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Az ubiquiter prostaglandinok a sejtek membranjan fordulnak el§ és
fiziologias jelentGségiik lehet a sejtek miikodésében (Horton, 1972). Bennett
és Fleshler (1970) szerint a prostaglandinok fiziol6gids szerepet jatszanak
a bél motilitasanak fenntartasaban, s6t egyes szerzdk bizonyos tumorok
(Williams és mtsai, 1968) és menstruaciék (Englinton és mtsai, 1963) soran
fellépé diarrhaekat a megnovekedett prostaglandin felszabadulassal magya-
razzak. Kisérleteinkben sucrose-gap technika segitségével elektrofiziolégiai
szempontbol kivantunk valaszt kapni arra, hogy a prostaglandinok miként
fejtik ki hatasukat a gastrointestinalis traktus simaizom sejtjeire.

Vizsgalati modszerek
Tengerimalac caecum ,taenia-coli” prepardtuma.

Kisérleteinkhez mindkét nemii tengerimalacot (350—500 g) hasznal-
tunk. Az allatokat tarkéra mért iitéssel elbéditottuk, majd dekapitaltuk.
A hasfal felnyitasat kévetSen a caecumon hosszanti iranyba hiz6dé simaizom
szalagot (@: ~0,5 mm) szemészeti olloval és finom csipesszel kipreparaltuk
mintegy 30—35 mm hosszan, amelyet a tovabbi felhasznalasig oxigenizalt,
eldmelegitett (~35° C) KREBS-oldatba helyeztiink. A preparitum el8készi-
tése minden esetben 2 percen beliill megtértént.

Az irodalom megérizte a készitmény elnevezését, annak ellenére, hogy
az egy anatomiai tévedésnek koszonheti nevét. A 40-es évek végén -az oxfordi
Gyobgyszertani Intézetben Biilbring simaizom elektrofiziolégiaval kezdett el
foglalkozni (Biilbring, személyes kozlés) és a tengerimalac hasfalanak felnyitasa
utan a tébbi allatnal aranyait tekintve lényegesen nagyobb caecummegtévesz-
tette Biilbringet és azt hitte, hogy a colonnak a taenidjat preparalja ki. Csak
tobb dolgozat megjelenése utan ismerte fel tévedését, de mivel akkora mar
mas szerzlk is ,,taenia-coli’’ elnevezéssel kezdtek kozélni, igy az irodalomban
elterjedt ez az elnevezés és mindmaig hasznalatos.
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Sucrose-gap metodika

Az altalunk alkalmazott médszer (1. abra) lényegében azonos az iroda-
lomban leirt metodikakkal (Berger, 1963; Biilbring és Tomita, 1969). A sima-

izom az egyes tagok altal kiképezett mintegy 1 mm atmérdjli csatornaba keriil
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1. dbra. ,,Sucrose-gap” technika. Az elektrédok a szovet depolarizdlt és él6 részén vannak
elhelyezve

elhelyezésre. A sziovet egyik vége (bal) rogzitett, a masik (jobb) az izometrias
transducerhez csatlakozik. A transducer feszit§ ereje 0,5 g. A tagok kozotti
atlyukasztott gumimembranok egyfeldl megakadélyozzak, hogy az oldatok
az egymas melletti tagokban keveredjenek, masfeldl elgsegitik azok akadaly-
mentes lecsopogését. A mechanikus aktivitas regisztralasa szempontjabol
lényeges, hogy a szévet a strain-gauge fej el§tti taggal, ill. annak gumimemb-
ranjaival mechanikusan ne érintkezzék. Az ebbdl ad6dé kisérleti hiba elkerii-
lésére az utolsé tag furatatmérGjét 1,5 mm-re noveltik. A szovet mindossze
3 mme-es szakaszat aramoltattuk at KREBS-oldattal. A lecsopogd oldat
hémérsékletét termisztoros hdmérséklet-regisztraloval ellendriztiik és a KREBS-
oldatot spiralhtitd segitségével iigy melegitettiik eld, hogy az a szévethez érve
35° C hdmérsékleti legyen.

Egy membran potencialjanak mérésére két lehetGség adodik: 1. penetralé
elektrodok, 2. a membran integritasdnak megsziintetésével lehetdség nyilik
az ép membran és a sejt belseje kozotti fesziiltség-kiilonbség mérésére. A memb-
ran integritasanak megsziintetésére 77,5 mM K,SO, oldatot alkalmaztunk
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2. dbra. Nyugalmi potencidl kialakuldsa, 5 Hz, oscillacidji direktirén (Servogor) regisztralva.
K,S0,: 77,5 mM

és sucrose-gap technika segitségével mértiik a fesziiltség kiilonbséget (2. abra),
amely j6 izolalas esetén alig kiilonbozik az aktualis potencialtél, azaz

=" ahol:

E,, = a valédi membran fesziiltség, és
U = a mért membréan fesziiltség.

