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Korabbi kozleményiinkben (Varga és mtsai 1973) a BOC-C-glicin-
pentagasztrin (BOC-*C-GPG) in vivo metabolizmusaval kapcsolatban besza-
moltunk arrél, hogy a védett peptidszarmazékot a patkdnymaj jelentés mér-
tékben (~709%,-ban) kivalasztja az epével. A peptid egy része — mikézben,
athalad a majsejteken — dezamidalédik. Hasonlé eredményre jutott Wyllie
Stagg és Temperley 1974-ben kutyaban. Kés6bb ugyanennek a peptidnek az
intravénas adasa utan az aortdabél vett vérmintakban olyan radioaktiv hasa-
dasi terméket talaltunk, amelyet a peptid BOC-!*C-glicin fragmensével tudtunk
azonositani (Varga és mtsai 1978). Ez a vizsgalat azt bizonyitja, hogy a BOC-
GPG in vivo metabolizmusa sordn nemcsak dezamidalédas, hanem peptid-
hidrolizis is létrejon. A radioaktiv jelzés helyzetébdl kovetkezik, hogy mi ebbél
a folyamatbhél a BOC-“C-glicin és a triptofan kozotti peptidkotés-hasadast
tudtuk regisztralni.

A peptidfragmens keletkezésének a helyét keresve sikeriilt igazolnunk,
hogy a majsejtek altal kivalasztott, részben dezamidalt BOC-14C-GPG a bélben
hidrolizalédik. A lehasadé BOC-'*C-glicin egy része a bélfalon at felszivédik és
a szisztémas keringésbe jut. Ez a folyamat hosszabb ideig tart és valésziniileg
nincs szerepe annak a BOC-C-glicinnek a keletkezésében, amit a radioaktiv
BOC-GPG intravénas adasa uténi percben az aortas vérben mérni lehet.

Fel kellett tételezniink, hogy peptidhidrolizist eredményez§ enzimaktivi-
tas nemcsak a béllumenben és/vagy a bélfalban, hanem més szervekben is
létrejon és az elsé percben mérhetd BOC-1“C-glicin innen szarmazik. Bemutatas-
ra keriil§ vizsgalatainkban a feltételezés bizonyitasira, a kiilonboz6 szervek
peptidhidrolizalé enzimaktivitasat tanulmanyoztuk in vitro és in vive koriil-
mények kozott.
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26 VARGA—FODOR—HOLZINGER—NEMETH
1. A peptidhidrolizisin vitro vizsgdlata a szervhomogenizdtumok citoszol frakcidjaval

A hidrolizis kovetésére a kovetkezé mdédszert alkalmaztuk: a jelzett
pentagasztrin szubsztratot (0,5 ml 50 mg/100 ml koncentriciéji, 16,65
MBq/mM fajlagos aktivitasi BOC-"C-GPG) 0,5 ml szérummal, ill. kiilonb6z6
patkényszervek 109,-os homogenizdtumabél ultracentrifugas iilepités utan
(100.000 g/h) nyert szupernatans frakcié 0,5 ml-jével inkubaltuk 37 °C-on
30 percig. A homogenizalas 0,99,-0s NaCl-oldatban tértént. Az inkubiatumbél
0,3 ml-t Sephadex G-25 fine oszlopon kromatografaltunk (oszlopmagassag
38 cm, atméré 1,2 cm, V, = 16,7 ml, V¢ = 39,8 ml V[V, = 2,38) 0,01 mélos
foszfatpufferrel (pH 7,1). A kromatografia soran nyert frakciék radioaktivitasat
liquid scintillaciés rendszerben mértiik. Az eredményeket DPM értékben fejez-
tiik ki. A hidrolizis mértékére a keletkez6 BOC-14C-glicin fragmens mennyiségé-
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1. @bra. A BOC-*C-glicin-pentagasztrin és a BOC-14C-glicin radiékromatogramja
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2. dbra. A BOC-'“C-glicin-pentagasztrin radiékromatografia tiid6-, pancreas- és bélszovet
homogenizatum citoszol frakciéjdval tortént inkubdlds utdn

bél kovetkeztettiink. A vizsgilatok soran a fehérjemeghatarozis Lowry és
mtsai (1951) médszerével tortént.

Rendszeriinkben a BOC-“C-GPG a 40—52 ml kézotti térfogatban, a
BOC-“C-glicin pedig a 28—36 ml kozotti térfogatban elualédott. Igy az inku-
balas soran keletkezd BOC-C-glicin fragmens jél elkiilonithetd volt.

