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1. BEVEZETES

A SZOTE I. sz. Belgybgyaszati Klinik&jan miikd8dé gyomor-,
bélbetegségekkel foglalkozd osztaly és laboratdrium fejlesz-
tési programjéan beliil lehet&ségem nyilt arra, hogy a gyomor
sbsavtermelését szabdlyozd hormonnal, a gasztrinnal foglalkoz-
hassam. A szérum gasztrin szint ismerete a klinikai gyakorlat-
ban elsdsorban az un. Zollinger-Ellison szindréma kérismézésé-
ben jelentds. betegség létrejdttében ugyanis a gasztrint
termeld sejtek tumoros burjanzdsa vezet egyrészt a magas szé-
rum gasztrin k 1centrdcidé létrejdttéhez, masrészt a gyomor
fokozott sésav =zrmeléséhez. Ez utdbbi kdvetkeztében sokszor
a betegek életét veszélyeztetd tObbszdrds fekélyképzddés ko-
vetkezhet be. betegséyg természetéhbdl kdvetkezik, hogy gyod-
gyitasa csak m zéttel tdrténhet. A miitéti indikacid feldlli-
tasat és a mit i megoldés kivalasztdsat, a tdbbiradnyu la-
boratdériumi vi. sgédlat keretében végzett szérum gasztrin szint
eredménye hatérozza meg, A tdbbi hormon méréséhez hasonldan,

a gasztrin megiatdrozasa is radicimmunoassay-vel tdrténik.
McGuigan /1968, majd Yalow és Berson [1970/ szamoltak be
elsdként gasztrin ellen termelt antitestek eldallitasardl,

ill. gasztrin radioimmunocassay-rdl. Azdta rutin laboratdriumi
vizsgalatokra zlkalmas gasztrin RIA kit a kereskedelemben mar
t6bb valtozatban kaphaté /CIS, SQUIBB stb./. Kezdetben a klini-
kén is kiteket alkalmaztunk a szérum gasztrin koncentrécid-
jéanak a mérésé:r a2, de az egyre gyakoribb igény és a devizat

igényld k8ltsé: =s beszerzésg miatt, gasztrin RIA bedllitéaséara
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vallalkoztunk. Sikeres kisérleteink eredményeként rutin
laboratdériumi mérésekre alkalmas gasztrin radioimmunoassay-t
fejlesztettiink ki /Remdk és mtsai, 1980/. A RIA-hoz fel-
hasznalt ellenanyagunk - mint vizsgdlatainkbdl kiderililt -

a gasztrin /[/1-17/ molekula C-termindlis szekvenciajat ér-
zékeli. Ezt kdvetden olyan gasztrin RIA bedllitasat tliztiik

ki célul, amelyben a felhasznalt antiszérum a gasztrin /[/1-17/
molekula N-termindlis végét méri. Ezen két RIA egylittes al-
kalmazasa rendkiviil el8segiti magénak a 17 aminosavbdl alléd
gasztrinnak a kutatasat, a klinikai vizsgdlatokon kiviil
metaboliz&lddasanak vizsgalatat is. A gasztrin N-termindlis
szekvencidjara érzékeny ellenanyagu gasztrin RIA bedallita-
sat is sikerililt megvaldsitanunk /Németh és mtsai, 1982/.
Doktori értekezésem els® részében ezen két gasztrin radio-—
immunoassay bedllitédséat ismertetem. Parhuzamosan mutatom be

a megvaldsitas egymast kovetd lépéseit, igy Osszehasonli-
tasuk is kdnnyebb. Ertekezésem befejezd részében az emberi
tidd in vivo gasztrint metabolizald képességének vizsgala-
taval foglalkozom. Ezen vizsgdlatok soran mindkét gasztrin
RIA-t felhaszndltuk és segitséglikkel kimutattuk, hogy a gaszt-
rin enzimatikus lebontdsa az emberi tiiddben a molekula C-ter-
mindlis szekvencidjat nagyobb mértékben érinti, mint az N-ter-
mindlisat /Remdk és mtsai, 1983/.

Munkéank fontossdgat és eredményességét a kért és elvégzett
vizsgadlatok nagy szama bizonyitja. Evente kb. 500 szérum
gasztrin koncentrédcidé meghatdrozast végziink. A kisérleti cél-

lal t8rténd vizsgalatok szama még ennél is nagyobb, kb. 700.



2. ALAPVETO ISMERETEK A RADIOIMMUNOASSAY-HEZ

A hormonok testnedvekben eldforduld koncentracidinak
meghatarozasara eldszdr Berson és Yalow /1959/, majd Ekins
/1960/ alkalmazott uj analitikai eljarast. A "fehérjéhez
k6tddés" elvén a plazma inzulin, ill. tiroxin koncentracid-

jat hataroztak meg.
2.1. A radioimmun-analitika /RIA/ alapelve

Minden RIA lényege az antigén-antitest kdzdtti immun-
kémiai reakcid, amelynek soré&n a vizsgdlt antigén izotdppal
jeldlt és jeldletlen formaja vetélkedik az antitest kotési
helyeiért. A RIA hasznositja az antigén-antitest reakcidk
rendkiviili specifikussagat és az izotdp méréstechnika nagy

érzékenységét,
2.2. A RIA alapmodellje

Bliss [1967/ ide&lis RIA esetén nyolc kritérium

[|F~1-8/ teljesililését tételezi fel:

F-1: az antigént egynemiinek, kémiailag egy fajténak tekint-
juk;

F-2: az antitestet szintén egynemiinek, kémiailag egy fajta-
nak tekintjiik /monoklonalis ellenanyag/;

F-3: a reakcid soran egy antigén molekula egy antitest mole-

kulaval 1lép reakcidba, mads kombindcié nem fordulhat eld;
% 0.
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az antigén-antitest reakcidt elsBsorban a tdmeghatéas
torvényével, madsodsorban a kémiai kinetikaval magya-
razzuk;

a radioaktiv jelzett és jelSletlen "hideg" antigénnek
ugyanazok a fizikai és kémiai sajatséagai;

az antigén és antitest mindaddig reakcidban van, amig
el nem éri a reakcid az egyensuly &allapotat;

a jelzett és jeldletlen antigén k&tdtt és szabad formai
szétvalaszthatdk a bedllt egyensulyi allapot megzava-
rasa nélkil;

a kétbtt és a szabad antigén arénya, vagy a kotdtt és

az Osszes antigén aranya meghatarozhatb.

