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Bevezetd

A gastrin izolalasa és szintetikus tton torténd elGallitasa dj korszakot
nyitott a gyomorsavsecretio e hormonalis stimuldtoranak kutatasaban (Gre-
gory és Tracy 1964, Gregory és mtsai 1964, Anderson és mtsai 1964). Meg-
allapitast nyert, hogy az emberi antrum-mucosaban két, kozel azonos hepta-
decapeptid, a gastrin I és II talalhaté. A kiilénbség a kettd kozott csupan
annyi, hogy a gastrin II tyrosin komponensén egy sulphat-ester talalhato;
biolégiai hatasuk azonban teljesen azonos. A tébbi eml8sbél izolalhaté gastri-
nok csupan 1—1 aminosav alkotérészben térnek el egymastél, biolégiai
hatasuk azonban szintén mindenben megegyezd.

A peptidlanc két végén helyet foglalé csoportok koziil az N-terminalis
aminosav, a pyroglutaminsav védi a molekulat az aminopeptidasék hatasatél.
Biolégiai szempontbél a legnagyobb jelentfsége a C-terminalis tetra-, ill.
pentapeptidnek van. Az itt helyet foglalé amidcsoport védi a hormont a car-
boxypeptidasék hatésatol, egyuttal azonban fontos élettani szerepe is van,
hiszen a desamidalassal nyerhet§ tetrapeptid-szabadsav biol6giai szempont-
bél teljesen inaktiv.

Kisérletes és klinikai vizsgalatok szempontjabél déntd felismerésnek
tarthatd, hogy a C-terminalis tetrapeptid (Try-Met-Asp-Phe-NH,) az eredeti
heptadecapeptid élettani és gydgyszertani hatasaért — elsGsorban a sav-
secretio teriiletén — teljes mértékben felelds, s igy mind a secretiés kisérletek-
ben, mind a diagnosztikus vizsgalatokban helyettesiteni képes az eredeti
polypeptidet. Ennek a felismerésnek eredményeként szintetizaltak a penta-
gastrint, melyet elGszér az Imperial Chemical Industry (Anglia) hozott keres-
kedelmi forgalomba. E szintetikus pentapeptid N-terminalis részén t-butyloxy-
carbonyl (BOC) védécsoportot tartalmaz, mely a molekula biolégiai hatasat
érintetleniil hagyja.

A tetra- és pentapeptiddel nagyszamu vizsgalatot végeztek. Ezek a vizs-
‘galatok elsGsorban a gastrin savsecretiét el§idéz8 hatasanak kozelebbi termé-
szetét kivantak tisztazni. A struktira és funkei6 kozotti kapesolat analizise

Orvostudomdny 24, 1973



14 VARGA L., NAFRADI J., CSERNAY L., BALASPIRI L., PENKE B. és VARRO V.

soran megallapitottak (Morley 1968), hogy a molekula funkcionalis centruma
az asparaginsav betacarboxyl csoportja. E csoport kicserélése mas szubsztituens-
sel a biologiai hatas teljes elvesztését vonta maga utan. Emlitettiik, hogy
a phenylalanin amidjanak (Phe— NH,) hasonlé jelentésége van, mig a trypto-
phan, methionin és phenylalanin maradékoknal struktiridegen gyokokkel
torténd helyettesités is véghezvihet8 anélkiil, hogy ez a biolégiai hatast lénye-
gesen befolyasolna. Az N-terminélis tridecapeptid (1—13) biolégiai szerepe
mindeddig ismeretlen; feltételezik, hogy in vivo véds- vagy/és transport
funkciéja van.

Alabb ismertetendd kisérleteinkben a gastrin C-terminalis aktiv vég-
csoportjaval kapcsolatban a kovetkezd kérdések vizsgalatat tiztiik ki célul:

Szintetizalni kivantunk olyan, az eredeti molekula aminosav sequentiait
mindenben kovet§ pentagastrint, melynek egyik aminosav alkotérésze C*
izotopot tartalmaz.

Adatokat kivantunk nyerni a bélcsatorna és a maj pentagastrint inak-
tivalé képességérdl.

A maj pentagastrint kivalaszté és inaktivalé mikodését részletesebben
kivantuk vizsgalni.

Moédszerek

Kisérleteinkhez a gastrin C-terminalis pentapeptidjével mindenben meg-
egyezs szintetikus pentapeptid glycin carboxylcsoportjat C14 izotéppal jelez-
tilk. Az N-terminalis részt az aminopeptidase hatasanak kivédésére mi is
butyloxycarbonyl (BOC) csoporttal védtiikk. Az &altalunk szintetizilt penta-

(1) Lolu-6ly-Pro-Try —Leu—(Glu)® —Ala—Tyr-Gly—Try —Met ~Asp —Phe—NH,

(2) t-BOC-BAla—Try—Met—Asp—Phe—NH;

1—cl4
|
(3) - t—BOC —Gly — Try —Met—Asp—Phe—NH,

I. dbra. A szintetikus gastrin (1), a kereskedelmi pentagastrin (Peptavlon-Gastrodiagnost)
(2) és az altalunk szintetizdlt pentagastrin képlete (3)

gastrin a kereskedelemben kaphaté pentapeptidtél abban tér el, hogy az ere-
deti gastrinhoz hasonléan glycint (és nem beta-alanint) tartalmaz otodik
aminosavként. Az irodalomban korabban J'3! és J'% izotéppal jelzett készit-
ménnyel végzett vizsgalatok ismeretesek (Accary és mtsai 1970), mi az eredeti
molekulan beliil torténs C!* izotépos jelolést valasztottuk (1. dbra). Ebben
az esetben ugyanis in vivo vizsgalatok soran nem fenyeget a jelolé izotép
esetleges lehasadasinak a veszélye.
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A szintetizalt radioaktiv pentapeptid a megkivant azonositasi médsze-
rekkel (vékonyréteg-kromatografia, radiokromatografia, infravorés spekt-
roszképia és elemi analizis) teljesen egységesnek bizonyult.