Ez elérhetd, ha az un. ,,short-circuiting” -faktor (Jirounek és Straub, 1971)
ki van kiiszobélve.

U 5 i

e ahol:
R, + R, =

R, = a kiils§ folyadék ellenallasa, és

R, = az axoplazma ellenallasa a két elektréd kozott.

Az egyenletbdl latszik, hogy ha a kiils kizeg ellenallasa sokkal nagyobb mint
a belsé kozegé (R, > R,), akkor az

Rl
R, + R,
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azaz, a fesziiltség amit a kiils§ elektréddal mériink a valédi membran-poten-
ciallal egyezik meg. Ez elérhetd az R, novelésén kiviil az R, csokkentésével is.

Stampfli (1954) ismerte fel ezt a lehet8séget és kifejlesztette a sucrose-
gap technikat. A sucrose oldat folyamatos folyasaval biztositotta, hogy a
szovetb6l kiaramlé ionok ne tudjanak extracellularisan felszaporodni és a
specifikus ellenallast, vagyis az R, értékét csokkenteni.

A metodikat el§szor myelin-hiivelyes idegrostok, majd C-rostok (Ritchie
és Straub, 1957), simaizom (Burnstock és Straub, 1958; Biilbring és Burn-
stock, 1960), harantesikolt izom (Kénig, 1962), és szivizom (Rougier és mtsai,
1968) elektrofiziolégiai tanulmanyozasara dolgoztak ki. Julian és mtsai (1962),
tovabba Rougier és mtsai (1968), a voltage-clamp technikét is alkalmaztak
ehhez a metodikahoz.

Regisztralo elektrédként Hg/Hg,Cl, mésddfajli (nempolarizalé) elektré-
dokat alkalmaztunk.

Fiziolégias oldatként KREBS-t hasznaltunk. A kisérletek soran alkal-
mazott oldatok 8sszetételét az 1. tablazatban foglaljuk ossze.

I. tablazat

T Cholin —
Oldatok NaCl KCl | CaCl, | MgSO, | NaHCO, KH,PO, Glukéz 5‘;%1;“' (CIIVI ;
| [ [
Normil KREBS-oldat 13| 47| 25| 12| 25 | 1.2 | 15| @ s
Médositott KREBS-oldatok ’ ,
Na+*-mentes (sucrose h.) (%) 4,7 2.5 1.2 (%) 1:2 11,5 210 %)
Na+-mentes (cholin-Cl h.) %) 4,7 ‘ 2.5 1.2 %) 1.2 11,5 (%) 138
K+-mentes 113 %) 2.5 1.2 25 (%] 11,5 (%) %)
Ca?+-mentes 1l 4,7 l (%) 1.2 25 1,2 11.5 %] (%)

A 109,-0s sucrose oldatot analitikai tisztasagi sacharose-bél készitet-
tiikk aqua demineralisata (R = 5x10°Q)-val.

K,SO, (77,5 mM) oldattal depolarizaltuk a szovet egyik végét.

Az egyes oldatok atfolyasi sebességét atfolyasszabalyozdkkal, ill. csepp-
szamlalokkal allitottuk be a 2. tablazatban feltiintetett értékekre, amelyek
a kisérletek soran nem valtoztak.

IL. tablazat

Oldat ‘ (ml/perc)
KREBS-oldat } 3,0
Sucrose 1.5
K,SO, | 0.7
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A vegyiileteket KREBS-el higitottuk, és egy haromallasd csappal biz-
tositottuk a szévet ,,é16” részére vald juttatasukat. A teszt oldatokat ,,carbo-
gén”-el (0,: 959,; CO,: 59,) oxigenizaltuk gumiballonbél egy eloszté segit-

ségével.

Regisztralo késziilékek

A membran potencidljanak valtozasait (nyugalmi és akcidés potencial)
700 Hz atvitelére alkalmas jet irérendszerti Mingograph 81 polygraphon
regisztraltuk. Az elektromos aktivitast Tektronix 5030 kétsugaras oscillos-
cop egyik csatornajan, ill. a Mingographon AC erdsitéssel is, valamint a mecha-
nikus aktivitast izometrias koriillmények kozott e két utébbi késziilléken DC
erdsitéssel regisztraltuk.

Kisérleteink sordn az alabbi vegyiileteket hasznaltuk; |-PGE,(Upjohn),
—PGE,(Chinoin), —PGE,(Chinoin), hyoscin-HBr (B.D.H.), atropin-szulfat
(Alkaloida, Tiszavasvari), tetrodotoxin (Sankyo Co. Ltd.). A vegyiiletek
alkalmazott koncentraciéit M-ban, ill. g/ml-ben tiintettiik fel.