2.3. A RIA elmélete

Az antigén-antitest reakcidt, a radioimmun telitési

analizis elvét az 1. &bra szemlélteti.
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A hideg antigén kompetitive gatolja a jeldlt antigén anti-
testhez vald k&tddését.

A Bliss altal megfogalmazott nyolc feltételt és a tdmeg-
hatas tdrvényét felhasznalva Feldmann és mtsai /1971/ a RIA

rendszert a kovetkezd mddon irtak le:

®y

AG + AB =‘i_-! /|AG-AB/
k
1

+ jzi, +

AG + AB 1-_1-_- /AG -AB/
s

ahol [AG/ a jel&letlen antigén, /AG+[ a jelzett antigén,
[AB/ az antitest, [/AG-AB/ és /AG+-AB/ a jeldletlen és jel-
zett antigén és az antitest koétdtt formainak koncentréacidja;
a /kl/ és k2/ az asszociacids egylitthatdk, a /kI/ és /k;/
a disszocidcids egylitthatodk.

Egyensulyi &llapotnal a tOmeghatés torvénye alapjan:

T=3s
k
x = -1 _ [AG-2B/
o+ _ TAG-AB
1
T-4:
+ _ %2 jact-aB/



A [K/-t és /K+/—ot affinitdsi konstansoknak nevezziik, az an-
titestek reakcidképességét jellemzi. F-6 feltétel alapjan
egyensulyi allapotban K=K .

A jelzett és jeldletlen antigének k&tdtt és szabad formai-

nak aranyat /R+/ és [R/ a kOvetkezd Osszefliggések irjak le:

+
-5 gt = [AG -AB/

_ [|AG-AB/
AG

Egyensulyi allapotban [F-6/ R=R".
A kotdtt antigén [/B/, a szabad antigén [F/ és az Osszes anti-

gén /T/ koncentréacidja:

T-6:
B = /AG-AB/ + /AGT-aB/
F = AG + AGT
T =B + F

Definidljuk még a jeldletlen antigén [p/, a jelzett antigén

[p+/ és az antitest [g/ teljes koncentracidjat:

= AG + [AG-AB/

P
pt = act + [acT-aB/
q

= AB + [AG-AB/ + |[AGT-AB/



Ezen Osszefliggések alapjan a kotdtt és az Osszes antigén

aranyat /B/T/ a kovetkezd Osszefliggés irja le:

H|
|
=

=
-
e}

Egyensulyi allapotban a T-3 - T-8 feltételek alapjén az anti-
gén ko&tott és szabad formainak ardnya [R/ és a koétdtt antigén

teljes koncentrécidéja /B/ k&zott fenndlld Osszefliggés:

R = K- /[g-B/

Ez a linearis &sszefliggés az irodalomban Scatchard-fiiggvény-
ként valt ismertté /1949/. A gyakorlati RIA-ban Berson és
Yalow /1959/ alkalmazta eldszdr. A T-9 Osszefiiggés a RIA-ban
teljesen jellemzi a dbdzis-valasz kozotti kapcsolatot és gon-
doskodik a k&tdtt és szabad arany /R/ valasz valtozodként vald
alkalmazasérdl. Ennek alapjan becsiilhetjiik a /K/ affinitéasi
konstans értékét, valamint az antitest k&tdhelyek teljes kon-
centracidéjat /q/.

Kiildnbdzd kdtétt hormonkoncentracidknadl megmérve a kotdtt

és szabad részek aranyat [R= B/F/-fliggd valtozd és a kotdtt
hormonkoncentracidé /B/-fiiggetlen valtozd fliggvényében abra-
zolva egy egyenest kapunk, amelyre az R = K./qg-B/ fliggvény

illeszthetd /2. abral/.



R /R=B/F/

Ry—Ry
= =——=K/l/mol/
B,—B4
R2 = = (0% = _I“ B |
I : q
| 1
| |
B1 82 B/mol/Ll/

2. abra: Scatchard-fiiggvény

f
Az egyenes meredeksége [-K/-t, metszéspontja az x-tengelyen

Igf-t adja.
2.4. A radioimmun-analitikai mérés

Mérési rendszerben a jeldletlen antigént ismert koncent-
racidéju standard oldat, vagy a meghatdrozandd ismeretlen kon-
centradcidéju minta képviseli. Az egyensuly bedllasédhoz sziik-
séges inkubalads utdn, megfeleld mddszerrel szétvalasztjuk
az antitestekhez k6t3ddtt és szabadon maraddé hormonfrakcidkat.
Az ismeretlen antigén koncentracidt ugy hatarozzuk meg, hogy

az altala létrehozott gatlas mértékét Osszehasonlitjuk az ugyan-



olyan anyaggal készililt kalibracidés gdrbe pontjainak gatlési
szadzalékaval.
A kililénféle RIA metodikakndl a telitési analizis kivitelezé-

sének két formadja terjedt el /Zettner, 1973; 1974/.

a, Egyensulyi médszer: a jeldlt és jelSletlen antigén
egy inkubé&cids lépésben reagdl az antitesttel és az egyen-
suly bedllta utén torténik a kétdtt és szabad frakcidk szét-

valasztéasa.

b, Lépcsbzetes telitési mddszer: az elsd inkubacids
periddusban a hideg antigén megkdtddik az antitesteken, majd
ezt kOvetlen méasodik lépésként adjak hozzad a jeldlt antigént.
Az &llandd kicserélddés /asszocidcid, disszociacid/ kdvet-
keztében bedll az egyensuly, azaz ugyanolyan ardnyban k&tddik
meg az antitesten a jeldlt és hideg antigén, mint amilyen
aranyban a rendszerben jelen vannak.

