg, mely minden egyéb médszerrel
nyert eredmények osszehasonlitasanal perdonté fontossagi lehet.

A szinaptikus végz8dések méretei az EM kép alapjan meghatarozhaték.
Ismerni kell a metszési felszint és a szinaptikus végzddések atlagos atmérdit,
melyekbdl a tomeg kiszamithaté [89]. A kiilénb6z6 vezikulumokat le lehet
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szamolni a metszési felszinen. A mért adatok ismeretében a vezikulumok den-
zitisa és abszolut szdma is megkaphat6. Ezzel a moédszerrel szamoltuk ki
a nucleus ventromedialisban a ,,dens core’” vezikulumok denzitasat és valtoza-
sat nialamid kezelés hatasara [114].

A quantitativ EM vizsgalatok ma alkalmazott teriilete a szinaptikus
végzbdésekben levs szemesék atmérGinek mérése és azok megoszlasanak érté-
kelése. A mérések torténhetnek metszeteken, vagy ultracentrifugalds utan
nyert frakciébél vett mintabél.

¢) Palyakutatasi vizsgalatok. Ismeretes, hogy a szinaptikus degeneracié
elektronmikroszképos kimutatasa biztosabb informaciét nydjt mint az eziist-
impregnéaciés médszer. Az MA sejteket tartalmazé helyek elektromos 1éziéi,
specialisan MA sejteket roncsolé anyagok (6-OH-DOPA, 6-OH-DA, 5,6-HT)
mikroinjekeiéi [27, 25,117, 76], vagy deafferentalasok utén egy adott teriileten
talalt terminalis degeneracié biztos jele annak, hogy a vizsgalt MA sejtcsoport
az adott teriiletet innervalja.

A nucleus dorsalis raphe és a nucleus medianus raphe elektrokoagulaciéja
utan a serotoninban gazdag nucleus suprachiasmatishan degeneral6dé szinap-
szisok voltak kimutathaték a miitét utdn 2—7 nappal [4]. Ezek megjelenése
egyértelmiien raphe eredetiikre utal. Hasonlé jellegli vizsgélatok tovabbi
informaciékat nytdjthatnanak.

Az elektronmikroszképos vizsgalat lehet quantitativ is; kidolgozott méd-
szer van arra, hogy egy adott teriilet afferensei részaranyat kiszamithassuk

[89,134]. Ez a lehetdség az MA-ok kutatasadban ma még kihasznalatlan.

Immunfluorescens vizsgalatok monoaminok lokalizalasira

A morfolégiai kutatasok koziil talan a legtébb 4j informacié az immun-
fluorescens vizsgalatok elterjedésétsl varhaté. E kétségteleniil munkaigényes
mdédszer specifitasa révén donté fontossagu.

GiBB és munkatérsai [56] mutattak ki el8szér a dopamin-fS-dekarboxilaz
(DBH) enzim — mely a dopamint noradrenalinna alakitja at — antigén tulaj-
donsagat, mellyel megvetették az immunhisztokémia alapjait a neurotransz-
mitterek kutatasaban. A médszer alkalmazéasa igen gyorsan elterjedt [55, 60,
31, 52, 61]. Nemcsak a DBH, hanem két masik, katecholamin anyageserében
résztvevd enzim (dopadekarboxilaz-DDC, és a feniletanolamin-N-metiltransz-
feraz-PNMT) is kimutathaté6 immunfluorescens médszerrel [59, 53, 62, 69, 71,
71,70,73]. A PNMT immunfluorescens lokalizilasa nyitotta meg az utat
az adrenalinnak a kozponti idegrendszerben valé topografiai vizsgalatahoz,
mivel a noradrenalinnak adrenalinna valé atalakulasanak folyamatiaban vesz
részt [12, 73].

A noradrenalin zéld fluorescenciaja nem kiilonbézik az adrenalinétél
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[35, 54], igy a kettdnek fluorescens mikroszképos szétvalasztasa nem lehet-
séges. (Ezért tételezték fel sokaig, hogy a kézponti idegrendszerben csak norad-
renalin van.) El6szor biokémiailag igazoltak, hogy a noradrenalin a kézponti
idegrendszerben is atalakul adrenalinna [32, 115], melynek mennyiségére a
PNMT mérésébdl kovetkeztethetiink. Ez utébbira érzékeny enzim-izotépos
médszert lehetett kidolgozni és altala az adrenalin eloszlasat a kozponti ideg-
rendszerben biokémiailag sikeriilt feltérképezni [112]. Az adrenalin topografiai
kimutatisara a PNMT immunfluorescenciaja adott lehet8séget [72, 73].