A szérum mintakkal tértént inkubalas utan a BOC-#C-glicin pentapeptid
radiokromatografias képe valtozatlan maradt. A szérumban tehat hidrolizist
okozé enzimaktivitast nem talaltunk. A vizsgalt szervek koziil a méj-, vese-,
izom-homogenizatum citoszol frakciéja enzimaktivitds szempontjabél ugyan-
csak inaktivnak bizonyult. Peptidkotés bontast észleltiink viszont a pancreas-,
vékonybél- és tiidGszovet-homogenizidtummal tértént inkubalas utian. Minden
szervvel négy alkalommal ismételtiik az inkubélast. A homogenizatumok
fehérjetartalminak ismeretében az enzimaktivitasra az idGegység alatt kelet-
kezett BOC-glicin mennyiségébél kovetkeztettiink. Az enzimaktivitast 1 mg
homogenizatum fehérjére szamitottuk (DPM/min/l1 mg fehérje).

A pancreas-, vékonybél- és tiiddszovettel tortént inkubalas utan a peptid-
kotés hasadasanak létrejottét szemlélteti a masodik abra.

A radiokromatogramokon jél lathat6, hogy a hidrolizis soran keletkezd
radioaktiv fragmens mennyiségének névekedésével parhuzamosan a kiindulési
anyag mennyisége csokkent.

A vizsgilt szervek peptidkotést bonté aktivitasat oszlopdiagramban
abrazoltuk. Kisérleti koriillményeink kozott a legnagyobb enzimaktivitidsa a
pancreas-szovetnek volt, ennél kisebb aktivitasd volt a bél, még kisebb a tiidé.
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3. dbra. A tiid§-, pancreas- és bélszévet homogenizdtum citoszol frakciéjdnak enzimaktivitdsa
(DPM/perc/1 mg fehérje)
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4. gbra. A tiid§-, pancreas- és bélszévet homogenizdtum citoszol frakciéjdnak enzimaktivitdsa
hékezelés utdn
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1. tablazat

A bél-, tiids-és pancreas-szévet enzimaktivitasanak pH fiiggése. A szimok a keletkezett
BOC-"C-glicin DPM ériékeinek az dtlagat és a szérdst jelzik

pH 4 i 6 —l 7,1 ! 8 10 11 12 13
Bél 205 854 1157 1078 1743 176 106 106
DPM +15,34| 4+17,55| +19,82 | +110,1 | 4111 +14,56 | +13,5 | 14,5
Tiidé 233 304 976 328 200 — — e
DPM +14,95| 4+15,65| +110,12| +16,5 +15,12 — — =
Pancreas 226 640 910 812 1679 403 316 240
DPM +13,65| +16,55| +19,85 | +18,76 | +111,5 | +15,5 | +14,15| +13,5

n=>5; X; <+ SD

A tovabbiakban a szerv-homogenizatumok enzimaktivitisanak h&érzé-
kenységét vizsgaltuk. A szerv-homogenizatumok citoszol frakciéjat egy éraig
56 °C-on tartottuk, ezt kévetden adtuk hozza a 0,5 ml BOC-1*C-GPG-t. Ijjabb
30 perces 37 °C-on térténd inkubalas utdn megvizsgaltuk, hogy a hidrolizis
milyen mértékben jon létre. Azt talaltuk, hogy a h8kezelés a tiidészovet enzim-
aktivitasat jelentésen csokkentette, a pancreas- és a vékonybél-szovetét alig
befolyasolta.

A kévetkezdkben az enzimmikédés hidrogén ion koncentraciotsl valé
fliggését vizsgaltuk. Az enzimaktivitis pH optimumanak meghatarozasira
Sérensen szerint készitett 4, 6, 7,1, 8, 10, 11, 12 és 13-as pH-ju puffer oldatokat
hasznéltunk. A vizsgalatot 5 éllat szerveinek citoszol frakciéjaval végeztiik.

A tiid8szdvet enzimaktivitasanak maximumat pH 7,1-nél talaltuk. A bél-
és a pancreas-szovet enzimaktivitdsinak egyarant két maximumat észleltiik:
az egyiket pH 7,1-nél, a masikat pH 10-nél. A 7,1-es és 8-as pH értékeknél mért
enzimaktivitasok kozott nincs felting differencia. Ezért talan helyesebb két
maximum tendenciarél beszélni. Ha a jelzett pentapeptidet pH 10-es pufferrel
inkubaltuk szévet-homogenizdtum nélkiil, peptid-hidrolizis nem jott létre.