RIA mérési mddszer kifejlesztéséhez szilikség van tiszta
antigénre, ugyanezen antigénnek izotdppal jeldlt formajara,
specifikus antiszérumra, valamint alkalmas eljaréasra a ko-
tott és szabad hormonfrakcid szétvalasztdsara. Modszertdl
fliggBen mérhetd az antitestekhez kotdtt, ill. szabadon maradd

jeldlt antigén radioaktivitéasa.

2.5. Az antigén fogalma

Antigénnek nevezzik azokat az

lekulasulyu polipeptidek, fehérjék, szteroidok, gyégysierekg ,f;

N



stb./, amelyek a gerincesek szervezetében immunvalaszt in-
ditanak el, aminek eredményeként az antigénnel specifikusan
reagald ellenanyag termelddés, vagy immunsejtek képzddése
indul meg.

Az antigén két legfontosabb tulajdonsdga az immunogenités

és a specificitds. Az immunogenitds az a képessége, hogy

a szervezetben immunvalaszt idéz eld. Az antigén specifici-
tdsan a hatasara képzdddtt ellenanyaghoz vagy immunsejtekhez
vald specifikus k&tddési képességét értjik. Mindkét tulaj-
donsaggal rendelkez® antigént komplett antigénnek nevezziik.
Egyes antigének ©nalldan nem immunogének, erre csak hordozd
fehérjéhez kapcsoltan képesek. A gyakorlatban j6l bevalt hor-
dozd6 fehérjék a szarvasmarha, az emberi és a nyul szérum-al-
buminok, a thyreoglobulin és kiildnb&zd puhatestiiek fehérjéi.
Ezen inkomplett antigéneket hapténeknek nevezzik. A haptének
dltaladban kis molekulasulyu anyagok, amelyek az ellenanyag-
gal a hordozd fehérje nélkiil is reagdlnak, tehdt antigén
specificitéssal rendelkeznek. Ilyen antigén a gasztrin is.
Niswender és Midgley /1970/ szerint a fehérje hordozdra kap-
csolt haptének szama nagymértékben befolydsolja az antigénnel

szemben termelt ellenanyag mennyiségét.

2.6. Az ellenanyag fogalma

Ellenanyagnak, vagy antitesteknek mondjuk azokat a szé-

rumban talalhatdé immunglobulinokat, amelyek az antigén hata-

sara képzddnek és a termelésiiket kivaltd antigénnel specifi-



kusan reagalnak. Az ellenanyag antigénkétd helyei révén
kotddik mind in vivo, mind in vitro az antigén domindns cso-
portjadhoz. Az ellenanyagok &t immunglobulin osztédlyba sorol-
haték: IgG, IgA, IgM, IgD, IgE. Legfontosabb k&ziiliik az IgG,
amely a szérum immunglobulin frakcidé mintegy 80 %-&t alkotja.
Szerkezete ismert, molsulya kb. 160 000. Az IgG immunglobu-
linok két specifikus k&tési hellyel rendelkeznek, mindkettd

a molekula N-termindlis régidjaban talalhatéd.

2.6.1. Antitestek elBallitasa

Antitestek elBallitédsa immunizalds utjan tdrténik. Immuni-
zalds sorédn jo6 immunvalaszt addé allatokba /nyul, birka, kecske/
juttatjak az antigént /[subcutan, intraperitoned&lisan stb./ és
a képzdddtt antitesteket tartalmazd antiszérumot haszndljak
fel a RIA-hoz. Mivel az antigén immunogenitédsat befolyéasolija,
hogy a szervezetben mennyi ideig tudja hataséat kifejteni,
emiatt az antigént adjuvansokban oldva adjédk az allatoknak.

Igy az immunvalaszra serkentd® hatds hosszu ideig fenntarthatd.
Az antiszérumok tulajdonsagait szamos tényezd befolyasolja:
az antigén természete, a felhaszndlt allat, az immunizalas moéd-

ja és ideje, adjuvansok adasa stb.

2.6.2. Az antiszérum tulajdonsagai

Az antiszérum a RIA egyik legfontosabb alkotdrésze.

Titere, specificitédsa és affinitédsa a mbédszer érzékenységén,



specificitasén kiviil annak alkalmazhatbésdgat is meghatdrozza.

2.6.2.1. Titer

A titer, az antiszérumnak az inkubacibés végtérfogatra
vonatkoztatott azon higitésa, amely hideg antigén tavollété-
ben az adott jeldlt antigén 50 %-at megkdti. Az antiszérum
titere nem befolyasolja kézvetlenlil a médszer alkalmazhato-
sdgat, azonban nagyobb titerli antiszérum hasznalata eldnyd-

sebb [Abraham, 1975/.

selbsdud« AREEinitas

Az antiszérumnak az antigénhez vald reakcidképességét
az affinitadsi konstanssal [K/ jellemezhetjiik, ami tulajdon-
képpen nem mas, mint a 2.3. fejezetben felirt T-1 jelzésii
egyenlet egyensulyi &llanddéja /T-3/. Meghatarozasa az 2.3. fe-
jezetben leirt médon Scatchard-fliggvény segitségével tdSrténik.
Az affinitasi konstans ismeretében meg lehet hatdrozni a RIA

varhatd érzékenységét [Berson és Yalow, 1968/.

A megfigyelések szerint [Abraham, 1975/ minél nagyobb az an-
tiszérum affinitdsi konstansa, anndl érzékenyebb a mdédszer

és alacsonyabbak a nem specifikus haté&sok.



2.6.2.3. Specificitas

Az antitestek specificitédsat az antigén azon molekula-
szerkezete hatarozza meg, amely az antigén immunogenitasaért
felelds. Mivel az antitestek az antigén molekula kilénb&dzd
részeivel szemben termelddhetnek, igy tobbféle antitest lehet
egyidejlileg jelen. Az antiszérum specificitéasat ezek ereddje
adja. A specificitéas kérdése kiildntsen akkor fontos, ha a rend-
szerben a meghatdrozandd antigénhez hasonld szerkezetii anyagok
is jelen vannak.