Az elemi analizis adatai:

C36H4709N7S

E képlettel szamolva: C: 57,39, H: 6,39,, N: 13,09,. A talalt értékek rendre
57,4%, 6,259, ill. 12,95%,, ez az anyag tokéletes kémiai tisztasagat jelzi.
Az optikai forgatéképesség értéke [x]P = 29° + 2° (C = 1DMF). A fajlagos
radioaktivitas 165,8 pCi/mmol.

Allatkisérleteinket 250—380 g siilyd him Wistar patkanyokon végeztiik.
A savsecretio mérésére Ghosh és Schild (1958),illetve Lai (1964) altal leirt
gyomor perfusiés médszert hasznaltuk Pissidis és Clark (1967) médositasa
szerint. A moddszer technikajat és teljesitd képességét korabbi munkankban
részletesen leirtuk (Varré és mtsai 1971). Jelen kisérleteinkben tgy jartunk el,
hogy miutan a bazilis savsecretio allandé szintre allt be, az allatok penis
venajaba 0,20—0,25 pug/100 g testsily pentagastrint (Peptavlon ICI) fecs-
kendeztiink, hogy a patkanyok savsecretiés képességét ellendrizhessiik. Egy-
mast kovetGen két ismert mennyiségil pentagastrin adagra (0,2 ug/100 g test-
sily) létrejott savsecretiés valaszhoz hasonlitottuk a kisérletekben adott
ismeretlen mennyiségli pentagastrin hatasat. A savsecretiés vizsgalatokat
semiquantitativ médon értékeltiik, a bazalis secretiés szint minimalisan
50—1009%, kozotti novekedését tekintettiik pozitiv véalaszként. Azokban az
allatokban, amelyekben a majat ki akartuk iktatni a portalis keringésbél,
két miitétet végeztiink. Az els§ miitét alkalmaval besziikitettiik a vena
portae-t. Ezutan négy-tizenkét hetet vartunk, hogy a porto-cavalis anasto-
mosisok kialakulhassanak, majd a masodik mitét soran lekstottiik a vena
portae-t, s kiozvetleniil ezutan végeztiik vizsgalatainkat.

A jelzett pentagastrin intravénids adésa utan az epébe iiriil6 radioakti-
vitast is mértiikk. E célbél a ductus choledochusba polietilén kaniilt kotot-
tiink be. Kiilonés gondot forditottunk arra, hogy tiszta, pancreasnedvtdl
mentes epét nyerjiink, és hogy a kaniil vége az epeutak elagazasa el6tt helyez-
kedjék el.

A (CM-glycin-pentagastrin majban térténé lebomlasanak vizsgalatahoz
a kovetkez§ pentapeptideket szintetizaltuk:

1. BOC-Gly-Trp-Met-Ala-Phe-NH,
2. BOC-Gly-Trp-Met-(0)-Asp-Phe-NH,

A pentapeptidek tisztasigat elemi analizissel, infravords és ultraibolya
spektroszképiaval, valamint vékonyréteg-kromatografiaval ellendriztiik.
A pentagastrin méjban torténé lebomlasat radiokromatografids médszerrel
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vizsgaltuk. A vékonyréteg-kromatografiahoz ,,Kieselgel-HF”” adsorbenst
hasznaltunk (250 u rétegvastagsag).
A kovetkezé solvensek valtak be:

1. n-buthanol—viz—jégecet 4 :1:1 (V/V)
2. sec-buthanol—39, NH,OH 3 :1 (V/V)
3. chloroform —methanol—jégecet 70 : 30 : 20 (V/V)

A vizsgalt epébdl 20—20 pl-t vittiink fel a startpontra, standard pepti-
dekbdl 10 pg-t dimethylformamidban oldva. A radioaktiv foltok helyének
meghatarozasat a kromatografia befejezése utan Packard gyartmanyud
(Typ 7201) kromatogram-scanner-rel végeztilk. A nem radioaktiv termékek
kimutatasa egyrészt UV-fényabsorptiéjuk alapjan, masrészt chlor-tolidin
reagens segitségével tortént. A vizsgalat menete a kovetkezd: a megszaritott
vékonyréteg-lapokat két percig chlorgaz hatasanak tessziik ki, majd 6t perc
szell6zés utan 0,59, tolidint és 0,29, kaliumjodidot tartalmazé hig ecetsav
oldattal (59,) lepermetezziik. Az amidkotést, vagy szabad aminocsoportot
tartalmazé vegyiiletek kékre szinez§dnek.

Az aminosavanalizis céljara sziikséges ~1 mg anyagot preparativ
vékonyréteg-kromatografiaval a kovetkezéképpen nyertiikk: 0,5 ml radio-
aktivitast tartalmazé patkényepét vittiink fel 1 mm vastag vékonyrétegre
hosszi csik alakjaban. Kromatografia utan (CHCl,—methanol—ecetsav
70 : 30 : 2) a radioaktiv foltok helyét megallapitottuk. Az aktiv foltokat tar-
talmazé silicagélt az iiveglaprél lekapartuk, majd az anyagokat az adsorbens-
r6l haromszori dimethylformamidos extrahalassal leoldottuk. Az oldatot
vakuumban beparoltuk, a kapott maradékot kristalyositassal tisztitottuk.
Az ily médon nyert anyagot hasznaltuk a késdbbiek soran biolégiai vizsga-
latra és aminosav analizisre. Az aminosav analizis HD-1200 E tipusi, cseh
gyartmanyd aminosav analizatorban toértént. Az analizilasra keriils anyago-
kat hidrolizaltuk. A hidrolizis menete: a vékonyréteg-kromatografia soran
nyert kristalyos anyagokbdél 0,5—1,0 mg-t 1 ml 6 N sésavval lezart iivegcsd-
ben hidrolizaltuk 24 6ran at 110 °C-n. A kapott mintakat beparoltuk, majd

“a maradékot 0,5 ml pH 2,2 citratpufferben feloldottuk, és az egész mennyi-
séget felvittik az analizitor iohcseréld oszlopara.