Eredmények

Az izolalt simaizom elektromosan és ennek eredményeként mechaniku-
san spontan aktiv. A spontan aktiv szakaszokat elektromosan és mechanikusan
csendes szakaszok valtjak fel. A nagyon erds spontan aktivitas gyakran zavarja
azokat a vizsgalatokat, ahol aktivitas fokozédast akarunk vizsgilni. A spon-
tan aktivitas hémérséklet-fiiggé. Ez az oka annak, hogy aranylag sokan
37° C-nal alacsonyabb héfokon dolgoznak. A 3. dbran lathaté egy jellemzd
regisztratum tengeri malac ,,taenia-coli”” készitményérsl. Nagyon jél lathato,
hogy a simaizom elektromos aktivitasaval teljesen szinkronban mechanikus
aktivitas jelentkezik a széveten. A simaizom sziovet tartés kontrakciéja a
spike-aktivitas frekvenciéjanak fokozddasanal jelentkezik.

PGE,, 3x1079-8,5%x10"? M koncentriciéhan fokozza a simaizom
spontan elektromos és mechanikus aktivitasat (4. abra). Hatasa dézisfiiggd-
nek bizonyult (6. dbra). PGE, koncentraci6tél fiiggen tartés depolariziciot
okozott (4. abra). PGE, hasonlé hatasi. A PGE, és PGE, spiket-kat (3—10
mYV) valtott ki, azok frekvenciaja jelentésen megnétt; 0,2—0,4 Hz-rél 0,5—2
Hz-re. Atropin (1,5x 106 M) vagy hyoscin (10-¢ M) a prostaglandinok hata-
sat nem befolyasolta (5. abra). Ez arra utal, hogy cholinerg, acetylcholin
transzmisszié nem jatszik szerepet a PG-ok hatasdban, mint az a gastrin és
cholecystokinin-szert vegyiiletek simaizom hatdsira korabban kimutattuk
(Vizi és mtsai, 1972; 1973) sucrose-gap metodika segitségével.
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Tengeri malac caecum ,taenia coli” preparatuma

3. dbra. A preparatum jellegzetes spontdn aktivitdsa. A spike aktivitds AC-ben (feliil), a nyu-

galmi potencisl (Em) DC-ben (kézépen) és a fesziilés DC-ben (alul) regisztrdlva. A szovet

depolarizdciéja (nyugalmi potenciil csokkenése) elektromos és mechanikus aktivitds-fokozé-
ddshoz vezet. Jél lathaté, hogy a spike kisiilés-id6ben megelézi a kontrakeiot
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4. dbra. PGE, depolarizils, spike aktivitdst fokozé és kovetkezményesen kontrakciét okozé
hatdsa ,,taenia-coli”’-n. Em: nyugalmi potencidl. W: kimosas

Orvostudomdny 24, 1973



,PROSTAGLANDIN" E, és E, HATASMODJANAK VIZSGALATA 105

. 10s
Imin 75mmw Fr =
} g HH g
i I} [l "
5mV | | i
. ! ) o | AV
50 AN BNAR .
Em AU ARAAMY ALK
sol -~ v o
Sl ~
1 A
9 =] £ "
PGE; 3-1077 M w

ATROPIN 15-107°M

5. @bra. PGE, elektromos és mechanikus aktivitdst fokozé hatdsa atropin jelenlétében
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6. dbra. PGE, és PGE, nyugalmi potencidlt csokkents effektusai, []: kisérletek szdma,
r
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A kiils6 K*-ion megvonasa atmenetileg (1—2 perc) depolarizalta a
membrant (1—2 mV), amely hatas val 6sziniileg az elektrogén natrium pumpa
aktivitas csokkenésének az oka (Casteels és mtsai, 1971; Tomita és Yamamoto,
1971). A kiilsé K+ ionok megvonasa nem befolyasolta a PG hatasat (7. abra).
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7. @bra. PGE, hatdsa K+-mentes oldatban. J6l lathat6, hogy a spike aktivitds frequencia-
fokozbéddsa tartés kontrakciét eredményez

KREBS-oldatban, ha 210 mM sucrose-al helyettesitettiik a Na*-t a
membran nyugalmi potenciilja csokkent (12—18 mV), a spike aktivitids meg-
nétt és az izom osszehizodott (8/a és b abrak). A natrium megvonasanak ez
a hatasa két okra vezethetd vissza: 1. a Nat —K* -aktivalta membran ATP-ase
aktivitas csokkenésének eredményeképpen a natrium pumpa csékkent miks-
dése depolarizaciohoz vezet, 2. fokozott Ca®" belépés, amely valészinileg
a spike aktivitas fokozédasat hozza létre. Ez utébbi lehetfséget azon éltala-
nosnak mondhaté térvényszeriiség alapjan lehet emliteni, hogy a kiils§ nat-
rium koncentraciéjanak csokkenése, vagy az intracelluliris natriumnak az
emelkedése a Ca®" belépés fokozédasahoz vezet (Baker és mtsai, 1967; 1969;
Baker és Blaustein, 1969; Bohr és mtsai, 1969).