Az antiszérum specificitasat keresztreakciodkkal jeliemezzﬁk.
Ekkor az antigénnel rokon szerkezetli vegyliletnek az antitesthez
vald kotddését hatarozzuk meg. A keresztreakcidk meghatérozasa-
nal a mérni kivant antigénnel [/S/ és annak radioaktiv formaja-
val /S+/ készlilt kalibracidés gdrbét hasonlitjuk Ossze a rokon
szerkezetii vegylilet /Z/, ugyanazon antiszérummal és /S+/—tel
felvett kalibréacids gdrbéjével. Szamitisdra az 50 %-os kiszo-
ritdsos mdédszer [Abraham, 1969/ a leghasznalatosabb.

A kalibréacids gorbérdl leolvassuk [Z/-nek azt a molaris kon-
amely 50 %-at szoritja ki /S+/-nek és ezt

centracidjat /ZSO/’

/Sso/—nel hasonlitjuk Ossze.
Keresztreakcid = = 100 [/%/
Az antiszérum specificitédsat, ill. hasznalhatdésagat nagymér-

tékben befolyasoljak a bioldgiai mintdkban jelenlévé, kereszt-

reakcidét add anyagok mennyiségi viszonyai.



2.7. Radioaktiv antigének

Radioimmunoassay-hez a mérni kivant antigén radioaktiv
izotdbppal jelzett formdja is szilikséges. Jelzésre négy radio-

1311, 125I 3 - 14

aktiv izotdpot hasznélnak: , H és C.

2e Taks H és l4C izotdppal jelzett antigének

A 3H és l4C izotdpokat altalé&ban szteroid hormonok jel-
zésére hasznaljak. Ezen radioaktiv atomoknak a molekulékba
tOrténd beépitését megfeleld sugarvédelmi eldirasu kémiai la-

boratdriumokban végzik. 3H és a4

C izotdéppal t6rténd jelSlés-
sel viszonylag alacsony fajlagos aktivitasu termékek nyerhe-
tBk. Mivel ezen izotdpok felezési ideje hosszu /3H: 12.26 év,
14C: 5760 év/, igy aktivitédsuk a felhaszn&lds ideje alatt alig
valtozik. Az autoradiolizis k&vetkeztében létrejovd karosodas
miatt, a jelzett hormon hosszabb iceig [6 hdnap/ t&rténd taro-
lésakor a felhaszné&las eldtt tisztitani kell. A 3H és l4C
jelzett antigének felhasznalasanak igen nagy hatranya, hogy
liquidszcintillacids mérdberendezést és szcintillacids olda-
tokat igényel, amelyek a méréstechnikat nagyon megdragitjak.

Ledelde 1251 és l3lI izotdéppal jeldlt antigének

J6d izotdpokkal vald jelzés f&leg fehérje és polipeptid
természetli antigének esetében haszndlhatd, mivel kdnnyen szubsz-

titudlddnak a fehérje vagy polipeptid lanc tirozin, hisztidin
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csoportjaira. Szteroidok esetében tirozin-metilészter, hisz-
tamin vagy tiramin oldallénc szilikséges a sikeres jeldléshez.

A Greenwood és mtsai /1963/ altal kidolgozott kloramin-T oxi-
dacids reakcid a leghasznalatosabb jeldlési eljaras. A mddszer
lényege, hogy az antigén tirozin molekuldiba olyan jéd atomot
viszink be, amit radioaktiv NaI+—b61 "in statu nascendi" oxi-

daciodval allitunk eld /3. abra/.

— o j@
?OfN—Cl ?OfNHz

@ NG®+ H0 — @ + NaOCl
I I
CH3 CH3

“kloramin-T_

*
NaOCl + 2Nal® + Hy0 = NaCl +2NaOH + I

x*

/H /l )

HOOC—CH—CHZ—@—OH v HOOC—-ICH—CH2—©—OH S HI

I S 4
tirozin I*—tirozin

3. abra: Jddozéds kloramin-T mddszerrel

Mas jeldlési eljarasok is ismertek. Marchalonis [1969/ lacto-
peroxidaz enzimet haszndlt az oxidacidhoz. Fraker és Speck
/1978 a "Iodogen"-t /1,3,4,6-tetrachloro-3a, 6a-diphenyl
glycoluril/ hasznélta oxid&ldszerként és segitségével nyul
IgG—t és csirke lizozimot jel8lt. Salacinski és munkatarsai
[1981/ 23 fehérje, ill. polipeptid "Iodogen"-es jeldlését vé-

gezték el. Jodozott termékeiket Osszehasonlitva a mas eljaras-

Z %



sal késziilt jodozott termékekkel azt talaltdk, hogy a "Iodogen"-
es eljaras sokkal kiméletesebb, az antigén kevésbé karosodik;
ugyanakkor az antigénbe beépilild jod atomok szama cstkken, igy

a termékek specifikus aktivitéasa alacsonyabb.

A 3. abra reakcidegyenletébdl lathatd, hogy melléktermékként
radioaktiv HI+ is keletkezik, ill. az oxidacid kdvetkeztében

a jeldlt antigén egy részének roncsolddasa is bekdvetkezhet.
Emiatt a felhaszndldshoz a jelSlést k&vetden az antigéneket
tisztitani kell.

A gamma sugérzd izotdpokkal /1251, l3lI/ torténd jelblés eldnye,
hogy a jeldlési reakcidé - ha a sugarvédelmi eldirasok adot-
tak -, akar diagnosztikai laboratdriumban is elvégezhetd.
Tovabbad eldny a gamma sugarzas kénnyl mérés lehetOsége. Hat-
rany viszont, hogy ezen izotdpok felezési ideje viszonylag

rovid /1251: 60.1 nap, 13lI: 8 .06 nap/. RIA-hoz a 125

I izotodppal
t8rténd jelzés az alkalmasabb, ekkor 1,5-2 havonta kell ismé-

telni a jeldlést.
2.8. A kbtbtt és szabad antigének elvalasztéasa

Az inkubéacids folyamatot kdvetBen - amelyet megfeleld
hdmérsékleten adott ideig végzlink -, az antitesthez k&tott
és szabad antigéneket kiildnvalasztjuk. A nagyszamu szeparacids