A peptid hidrolizis-gdtlas vizsgdlata

Az enzimmiikodés gatlasat részben a kereskedelemben kaphaté ismert
gatloszerekkel, részben kiilonboz6 peptidszarmazékokkal kiséreltik meg.
Nem gatolta az enzimmiikodést 100—2000 ug/l ml homogenizatum koncentra-
ciéjui szojabab tripszin (REANAL) inhibitor 100—1000 E/I ml homogenizatum
tartalmi kallikrein-tripszin inhibitor (Gordox, Gedeon Richter Ltd, Budapest)
és 100 pg/ml homogenizatum koncentracioji SQ-20 jelzésii angiotenzinaz gatlé

(Squibb Institute for Medical Research).
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2. tablazat

Az 509-0s gatldst létrehoz6 EDTA koncentracié

pH—7,1 pH—10
El50 npra
Hasny4lmirigy 2 X102 M 0
Bél 3,2x1072 M 0
Tidé 7,5%x10¢ M —

3. tablazat

A proteolitikus enzimaktivitds értékei a fenilmetil-szulfonilfluorid (PMSF)
kiilonbozé koncentracioi mellett

Hasnyalmirigy, Hasnyilmirigy,
pH—7,1 \ pH—10
toniifinceid, | 8% | it o, | €%
konc. mol > konc. mél °
0 — 0 —
102 38,5 10—2 28,5
1074 36 10—4 27
109 26,5 105 16
10-6 10 10-s 10
10—% — 108 --

Enzimaktivitas gatlast kaptunk viszont EDTA-val, szerinproteaz gatlé
fenilmetil-szulfonilfluoriddal* (PMSF) és a szubsztratként szolgilé peptid
kiilsnb6z6 fragmenseivel.

Az enzimaktivitais EDTA-val torténé gatlasat pH 7,1-nél és pH 10-nél
1072,107%, 10 % és 1078 M koncentracié-tartomanyokban vizsgaltuk. Az ered-
ményeket az 50%,-os gatlast létrehoz6 EDTA koncentraciéval adtuk meg.

A tablazat adataibél lathaté, hogy pH 7,1-nél az 509,-o0s gatlast létrehozé
EDTA koncentracié a hasnyalmirigy és a vékonybél esetében kizel azonos, a
tiidében két nagysagrenddel kisebb. pH 10-nél az enzimaktivitis EDTA-val
nem gatolhaté.

A szerin proteaz gatls PMSF (Gold 1965) csak a hasnyalmirigy proteoliti-
kus enzimaktivitasat gatolta, a bél és tiidé enzimaktivitasat nem. Az enzim-
aktivitas gatlas 10-2—10-* M koézotti koncentracié-tartomanyban (telitési
dézis) volt a legkifejezettebb, 10-5 M-nél mar csékkent a gatlas. Figyelemre

* Az anyagot Boross professzortél kaptuk (JATE Biokéniiai Intézet), amiért ezaton is
koszonetet mondunk.
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mélté, hogy az aktivitas-gatlas mind a pH 7,1-nél, mind a pH 10-es tartomény-
ban kimutathaté volt.

Az enzimekrgl tovabbi informacié nyerhetd, ha aktivitasukat a szubszt-
ratként szolgalé peptid kiilonboz8 fragmenseivel prébaljuk befolyasolni. Erre a
célra 2 peptid fragmenst alkalmaztunk: H-Gly-Trp-OH és a H-Asp-PheNH, %
X AcOH dipeptideket. Két dipeptiddel megkiséreltiik az enzimaktivitas be-
folyasolasat neutralis és ligos pH-nal egyarant. Csak neutralis pH-nal sikeriilt
enzimaktivitds csokkenést elérni. Az H-Asp-PheNH,x AcOH dipeptiddel csak
a pancreas enzimaktivitasa volt befolyasolhaté: 2,25/uM dipeptid koncentracié
esetén 269,-os aktivitas csokkenést kaptunk. Jelent§sebb csokkenést a H-Gly-
Trp-OH dipeptiddel kaptunk: 2,8 uM dipeptid koncentraciéval a tiidészovet-
ben levé enzimaktivitas 1009,-o0san gatolhaté. Ugyanaz a peptid koncentracié
pancreas esetében 509%,-0s, a bélnél kb. 409,-0s aktivitas csékkenést hozott
létre. Tovabb csokkentve a dipeptid koncentraciét azt talaltuk, hogy még a
2,8 uM koncentracié 1/5-e is 1009,-0s enzimgatlast eredményez a tiidében.