A jelzett pentapeptidamid desamidalasa céljabol patkanyméaj microsoma-
frakciot izolaltunk a kévetkez8képpen: 2 g patkanymajat homogenizaltunk
4 ml 0,2 M Tris pufferben (pH 7,3), a homogenizatumot 20 percig 10 000-es
fordulatszammal centrifugaltuk, a supernatanst 2 éran at 60 000 g-vel for-
gattuk ultracentrifugaban (Typ: VAC-60 NDK). Mind az iiledékkel, mind a
mésodik supernatanssal 500 gamma jelzett pentapeptidet inkubaltunk két
oran at 37 °C-n. Az inkubalast a fentiekkel azonos koriilmények kozott dgy is
elvégeztiik, hogy a patkdnymajbol nyert microsoma és supernatans frakeiot
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el6zdleg két 6ran at forré vizben 100 °C-n tartottuk. Az inkubatumokbdl
40 ul-t kromatografaltunk a kordbban részletezett mdédon, és a kromatog-
rafia befejezése utin a lemezeket chromatogram-scanner-rel értékeltiik.

Eredmények

Az altalunk szintetizalt C!* izotéppal jelslt pentagastrin 8 patkinyon
ellenérizve a vegyi azonossagon tdlmenden a perfundalt patkanygyomor
savsecreti6jat illetden — az alkalmazott doézis esetében — azonos hatasi
volt, mint a referens anyagként hasznalt kereskedelmi pentagastrin (Peptav-
lon ICI) (2. abra).

} Pentagastrin®  Peptavion  Pentagastrin’ Peptavion
024/100g 023/100g |027/100g | 023/100 g

w
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2. dbra. A Peptavlon (ICI) és az éltalunk szintetizalt és Cl4-gyel jelzett pentagastrin biolégiai
hatdsdnak Gsszehasonlitdsa Ghosh-Lai patkidnyon

Ha nem jelélt, hideg pentagastrint kb. 40 —240 ug/100 g testsilyd dézis-
ban patkiany jejunumaba szondan at bevittiik (62 kisérlet, 26 allatban),
egyetlen esetben sem tudtunk savsecretionsvekedést kimutatni (3. abra).

Annak érdekében, hogy a jejunalis mucosa pentagastrint absorbealé
képességét vizsgalni tudjuk, anélkiil, hogy a maj hatiasidval szamolnunk
kellene, a korabbiakban emlitett médon 16 allatban lekotottiik a vena portae-t.
Ezaltal a majat kiiktattuk a portalis felszivédas vitjabsl. Ebben az esetben
a jejunumba bejuttatott pentagastrin 200 ug dosisban rendszeresen értékel-
het sésavprodukciot eredményezett. Kivételesen pozitiv vélaszt kaptunk
50 ug adasa utan is (4. abra).
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3. dbra. Intrajejunalisan névekvé adagban bejuttatott pentagastrin nem idéz el6 savsecretiot

Pentagastrin
(v.portae ligatura)

02ug/100g|{020 ugh0Cgl 200 g
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4. dbra. Vena portae lekotés utdn a jejunumba juttatott 200 ug pentagastrin j6l regisztralhaté
savi valaszt hoz létre

Orvostudomdny 24, 1973



A GASTRIN BIOLOGIATLAG AKTIV VEGCSOPORTJANAK METABOLIZMUSAROL 195

Pentagastrin
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5. dbra. Intrarectalis adagoldssal 20 ug pentagastrin adaggal savrecretio fokozédast lele:
elérni

A bélrendszer mas pontjainak pentagastrin-atereszt§ képességét vizs-
galva 50 allatnak a végbelébe infundaltuk a pentagastrint. 17 esetben 20 ug
dézissal pozitiv savsecretios valaszt kaptunk (5. dbra). 10 patkany csak nagyobb
adagokra (100—500 ug) reagalt (6. abra). 19 esetben csak 100 ug-ot, illetve
ennél nagyobb adagot adtunk: minden esetben pozitiv reakciét észleltiink.
4 allatban nem kaptunk savsecretiés valaszt, annak ellenére, hogy a penta-
gastrin intrarectalis adagjat fokozatosan emeltiik 20 ug—500 ug-ra.

Ha az intravénas alapdézisnak (0,20—0,25 ug/100 g testsuly) megfelels
mennyiségét intraportalisan fecskendeztiik be 15 allatnak, egyetlen esetben
sem kaptunk savsecretiés valaszt. Ezzel szemben ha fokozatosan emeltiik
az adagot, 2 ug/100 g testsily doézis esetében minden esetben pozitiv reakciot
kaptunk (7. abra).

A pentagastrinnak a mdajban torténd inaktivitasit enalizalé kisérleteink-
ben az dltalunk eldallitott C'* izotéppal jelzett pentagastrint hasznaltuk.

Mindenekel6tt megallapitottuk, hogy a C! izotéppal jelzett penta-
gastrin 100 ug/100 g testsiily dézisu intravénas injectiéja utdn 2 perccel 0,5
ml serumban a beadott aktivitas 0,759,-a talalhaté, 10 perccel az injectié
utan mar csak 0,18%-a (8. dbra). A serumban mért radioaktivitas gyors csok-
kenése alapjan a maj és vese pentagastrint kivélaszté tevékenységével fog-
lalkoztunk.
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Pentagastrin
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6. dbra. Egyes illatokban csak 100500 ug pentagastrinnal tudtunk egyértelmtien pozitiv
savi valaszt kapni.

