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Korabbi munkékbél ismert, hogy az angiotensin intraarterialis (renalis
és femoralis) és portalis vénés adasanak kisebb pressor hatasa van, mintha
ugyanezt a dézist a systemas keringésbe adjuk [Biron és mtsai (1968),
Chamberlain és mtsai (1966), Haas és mtsai (1968), Hodge és mtsai (1967),
Regoli és Vane (1966)].

Jelen munkankban a portalis vénaba adott angiotensin csékkent pressor
valaszanak mechanizmusat vizsgaltuk altatott patkanyokban.

Anyag és modszer

Anyag: 1. Szintetikus Asp'-amid-Val>-angiotensin I1 (Hypertensin, CIBA)

2. Jelsletlen Asp'-amid-Val®-angiotensin II és triciummal jelzett Asp’-
amid-(Tyr-*H)*-Val’-angiotensin 1T

. Szintetikus bradykinin (BRS 640, Sandoz)

. Acethylcholin (Acecholin, Lemmate et Boinot)

. Triton X-100 (SERVA)

Aquasol (NE 260, NEN)

. Protosol (NEF-935, NEN)

Az inaktiv és aktiv angiotensin IT szintézise: Mind aradioinaktiv, mind a
triciummal jelzett Aspl-amid-(Typ-H)!-Val>-angiotensin II-t, azonos reakcié-
schema alapjan, a kordbban kozolt eljarasunktél [Mezs és Teplan (1971)]
kissé eltéré modon allitottuk eld.

A triciummal jelzett L-tirozint a 3,5-dibrém-L-tirozin katalitikus
triciumozasaval készitettiik el, amelyet radioinaktiv L-tirozinnal higitottunk
a sok lépéses peptidszintetikus munka szadmara kedvezd fajlagos radioaktivitasud
(140 mCi/mmol) 3H-L-tirozinna. Ezt metanolban tionilklorid segitségével
észteresitettiik, és az igy kapott *H-L-tirozin-metilészterhez vegyes-savanhidrid
médszerrel kapesoltuk a Z-Arg(NO,)-Val-OH-t, mivel Schwarz és Bumpus
(1959) altal publikalt adatokkal szemben ez a médszer jobb termelést és kény-
nyebben tisztithaté védett tripeptidésztert biztosit. A védett tripeptidésztert
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tetrahidrofuranban natriumhidroxid oldattal hidrolizaltuk, és a Z-Arg(NO,)-
Val-(Tyr-3H)-OH tripeptidet a reakciéelegybgl savanyitassal nyertitk ki.
A benziloxi-karbonil (Z) véddcsoportot jégecetes bromhidrogénsavval tavo-
litottuk el, és a nyers tripeptid hidrobromidot dimetilformamidos kézegben
trietilamin jelenlétében kapcsoltuk Z-Asn-ONp-vel az irodalombél ismert elja-
rashoz [Walz és mtsai (1969)] hasonléan. A védett N-terminalis tetrapeptidet
(Z-Asn-Arg(NO,)-Val-(Tyr-*H)— OH) vegyessavanhidrid médszerrel kapcsoltuk
az N-terminalis tetrapeptid tercier-butilészterhez (H-Val-His-Pro-Pre-Ot-Bu),
melyet Schroder (1964) modszerével allitottunk els. Ugyanis azt tapasz-
taltuk, hogy a tercier-butilészter amellett, hogy kit{ind védelmet biztosit,
eltavolitasa is sokkal eldnydsebb, mint a koradbban &altalunk hasznalt metil-
észter védbesoporté. A tercier-butilészter acidolizise utan a védett oktapepti-
det szilikagél oszlopkromatografidval tisztitottuk. Az oktapeptidrél a védé-
csoportokat katalitikus hidrogénezéssel tavolitottuk el. A nyers Asp!-amid-
(Tyr-*H)*-Val*>-angiotensin II-t karboxi-metilcellulé6z oszlopon amménium-
acetatos gradiens eluciéval kromatografaltuk és az irodalmival megegyezd
fizikai-kémiai paraméterekkel rendelkezd Aspt-amid-(Tyr-*H)*-Val>-angiotensin
II-héz jutottunk, melynek fajlagos radioaktivitasa 120 mCi/mmol. Az igy
elgallitott triciummal jelzett angiotensin szamos biolégiai vizsgalat céljara,
kiilonosen a szervezetben valé eloszlas vizsgalatara jol hasznélhaté, és tapasz-
talatunk szerint észrevehetd radiolitikus bomlas nélkiil kb. 2 évig tarolhaté.