(DPM)
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4000+

T T T - T
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5. @bra. H-Gli-Trp-OH-val végzett elGinkubdlds hatdsa a tiid8 citoszol frakciéjanak peptid
hidrolizalé készségére. Folyamatos vonal = el§inkubdlds nélkiil. Pontozott vonal = elGinku-
balds dipeptidd-1
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(DPM)
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6. Gbra. A szubsztrit koncentricié novelésének hatdsa a tiid@szdvet citoszol frakciéjanak

hidroliz4lé aktivitidsidra. Pontozott vonal = 509, g4tlds. Szaggatott vonal = a szubsztrat

mennyiség dupldjdra névelve. Folyamatos vonal = a szubsztrat mennyiség hdromszorosra
novelve

Ezt kovetSen meghataroztuk az 509,-0s gatlast ad6 dipeptid mennyiséget, ill.
a dipeptid/BOC-GPG mélardnyt. Ezek a kovetkezék: 0,096 uM, ill. 1,455.

A tiid6ben lev6 endopeptidaz aktivitdas gatlasa mint modell alkalmasnak
bizonyult arra is, hogy a gatlas kériillményeit jobban megismerjiik. Erre a célra
nagyobb méretili Sephadex G-25 fine toltetii oszlopot készitettiink. Az oszlop
méretei: hossza 78 cm, atmérdje 1,4 ecm, V, = 56 ml, V¢ = 114 ml, Vi/V =
= 2,04. A kromatografia sordn 0,5 ml inkubdtumot vittiink fel és 3 ml-es
frakciékat gytjtottiink. Eluensként 0,01 M-os foszfat puffert hasznaltunk.
Az oszloprél a BOC-glicin fragmens a 108—122 ml kézstt a BOC-GPG pedig
159—180 kozott elualédott.

El8szor azt vizsgaltuk, hogy a dipeptid gatlé hatasa hogyan érvényesiil.
A citoszol frakciét elgszor az 509,-o0s gatlast adé dipeptiddel inkubaltuk 30’-ig
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37 °C-on. Ezt kévetden hozziadtuk a szubsztrat BOC-C-GPG-t. Ujabb 30’-es
inkubalas utan az elegyet kromatografaltuk.

A dipeptiddel el§inkubalt citoszol frakeié enzimaktivitasa azonos volt az
eléinkubalas nélkiil vizsgalt enzim aktivitdsaval. Ez a vizsgalat amellett szél,
hogy a dipeptid az el6inkubalds soran nem hidrolizal.

Ezutén a szubsztrit védelem hatékonysagat tanulmanyoztuk az inakti-
vaciéval szemben. Ezt tigy végeztiik, hogy az 509,-0s gatlast adé dipeptid
koncentraci6é mellett a szubsztrat mennyiségét noveltiik az eredeti duplajara és
haromszorosara.

Azt talaltuk, hogy a szubsztrat koncentracié novelésével a lehasadt
BOC-"C-glicin mennyisége aranyosan novekedett.

2. A peptidhidrolizis in vitro vizsgdlata szervhomogenizitumok sejtfrakciéiban

Ahhoz, hogy a hidrolitikus enzimek sejten beliili lokalizaciéjat tanulma-
nyozhassuk, a hasnyalmirigy-, vékonybél- és tiidGszovet homogenizatumokat
Janeczky Wac-601 tipusi preparativ ultracentrifugival differencialtuk. 10 per-
cig centrifugaltuk 10 000 g-vel, amikor is a mag és a mitokondrium, 20 percig
22 000 g-vel, amikor a lizoszéma és egy 6ran at 100 000 g-vel, amikor a mikro-
szoma frakcié iilepedett le. A 100 000 g-vel tortént centrifugalas utan nyert
szupernatans a citoszol frakcié. A frakciok tisztasdgiat markerenzimek segit-
ségével vizsgaltuk. Ezek koziil a katepszin-D-t Barrett (1972) és mtsai, az 5°-
nukleotidazt Song és mtsai (1967) és a gluk6z-6-foszfatazt Kidwai és mtsai
(1971) médszerével hataroztuk meg.

A sejtfrakciok markerenzim aktivitas értékeit tablazatban tiintettiik fel.

