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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
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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
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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

02ug/100 | 020pug/100g 20ug
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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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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, abra. Jelzett pentagastrin intraportalis addsa utdn nyert epeminta radiokromatogramja
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12. dbra. Jelzett pentagastrin radiokromatogramja
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L. tablazat
Epébél nyert radioaktiv anyagok aminosav analizise: mindkét anyag azonos aminosav Gsszetételic

Aminosav analizis
Rf ~ 0,6
Phe = 1,0 Asp = 0,95 Met = 1,02 Gly = 0,96

Rf ~ 0,4
Phe = 1,0 Asp=105 Met=103 Gly = 1,02

hasadas nem kévetkezett be. A majban talalhaté enzymek hatasat és a mole-
kula felépitését figyelembe véve a kovetkezd kémiai valtozasok johetnek
széba, és a kovetkez6 metabolitok képzddésével kell szamolnunk:

1. decarboxylez§dés — az asparaginsav decarboxylezddése alaninna.

2. a tryptophan indolgytirijének hydroxylez6dése alfa helyzetben.

3. microsomalis oxidacié — a methionin oxidalédasa methioninsulfoxidda
a molekulan beliil.

4. hidrolizis — a phenylalanin savamid csoportjanak hidrolizise.

Az elsé és masodik reakeié lehetdségét a szakirodalom ismeretében el
kell vetniink. Morley (1968) szerint a tryptophan molekuldja széles hatarok
koézott valtoztathaté a biolégiai aktivitas csokkenése nélkiil. Alabb ismer-
tetésre keriil§ vizsgalataink szerint viszont a kisebb Rf értékid anyag biolégiai-
lag hatastalan. Az ismeretlen anyag Rf értéke kizarja az elsd lehetdséget is.
Kontroll futtatasnal az egyes szammal jelzett anyag Rf-je az altalunk hasznalt
szolvens rendszerben megkézelitsleg 0,85 volt. Tovabbi vizsgalatokkal kizartuk
a microsomalis oxidacié lehet§ségét is. Methioninsulfoxid tartalmid peptidet
szintetizaltunk, ennek Rf értéke: 0,55—0,66 kozé esett, tehat biztosan mas
mint a ~0,4 Rf értékd ismeretlen anyag.

Mind az irodalom, mind sajat kisérleteink alapjan a phenylalanin amid
csoportjdnak hidrolizise latszott a legvaldsziniibbnek. Ennek bizonyitdsara
el§ kellett volna allitani a négyes pontban emlitett pentapeptidet, hogy azt
az ismeretlen (~0,4 Rf értékid) radioaktiv anyaggal azonositani tudjuk. A
rendkiviil faradtsagos és hosszadalmas kémiai szintézisre nem gondolhattunk,
ezért a mar meglevg C izotéppal jelzett pentapeptid amid desamidélasaval
igyekeztiink elGallitani a feltételezett metabolitot. Tiszta amidase hianyiban
a médszertani részben leirt eljarassal nyert patkanymaj homogenizatum
microsoma frakciéjat (és az tin. supernatans frakciét) hasznaltuk amidase-
ként. A jelolt pentagastrint microsoma frakciéval inkubélva, két egymastol
jol elkiiloniild radioactiv foltot kaptunk a scanogramon (13. dbra). Lényegé-
ben ugyanezt az eredményt kaptuk akkor is, ha az inkubalast a részecskemen-
tes supernatans frakciéval végeztiik. Ezek egyike az Rf érték alapjan azonos-
nak bizonyult a kiindulasi pentapeptiddel, a masik anyag minden bizonnyal
a négyes szamu képlettel jellemzett desamidalt pentapeptid, mas széval penta-
peptidsav (Rf ~0,4).
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13. dbra. Amidase enzym tartalm madj-microsoma frakciéval kezelt jelzett pentagastrin
radiokromatogramja

A viltozas enzymatikus jellegét tdmasztja ald, hogy a microsomalis
frakeié elGzetes forralas utén a jelzett pentagastrinnal inkubalva, azon struk-
turilis valtozast nem idézett el§, a radiochromatografias kép az eredeti
pentagastrinnal azonos maradt.