Pentagastrin
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7. bra. 2 ug pentagastrin intraportalis befecskendezése utdn az intravénds alapdézisnak
megfeleld savi reakciét kaptunk
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600 ug pentagastrin intraportalis és intravénas adasa utan 0,5 ml-es
epefrakcigkat gytjtottiink, és ezeknek a frakciéknak mértiik a radioaktivita-
sat. Kideriilt, hogy a beadott aktivitas jelentds része jelenik meg az epében.
A systemasan és portalisan bejuttatott pentagastrin kozott az epébe iiriild
radioaktivitast illetéen kiilonbség nem volt kimutathaté (9. abra). Az egyes
fractickban mért radioaktivitast dsszehasonlitva kideriilt, hogy az aktivitas
legnagyobb része az elsé frakciéban iiriilt, ezt kévetSen minden frakciéban
kb. egy nagysagrenddel csokkent az aktivitas.
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8. dbra. 100 ug/100 g testsily dézisban adott, jelzett pentagastrin elimindciéja a’keringésbél
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9. dbra. 700 ug pentagastrin intraportalis (A = 17 4llat) és intravénds (B = 11 éllat) adds
utdn 0,5 ml-es epemintikban mért radioaktivitas 9,-dnak atlagai és szérisai

Ha az egyes epemintakat 20 percenként vettiik, és az igy nyert epe-
mintakban mért aktivitas atlagat abrazoltuk az idé fiiggvényében, akkor
exponencialis sszefiiggést kaptunk. (A pentagastrin injectiéja ebben a kisér-
letben intraportalisan tortént.) (10. abra.) Ez az osszefiiggés arra utal, hogy
a maj egy adott idépontban mindig az aktualis pentagastrin koncentracié
azonos hanyadat valasztja ki.
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A vizeletbe a radioaktiv anyag iiriilése az epével bsszehasonlitva lénye-
gesen kisebb ardnyban jott létre. 1000 ug jelzett pentagastrin intravenas adasa
utdn (penis vénéba) 10 allatban mértiikk a vizeletben megjelslt radioaktivi-
tast. A vizeletmintakat 4 6ran at gytjtottiik. Ez id6 alatt a vizelettel iiritett
aktivitas a beadott aktivitas atlagosan 129 -anak felelt meg.
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s I
5
e 1L
05+

PRS- : G- 1 i (O > =. .
20 40 60 80 100 idd/min

10. dbra. 600 ug pentagastrin intraportalis addsa utan (10 dllat) 20 percenként gytijtott epe-
mintdk radioaktivitas 9,-dnak 4tlagai semilogaritmikusan dbrédzolva r = korrelaciés egyiitt-
haté, log.y — az egyenes egyelete

Vizsgdlataink alapjin a mdj a pentagastrin kivalasztasiban jelentos sze-
repet tolt be, ezért az epével kivilasztott jelzett pentagastrin sajdtossdgait részle-
tesen vizsgaltuk.

Radiokromatografias modszerrel jelzett pentagastrin adasa utan
az epében két jol elkiiloniil radioaktiv anyagot tudtunk kimutatni (11. abra).
Az egyiket Rf értéke alapjan (~-0,6) a pentagastrinnal tudtuk azonositani
(12. abra), a masik egyelére ismeretlen volt (Rf ~-0.,4).

Metodikai szempontbél fontos volt annak igazolasa, hogy ha jelzett
pentagastrint a kromatografias elvalasztas el6tt in vitro patkanyepével
hoztuk ossze, a scanogram nem valtozott. A kis Rf értéki folt megjelenése
tehat kromatografias séhibaval nem magyarazhato.

Mivel feltételeztiik, hogy az ismeretlen radioaktiv foltot adé metabolit
a majban képz8dostt a pentagastrinbél, szerkezetének bizonyitasara preparativ
vékonyréteg-kromatografiaval nagyobb mennyiségi (0,8—1,0 mg) anyagot
valasztottunk szét. A két kiilonbsz Rf értékd vegyiiletet izolaltuk, és hidro-
lizis utdn megvizsgaltuk aminosav osszetételét. Az analizis alapjan mindkét
radioaktiv anyag azonos aminosav dsszetételi volt (1. tablazat). Ez arra utal,
hogy a pentagastrin a majban csak kis valtozast szenvedett, peptidkotés
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11, &bra. Jelzett pentagastrinintraportalis addsautdn nyert epeminta radiokromatogramja

0 @ 1 R

12. &bra. Jelzett pentagastrin radiokromatogramja
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I. tablazat
Epébdl nyert radioaktiv anyagok aminosav analizise: mindkét anyag azonos aminosav —0Osszetétell

Aminosav analizis
Rf ~ 0,6

Phe= 1,0 Asp = 0,95 Met = 1,02 Gly = 0,96

Rf ~ 0,4
Phe= 1,0 Asp = 1,05 Met = 1,03 Gly = 1,02

hasadasnem kovetkezettbe. A majbantalalhaté enzymek hatasatés a mole-
kula felépitésétfigyelembe véve a kovetkezd kémiai valtozasok johetnek
szbba, és a kovetkezd metabolitok képzédésévelkell szamolnunk:

1. decarboxylezddés— az asparaginsavdecarboxylezddésealaninna.

2. a tryptophan indolgy(rajének hydroxylezddésealfa helyzetben.

3. microsomalisoxidaci6 — a methionin oxidalédasamethioninsulfoxidda
a molekulan belul.

4. hidrolizis — a phenylalanin savamid csoportjanak hidrolizise.

Az elsOG és masodik reakcio lehetdségéta szakirodalomismeretébenel
kell vetnink. Morley (1968) szerint a tryptophan molekulaja széles hatarok
k6zott valtoztathaté a bioldgiai aktivitds csokkenésenélkil. Alabb ismer-
tetésrekerild vizsgalatainkszerintviszont a kisebb Rf értékd anyag biolégiai-
lag hatastalan.Az ismeretlen anyag Rf értéke kizarja az elsd lehetdségetis.
Kontroll futtatasnalazegyesszammaljelzett anyag Rf-je az altalunk hasznalt
szolvensrendszerbenmegkdzelitdleg0,85volt. Tovabbivizsgalatokkal kizartuk
a microsomalis oxidacié lehetdségétis. Methioninsulfoxid tartalmd peptidet
szintetizaltunk, ennek Rf értéke: 0,55—0,66 k6zé esett, tehat biztosan mas
mint a ~-0,4 Rf értékd ismeretlen anyag.