Médszer

Kisérleteinkhez 220—300 g-os, him Wistar torzsd patkanyokat hasznal-
tunk.

Az arterias kozépnyomast 6 mg/100 g pentobarbitallal (Nembutal)
altatott allatokban mértiik. A jobb arteria carocisba kaniilt kotottiink és ezt
a Statham nyomasméréfej és Hellige nyomasmérdrendszeren keresztiil Hellige
multiscriptorhoz kotottiik. Az anyagok beadasahoz a portalis véna egyik oldal-
agat és a penis vénat kaniilaltuk meg.

Angiotensinase aktivitas meghatarozasahoz a vért az aorta és a portalis
véna egyid6ben tortént punkciéjaval vettiik le éterrel altatott patkanyokbdl.
A plasma mintakat 10 és 30 percig inkubaltuk standard angiotensin II-vel
[Dauda (1968)], és azok presszor aktivitasat laboratériumunkbél koézslt méd-
szer szerint biolégiai titralassal hataroztuk meg [Sonkodi és mtsai (1970)].
Az angiotensinase aktivitasat az angiotensin presszor aktivitds csokkenése
szazalékadban fejeztiik ki.

A portalisan adott jelzett angiotensin epével torténé kivalasztasanak
meghatarozasahoz az epevezetékbe polietilén kaniilt vezettiink. 30 perces
periédusokban az epét két 6raig gytjtottiik és az egyes frakcidk radioaktivitasat
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meghataroztuk. Ugyanezekben az allatokban kaniilt kotéttiink a hélyagba
a jelzett anyag vizelettel torténd kivalasztasanak meghatéarozasahoz és az ureth-
rat lekotottiikk. A vizeletet 120 percig egy frakciéban gytjtottitk. A kielégitd
hidraltsag biztositasa érdekében az allatoknak a gyomraba 2 ml/100 g 5%-os
dextroset adtunk a jelzett angiotensin IT injekcié adasat megelGzden.

Az intraportalisan és systemés vénéasan adott jelzett angiotensin aortaba
valé megjelenését igy vizsgaltuk, hogy a jelzett anyag beadasa utan a Record 1-
es tlivel megpungalt aortabél 5 mp-es frakciokat gytjtottink 30 mp-ig. A vér-
mintakat 10 percig 2000 rpm-el centrifugaltuk, és az igy nyert serummintak
radioaktivitdsait meghataroztuk.

Az epe-, illetve serummintak radioaktivitdsanak meghatarozasiahoz
azokbél 0,1 ml-t vettiink, ezekhez 10 ml scintillaciés koktélt adtunk. A koktél
osszetétele: egy rész Triton-X-100, két rész toluolban oldott PPO (2,5-Difenil-
oxazol; 4g (1) és POPOP (1,4-Di-[2-(5-fenil)-oxazoil]-benzol); 0,05 g (1) volt.
24 6ras inkubélas utan Packard liquid-scintillaciés miiszerrel mértiik a radio-
aktivitast.

Az intraportalisan és systemas vénaba adott jelzett angiotensin II maj-
felvételének vizsgalatahoz 15 és 30 mp-el a beadas utan éter altatasban kivet-
tiik az allatok majat, és a majszovet radioaktivitasat mértiik. 100 mg méjszove-
tet 1 ml Protosolban 24 6raig szobahémérsékleten allni hagytuk, majd ehhez
10 ml Aquasolt adtunk, és tovabbi 24 6raiginkubaltuk. A radioaktivitast ezittal
is Packard liquidscintillaciés miiszerrel mértiik.