Az epében talalt két radioaktiv anyag aranyat is meghataroztuk. E cél-
bél tiz allatnak adtunk intraportalisan 1000 ug jelzett pentagastrint. A jelzett
pentagastrin injekcié utan nyert 0,5 ml-es epemintiakbél (ebben a kisérletben
osszesen 0,5 ml epét gyijtottiink allatonként) 20 ul-t kromatografaltunk,
20 pl-t pedig dimethylformamidban oldottunk. A kromatografia utan
meghataroztuk a radioaktiv foltok teriiletét, majd ezeket lekapartuk az iiveg-
laprél és dimethylformamiddal extrahéltuk az absorbens silicagélrél. Ily médon
a radioaktiv anyagokat 60—709%, kozott sikeriilt visszanyerni. A tiz esetben
végzett vizsgalat soran a ~0,4 Rf értéki anyag 10,8 4 6,19,-ban, a ~0,6 Rf
értékli anyag pedig 52,3 4 10,89%,-ban fordult eld.

Az epével iiriil6 radioaktiv metabolit biolégiai hatasat is vizsgéaltuk.
E célbol preparativ vékonyréteg-kromatografias moédszerrel nagyobb meny-
nyiségli epét kromatografaltunk 1000 ug jelzett pentagastrin intraportalis
adasa utan. A kromatografiaval szétvalasztott és kristalyositott radio-
aktiv anyagokbél, 1, ill. 1,4 ug/100 g testsily dézisokat hasznaltunk a sav-
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II. tablazat

Epébél izolalt pentagastrin és pentapeptidsav biolégiai vizsgalata Ghosh-Lai patkdnyon

Ghosh —Lai metodika periédusai

Peptavlon ‘ Pentapeptid sav | Pentapeptid

| e
Allatok | Alap ' | RE 04 Rf: 0,6 | P“"“"l““,

Gyomorsav szdma | szekrécié ! O.Zte;:tg!é{);) & 1,0 ug/100 g | 1,4 ugfl00 g 0 2[(:‘;%5/\1{);’)
szekrécid ] N - o | testsuly testsuly
valtozdsa ' ' o E —
Bain 1 22 | 44 | 23 | 52 | 4.6

2 4,8 12,4 5,2 ‘ 15.3 | 15:4

5| ag | - 1%d 48 | 7.9 \ 8.2

4 17,7 | 27,7 17,3 26,9 ‘ 24.9

| ‘
z i \
Atlag | 7,0 14,4 7.5 13,8 | 132
[ |

Novekedés % | 100 220 I A 188

secretios vizsgalatokra. A Ghosh—Lai médszerrel mért saviirités eredményeit
a 2. tablazaton tiintettiik fel. Ezekbdl a vizsgalatokbél kideriilt, hogy a
~-0,6 Rf értékid anyag biolégiailag hatasos, a pentapeptidsav (Rf ~0,4) az
altalunk alkalmazott kisérleti korilmény kézott biolégiailag hatastalan.

Megbeszélés

" A biolégiailag aktiv peptideknek — és ilyen a gastrin is — a szervezetben
torténd inaktivalasa elvileg haromféle uton toérténhet:

A serum, illetve szdveti fehérjékhez torténd kotédéssel.

Kivalasztas dtjan.

Anyagcesere hatas révén.