Mind az irodalom, mind sajat kisérleteink alapjan a phenylalanin amid
csoportjanak hidrolizise latszott a legvalészinibbnek.Ennek bizonyitaséara
eld kellett volna allitani a négyespontban emlitett pentapeptidet,hogy azt
az ismeretlen (~0,4 Rf értékd) radioaktiv anyaggal azonositanitudjuk. A
rendkivil faradtsagosés hosszadalmaskémiai szintézisrenem gondolhattunk,
ezért a mar meglevé C* izotéppal jelzett pentapeptid amid desamidalasaval
igyekeztink eldallitani a feltételezettmetabolitot. Tiszta amidase hianyaban
a modszertani részben leirt eljarassal nyert patkanymaj homogenizatum
microsome frakciojat (és az un. supernatansfrakciéot) hasznaltuk amidase-
ként. A jeldlt pentagastrintmicrosoma frakciévalinkubéalva, két egymastol
jol elkilénidld radioactiv foltot kaptunk a scanogramon(13. abra). Lényegé-
ben ugyaneztaz eredménytkaptuk akkor is, ha azinkubéalasta részecskemen-
tes supernatansfrakciévalvégeztik. Ezek egyike az Rf érték alapjan azonos-
nak bizonyult a kiindulasi pentapeptiddel,a masik anyag minden bizonnyal
a négyesszamuképletteljellemzett desamidaltpentapeptid masszdéval penta-
peptidsav (Rf ~0,4).
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13. &bra. Amidase enzym tartalmi maj-microsoma frakciéval kezelt jelzett pentagastrin
radiokromatogramp

A valtozas enzymatikus jellegét tamasztja al4, hogy a microsomalis
frakcié elGzetesforralas utan a jelzett pentagastrinnalinkubalva, azon struk-
turdlis valtozast nem idézett eld, a radiochromatografias kép az eredeti
pentagastrinnalazonos maradt.

Az epébentalalt két radioaktivanyagaranyatis meghataroztuk.E cél-
bél tiz allatnak adtunkintraportalisan1000/tg jelzett pentagastrint.A jelzett
pentagastrininjekcié utan nyert 0,5 ml-es epemintakbdél(ebben a kisérletben
O0sszesen0,5 ml epét gyljtottink allatonként) 20 /d-t kromatograféaltunk,
20 /tI-t pedig dimethylformamidban oldottunk. A kromatografia utéan
meghataroztuka radioaktiv foltok tertiletét,majd ezeketlekapartuk az tiveg-
laprél ésdimethylformamiddalextrahaltukaz absorbenssilicagélrdl. lly médon
a radioaktivanyagokat60—70% kodzdétt sikerult visszanyerni.A tiz esetben
végzettvizsgalatsorana ~-0,4 Rf értékanyag 10,8" 6,1%-ban,a~0,6 Rf
értékd anyag pedig 52,3 10,8%-ban fordult elG.

Az epével Grild radioaktiv metabolit biolégiai hataséatis vizsgaltuk.
E célbdl preparativ vékonyréteg-kromatografiasnédszerrelnagyobb meny-
nyiségl epét kromatografaltunk 1000 /tg jelzett pentagastrinintraportalis
adasa utan. A kromatografidaval szétvalasztott és kristalyositott radio-
aktiv anyagokbdl, 1, ill. 1,4 /tg/100 g testsuly dézisokat hasznéaltunka sav-
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II. tablazat

Epébdl izolalt pentagastrin  és pentapeptidsav  biolégiai vizsgélata Ghosh-Lai patkanyon

Ghoeh—Lai metodika periédusai

Pentapeptid sav Pentapeptid
Allatok Alap O,Zej?ém)%ng RI: 0,4 Rf: 0,6 O’Ze?ttga,‘fgon

Gyomorsav szama szekrécio testsuly 1,0 lAg/}OO g 1,4 ug/100 g testsaly
szekrécié testsdly testsily
valtozasa
pEqg/éra 1 2,2 4,4 2,3 5,2 4,6

2 4,8 12,4 5,2 15,3 15,1

3 3,4 13,1 4,8 7,9 8,2

4 17,7 27,7 17,7 269 249
Atlag 7,0 14,4 7,5 13,8 13,2
Novekedés % 100 220 107 197 188

secretiosvizsgalatokra.A Ghosh—Lai modszerrelmért saviirités eredményeit

a 2. tablazaton tiintettik fel. Ezekbdl a vizsgalatokbdél kiderult, hogy a
0,6 Rf értékl anyag biolégiailag hatasos,a pentapeptidsav(Rf ~0,4) az

altalunk alkalmazott kisérleti koriilmény kozd6tt biolégiailag hatastalan.

Megbeszélés

A biologiailag aktiv peptideknek ésilyen a gastrinis — a szervezetben
torténd inaktivalasa elvileg haromféle Gton torténhet:

A serum, illetve szdveti fehérjékheztorténd kodtddéssel.

Kivalasztas atjan.

Anyagcsere hatas révén.

Zollinger Ellison syndromas betegek — akik mint ismeretes oriasi
mennyiségbentermelnek gastrint — serumat és vizeletét vizsgalva Bonfils
és mtsai (1970) a bioldgiailag hatékony anyagot elektroforetikus vizsgalattal
a serum albuminnak megfeleld helyen talaltak. Ha J'?°, vagy J**' izotéppal
jelzett gastrint emberi serummal hoztak 6ssze,a gastrin szintén az albumin-
zénabanvolt kimutathaté (Accary és mtsai 1970). Seelig (1972) trichlorecet-
savas kicsapasutan a gastrin nagy részét szinténaz albumin mellett talalta
meg. Vizsgalatai amellett szdlnak, hogy legfeljebb nagyon gyenge két6désrdl
van sz0, mert egyszerl eszkdzokkel (Sephadex G-25 kromatografia, nagy
fesziltségl elektroforézis), s6t McGuigan (1970) szerint, dializissel a gastrin
az albumintél jol elvalaszthaté.A kérdést az teszibonyolultta, hogy a serum-
ban a gastrin két formabanfordul eld: egyrésztmint szabad heptadecapeptid,
masrészt mint nagymolekuldju gastrinpeptid. Ez utébbinak molekulasulya
7000 koral van, mig a heptadecapeptid®100—2200. E kétféle gastrin elki-
lonitése a serumbankromatografias modszerrel eddig nem sikerilt; trypsin
kezelésselazonbana nagymolekulajugastrinb6l a heptadecapeptidszabadda
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tehetd. Pathologiai szempontbélérdekes,hogy Zollinger—Ellison syndroma-
ban, anaemia perniciosdbans altaldban a hypergastrinaemiasallapotokban
elsdsorbana szabad gastrin felszaporodasaészlelhetd.