eljaras 3 csoportra bonthatd:

a, A szabad antigén elklilonitése szilikathoz, talkumhoz,
florizilhez, dextrannal bevont csontszénhez, celluldzporhoz

vald adszorpcidval;



b, az antitestekhez kotétt antigén izolalasa:s
[szerves olddszeres—-, polietilén-glikolos kicsapas, masodik

antitest hozzadaddsa, szilard fazisu antitest mddszer/;

c, a kdtdtt és szabad antigének differencial vandorol-
tatédsa /gélkromatografia, elektroforezis/. A leggyakrabban
hasznadlatos mdédszerek: dextrannal bevont csontszenes elva-
lasztas, polietilén-glikolos kicsapéas, kettds antitest mdéd-
szer. Ujabban a szildrd fazishoz kotdtt antitest alkalmazésa
van elterjeddben, mert a fellletén lejatszddd reakcid egyben

az elvalasztast is magaba foglalja.

Az elvalasztast kdvetden a 3H és 14C jelzett antigének
esetében &dltaldban a fehérje-kotésben maradt antigén radio-
aktivitasat mérjik, mig jéddal jelzett antigének esetében
lehet8ség van akar a kotdtt, akadr a szabad frakcidk radioak-

tivitadsanak meghatarozasara.

2.9. A RIA meghatdrozas minOségének ellendrzése

A RIA metodikdkban eldforduld hibdkat minGségi ellendr-
zéssel derithetjiik ki, igy lehetdvé valik azok megsziintetése.
Haszndlatos alapfogalmak: reproduké&lhatbéséag, pontossag, pre-

cizitas.



2.9.1. Reprodukalhatésag

Reprodukalhatdésagon azt értjlik, hogy a mintat ismételt
vizsgédlatok soradn mérve annak hormontartalmdra tett becslé-
slink eredménye mindig ugyanaz a méroszam. Ez pipettazasi-,
higitési-, aktivitéas mérési hibak miatt szinte alig teljesiil.

2.9.2. Pontosséag

A mérés pontossagan azt értjik, hogy a mért értékek at-

laga a minta valddi hormontartalmé&tdl milyen mértékben tér el.

2.9.3. Precizitas

A mérés precizitédsa a mérési eredmények szodrasaval van

8sszefliggésben. A precizitdst a variacids egylitthatdéval /[CV/

jellemezziik. Szamitdsa - ugyanazon minta tSbbszdri parhuzamos
mérésével - az alabbi képlettel tdrténik:
cv = 100 - 22 gy
X

Az egyenletben szerepld [X]/ a minta mérési eredményeinek &atlaga
az [SD/ pedig a szbrdsa. Minél kisebb az értéke, annal megbiz-

hatdbb a minta hormontartalmdra tett becslésiink.



2.9.3.1. Belsd és kiilsd variacids egyilitthatd meghatarozasa

A belsd és kiils® variacids egyilitthatd a vizsgdlat preci-
zitadsardl informdl. Ezen egylitthatd meghatarozadsidhoz ismert
hormontartalmu ellendrzd mintdkat haszndlunk. Célszerii ezeket
ugy megvalasztani, hogy hormontartalmuk a méréstartomany kii-
16nb6z8 részére essen [/pl. egy alacsony, egy kdzepes és egy
magas koncentracidéju ellendrzd® minta hormontartalmdt hatdroz-

zuk meg parhuzamosan a méréssorozatokban/.

a, Egy-egy méréssorozatban, az ellendrzd mintdkhoz tar-
tozd variécids egylitthatdk atlaga a vizsgalat belsd variaciods
egylitthatdéja /B-CV/.

A bels® variacids egylitthatdét [B-CV/ a klilénbdzd ddézisszintek
variacids egyltthatdéi sulyozott szamtani atlaga alapjéan sza-

mitjuk:

Az egyenletben szerepld /CVil az "i"-edik minta variacids

egylitthatéja, /ni/ a meghatarozasok szama.

b, A klilsd variacids egylitthatd [K-CV/ az ellendrzd min-
ték vizsgalatok kozotti variacids egylitthatdéinak atlaga.
Szamértékét az ellendrzd mintdkhoz tartozd, kiilénbdzd mérés-—
sorozatokban mért atlagok alapjan szamitott varidcids egylitt-
hatdk atlaga képezi. Kiszamitasa az alabbi képlet alapjan tdr-

ténik:



tn, - cvj;y
K-CV = s [%]
/Cviy/ az "i"-edik mintéanak az x és y méréssorozat alapjan

meghatarozott variacids egylitthatdja, /ni/ a meghatarozasok

szama.
2.10. A radioimmunoassay jovoje

A radioimmun—analitikai eljarasok tovabbi tdkéletesité-
séhez szilard fazishoz kapcsolt monoklondlis antitestek alkal-
mazasa sziikséges. Ezzel ndvelhetd az assay specifikusséga é€s
leegyszeriisbdik az antigén-antitest k&tésben 1évo, ill. sza-
badon maradd hormonfrakcidk szétvalasztasa. A k&zeljovd un.
"szendvics" technik&dju radioimmunoassay-jének az elvét a 4. ab-

ran mutatjuk be.
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4. abra: "Szendvics" technikaju radioimmunoassay



Ezen RIA meghatarozashoz két, az antigén molekula mas—-més
szekvencidjaval szemben képzdd&tt monoklonédlis ellenanyag sziiksé-
ges. Amig az egyik ellenanyag szildrd hordozdéhoz kapcsoltan
van jelen a rendszerben, addig a masik radioaktiv formaban
jelz3ként szerepel. A RIA meghatarozas két szakaszbol &all.