Zollinger— Ellison syndromas betegek — akik mint ismeretes ériasi
mennyiségben termelnek gastrint — serumat és vizeletét vizsgalva Bonfils
és mtsai (1970) a biolégiailag hatékony anyagot elektroforetikus vizsgalattal
a serum albuminnak megfelels helyeh talaltak. Ha J'*, vagy J™! izotéppal
jelzett gastrint emberi serummal hoztak 6ssze, a gastrin szintén az albumin-
zéniban volt kimutathaté (Accary és mtsai 1970). Seelig (1972) trichlorecet-
savas kicsapas utdn a gastrin nagy részét szintén az albumin mellett talalta
meg. Vizsgalatai amellett szélnak, hogy legfeljebb nagyon gyenge kotddésrél
van sz6, mert egyszerd eszkozokkel (Sephadex G-25 kromatografia, nagy
fesziiltségii elektroforézis), s6t McGuigan (1970) szerint, dializissel a gastrin
az albumintél jol elvalaszthaté. A kérdést az teszi bonyolultta, hogy a serum-
ban a gastrin két formaban fordul el6: egyrészt mint szabad heptadecapeptid,
méasrészt mint nagymolekuldji gastrinpeptid. Ez utébbinak molekulasiilya
7000 koriil van, mig a heptadecapeptidé 2100—2200. E kétféle gastrin elkii-
lonitése a serumban kromatografias moédszerrel eddig nem sikeriilt; trypsin
kezeléssel azonban a nagymolekuldju gastrinbél a heptadecapeptid szabadda
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tehets. Pathologiai szempontbél érdekes, hogy Zollinger — Ellison syndroma-
ban, anaemia perniciosaban s altalaban a hypergastrinaemias allapotokban
elssorban a szabad gastrin felszaporodasa észlelhetd.

Vizsgalataink arra egyértelmiien valaszt adtak, hogy fiiggetleniil a fehér-
jéhez valé kotédés aranyatol és kémiai természetétdl — a pentagastrin a
keringésbdl nagyon gyorsan eltiinik. A pentagastrin felezési ideje a serumban
rovid, jéval kisebb mint a gastriné. Ez a rovid felezési id6 6nmagéaban ellene
sz6l valamelyik fehérje-frakciohoz valé szoros kotddés feltételezésének, amel-
lett felkelti az érdekl§dést a pentagastrin eliminacié, illetve lebomlas mechaniz-
musait illet8en.

A pentagastrin keringésbgl valé gyors eltlinése és révid hatastartama
felveti a kérdést, hogy az eliminacié6 vagy a metabolizmus fokozott iiteme.
esetleg mindkettd egyiitt felelgs az észleltekért. Egyittal az is valaszt kivan,
hogy az inaktivalédasért elsésorban melyik szerv, illetve szervek felel8sek.

Vizsgdlataink szerint patkdnyban a pentagastrin f6 kivdlaszté szerve a
mdj. Fiiggetleniil att6l, hogy intravénasan vagy intraportalisan juttatjuk be
a jelzett pentagastrint, a beadott mennyiség kb. 709,-a megjelenik az epé-
ben. A maj kivalaszté tevékenysége jelentds, hiszen a beadott nagy mennyiség
tilnyomé része (kb. 609,-a) az elsé epefrakciéban volt fellelhets. Ha az elimi-
naciét az id§ figgvényében vizsgaltuk, a kivalasztott aktivitas mintegy fele
az elsé 20 percben megjelent az epében. Ugyanakkor vizelettel négy éra alatt
a beadott aktivitasnak csak kb. 129 -a triilt ki.

Eredményeink lényegében megegyeznek Stagg és mtsai (1971) észlelé-
sével, akik kutyaban ugyancsak hasonlé aranyban (kb. 509,) észlelték a
pentagastrin majon keresztiil torténd iirilését. Ezek az adatok azt bizonyit-
jak, hogy legalabbis kutyiban és patkdnyban a pentagastrin eliminacié leg-
fontosabb ttja a majon keresztiil vezet. Emberen mind ez ideig technikai
nehézségek folytan hasonlé vizsgalatokat nem végeztek. Stagg és mtsai (1971)
tajékoztaté jellegli adatai amellett szélnak, hogy emberi epében a pentagastrin
biolégiailag aktiv formaban megjelenik.