Vizsgalataink arra egyértelmienvalaszt adtak, hogy fliiggetlenila fehér-
jéhez vald kotddés aranyatol és kémiai természetétdl — a pentagastrin a
keringésbdlnagyon gyorsan eltinik. A pentagastrinfelezésiideje a serumban
rovid, joval kisebb mint a gastriné.Ez a rovid felezésiidd 6nmagabanellene
sz0l valamelyik fehérje-frakciéhozval6 szoros kdtodésfeltételezésének,amel-
lett felkelti az érdekl6déstapentagastrineliminacio,illetve lebomlas mechaniz-
musait illetden.

A pentagastrinkeringésbdl valo gyors eltinése és révid hatastartama
felveti a kérdést, hogy az eliminacié vagy a metabolizmusfokozott Gteme,
esetlegmindkettd egyutt felelds az észleltekért. Egyuttal az is valaszt kivan,
hogy az inaktivaléodasértelsdsorbanmelyik szerv, illetve szervek feleldsek.

Vizsgalataink  szerint patkanyban a pentagastrin  f0 kivalasztd6 szerve a
maj. Fliggetlenll attél, hogy intravénasanvagy intraportalisanjuttatjuk be
a jelzett pentagastrint,a beadott mennyiségkb. 70%-a megjelenik az epé-
ben. A maj kivalaszt6tevékenységgelentds,hiszen a beadottnagy mennyiség
tulnyomo része(kb. 60%-a) az elsd epefrakciobanvolt fellelhetd. Ha az elimi-
naciét az idd fuggvényébenvizsgaltuk, a kivalasztott aktivitds mintegy fele
az elsd 20 perchenmegjelentaz epében.Ugyanakkorvizelettel négy 6ra alatt
a beadott aktivitdsnak csak kb. 12%-a Gralt ki.

Eredményeink lényegébenmegegyeznekStagg és mtsai (1971) észlelé-
sével, akik kutyaban ugyancsak hasonlé aranyban (kb. 50%) észlelték a
pentagastrinmajonkeresztiltorténd rilését. Ezek az adatok azt bizonyit-
jak, hogy legaldbbis kutyaban és patkanyban a pentagastrineliminacié leg-
fontosabb Gtja a majon keresztiil vezet. Emberenmind ez ideig technikai
nehézségekiolytan hasonlévizsgalatokatnem végeztek.Stagg és mtsai (1971)
tajékoztatojellegl adatai amellett sz6lnak,hogy emheriepébena pentagastrin
biolégiailag aktiv formaban megjelenik.

Kisérleteinkkel kapcsolatbanfelmeriilhet az az aggaly, hogy tulsagosan
nagy dézisokkal dolgoztunk. Méréstechnikai szempontokonkiviul tettik ezt
azértis, hogy meggydzG6dhessiinmpatkdnymaéjpentagastrineliminacios képes-
ségéneknagysagardl.Lathaté volt, hogy a patkanymaéjeliminaciés képességét
a beadottnagy adag pentagastrinegydaltalabannem meritette ki. Egyébként
Stagg és mtsai (1971) kutyan joval kisebb adagokkalteljesen hasonlé ered-
ményekhez jutottak.

Kilon problémat jelent, hogy vajon a teljes gastrin molekula hasonlo
moédon és litemben valasztédik-eki az epében.Nem ismeriink olyan kisérletet
az irodalomban, amelynek soran barmilyen moédon bejuttatott gastrin mennyiségét
mérték volna az epében. Indirekt adatok azonban amellett szélnak, hogy a
teljes gastrin molekula biliaris eliminacioja lényegeseneltér a pentagastriné-
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toi. Igy Gillespie és Grossman (1962) nem tisztitott gastrin extraktummal,
majd Lick és mtsai (1967) Gastrin—Leo készitménnyelintraportalis adagolas
utan nem lattak lényegessavstimulacidosképesség-csdokkenéshz intravénas
adagolassalszemben.Bar velik szemben masok (Thompson és mtsai 1969,
Beger ésmtsai 1970)intraportalis adagolaseseténbizonyosfokl (20—40%-0s)
aktivitascsdkkenéstészleltek, ennek ellenére feltételezhetd,hogy elsdsorban
enzymatikusinaktivalodasésnem az eliminacié jatszott ebbendontd szerepet.

Minthogy a gastrin és a pentagastrin bioldgiailag aktiv végcsoportja
azonos, elképzelhetd,hogy az 1— 13 aminosav sequentiajlupeptidrész védo-
szerepettdlt be, megakadalyozzaa majbana gastrinlebomlasatés eliminacio-
jat. Feltételezhetd,hogy a teljes gastrin molekula nagysaganalfogva nem
tud behatolnia hepatocytakbamig apentagastrinszamaraa passages ennek
révén a biliaris excretio lehetdsége megvan.

Erdekes, hogy a gastrinnal és pentagastrinnal  végzett eddigi vizsgalatok,
a maj szerepét illetden, aszerv inaktivald funkcidjaval foglalkoztak ; a biliaris  kiva-
lasztas kérdésével Stagg és munkacsoportjan  kivil mas nem  foglalkozott.

A gastrin anyagcseréjétilletden meglehetdsenellentmondé adatokat
taldltunk azirodalomban.Egyesekszerinta majneminaktivalja sem az endo-
gén, semaz exogén gastrint (Gillespie és Grossman1964, Lick ésmtsai 1967),
masok szintetikus huméangastrin (Thompson és mtsai 1969), tiszta sertés-
gastrin (Beger és mtsai 1970) részlegesinaktivalodasatészleltéka majpassage
soran. E kisérlettel kapcsolatbanazonbanbizonyos methodikai megjegyzések
elengedhetetlenekigy endogengastrin esetébennem tudni, hogy a serumban
milyen aranybanfordul el6 a BersonésYalow (1970) altal leirt nagymolekulaji
gastrin a heptadecapeptidnellett; az el6bbinek maj metabolizmusabiztosan
mas mint a heptadecapeptidéMasrészta gastrin diffazids koefficiensénkivil
tekintetbe kell venni az intraliepaticus gastrinszintet,az ataramoltatottmaj-
részlet abszollt mennyiségétés a véraramlas sebességétis.