Az eredmények statisztikai értékelése a Student-féle ,,t”” prébaval tortént.
A szamszerd adatokat az atlagok -+ standard hibajaban (SE) fejeztiik ki.

Eredmények:

Vérnyomasvalasz :

Az MTA Izotépintézetében szintetizalt, altalunk hasznalt angiotensin-
II-t presszorvalasz szempontjab6l a Hypertensinnel (CIBA) hasonlitottuk
ossze. Biolégiai titralassal végzett vizsgalatainkkal azt talaltuk, hogy az tdjon-
nan szintetizalt jeldlt és jeloletlen angiotensin IT presszorvalasza 97,2 + 6,6%,-a
volt a hypertensinnek. A vena portaeba adott 0,5, 1,2 és 4 ng/100 g angiotensin
IT injekcidk lényegesen kisebb presszorvalaszt adnak, mint ugyanezen dézisok
systemas vénaba tortént adasa.

Az 1. abra egy patkany presszorvélaszait mutatja be a systemésan és
portalisan kiilsnb6z8 dézisokban adott angiotensin II injekciokra. A portalisan
adott angiotensin II dézisokra kapott presszorvalasz kb. fele volt a systemasan
adottnak.

A 2. abra hét, az elGbbivel azonos médon vizsgalt allat presszorvialaszai-
nak atlagat és szorasat abrazolja.
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1. @bra. Kiilonboz8 d6zisd angiotensin II systemds és portalis vénds addsa utdn mért vérnyomds-
valaszok egy patkdnyban
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2. dbra. Kiilonb6z6 dézisti angiotensin II systemds és portalis vénds addsa utdni vérnyomds-
valaszok dtlaga hét patkdnyban

Vasodilatdtorok hatisa a vérnyomdsvdlaszra

A bradykinin hatéasat 11 éallatban vizsgéltuk (3. abra). 2 ng/100 g angio-
tensin II systemas vénasan adva 16,3 -+ 1,1 Hgmm-es, mig portalis vénas adas
8,6 4- 0,9 Hgmm-es atlag vérnyomasvalaszt okozott. Ha az angiotensin II-t
0,2 ng/100 g dézisti bradykininnel egyiitt adtuk a portalis vénaba, ugyanolyan
presszorvalaszt kaptunk (8,7+1,1 Hgmm), mint amikor azonos dézisi angio-
tensin II-t bradykinin nélkiil adtunk.
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3. dbra. Angiotensin II systemds és portalis vénds, valamint angiotensin II és bradykinin
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4. dbra. Angiotensin Il systemds és portalis vénds, valamint angiotensin II és acetylcholin
<2 . yl ’ ” p ” ” ’ ’ ’ g ’ y
portalis vénds addsa utdn mért vérnyomadsvilaszok dtlaga

10 allatban vizsgaltuk az acetylcholin hatasat (4. dbra). A 2 ng/100 g
angiotensin systemas adasara ezdttal 19,3 4+ 1,7 Hgmme-es, portalis vénas
injektiéra 8,8 - 0,8 Hgmm-es presszorvialaszt kaptunk. Ha a portalis vénasan
adott angiotensin II-héz 1 ng/100 g acetylcholint adtunk, a presszorvalasz
lényegében nem valtozott (9,0 4 0,9 Hgmm). Sem a bradykinin, sem az acetyl-
cholin emlitett dézisai 6nmagukban emlitésre mélté vérnyoméasvalaszt nem
okoztak. Ugyancsak nem befolyasoltdk az angiotensin II-vel egyiitt systemas
vénasan adva a presszorvalaszt. Az emlitett vasodilatatorok dézisanak néve-
lése mar depresszorvalaszt okozott rendszerint, és az angiotensin II-vel egyiitt
adva a presszorvialaszt csokkentette.
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Angiotensinase aktivitds