Kisérleteinkkel kapcsolatban felmeriilhet az az aggaly, hogy tilsagosan
nagy dozisokkal dolgoztunk. Méréstechnikai szempontokon kiviil tettiik ezt
azért is, hogy meggy6z6dhessiink a patkdnymaj pentagastrin eliminéciés képes-
ségének nagysagarél. Lathaté volt, hogy a patkanymaj eliminacios képességét
a beadott nagy adag pentagastrin egyaltalaiban nem meritette ki. Egyébként
Stagg és mtsai (1971) kutyan joval kisebb adagokkal teljesen hasonlé ered-
ményekhez jutottak.

Kiilsn problémat jelent, hogy vajon a teljes gastrin molekula hasonlé
moédon és iitemben valasztédik-e ki az epében. Nem ismeriink olyan kisérletet
az irodalomban, amelynek sordan barmilyen médon bejuttatott gastrin mennyiségét
mérték volna az epében. Indirekt adatok azonban amellett szélnak, hogy a
teljes gastrin molekula biliaris eliminaciéja lényegesen eltér a pentagastriné-
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tol. Igy Gillespie és Grossman (1962) nem tisztitott gastrin extraktummal,
majd Lick és mtsai (1967) Gastrin—Leo készitménnyel intraportalis adagolas
utan nem lattak lényeges savstimulaciés képesség-csokkenést az intravénas
adagolassal szemben. Bar veliikk szemben masok (Thompson és mtsai 1969,
Beger és mtsai 1970) intraportalis adagolas esetén bizonyos foki (20—4.09,-0s)
aktivitascsokkenést észleltek, ennek ellenére feltételezhetd, hogy elsGsorban
enzymatikus inaktivalédas és nem az eliminacié jatszott ebben dént§ szerepet.

Minthogy a gastrin és a pentagastrin biolégiailag aktiv végcsoportja
azonos, elképzelhets, hogy az 1—13 aminosav sequentidji peptidrész védés-
szerepet tolt be, megakadilyozza a majban a gastrin lebomlasat és eliminacié-
jat. Feltételezhetd, hogy a teljes gastrin molekula nagysaganal fogva nem
tud behatolni a hepatocytdkba, mig a pentagastrin szimara a passage, s ennek
révén a biliaris excretio lehetGsége megvan.

Erdekes, hogy a gastrinnal és pentagastrinnal végzett eddigi vizsgdlatok,
a mdj szerepét illetden, a szerv inaktivdlo funkciéjdval foglalkoztak ; a biliaris kiva-
lasztdas kérdésével Stagg és munkacsoportjan kiviil mas nem foglalkozott.

A gastrin anyagcseréjét illeten meglehetdsen ellentmondé adatokat
talaltunk az irodalomban. Egyesek szerint a méaj nem inaktivalja sem az endo-
gén, sem az exogén gastrint (Gillespie és Grossman 1964, Lick és mtsai 1967),
masok szintetikus humangastrin (Thompson és mtsai 1969), tiszta sertés-
gastrin (Beger és mtsai 1970) részleges inaktivalédasat észlelték a majpassage
soran. E kisérlettel kapcsolatban azonban bizonyos methodikai megjegyzések
elengedhetetlenek. Igy endogen gastrin esetében nem tudni, hogy a serumban
milyen ardnyban fordul el a Berson és Yalow (1970) altal leirt nagymolekulaji
gastrin a heptadecapeptid mellett; az el6bbinek méj metabolizmusa biztosan
mas mint a heptadecapeptidé. Masrészt a gastrin diffiziés koefficiensén kiviil
tekintetbe kell venni az intrahepaticus gastrinszintet, az ataramoltatott maj-
részlet abszolit mennyiségét és a véraramlas sebességét is.