In vitro kisérletekbena maj amidase aktivitdsa a gastrin inaktivalasat
olyan intenziven tudja elvégezni, hogy elméleti szamitadsokszerint ennek az
enzymaktivitdsnak elegenddnek kellene lennie még a Zollinger—Ellison
syndromabanészlelt maximalis gastrinszintnormalizalasdhozs (Seelig 1972).
Az mindenesetrekétségtelen,hogy a majsejtek— félegmicrosomalisfrakcidja
— tartalmaz olyan amidaseenzymet,mely a gastrin C-terminalis végcsoport-
jan a Phe—NHj-t ammoniafelszabadulasmellett inaktiv tetrapeptid szabad
savraképesdegradalni;az ép majbanazonbanazintracellularisamidasevalo-
szinGleg membréanfaktorok kdvetkeztében,nem tud olyan mértékben akti-
valédni, mint in vitro kdrilményekkozott. Kvantitative éskvalitative hasonlod
gastrinbontéohatastaveseszévethomogenizatumas, mig a serumés izomzat
enzymatikusbontoképességéneklettani kérilmények kézott jelentds szerepe
nincsen (Seelig 1972). A tidd gastrinbontéhatasakisérletesenkizarhato volt
(Lear és mtsai 1969).
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A vesében ezenkivil olyan enzymatikus aktivitas talalhaté, mely a
BOC-tetrapeptid-amidesetébena methionin és asparaginsavkdzotti peptid-
kotést képeshidrolizalni. Feltételezik,hogy a vesébena méasodik enzym akti-
vitdsanakin vivo kortilmények kézott is komoly szerepevan.

Ami a pentagastrintilleti, az N-terminalis végénlevd BOC-véddcsoport
folytan egyedil a C-terminalis végén johet |étre bontds — a Plie—NH,;
csoportban.Kisérleteinkbenmegallapitottuk,hogy jelzett pentagastrinintra-
portalis adasa utan az epében vékonyréteg-kromatografiavajol elvalaszt-
hato két radioaktivtermék jelenik meg. Ezek kozil az egyiket az eredeti
jelzett pentagastrinnalazonositottuk,a masik, vizsgéalataink alapjan penta-
peptid szabadsavnaKelel meg. A pentapeptidszabadsavmegjelenéseamidase
enzym-hatas kovetkezménye. Erre utal, hogy ugyanezt a metabolitot in

vitro sikertlt reprodukalni patkanymajbélizolalt — amidase enzym aktivi-
tasu — microsomafrakcio segitségéveltovabba,hogy az epébdlizolalt meta-
bolit — pentapeptid szabadsav — biolégiailag hatastalan volt.

Hasonl6 amidase aktivitast észlelt maj és vese homogenizatummalbast-
rin, penta-illetve tetrapeptidesetébenSeelig (1972) és Laster és Walsh (1968).
Kisérleteink alapvetdenabban kilénbdznek a fenti szerzok munkaitol, hogy
mi nemcsak majhomogenizatummal,illetve majhomogenizatumbdl nyert
microsoma és supernatansfrakcio segitségével,hanemin vivo majmakodés
soranis kimutattuk az amidaseenzym hatdsata pentagastrininaktivalasaban.

Erdekes megemliteni, hogy Temperley és mtsai (1971) adatai szerint
kutydban a szintetikus human gastrin a majban nem inaktivalédott, de a
bélen toérténd ataramlassoran igen.

Sajat kisérleteink tanUsaga szerint pentagastrin 6ridsi mennyisége
(>1400/jg)is hatastalanha ajejunumbajuttatjuk. Ebbenaz esetbenugyanis
a bélnyalkahartyankivil a majon is keresztilkell jutnia ahhoz, hogy a pat-
kadnygyomor fundusi mirigyeit stimulalni tudja. Ha azonban a méjat Kkiik-
tatjuk a bél feldl jovo vérarambol,akkor a béllumenbejuttatott pentagastrin-
nak kb. 0,5—1,0%-a aktiv formabanjut a fundusi mirigyekhez. Erdekes mé-
don a rectum nyalkahartyajanakpentagastrin ateresztoképességenagyobb
mint a jejunumé. Intrarectalisan adott pentagastrin 1—2%-a jutott —
szamitasainkszerint — aktiv formaban a keringésbe.Az intrarectalis alkal-
mazas esetébenldgy gondoljuk szerepetjatszik az a tényezd, hogy a végbél
als6 részébdlfelszivédd anyagok a portalis rendszermegkeriilésévelfutnak a
systemaskeringésbe,emellett azonban — a vena portae lekdtéses kisérletek
tanlséaga szerint — ugy latszik a két bélszakaszpeptidbont6 és felszivd
képességekdzotti kilénbségis szambajohet.

In vivo kisérleteinkbenaz intraportalisan adott pentagastrinmar harom-
négyszeresmennyiségbenazonos biolégiai (secretids)valaszt adott, mint az
intravénasanbejuttatott kontroll dézis. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy
— kisérleti kdorilményeink kd6zott patkanyban — az intraportalisan adott
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pentagastrin25—30%-a jutott 4t a majon. Nagyobb adagokesetébentermé-
szetesenez az arany lényegesenvaltozhat.

Hangsulyozni szeretnénk,hogy vizsgalatainkbana pentagastrint nagy
pharmacologiai adagokban alkalmaztuk, masrészt tisztaban vagyunk vele,
hogy a pentagastrinnalelért eredmények — mint arra ismételten ramutat-
tunk — nem alkalmazhaték minden tovabbi nélkil az endogen gastrinra.