A kiils§ natrium koncentracio teljes megvonasa 20 perc utan az atmeneti
spike aktivitas fokozédast kovetSen elektromos csendhez vezet és a prostag-
landin sem fejti ki hatdsat (8/a dbra). Ha sucrose helyett 138 mM cholinnal
pétoltuk a natriumot, a prostaglandin akkor is hatastalannak bizonyult. Ez
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8a. dbra. PGE, hatdsa Na+-mentes oldathan. A Na+t-t sucrose-al (210 mM) helyettesitettiik
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8b. dbra. PGE, hatdsa Na+-t (138 mM) tartalmazé és Na+-mentes (sucrose helyettesités)
KREBS-oldathan

a tény kizarja annak a lehet8ségét, hogy a PG hatasiban esetleg Cl~-ion
jatszana szerepet.

Ca?*-mentes oldat dtmenetileg depolarizalta a membrant és fokozta a
spike aktivitast is, amely 3—5 percig tartott. PGE; (8,5x10~7 M) Ca%*-
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9b. ABra. PGEj nyugalmi potenci/ZEt cs kkenti hat/Sa Ca?'-mentes @& 2,5 mM CaCl,-t tartal-
maz KREBS-oldatban. A vegy let jellegzetes hyperpolarizZ& hat/S/& Ca®*-mentes k zegben
is megtartja

mentes oldatban is cs kkentette a nyugalmi potenciAl, de spike aktivit/As-
fokoz d/Bt nem okozott. A Ca**-hiAy a simaizom mechanikus kontrakci j4
is kivAHotta (9/a Abra). A depolarizEi nagysAgAban (6 8 m'V) & iditar-
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tamAban (10 15 perc nemvolt k | nhs@g a Ca? -mentes @s a Ca’'-t istar-
talmaz oldat k z tt (9/bAbra). Ez arra utal, hogy a PGE, @s PGE, Altal
kivEltott nyugalmi potenci/l c¢s kken@s hatEsAban a Ca’’-nak nincs szerepe.
Az at@ny, hogy Ca’’-mentes KREBS-oldathan megszBnik a spike aktivitAs,
megeris ti B Ibring @s mtsai (B Ibring @s Kuriyama, 1963; B Ilbring ®@s
Tomita, 1969). tovAbbA Nonomura @s mtsai (1966) felt@dtelez@s@t, hogy az
akci s potenci&l alatt kAlcium Aram folyik @s a Ca’’-influx felelis @rte. E zt
| Etszik bizony tani azat@ny is,hogy tetrodotoxin (TTX), amely a Na ™ belg@-
p@st gAtolja (Narahashi @s mtsai, 1964), n e mbefolyAsolja a spike aktivitAst

simaizmon. Prostaglandin simaizom hatAsa nem befoly&solhat TTX-al.

SSZEFOGLAL" S

K s@rleteinkben sucrose-gap technika seg ts@g@vel taenia coli sima-
izom prepar/&tumon meg/Allap tottuk, hogy a PGE, @s E , koncentrAci t |
f ggren cs kkentette a nyugalmi opotenciZlt, spike-kis I@seket okozott s
fokozta a spike-tev@kenys@g frekvenciAA. A PGEyx Altal kivAltott spike-
aktivitAs Ca’' f gginek bizonyult. A prostaglandin depolarizAl hat£sa val
sz nBleg a nA&trium influx fokozAEs/Aval van sszef gg@sbe, mivel N a ™ mentes
oldathan hatAsa nem @rv@nyes It.

A prostaglandin simaizom elektromos aktivit&gsra kifejtett hatAsa direkt

hat&s, mivel sem TTX, sem hyoscin (atropin) nem befoly&Asolta. A prostaglan-

din simaizom kontrakci t kivAlt hatksa v@lem®@ny nk szerint az FKltala
felfokozott N a ' @s Ca’" bel@p@s k vetkezm@nye.
Ezi ton mondunk k sz netet a Chinoin Kutatksi lgazgat sAgAnak,

hogy a k s@rleteinkhez sz ks@ges PGEj] @sPGE,> anyagokat rendelkez®@s nkre
bocsAjtotta.
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