In vitro kisérletekben a maj amidase aktivitasa a gastrin inaktivalasat
olyan intenziven tudja elvégezni, hogy elméleti szadmitasok szerint ennek az
enzymaktivitasnak elegendének kellene lennie még a Zollinger— Ellison
syndromaban észlelt maximalis gastrinszint normalizalasahoz is (Seelig 1972).
Az mindenesetre kétségtelen, hogy a méajsejtek — féleg microsomalis frakcidja
— tartalmaz olyan amidase enzymet, mely a gastrin C-terminalis végcsoport-
jan a Phe— NH,-t ammonia felszabadulas mellett inaktiv tetrapeptid szabad
savra képes degradalni; az ép majban azonban az intracellularis amidase valé-
szinlileg membran faktorok kévetkeztében, nem tud olyan mértékben akti-
valédni, mint in vitro kériilmények kozott. Kvantitative és kvalitative hasonlé
gastrinbonté hatasi a veseszovet homogenizatuma is, mig a serum és izomzat
enzymatikus bontéképességének élettani koriilmények kozott jelentSs szerepe
nincsen (Seelig 1972). A tiid§ gastrinbonté hatéasa kisérletesen kizarhaté volt
(Lear és mtsai 1969).
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A vesében ezenkiviil olyan enzymatikus aktivitas talalhaté, mely a
BOC-tetrapeptid-amid esetében a methionin és asparaginsav kozétti peptid-
kotést képes hidrolizalni. Feltételezik, hogy a vesében a masodik enzym akti-
vitdsanak in vivo koriilmények kozott is komoly szerepe van.

Ami a pentagastrint illeti, az N-terminalis végén levé BOC-véddcsoport
folytan egyediil a C-terminalis végén johet létre bontids — a Phe—NH,
csoportban. Kisérleteinkben megallapitottuk, hogy jelzett pentagastrin intra-
portalis addsa utdn az epében vékonyréteg-kromatografiaval jol elvalaszt-
haté két radioaktiv termék jelenik meg. Ezek koziill az egyiket az eredeti
jelzett pentagastrinnal azonositottuk, a masik, vizsgalataink alapjan penta-
peptid szabadsavnak felel meg. A pentapeptid szabadsav megjelenése amidase
enzym-hatas kovetkezménye. Erre utal, hogy ugyanezt a metabolitot in
vitro sikeriilt reprodukalni patkanymajbél izolalt — amidase enzym aktivi-
tidsii — microsoma frakcié segitségével, tovabba, hogy az epébdl izolalt meta-
bolit — pentapeptid szabadsav — biolégiailag hatéastalan volt.

Hasonlé amidase aktivitast észlelt maj és vese homogenizatummal gast-
rin, penta- illetve tetrapeptid esetében Seelig (1972) és Laster és Walsh (1968).
Kisérleteink alapvet§en abban kiilonbéznek a fenti szerz6k munkaitél, hogy
mi nemcsak majhomogenizatummal, illetve majhomogenizatumbél nyert
microsoma és supernatans frakcié segitségével, hanem in vivo majmikodés
soran is kimutattuk az amidase enzym hatéasat a pentagastrin inaktivalasaban.

Erdekes megemliteni, hogy Temperley és mtsai (1971) adatai szerint
kutyidban a szintetikus humaén gastrin a majban nem inaktivalédott, de a
bélen térténd ataramlas soran igen.

Sajat kisérleteink tanidsiga szerint pentagastrin 6ridsi mennyisége
(>>1400 pg)is hatastalan, ha a jejunumba juttatjuk. Ebben az esetben ugyanis
a bélnyalkahartyan kiviil a majon is keresztiil kell jutnia ahhoz, hogy a pat-
kanygyomor fundusi mirigyeit stimulalni tudja. Ha azonban a majat kiik-
tatjuk a bél feldl jov§ vérarambdl, akkor a béllumenbe juttatott pentagastrin-
nak kb. 0,5—1,0%-a aktiv formaban jut a fundusi mirigyekhez. Erdekes mé-
don a rectum nyalkahéartyajanak pentagastrin atereszt§ képessége nagyobb
mint a jejunumé. Intrarectalisan adott pentagastrin 1—29;-a jutott —
szamitésaink szerint — aktiv formaban a keringésbe. Az intrarectalis alkal-
mazas esetében gy gondoljuk szerepet jatszik az a tényez8, hogy a véghél
als6 részébdl felszivodé anyagok a portalis rendszer megkeriilésével jutnak a
systemas keringésbe, emellett azonban — a vena portae lekdtéses kisérletek
tanisaga szerint — gy latszik a két bélszakasz peptidbonté és felszivo
képessége kozotti kiillonbség is szamba johet.