- A tablazat adataibél lathaté, hogy a katepszin-D és az 5’-nukleotidaz
aktivitasi értékei a citoszol frakciéban a legkisebbek. Ez arra utal, hogy a
citoszol frakcié egyik szerv esetében sem szennyezett nagyobb mértékben
lizoszémaval és sejtmembrannal. A citoplazmailis lokalizéaciéji glukéz-6-foszfa-
taz aktivitasa viszont mindharom szévethomogenizatumban a citoszol frakcié-
ban volt a legmagasabb.

A sejtfrakciok hidrolitikus enzimaktivitasat pH 7,1-nél és pH 10-nél
hataroztuk meg. A frakciékat az enzimaktivitas vizsgalata el6tt 0,19,-o0s
Triton-X-el tartuk fel.

A tablazatbél lathaté, hogy mind a két pH-értéknél a citoszol frakciéban
maximalisak az enzimaktivitasi értékek, a tobbi frakciéban lényegesen alacso-
nyabbak. Itt kivanjuk megjegyezni, hogy a maj-és veseszévet homogenizatum
100 000 g-vel torténd centrifugalasa utan a Triton-X-szel feltart iiledékben talal-
tunk kismértékidi enzimaktivitast. Ez azonban nem érte el a hasnyalmirigy,
tiids, ill. vékonybél homogenizatumok sejtfrakciéinak ésszaktivitas értékeit.
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4. tablazat

A sejtfrakciok markerenzim aktivitds értékei

Homogenizatum \‘ Mag + mitochondrium Lysosoma Microsoma Cytosol
|
Hasnyadlmirigy

Cathepsin D 24104 ‘ 0,93 104 1,223 104 0,27 %10~ 0,24 x10~4
mEq Tyrosin (h/ml) 37 °C +0,1x10°¢ [ +0,11x10~4 40,08 X104 +0,01 X104 40,01 x10-4
5’-nucleotiddz 1,3 1,00 3,19 2,93 0,18

uM P/mg fehérje/h +0,10 | 40,11 40,09 40,06 +0,01
Glucose 6 foszfatdz 3.1 0,64 0,32 0,42 1,73

#M P/mg fehérje/h 40,1 +0,01 +0,02 +0,01 +0,08

Bél

Cathepsin D 2,58 %104 1151074 0,8x104 0,38 107 0,34 X104
mEq Tyrosin (h/ml) 37 °C 40,13 x1074 40,05 x10~4

5’-nucleotiddz 2,83 71 2,6 15,22 0,27

uM P/mg fehérje/h 10,76 +0,1 +0,1 +0,24 +0,02
Glucose 6-foszfatiz 3.4 0,85 0,65 0,48 1,65

4#M P/mg fehérje/h +0,1 +0,13 -+0,05 +0,03 40,05

Tiidé

Cathepsin D 3,1x10-4¢ 1,22:% 104 1,18 x10—¢ 0,64 <104 0,41 x10-4
mEq Tyrosin (h/ml) 37 °C 40,1 x10~4 40,08 X104 40,08 x10~4 40,01 <1074 40,03 1074
5’-nucleotiddz 11,0 2.1 1,48 L7 0,34

4#M P/mg fehérje/h +0,1 +0,1 40,08 40,1 0,01
Glucose 6-foszfatdz 2,9 0,57 0,42 0,33 1,62

pM P/mg fehérje/h 40,1 40,01 40,01 40,01 +0,08

n=2>5; X; -+ SD
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A sejtfrakcick hidrolitikus enzimaktivitds értékei pH 7,1-nél és pH 10-nél: DPM/perc/l mg fehérje

5. tablazat

egységben
A sejtfrakciék hidrolitikus enzimaktivitds értékei pH 7,1-nél
(dpm/perc/l mg fehérje)
H‘:;zg;ni- Mc;(gm-snal;;o- Lysosoma | Microsoma Cytosol
Hasnyalmirigy 2800 494 507 500 1292
+221,6 | 419,2 +24,3 +18,1 +59,6
Bél 2630 512 512 512 1090
+210,3| +14,3 +16,9 +16 +54,3
Tids 1500 278 132 305 713
| +68,9 +19,3 4+10,3 +20,6 +30,5
|
| A sejtfrakci6k hidrolitikus enzimaktivités értékei pH 10-nél
] (dpm/perc/l mg fehérje)
1 H(;?::lg::ni- i Ng:gn—g;:i’t]o-; Lysosoma | Microsoma Cytosol
Hasnyalmirigy 3700 804 325 735 1836
+429,3| +23,1 4182 +26,3 +69,9
Bél 1927 273 150 442 962
+94,3 +13.1 +16,1 +22,3 +30,4
n=35, X, =+ 8D