Az elsd inkubdcids lépésben a feleslegben 1évd, szildrd hor-
dozbhoz kdtdtt antitesthez hozzakapcsoldédik a mérni kivant
antigén; a masodik szakaszban a feleslegben 1évd, radioaktiv

izotbéppal jelzett antitest kapcsolddik a mar k&tésben 1évo

antigénhez.
A hagyomdnyos - oldott &llapotu antigén-antitest komplex
képz&désen alapuld - radioimmunoassay-vel szemben ezen RIA

technika el®nyei:

- a két eltérd szekvenciaérzékenységli monoklonédlis
ellenanyag egylittes alkalmazasa biztositja a meg-

hatdrozads antigénspecifikussagat;

- a szildrd fazisu technika a kotdtt és szabadon ma-
radd hormonfrakcidk egyszeri elvalasztasat teszi
lehetdvé;

- megsziinnek az antigén radioaktiv izotéppal tdrténd

jeltlésének nehézségei.
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3. RADIOAKTIV JOD IZOTOPPAL JELZETT ANTIGENEK TISZTITASA

A 2.7.2. fejezetben ismertetett okok miatt, a jodozasi
reakcidot kovetdSen a jeldlt antigént tisztitani kell. A leg-
gyakrabban alkalmazott eljarasok: gélszlirés, dializis, ion-
cseréld kromatografia, poliakrilamid-gél elektroforézis.

Ezek k&zlil az egyik leghatdsosabb eljaras a poliakrilamid-gél

elektroforézis.
3.1. Az elektroforézis fogalma

Az elektroforézis aF un. elektrokinetikai jelenségek
kdzé tartozik. Ekkor a folyadék fazisban szétoszlatott,
elektromos kettBsréteggel rendelkezd részecskék vandorolnak
elektromos erdtérben a fellileti toltésiikkel ellentétes pdlus
felé. A részecskék vandorlasi sebességét foképpen toltésiik
és az elektromos erdtér szabja meg, de fligg a k&zeg anyagi
minGségétdl is. A vandorlasi sebességet leird Osszefliggés:

-H

E-e-H
6+7.n

u =

ahol /t/ a vandorld részecskék elektrokinetikai potencialja,
le] a kbzeg dielektromos &llanddja, [H/ az alkalmazott tér-
erdsség, [n/ a kdzeg belsd surlddiasa. Az elektroforetikus el-
vadlasztasi folyamat alapja, hogy a szepardalandé komponensek

elektromos erdtérben kiilonb&zd sebességgel vandorolnak.
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3.1.1. A poliakrilamid-gél elektroforézis alapjai

A poliakrilamid-gél elektroforézis a szildrd hordozdn
végzett elektroforézis csoportjdba tartozik. A poliakrilamid
az akrilamid és az N,N’-metilén-bisz-akrilamid /BIS/ térh&lés
szerkezetll polimerizécids terméke. Az egymds mellett ndvekvd
poliakrilamid lancokat a térhé&ldésitd egyméashoz kapcsolja és

haldézatos szerkezetll, haromdimenzids gélstruktura alakul ki

/5. abra/.
CHy=CH ~CHy-CH—CHy~CH—CHy—CH—
C=0 C=0 =0 =0
|

CHy=CH N NHy NH, N

C=0+ CHy — CHy

NH2 WH NH2 wHZ NH
L c—oc -0 c=-o

|
CH2=CH /Im/ —CHs CH CH CH35~CH5~ CH—

2

5. &bra: Poliakrilamid-gél képzddése

Az akrilamid és BIS koncentracid, ill. a polimerizacid
foka meghatdrozza a gél racsszerkezetét, amely az atlagos pd-
rusnagysaggal jellemezhetd. Raymond [/1964/ és Richards /[1965/
megallapitottdk, hogy a gél akrilamid koncentraciéjénak véaltoz-
tatéséval a keletkezd poliakrilamid—-gél atlagos pdrusmérete,
igy a gélen atsziirddd molekuldk nagysaga [molekulasulya/ is

tdg hatarok kozétt valtozhat. A gél akrilamid koncentracidjat



2,5-35 % kozott valtoztatva, a pdérusméret 2,.5-0.8 nm, az &at-
szUirddd egységek molekulasulya pedig 2xlO6 - 2xlO3 kdzoétt val-
tozik.
A poliakrilamid-gél legszembetiindbb el6nyé mé&s gélanyagokkal
szemben a nagy felbontéasi képesség, amely egyrészt a pdrus-
méret valtoztatasaval, masrészt az elvalasztandd komponensek
eltérd toltésnagysagaval magyarazhatdé. Wright és mtsai /1966/
vérplazmédbd6l un. "differencial" mdédszerrel kb. 50 szérumfehér-
jét tudtak kimutatni.

Poliakrilamid-gél készitéséhez az akrilamid monomeren
és az N,N’'-metilén-bisz-akrilamidon kivlil mé&s anyagok is
sziikségesek. Megfeleld Osszetételii pufferoldatokban t&rténik
a monomer oldésa, a polimerizéacid folyamatdhoz pedig katali-
zatorokat hasznédlnak, amelyek meginditjak és gyorsitjak a tér-

halésodast. Leggyakrabban haszndlatos katalizatorok:

- 3-dimetil-amino-propionitril,
- ammoénium-perszulfat / /NH4/25208/,

- N,N,N/N’~-tetrametil-etilén-diamin /TEMED/.

A katalizatorok mennyiségének megvalasztasanal ligyelni kell
arra, hogy a gélképzddés 15-30 perc alatt befejezddjék.
UV-fénnyel t8rténd megvildgitds ugyancsak eldsegiti a térhéa-
losodasi folyamatot.

A gélképzési miiveletet ugy kell végezni, hogy a gél megszi-

ldrduléasa mar forméba &ntdtt allapotban tdrténjék meg.
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4. A GASZTRIN

A magasabb rendl szervezetek életmiikddésének szabalyoza-
sadban nagyon fontos szerepet tdltenek be a peptidhormonok.
A gyomor-bél rendszer egyik peptidhormonja a gasztrin. Gyomor-
sav termelést fokozd hatésa alapjan Komarov /1938/ gondolt eld-
szO0r hormon-szerii anyag létezésére a macska antrum-nyalka-
hartyajaban. Az 1950-es évek végéig e hormon szamos élettani
hatédsat felderitették, de a kémiai sajatsagai kozil csak azt
ismerték, hogy polipeptid. Kémiai tulajdonsagainak kutatasaval

elstként Gregory és Tracy kezdett foglalkozni.