In vivo kisérleteinkben az intraportalisan adott pentagastrin mar harom-
négyszeres mennyiségben azonos biolégiai (secretiés) valaszt adott, mint az
intravénasan bejuttatott kontroll dézis. Ebbél arra kévetkeztettiink, hogy
— kisérleti kériilményeink kozott patkdnyban — az intraportalisan adott
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pentagastrin 25—309-a jutott 4t a majon. Nagyobb adagok esetében termé-
szetesen ez az arany lényegesen valtozhat.

Hangsiilyozni szeretnénk, hogy vizsgalatainkban a pentagastrint nagy
pharmacologiai adagokban alkalmaztuk, masrészt tisztaban vagyunk vele,
hogy a pentagastrinnal elért eredmények — mint arra ismételten ramutat-
tunk — nem alkalmazhaték minden tovabbi nélkiil az endogen gastrinra.

Két szempont azonban tgy gondoljuk mégis indokolja a pentagastrin
anyagceserével kapcsolatos vizsgalatainkat:

a) A savsecretio szempontjabol a C-terminalis végcsoport jelenléte alap-
vetden fontos a gastrin hatdsmechanizmusiban. Minden olyan vizsgalat,
mely adatot szolgaltat ennek az oligopeptidnek eliminaciéjarél, metaboliz-
musarél és inaktivdlasarél — mutatis mutandis — hozzajarul a gastrin hatas-
mechanizmusanak tisztazasahoz is.

b) A szintetikus gastrint nehéz elGallithatésdaga és koltséges volta miatt
elérelathat6an hosszi ideig nem fogjak hasznalni a klinikai gyakorlatban
savsecretiés stimulansként, a pentagastrin viszont maris kezdi kiszoritani az
osszes eddig hasznalatos savserkent8ket (histamin, Histalog). A jovében tehat
elérelathat6an mind gyakrabban fogjuk a pentagastrin készitményeket hasz-
nalni az emberi gyomorsecretiés vizsgalatokban, igy indokolt, hogy e vegyiilet
szervezeten beliili sorsarél minél pontosabb adataink legyenek.

Kovetkeztetések

1. A pentagastrin metabolizmusanak vizsgalatara legalkalmasabb olyan
radioaktiv jelzésd pentapeptid, mely

a) a gastrin C-terminalis végcsoportjanak eredeti aminosav sequentiait
tartalmazza,

b) radioaktiv jelolése az alkoté aminosavak egyikének molekuldjaban
torténik,

c) melynek N-terminalis részét védgcsoporttal blokkoljuk.

Az altalunk szintetizalt 1-C'* glycin pentagastrin a fenti feltételeknek
mindenben megfelel; biolégiai hatast illet§en egyenértékii az altalanosan hasz-
nalt pentagastrin készitményekkel (Peptavlon, ICI).

2. A gastrointestinalis traktus kiiléonb6z8 részei kiilonb6z6 mértékben
képesek a beadott pentagastrint inaktivalni. Patkanyban megallapitottuk,
hogy a jejunum, rectum és a maj egyarant inaktivalja a transzportalt penta-
gastrint.