Két szempontazonban iigy gondoljuk mégis indokolja a pentagastrin
anyagcserévelkapcsolatos vizsgalatainkat:

a) A savsecretioszempontjabdla C-terminalisvégcsoportjelenléte alap-
vetden fontos a gastrin hatasmechanizmusabanMinden olyan vizsgalat,
mely adatot szolgéaltat ennek az oligopeptidnek eliminacidjarél, metaboliz-
musaroél ésinaktivalasarol mutatismutandis  hozzajarula gastrin hatas-
mechanizmusanaktisztdzasahoazis.

b) A szintetikus gastrint nehézeldallithatésagaés koltségesvolta miatt
eldrelathatéan hosszu ideig nem fogjak hasznalni a klinikai gyakorlatban
savsecretiosstimulansként,a pentagastrinviszont maris kezdi kiszoritani az
O0sszeseddig hasznéalatossavserkentdket(histamin, Histalog). A jovGben tehat
eldrelathatéanmind gyakrabbanfogjuk a pentagastrinkészitményekethasz-
nalni az emberigyomorsecretidésvizsgalatokban,igy indokolt, hogy e vegyitlet
szervezetenbellli sorsardl minél pontosabbadataink legyenek.

Kovetkeztetések

1. A pentagastrinmetabolizmuséanakvizsgalataralegalkalmasabbolyan
radioaktivjelzéslpentapeptid,mely

a) a gastrin C-terminalisvégcsoportjanakeredeti aminosav sequentiait
tartalmazza,

b) radioaktiv jelolése az alkot6 aminosavak egyikének molekulajaban
torténik,

c) melynek N-terminalis részét védodcsoporttal blokkoljuk.

Az altalunk szintetizalt I-C** glycin pentagastrina fenti feltételeknek
mindenbenmegfelel;bioldgiai hatastilletden egyenértéklaz altaldnosanhasz-
nalt pentagastrinkészitményekkel(Peptavlon, ICI).

2. A gastrointestinalistraktus kiilonb6z0 részei kilonb6zd mértékben
képesek a beadott pentagastrintinaktivalni. Patkanyban megallapitottuk,
hogy a jejunum, rectum és a maj egyarantinaktivaljaatranszportaltpenta-
gastrint.

A rectum nyalkahartyajan relative tobb pentagastrin képes atjutni
aktiv formaban,mint ajejunumon.Még ez utébbi esetbenis a beadott penta-
gastrin kis része aktiv formabanjuthat a keringésbe,ha el6zdleg a méjat a
felszivdédasitjabol kizarjuk. Intraportalis adaseseténa maj a beadott penta-
gastrin 66—75%-at kivalasztja.
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3. A pentagastrineliminacioja a keringésbdlrendkiviil gyors. Szamita-
saink szerint a jelzett pentagastrinintravénas adasautan 10 perccel a vér-
savoban mért radioaktivitasa két percesérték negyedére csokken.

4. A jelzett pentagastrin figgetlendl attol, hogy kézvetlenill a vena
portaeba, vagy intravénasan adagoltuk — az epével keriil kivalasztasra.
Két dra alatt a beadott aktivitas kb. 70%-ban kimutathat6é az epében. Az
eliminacio uteme meglehetésengyors, a radioaktivitds mintegy fele az elsd
20 percesepefrakciébankimutathaté.Ugyanakkora vizelettel — 4 éra alatt
csak mintegy 12%-a Urult ki a beadottaktivitasnak.Ez a tény azt mutatja,
hogy a pentagastrinlegfontosabbkivalaszté szerve patkanybana maj, egy-
szersmind aldhlzza annak fontossagat,hogy a pentagastrinrévid hatastar-
tamaban és a keringésbdlvalé gyors eltiinésébenaz irodalomban eddig elsd-
sorban hangsulyozottinaktivalasi mechanizmusokonkiviil, az epével t6rténd
kivalasztasnakfontos szerepetkell tulajdonitanunk.

5. Radiokromatografias analizissel az epében jelzett pentagastrin
adasautan két j6l elkilonithetd anyagottalaltunk: ezek kézil az egyik az
eredeti jelzett pentagastrinmolekulaval azonos,a masikrol megallapitottuk,
hogy a C-terminalisonlevé Phe—NH, csoport desamidalasasoran keletkezd
pentapeptidszabadsavvalzonos.A radioaktiv pentagastrinés a pentapeptid
szabadsavaranyaaz epében D 1.

6. Majhomogenizatummicrosomalisfrakcidjaval (és az Gn. részecske-
mentes supernatansfrakcioval) ugyaneztaz elvaltozasttudtuk Iétrehozni a
pentagastrinonha azonbanefrakciokatazinkubalaseldtt felforraltuk, a desa-
midalas nem jott létre. Tiszta amidase enzym hianyaban igy indirekt Gton
bizonyitottuk, hogy a majpassagesoran észlelt valtozasok a molekula C-ter-
minalis végén elhelyezked6 Phe—NH, végcsoportintrahepaticus desamida-
lasaval kapcsolatosak.

7. A jelzett pentagastrinadasautan nyert epébdlmind a pentagastrint,
mind a pentapeptidszabadsavatizolaltuk, és megallapitottuk, hogy azonos
dézisban adva a pentapeptidbioldgiailag hatasos(savsecretiétnéveld hatasa
van), a pentapeptid szabadsav hatastalan.

8. Vizsgalataink adatot szolgaltattak a gastrin secretios hatasban
kulcsszerepetjatsz6 aktiv C-terminalis végcsoportpatkanybantorténd kiva-
lasztasi és metabolikus mechanizmusaitilletden. Minthogy a pentagastrin
a mindennaposklinikai gyakorlatbanis egyre nagyobb szerepetjatszik, vizs-
galataink e vegyillet pharmacologiai megismerésétis szolgaljak.

OSSZEFOGLALAS

SzerzO6k a gastrin bioldgiailag aktiv C-terminalis végcsoportjanak, a
pentagastrinnakanyagcseréjévizsgaltak patkanyban.Kisérleteikheza penta-
peptid glycin konstituensénC**-gyeljelzett, sajatmaguk altal szintetizalt anya-
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got hasznaltak.Megallapitottak,hogy a pentagastrinlegfontosabbkivalaszté
szervea maj. Az epévelkivalasztott pentagastrinegy részevaltozatlan forma-
ban uril, masik részea majban amidaseenzym hatasara,biolégiailag inaktiv
pentapeptidszabadsavva alakul.
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