Az immunfluorescens médszer tovabbi lehet§sége: a) tovabbi enzimek
révén mas MA-ok feltérképezése; b) az immunfluorescens médszer felhaszna-
lasa palyakutatdsra és experimentalis vizsgalatokra. Ezek kautélai azonosak
a fenti helyen targyaltakéval. ¢) Ma még csak elképzelés, de realizalasa elvileg
lehetséges és mas, hasonl6 jellegi vizsgalatok analégiaja alapjan varhaté is,
hogy immunhisztokémiai médszerek elektronmikroszképos alkalmazisa a
monoaminerg kutatas teriiletére is behatol. Ez azt eredményezheti, hogy a
vizsgalatokat, akar molekular-biolégiai finomsagig vihetjiik le a MA-ok eseté-
ben is; és ez kétségtelen a morfolégiai kutatas fontos eredményekkel kecseg-
tetd perspektivai kozé tartozik.

Autoradiografias vizsgalatok a kozponti idegrendszer
monoaminjainak kimutatasara

A periférias és kozponti idegrendszeri monoamin-tartalmi neuronoknak
igen nagy és specifikus affinitisuk van exogen katecholaminok felvételére.
Ezek viszont jelolhet8k és fény-, illetve elektronmikroszképpal kimutathaték.
Ez az autoradiografia alapja a MA-ok kutatésaban.

Ki lehet mutatni NE végzédéseket *H-noradrenalinnak intraventriku-
laris adasa utan 3 oraval a kozponti idegrendszerben. (Monoaminooxidazt
gatlé el6kezelés sziikséges.) A radioaktivitas a NE tartalmi szinaptikus végzé-
désekben gyiilemlik fel [44, 45, 88], ahol mind fénymikroszképpal, mind elekt-
ronmikroszképpal kimutathaté [116, 47, 28]. A médszer quantitativ értéke-
lésre is alkalmas lehet. A DL-*H-NE igen jé elektronmikroszképos autoradio-
grafiai vizsgalatokra [1, 3, 43].

Jelzett *H-dopamin intraventrikularisan adva a hypothalamus sejtjeiben
elektronmikroszképpal kimutathatok [38].

A médszer serotonin kimutatasara is alkalmas, amikor 3H-5-HT adunk
intraventrikularisan [2, 100].

Az autoradiografias médszer alkalmazasa a MA-ok vizsgalataban ma még
kezdeti stadiumban van. Mai megitélésiink szerint jelentdsége nem topografiai
vizsgalatokban, hanem a MA-ok finom anyagcseréje egyes lépéseinek kozelebbi
megismerésében rejlik. Erre kivaléan alkalmas, ha a MA-ok jelzett prekurzo-
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rait adjuk be az allatnak [113]. Kétségtelen elénye a specifitas, de quantitativ
alkalmazédsa — eddigi prébalkozasok sikere ellenére is — nem latszik olyan,
lényeges 4j informaciot nydjté eljarasnak, mely a médszer rendkiviil bonyolult
voltaval aranyban allna.

Kovetkeztetések

A monoaminok jelenlétének és szerepének vizsgalata a kozponti ideg-
rendszerben ma jelent§s és divatos dga mind a hisztokémiai, mind a biokémiai
kutatasoknak. Kétségtelen, hogy mint ingeratviv§ anyagok, alapjai a neuro-
fiziologiai és neuroendokrinolégiai jelenségeknek. A MA-ok hisztokémiai
(fluorescens mikroszképos) kutatdsanak ,,hGskoran” kétségteleniil tdljutottunk,
és az experimentalis vizsgalatok mddszerei a biokémiai teriiletre tolédtak at.
Ha azonban realisan felmérjilk a hisztokémiai médszerek korlatait és lehetd-
ségeit, ugy talaljuk, hogy a kozponti idegrendszer monoamin struktdrainak
megismerésében a morfologiai kutatasok perspektivai valtozatlanul igen jok.
Ezek a lehet§ségek négy médszer — fluorescens mikroszképos, elektron-
mikroszképos, immunfluorescens és autoradiografias médszerek — kategériaiba
csoportosithatok. Kétségtelen, hogy mindezek rendkivill munka-, de féleg
miiszerigényesek, ezért a kutatidsok ohatatlanul csak nagyobb és jol felszerelt
munkacsoportok lehetGségei.

Nem véletlen, hogy a téma érdekessége és jelent8sége ellenére is meg-
lepGen kevés munkacsoport dolgozik ezen a teriileten. Ezek a munkacsoportok
meglehet§sen ,,féloldalasak”, vagy morfolégiai, vagy biokémiai médszerrel és
szemlélettel dolgoznak; holott a kézponti idegrendszer monoaminjai szerepének
megismerésére két kutatasi 4g taldlkozasa és egyiittes alkalmazasa fogja a donto
1épést megtenni.
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