Amint az az 5. abrabél kitinik, a 12 patkiny systemas és portalis kerin-
gésébdl nyert vérmintdiban neutrdlis pH-nal nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget sem a 10 perces (az aortaban 33,3 4 4,1, a vena portaeban 30,0 +
4,0%), sem a 30 perces inkubalassal kapott (az aortaban 67,7 + 3,7 a vena
portaeban 71,4 -+ 3,19)) angiotensinase aktivitas értékekben.

go| PH 74 PH 5,0
N=12 } n=12

e—» systemds vends
o-----0 portdlis vena

10 ' 30 perc 10 ' 30 perc
inkubacids idé

Angiotensin vérnyomdsvdlasz csokkenés (%)

5. dbra. A portalis és systemds vér angiotensinase aktivitdsa szdzalékban kifejezve pH 5,1-cs
és pH 7,4-es kozegben

Savanyd pH-nal (pH 5,1) mar szignifikans kiilonbséget talaltunk a két
keringési teriilet kozott; mig az aortabdl nyert vérmintakhoz adott angiotensin
1I-bél 10 perces inkubalas utan 9,1 + 1,29, bomlott el, addig a portalis véna-
bél vettbél 16,7 + 1,6%, (p<<0,001). Ugyanezek az értékek 30 perces inkuba-
las utan 22,9 4 1,9, illetve 31,2 4 2,6%, voltak (p<C0,02).

Az abrakbél azonban az is kitlinik, hogy az enzimkapacitas savanyd
pH-n lényegesen kisebb volt, mint neutralison.

Jelzett angiotensin I epével és vizelettel torténo kivilasztdsa

Hat allatnak 10 ng/100 g *H-angiotensin II-t adtunk be a portalis kerin-
gésbe. Amint az a 6. abran latszik, az els6 30 percben a beadott radioaktivitas
mindéssze 1,7 4 0,39;-a (226,6 -+ 35,9 dpm) tiriilt az epével, a tovabbi frak-
cickban pedig az iiriilés szinte elhanyagolhaté. A kétoras gytjtott vizeletben
a beadott radioaktivitas 3,1 + 1,09%-a (563,1 4- 196,8 dpm) volt kimutathaté.
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7. dbra. Jelzett angiotensin Il systemds és portalis vénds addsa utdn aortdbél nyert szérum-

mintdk radioaktivitds szazaléka

Jelzett angiotensin aortdban valé megjelenése

Attél fiiggéen, hogy a 10 ng/100 g 3H-angiotensin systemas (6 allat)

vagy portalis vénaba (6 allat) adtuk, az aortab6l mar az elsé 5 perchen gytjtott
vérfrakciék radioaktivitasaban jelentds kiilonbséget észleltiink (7. abra). Mig
a systemés vénaba adott radioaktivitas 1,5 4+ 0,49,-4t mértiik az aortaban,
addig portalis vénaba adottnak 0,2 + 0,1%:-t (p < 0,001). A masodik és 10 mp
kozotti frakciéban a kiilonbség tovabb nétt. A systemas vénaba adott radioak-

3*
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tivitasnak ugyanis 5,5 4 0,39,-at (ami ebben a csoportban a maximum volt),
a portalis vénaba adottnak azonban csak az 1,3 + 0,19%,-t talaltuk az aortaban
(p<<0,001). A harmadik 10 és 15 mp kozotti frakcioban a systemés vénaba
adott radioaktivitas aortas vérben mért része jelentdsen csokkent; 2,3 4 0,39,
volt. A portalis vénaba adott jelzett anyag aortaban megjelent része ugyan-
akkor 2,1 4- 0,19,-ra emelkedett, és ezzel lényegében elérte a systemasan kezelt
csoport ebben az id6ben mért értékét. A kétféleképpen kezelt csoportok aorta-
ban megjelent radioaktivitas atlaga a tovabbiakban fokozatosan csokkent,
de a két csoport kozott kitllonbség nem volt kimutathaté.