A rectum nyalkahartyajan relative tébb pentagastrin képes atjutni
aktiv formaban, mint a jejunumon. Még ez utébbi esetben is a beadott penta-
gastrin kis része aktiv formaban juthat a keringésbe, ha elgzdleg a majat a
felszivodas tjabol kizarjuk. Intraportalis adas esetén a maj a beadott penta-
gastrin 66—759,-at kivalasztja.
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3. A pentagastrin eliminaciéja a keringésbdl rendkiviil gyors. Szamita-
saink szerint a jelzett pentagastrin intravénas adasa utin 10 perccel a vér-
savéban mért radiéaktivitas a két perces érték negyedére csokken.

4. A jelzett pentagastrin — fiiggetleniil attél, hogy kozvetleniil a vena
portaeba, vagy intravéndsan adagoltuk — az epével keriil kivalasztasra.
Két éra alatt a beadott aktivitas kb. 709,-ban kimutathaté az epében. Az
eliminacio iiteme meglehetsen gyors, a radioaktivitas mintegy fele az elsé
20 perces epefrakciéban kimutathaté. Ugyanakkor a vizelettel — 4 6ra alatt —
csak mintegy 129-a iiriilt ki a beadott aktivitasnak. Ez a tény azt mutatja,
hogy a pentagastrin legfontosabb kivalaszté szerve patkanyban a maj, egy-
szersmind alahiizza annak fontossagat, hogy a pentagastrin révid hatastar-
tamiban és a keringésbél valé gyors eltiinésében az irodalomban eddig elsé-
sorban hangsilyozott inaktivalasi mechanizmusokon kiviil, az epével torténd
kivalasztasnak fontos szerepet kell tulajdonitanunk.

5. Radiokromatografias analizissel az epében jelzett pentagastrin
adasa utan két jol elkiilonithetd anyagot talaltunk: ezek koziil az egyik az
eredeti jelzett pentagastrin molekulaval azonos, a masikrél megallapitottuk,
hogy a C-terminalison levé Phe—NH, csoport desamidélasa soran keletkezd
pentapeptid szabadsavval azonos. A radiéaktiv pentagastrin és a pentapeptid
szabadsav aranya az epében ~5 : 1.

6. Méijhomogenizatum microsomalis frakciéjaval (és az udn. részecske-
mentes supernatans frakciéval) ugyanezt az elvaltozast tudtuk létrehozni a
pentagastrinon; ha azonban e frakcidkat az inkubalas elétt felforraltuk, a desa-
midalas nem jott létre. Tiszta amidase enzym hidnyaban igy indirekt tton
bizonyitottuk, hogy a méjpassage soran észlelt valtozasok a molekula C-ter-
minalis végén elhelyezkedd Phe—NH, végcsoport intrahepaticus desamida-
lasaval kapcsolatosak.

7. A jelzett pentagastrin adasa utén nyert epébél mind a pentagastrint,
mind a pentapeptid szabadsavat izolaltuk, és megallapitottuk, hogy azonos
dézisban adva a pentapeptid biolégiailag hatasos (savsecretiét néveld hatasa
van), a pentapeptid szabadsav hatastalan.

8. Vizsgalataink adatot szolgaltattak a gastrin secretiés hatasban
kulcsszerepet jatszé aktiv C-terminalis végesoport patkdnyban torténd kiva-
lasztasi és metabolikus mechanizmusait illet§en. Minthogy a pentagastrin
a mindennapos klinikai gyakorlatban is egyre nagyobb szerepet jatszik, vizs-
galataink e vegyiilet pharmacologiai megismerését is szolgaljak.

OSSZEFOGLALAS

Szerz6k a gastrin biolégiailag aktiv C-terminalis végcsoportjanak, a
pentagastrinnak anyagcseréjét vizsgaltak patkanyban. Kisérleteikhez a penta-
peptid glycin konstituensén C*-gyel jelzett, sajat maguk 4altal szintetizalt anya-
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got hasznaltak. Megallapitottdk, hogy a pentagastrin legfontosabb kivalaszté
szerve a maj. Az epével kivalasztott pentagastrin egy része valtozatlan forma-
ban iiriil, masik része a majban amidase enzym hatésara, biolégiailag inaktiv
pentapeptid szabad savva alakul.
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