4.1. A gasztrin biokémiaja

Gregory és Tracy az 1960-as évek elején a gasztrin izo-
lalésara és szerkezetének felderitésére vallalkozott., Sertés
antrum-nyalkaha&rtyabdl két azonos amindsav Osszetételli, bio-
légiailag aktiv peptidfrakcidt izolaltak oszlopkromatografiaval
/1964/. A sertés gasztrin I és II-nek elnevezett peptidfrakcid
egyarant 17 aminbésavbol &4ll1, viszont a II-es jelzésiiben a 1l2-es
helyzetli tirozin fenolos hidroxilcsoportja szulfatészterként
van jelen. Ez a magyarazata eltérd kromatografids viselkedé-
siiknek és okozza a sertés gasztrin II savanyubb jellegét.

Az emberi gasztrin izoldlasat ugyancsak Gregory és mtsai
végezték el [/1966/. A szerkezetfelderités soran kideriilt,
hogy az emberi és sertés gasztrin kozdtt egyetlen kiildnbség
taldlhatd csak, mégpedig az 5-8s helyzetli aminosav sertés-
nél L-metionin, az embernél L-leucin. Az emberi gasztrin

[1-17] szerkezete:



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
PGlu-Gly-Prc-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-

12 . 13 14 15 16 17

—Tyr-Gly-Trp—Met--Asp—Phe—NH2

A késObbiek soréan elvégezték a kutya, macska, juh és szarvas-
marha gasztrin izoldlasat és szerkezet felderitését is,

Ezek alapjan bizonyossa valt, hogy emldsdkben a gasztrin

heptadekapeptid-amid /G-17/ két formadban - szulfatésztert
nem tartalmazd, ill. tartalmazdé - taldlhatd, de az I és II
jelzésli hormonok aréanya fajonként eltérd. A madsik sajatsag,

hogy minden fajspecifikus G-l17 esetében k&z8s az aminovégi
[N-termindlis/ tetrapeptid, a 6-os, 7-es és 9-es helyzetl
L-glutaminsav egység, valamint a karboxilvégi /C-terminélis/

Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH, szekvencia. Ezen eltérések

2
csupan egyetlen pontmutdcidra vezethetdk vissza.

A fajspecifikus gasztrinok szerkezet felderitése enzimes emész-
tés, a tdredék peptidek elektroforetikus vizsgdlata és aminosav-
analizise, valamint tOmegspektrografia segitségével tdrtént.
Véglil a felderitett szerkezetet szintézissel igazoltak.

A sertés gasztrin szintézisével egyiddben Tracy és Cregory
[1964/ meghataroztdk a hormon aktiv centrumat is. A C-termindlis
tetrapeptid—-amid rendelkezik a természetes hormon Osszes ismert
hatasaval, bar hatéserdssége annak kb. csak 10 %-a. Morley vizs-
galatai szerint [/1968/ a tetrapeptid szekvencia aminovég felé
tOrténd hosszabbitasaval a bioldgiai hatas fokozatosan kozelit
a teljes polipeptid hormonéhoz. A gasztrinmolekula aminovégi
része élettani korlilmények k&zdtt valdsziniileg véddfeladatot

tolt be.
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Az elvalasztéasi miiveletek t8kéletesedésével egyre tSbb
peptidhormonrdél valt ismertté hogy heterogén, azaz kiildnbdzd
nagysagu molekularis formdi vannak jelen a keringésben és
ezek bioldgiai hatdsa is eltérd lehet.

A gasztrin esetében Rehfeld [1975/ 20 bioldgiailag aktiv és
kettd inaktiv tipust tételezett fel. Ezen tipusokat a kdvetkezd
csoportokba sorolhatjuk:

Komponens I: - kémiailag pontosan még nincs tisztéazva,

kb. 45 aminosavbdél &all

Ms: kb. 10000

Komponens II: - Gasztrin 34 = G-34 big gasztrin

Ms: 3870

Komponens III:- Gasztrin 17 = G-17 little gasztrin

Ms: 2100

Komponens IV: Gasztrin 13 = G-13 minigasztrin

Ms: 1700
A komponens II,III és IV szulfatéalt és nem szulfatalt formaban
is megtaldlhatdé a szervezetben. Elettanilag a II és III kom-~
ponens a legfontosabb. Leggyakrabban egymas mellett talalhatdk
a keringésben és a megfeleld szervekben, viselkedésiik, mennyisé-
gi jelenlétiik révén egymast kiegészitik.
Az egyes komponensek bioldgiai hatdsa eltérd. Walsh és mtsai
[1974] kutyakisérletek alapjén azt taldltdk, hogy ha a G-17
gyomorsav kivalasztd hatasat 100 %$-nak tekintik, akkor a G-45
1l %-nyi, a G-34 20 %-nyi, a G-13 50 %-nyi savstimuldldé hatésu.
Egyes szerzdk /[Yalow és Berson 1972, Rehfeld 1974, Dockray 1975/

az un. big big gasztrin létezését is bizonyitottdk. Ennek mole-

kulasulya 20000-nél nagyobb.
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5. KISERLETI ANYAGOK

A bevezetOben emlitett két szekvenciaspecifikus gasztrin
radioimmunoassay kidolgozasanal felhasznalt anyagokat az al-
kalmazas mdédja szerint csoportositva mutatjuk be.

I. Az antigének készitéséhez felhasznalt haptének:

1. A Winsch és munkacsoportja /Max Planck Institut,
Miinchen/ &ltal szintetizalt /[Winsch 1972/a; 1972/b; 1972/c/
15-Leu humén gasztrin I [1-17/:

PGlu-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-

—Trp-Leu—Asp—Phe—NH2

2. A SZOTE Orvosvegytani Intézetének munkatarsai készi-
tette humédn gasztrin I N-terminalis [/1-13/ fragmense:

PGlu-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly

ITI. A szekvenciaspecificitasi vizsgadlatoknal alkalmazott
anyagok:
1. PGlu-Gly-Pro-Trp-Leu
2. Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly
3. Ala-Tyr-Gly
74. Gly-Trp
5. Trp-Leu
6. Trp-Met-Asp-Phe-NH

2
7. Leu-Asp-Phe-NH

2
8. Asp-Phe-—NH2
9. CCK-8
10, CCE-33

11. BOC-g-Ala-Trp-Met-Asp-Phe-NH [Acignost/

2



A II. 1-8 peptidfragmenseket, tovabba a CCK-oktapeptidet

a SZOTE Orvosvegytani Intézet munkatadrsai készitették.