Jelzett angiotensin mdjfelvétele

Ezdttal 1s 10 ng/100 *H-angiotensint adtunk a systemas vénaba és a vena
portaeba 10—10 altatott patkanynak. Mindkét csoportbél az allatok felének
(5—5 allat) 15 mp, a masik felének (szintén 5—5 allat) 30 mp mulva kivettiik
a majat és meghataroztuk azok radioaktivitasat. A 15 mp-es kisérletnél a
nedves majszovet 1 g-ja 11,69,-at tartalmazta a beadott radioaktivitdsnak
akkor, ha azt a vena portaeba, és minddssze 5,79, -at, ha a systemas vénéba
adtuk (8. abra). A két csoport kozott a kiilonbség jelentds (p<<0,01). A 30 mp
mulva kivett majaknél a portalisan kezelt csoportban jelentds aktivitascsok-
kenés volt kimutathaté, és a beadott aktivitasnak ezittal 7,49-at mértiik.
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8. dbra. 15 és 30 masodperccel a jelzett angiotensin II systemds- és portalis vénds addsa utdn
nyert mdjszovet radioaktivitds szdzaléka
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A systemasan kezelt csoportban a csékkenés mértéke lényegesen kisebb volt,
a megfelel§ értékeket itt 4,99 -nak talaltuk. A két csoport kozott a kiilonbség
mar lényegesen csokkent, de még mindig szignifikans volt (p<0,05).

Megbeszélés

Jelen vizsgalatainkban magunk is kimutattuk patkanyban azt a korabbi
észlelést [Chamberlain és mtsai (1964), Hodge és mtsai (1967), Lary és Ledigham
(1969)], miszerint az angiotensin II vena portaeba térténd injicialasaval kisebb
presszorvalaszt kaptunk, mintha az anyagot a systemas vénas keringésbe adjuk.
Haas és mtsai (1968,1969,1973) az angiotensin kutya végtagarteridjaba valé ada-
sanak csokkent presszorvalaszat vizsgalidk, és azt talaltak, hogy annak vasodi-
latatorokkal (bradykinin, acetylcholin, papaverin) valé egyiittes adasa a presz-
szorvalaszt noveli [Haas éz mtsai (1969)]. Eredményeiket gy magyaraztak,
hogy az angiotensin a végtagarteriolakban lokilis vasokonstrikciét okoz, és
ez megakadalyozza annak systemas keringésbe jutasat, és ez a vasokonstrikei6
védhets ki — az emlitett szerzbk szerint — vasodilatatorokkal. Ehhez hason-
léan mi is vizsgaltuk a vasodilatatorok hatasat Haas és mtsai altal hasznalttal
nagyjabél azonos dézisban, de védShatast nem észleltiink. Kisérleteink soran
mi is azt a dézist kerestiik, amelyik 6nmagéaban depresszorvalaszt nem okoz,
de az angiotensinnel egyiitt adva esetleg a presszorvalaszt néveli. Mind a brady-
kinin, mind az acetylcholin dézisdnak névelése mar depresszorvalaszt okozott,
és az angiotensinnel cgyiitt adva a presszorvalaszt inkabb csokkentette. Ezek
alapjan azt kell feltételezniink, hogy az angiotensin nem okoz a portalis rend-
szerben vasokonstrikciét, vagy ha igen, az vasodilatatorokkal nem védhetd.

Haas és mtsai (1968, 1969, 1973) és a sajat vizsgalatainkat egybevetve,
nem latszik kétségesnek, hogy az angiotensin kisebb vérnyeméasvalasza, ill.
nagyobb eltlinése a portalis keringésben mas médon jén létre, mint a végtag-
arteriaban.