3. A peptidhidrolizis in vivo vizsgdlata

A tovabbiakban olyan kisérleti koriillményeket kellett keresniink, ame-
lyekben az in witro vizsgalatokkor pozitivnak talalt szervek in vive enzim-
aktivitasarol szamszerli adatokat nyerhetiink. Erre a célra megfeleldnek lat-
szott pl. a patkany hasnyalmirigyének eltavolitisa. A pancreasirtott patkany-
ban a hasnyalmirigy peptidhidrolizist végz6 enzim miikédése kiesik és ennek
kovetkeztében az egy perc alatt lehasadé és keringésben talalhaté BOC-glicin
fragmens mennyiségének csokkennie kell. Valoban, ha az aortas vér széruma-
ban talilhat6é egy perc alatt lehasadt BOC-glicin radioaktivitasat, amely az
osszaktivitdsnak mintegy 27,59,-a, a miitét utanival hasonlitjuk 8ssze, akkor
azt lathatjuk, hogy a pancreas eltavolitiasa utidn ez csaknem felére csokkent
(15,4%,).

A bélfalban levé hidrolitikus enzimaktivitas in vive vizsgalatat izolaltan
nem tudtuk elvégezni. Ezért olyan kisérleti modellt dolgoztunk ki, amelyben a
hasnyélmirigy és a bél hidrolitikus enzimaktivitasat egyiittesen iktattuk ki.
A vizsgalat menete a kovetkezé volt: a portalis vénaba kaniilt helyeztiink és a
jelzett peptid vénas adasaval egy id6ben a kaniilt megnyitottuk, igy a portalis
vérrel egyiitt kiiiriilt a bélben és a hasnyalmirigyben lehasadt BOC-glicin
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fragmens is. Az aortds vérbe tehat csak olyan BOC-glicin fragmens keriilhe-
tett, amely nem a portilis vénas rendszerhez tartozé szervekben hasadt le.
Ebben az esetben a szérum minta dsszradioaktivitdsanak a BOC-glicinre juté
hanyada csak 10,69, volt.

A vizsgalatok eredményét oszlopdiagramon abrazolva jél lathaté, hogy
a két kiilonboz8 tipusi miitét hogyan csékkentette azin vivo létrejovés peptid-
hidrolizist.

Az eddig bemutatott vizsgalatok indirekt bizonyitékot szolgaltattak arra
vonatkozdéan, hogy a hasnyalmirigy- és a vékonybélszévetben levé peptidazok
in vivo is részt vesznek a pentagasztrin katabolizmusaban. A tiid6 vonatkozasa-
ban viszont direkt bizonyitékokat tudtunk nyerni a szervben in vivo koriilmé-
nyek kozott végbemend peptidhidrolizisrél. A vizsgalatokat gy végestiik,
hogy jelzett BOC-GPG-t adtunk patkanyok jobb szivfelébe az abran lathaté
médon (8. abra) a vena jugularisba vezetett kaniil segitségével. Ezzel egy id6ben
elszoritottuk a vena cava inferiort és a hasi aortat. 10 masodperc milva vért
vettiink az arteria carotishél. Ily médon olyan vérmintakhoz jutottunk,
amelyek a jelzett anyag beadasit kévetden csak a tiid§ keringésén jutottak
keresztiil. Ezekben a szérum mintdkban a BOC-glicin fragmensre juté radio-
aktivitas az ossz radioaktivitasnak kb. 259,-at képezte. Ez mas széval annyit
jelent, hogy mikézben a peptid egyszer atjutott a tiid keringésen, annak 25%;-a
katabolizalédott.

Megbeszélés

Eddigi vizsgalataink alapjan azt mondhatjuk, hogy a BOC-GPG meta-
bolizmusaban a m4j kivalaszté tevékenységén és a majban végbemend dezami-
dalédason kiviil a tiids-, vékonybél- és a pancreas-szévet endopeptidazéinak
van kitiintetett szerepe. A hidrolitikus enzimaktivitas a sejt-frakcionalas adata-
it figyelembe véve, nagy valésziniiséggel a citoplazmaban elhelyezkeds, fel-
tehetGen oldott allapotban levé enzim, ill. enzimek miikédésével kapcesolatos.

A kiilonb6z6 koncentraciéji EDTA-val torténd gatolhatésag eredményei
arra utalnak, hogy a hasnyalmirigyben és bélben levé neutralis pH-nal haté
endopeptidazok két nagysigrenddel nagyobb EDTA koncentraciéval gatol-
haték, mint a tiidében levé enzim vagy enzimek. Ugyanakkor a hasnyalmirigy-
ben és a vékonybélben levé ligos peptidazok egyik EDTA-koncentricigval
sem gatolhaték, ami annyit jelent, hogy ezeknek a peptiddzoknak a miikodésé-
hez fém-ion nagy valészintiséggel nem sziikséges.

A PMSF vizsgalata 1] adatokat szolgéltatott a hidrolitikus enzimek ter-
mészetére vonatkozéan. Elgszor is abbél a ténybél, hogy a tiidében és a vékony-
bélben levd enzimaktivitas PMSF-fel nem volt gatolhaté, az kovetkezik, hogy
ezekben a szervekben a hidrolizist végzé enzimek nagy valészintiséggel nem
szerinprotedzok. A masik megfigyelésiink az volt, hogy mig a hasnyalmirigy
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Ti n=6
I SEM
I
T Tl
27:5 i
p<0,01
15,4 p< 0,01
10,6
intakt patkany pancreas nélkul portalis rendszer

kiiktatdsa utdn

7. bra. Az intakt, pancreasirtott és a portélis rendszer kiiktatdsa utdni patkanyok 1 perces
szérum mintdinak BOC-1“C-glicin aktivitds 9-a

v. jugularis a. carotis

8. dbra. A tiidében véghemend peptidhidrolizis in vivo vizsgalatdra kidolgozott modell-kisérlet
abraja
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homogenizitumban mind a két pH tartoméinyban lehetett a proteolitikus
enzimaktivitast PMSF-fel gatolni, addig a vékonybél homogenizitumban ez
nem sikeriilt. Ez arra utal, hogy a hasnyalmirigy proteolitikus enzimeinek egy
része kvalitative kiilsnbézik a vékonybélben levd enzimekétdl. Végiil a neutralis
és ligos kozegben végzett vizsgilatok eredményeinek kiilonbéz8sége abbél ered-
het, hogy a PMSF egy része ligos kozegben hidrolizal, és ezért ligos kézegben
kisebb aktivitassal rendelkezik (Gordon 1978).

A peptid fragmensekkel végzett vizsgalatok azon az elven alapulnak,
hogy a BOC-GPG szubsztrathoz adott dipeptidek a hidrolizist végz8 endopepti-
daz enzimaktivitas egy részét lekotik. Ha a hidrolizis a pentapeptid N- vagy
C-terminalis végén kezd8dik, az enzimaktivitas az N-terminalis vagy C-termi-
nalis dipeptiddel befolyasolhaté. Ez kétféleképpen lehetséges. Vagy gy, hogy a
peptidkotést hasité enzim egyforméan szubsztratnak tekinti a pentapeptidben
levé és a szabad dipeptidet, vagy az enzim szubsztrat-kstddési helyét blokkolja.
Ez utébbi lehetdség latszik valészinilinek a tiid6 endopeptidaz-aktivitasanak a
gatlasaban. Ez esetben ugyanis a szubsztratként hasznalt pentagasztrin-
szarmazék N-terminalis dipeptidje igy gatol, hogy kézben maga nem hidrolizal.
A H-Gly-Trp-OH dipeptid gatlé hatasa egyébként a kiilonb6z8 szervek hidro-
litikus aktivitasaval szemben kiilonb6z8 mértékben érvényesiilt. 2,8 uM kon-
centracié mellett a pancreas hidrolitikus enzimaktivitasa 509,-kal a vékony-
bélé 409,-kal, a tiid6é 1009,-kal csskkent. Késébb bizonyitani tudtuk, hogy a
tiidd vonatkozasaban ennek a dipeptidkoncentraciénak még az 1/5-¢ is 1009,-0s
gatlé hatasi. Ez a jelenség arra utal, hogy mig a hasnyalmirigyben és a vékony-
bélben nagyobb ardnyban talalhaték egyéb, a glicil-triptofdn-nal nem gatolhaté
endopeptidazok (olyanok, amelyek a BOC-GPG-t hidrolizilni képesek), addig
ez a tiidében nem valészinii, vagy sokkal kisebb aranyt lehet. A tiidé endo-
peptidaz-aktivitas gatlasanak a mértéke a szubsztrat koncentracié novelésével
csokkenthets. Ez amellett szél, hogy a dipeptid-gatlas reverzibilis.