Haas és mtsai emlitett munkaja alapjan a kévetkezd tovabbi lehetségek
meriiltek fel magyarazatként:

1. az arteriolak vasokonstrikciéja, ez azonban az angiotensin portalis
keringésbe vald feeskendezése esetén nem jon széba,

2. gyors intravasalis enzimatikus inaktivalas,

3. az angiotensin egy részének eltiinése a perivascularis térben permeabili-
tas-fokozodas dtjan, és végiil

4. az angiotensin retenciéja vagy inaktivalasa.

ad 2. Vizsgaltuk az angiotensinase aktivitasat neutralis és savanyd pH
mellett. Neutralis pH-nal semmi kiilonbséget nem észleltiink a két érteriilet
aktivitasa kozott. Savanyd pH-nal a vena portaeban nagyobb angiotensinase

Orvostudomdny 28, 1977




318 SONKODI - TICHY — VARGA — MEZ0 — TEPLAN

aktivitast talaltunk. Az enzimkapacitas, ill. enzimatikus bontas a vérben még
neutralis pH-nal is til kicsi ahhoz, hogy az emlitett jelenség okaként akarcsak
részben is széba j6jjon, savanyd pH-nél ez még lényegesen kisebb. Az egyéh-
ként mar korabbi munkakbél [Bakhle és mtsai (1969), Hodge és mtsai (1967)]
is ismert, hogy szintetikus angiotensin inaktivalasa a vérben relative lassu.

ad 3. Ki kellett zarnunk azt a lehetdséget is, hogy az epével vagy vizelettel
iiriiljon nagyobb mennyiségii angiotensin. Az eredményeinkbél gy tiinik, hogy
angiotensinvesztés mind a két helyen az id6t figyelembe véve elhanyagolhaté.

ad 4. Ezek utan a majban valé retencié vagy inaktivalas kérdését kellett
vizsgalnunk. Mindenekelstt arra kivantunk valaszt kapni, hogy ha jelzett angio-
tensint adtunk a portalis, illetve systemdas érteriiletre, abb6l mennyi jut az
aortaba. Mint eredményeinkbdl latszik, rovid idGkozékben vett aortéas vérfrak-
cickban a radioaktivitds a vérnyomasvalasszal aranyosan alacsonyabb volt,
ha az angiotentint a vena portaeba fecskendeztiik. Ebb§l dgy tinik, hogy a
radioaktivitas, amelyet roviddel a beadas utan az aortaban mértiink, legalabbis
tilnyomé részt presszor aktiv, jelzett angiotensin.

Azt, hogy a maj valéban visszatartja az angiotensint, bizonyitja, hogy
a jelzett szarmazék beaddsa utdn 15 mp-cel a majradioaktivitasalényegesen
nagyobb volt akkor, ha az injekciét a vena portaeba adtuk. Ha az injekcié utan
30 mp-cel tortént a vizsgalat, a portalis vénasan kezelt csoport majanak radio-
aktivitiasa jelent8sen csokkent, de még mindig szignifikansan nagyobb volt,
mint a systemas vénasan kezelt csoporté.

Ezen vizsgalatok alapjan az is valészintnek latszik, hogy a majbél
lassan iiriil ki a radioaktiv anyag, amely mar valészintien nem presszor aktiv.
Ez az észlelés egyébként a 3. kérdésfeltevésiinket is érinti, amennyiben a radio-
aktivitas csokkenés arra utal, hogy az anyag nem a perivascularis térben tlnik
el. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak kideritésére, hogy az angiotensin
majretenciéja milyen mechanizmus ttjan jon létre.

Osszefoglalds

A patkany vena portaeba fecskendezett angiotensin 11 presszoraktivitasa
kisebb volt, mint a systemas vénas keringésbe adotté. A presszorvalasz-csokke-
nést a portalis keringésbe egyidejlileg bevitt vasodilatatorok (bradykinin,
acetylcholin) nem befolyasoltak. Jelzett angiotensin intraportalis addsa utan
a maj a radioaktivitas jelent§s részét visszatartotta, és csak toredékét valasztot-
ta ki az epével. A portalis vérben mért angiotensinase aktivitas lényegében nem
kiilonb6zott a systemas keringésben mért aktivitastél. A presszorvalasz-csok-
kenés oka az volt, hogy a portalisan adott angiotensin IT egy része nem jutott
be a systemas keringésbe. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak eldontésére,
hogy a majban atmenetileg visszamaradt angiotensin 1I-vel mi térténik.
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