A H-Asp-Phe-NH, x AcOH dipeptiddel kapott enzimaktivitas csokkenés
értékelésekor fel kell tételezniink azt, hogy a hasnyalmirigy szévetben olyan
endopeptidaz aktivitassal is szimolni kell, amely neutralis kézegben az aszpara-
ginsav és fenilalaninamid kézotti kotést hasitja.

Az in vivo katabolizmus vizsgalatra kidolgozott modell-kisérletekben
sikeriilt bizonyitani, hogy mind a hasnyalmirigy-, mind a vékonybél-szévetben
jelentds mértékii peptidhidrolizis van. A tiidd peptidhidrolizalé tevékenysége,
figyelembe véve a patkany viszonylag gyors keringését, nagyobb mértékiinek
latszik az el6bbi két szervénél is. Ezért — annak ellenére, hogy a hasnyalmirigy
és vékonybél vonatkozasaban direkt mérésekkel nem rendelkeziink — meg-
kockéztatjuk azt a feltételezést, hogy patkanyban a pentagasztrin-kataboliz-
mus f§ szerve a tiidé. Ez az allitas latszélag ellentétben all Stagg és mtsai (1971)
és a mi korabbi (Varga és mtsai 1973) allasfoglalasunkkal. Ekkor ugyanis az
idézett szerzékkel egybehangzéan az volt a véleményiink, hogy a penta-
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gasztrin metabolizmus f6 szerve a maj. Ez abban az esetben, ha a kivéalasztast
mint metabolizmus utat fogjuk fel, tovabbra is igaz. Viszont, ha a metaboliz-
mus kézéppontjaba a molekula katabolikus lebontasat helyezziik, a maj szere-
pe elhanyagolhaténak latszik. Az irodalomban mindéssze Evans és mtsai (1973)
kozleményében talalhaté olyan utalas, mely szerint in vitro kériilmények kozott
a mé4j is képes pentagasztrint katabolizalni. Az eltér§ eredmény oka feltehetGen
a kiilonb6z8 inkubaciés idGben kereshetd. A szerz6k ugyanis két 6raig inkubal-
tak a pentagasztrint, mi fél éraig. Ugy gondoljuk azonban, hogy a mi vizsgala-
tainkban a viszonylag révid inkubéciés id§ kézelebb all az in vive koriillmények
kozott végbemend katabolikus folyamatokhoz.

Osszefoglalds

A BOC-"C-glicin pentagasztrin szévethomogenizatumok citoszol frakeié-
javal tortént inkubaldsa utan hidrolizalédik. A hidrolizist okozé enzimaktivitas
elsGsorban a hasnyalmirigyben, a vékonybélben és a tiidszovetben talalhaté.
Nem taldlhaté szdmottevd enzimaktivitds a maj-, vese- és izomszdvetben.
A tiidében talalhaté enzimaktivitas hékezelésre érzékeny, a hasnyalmirigy és a
vékonybél enzimaktivitasa hkezelésre alig valtozik. A tiidSben lev§ enzim-
aktivitds pH optimuma 7,1, a hasnyélmirigyben és a vékonybélben levéé 7,1,
ill. pH 10.

A peptidhidrolizis nem befolyasolhaté széjabab tripszin inhibitorral,
kallikrein inhibitorral (Gordox) és az SQ-20 jelzésii angiotenziniz gatléval.

EDTA-val mindharom szerv enzimaktivitasa befolyasolhaté. Az aktivitas-
gatlas csak neutralis kozegben jon létre. A szerin proteaz gatlé fenilmetil-
szulfonilfluorid a hasnyélmirigyben talalhaté neutralis és ligos kiozegben haté
endopeptidazt gitolja. A pentapeptid felépitésében részt vevé N-terminalis di-
peptiddel a hasnyalmirigy- és vékonybél enzimaktivitasa részlegesen, a tiidd
enzimaktivitdsa teljesen gatolhaté. A C-terminalis dipeptid a hasnyalmirigy-
szovetben taldlhaté endopeptidazok egy részét gatolja. A tiiddszovet endo-
peptidaz aktivitidsa az N-terminalis dipeptiddel reverzibilisen gatolhaté.
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