[|A CCK-oktapeptid szintézise szabadalmi eljards alatt van./
A 99 %-os tisztasagu CCK-33-at V. Mutt professzortdl /[Karo-
linska Institut, Stockholm/ kaptuk ajandékba. Az "Acignost"

pentagasztrint a VEB Berlin-Chemie gyartotta.

IIT. A gasztrin radioimmunoassay-k be&llitadsdhoz felhasz-
nalt puffer-oldatok:

l. Gasztrin RIA I assay-puffer: 0.02 M-os, pH=8.4
verondlpuffer. Készitése: 1.050 g Barbitursavat és 2.950 g
Na-dietil-barbituradtot oldottunk kétszer desztillalt vizben
és kiegészitettiik 1000 ml-re.

2. Gasztrin RIA II assay-puffer: 0.04 M-os, pH=8.4 vero-
nalpuffer. Készitése: 1.050 g Barbitursavat és 2.950 g Na-dietil-
barbiturdtot oldottunk kétszer desztillalt vizben és kiegészi-
tettik 500 ml-re.

3. A gélkromatografidhoz hasznalt 0.1 M-os, pH=7.4 fosz-
fatpuffer készitése: 13.883 g Na,HPO,-2H,O0-t és 3.036 g

2 4 2

NaH2P04'H20—t oldottunk kétszer desztillalt vizben és kiegé-

szitettiik 1000 ml-re.
4. A jelblési reakcidnal alkalmazott 0.25 M-os, pH=7.4
foszfatpuffer készitése: 34.708 g Na2HPO4'2H20—t és 7.589 g

NaH2P04-H20-t oldottunk kétszer desztillalt vizben és kiegé-
szitettiik 1000 ml-re.
5. A poliakrilamid-gél elektroforézisnél alkalmazott tris-

ecetsav tOrzspuffer készitése: 48.44 g Tris-/hidroxi-metil/~-



amino metant és 4 g Na-lauril-szulfdtot oldottunk 800 ml
kétszer desztillalt vizben. Ezt kdvetden 12 ml jégecetet mér-
tink az oldathoz, majd kétszer desztillalt vizzel 1000 ml-re
egészitettiik ki.

A puffer—-oldatok készitéséhez felhasznalt valamennyi vegy-

szer Reanal készitmény volt.



6. SZEKVENCIA-SPECIFIKUS GASZTRIN RADIOIMMUNOASSAY-k

KIDOLGOZASA

Laboratériumuankban a gasztrin mérésére két radioimmuno-
assay-t allitottunk be. Kronoldgiai sorrendben, a gasztrin
heptadekapeptid C-terminadlis szekvencidjat érzékeld ellen-
anyagunk felhasznalasaval a gasztrin RIA I-et, a molekula N-
termindlis végé érzékeld ellenanyagunkkal a gasztrin RIA II-t.
A kOnnyebb attekinthetdség és Osszehasonlithatdsdg céljabdl
a két RIA bedllitésénak egymast kdvetd lépéseit parhuzamosan

mutatjuk be.
6.1. Gasztrin antigének készitése

I. A gasztrin RIA I bedllitasandl a 15-Leu humdn gasztrin I
[1-17/-et [/5. fejezet I.l./ hasznaltuk fel mint haptént. A gaszt-
rint bovin szérum albuminhoz /BSA/ kapcsoltuk aktiv-észter
technikéaval.

10 mg BSA-t /SIGMA/ 1.0 ml kétszer desztilldlt viz és dimetil-
formamid /DMF/ 1l:1 aré&nyu keverékében; 7.2 mg gasztrint pedig
0.5 ml diox&n és 1.2 ml DMF keverékében oldottuk fel. A gaszt-
rin oldathoz cseppenként 27 pl trietilamint adtunk, majd az ol-
datot 0 ©C-ra hiitsttiik. Lehiilés utdn a gasztrinoldathoz

13 1l 10 %-os kldérszénsav izobutilésztert adagoltunk cseppen-
ként. A reakcidelegyet O °c-on 3 percig kevertiik. Ez alatt
aktivaldédtak a gasztrin szabad karboxil-csoportjai. Az aktivalt

gasztrinoldathoz &llandd keverés k&zben cseppenként hozzégd@g&Q




a kdzben 0°Cc-ra hiitdtt BSA oldatot. A reakcid lejatszdda-
sat buborékképzddés formajadban széndioxid felszabadulédsa je-
lezte. A 120 perces reakcididd alatt a pH-t 0.01 M-os NaOH-dal
7.0-en tartottuk.

A kapcsoléas utan a gasztrin-BSA antigént 6 O6radn at desztillalt
vizzel szemben 4 °C-on dializaltuk, majd liofilizaltuk.
Aminosav-analizissel vizsgalva, az antigénen beliil a gasztrin-

BSA mélarénya 12:1 volt.

II. A gasztrin RIA II-nél hapténként a humén gasztrin I
N-termindlis /1-13/ fragmense /5. fejezet I.2./ szerepelt,
amelyet sertés thyreoglobulinhoz /Koch~Light Laboratories Ltd/
kapcsoltunk.

A kapcsoléds un. vegyes anhidrides peptidkapcsolési technikéaval
tortént: 9.1 mg tercier butiléterrel részlegesen védett gaszt-
rin N-termindlis /1-13/ fragmenst oldottunk 1.2 ml BMF és 0.5ml
dioxan keverékében; 20 mg sertés thyreoglobulint pedig 0.6 ml
fizioldgids sdoldatban. Az oldatokat O ©Cc-ra hiitéttik. Az N-termi-
nadlis gasztrin fragmens oldaté&hoz cseppenként Osszesen 42 yul
N-metil-morfolint, majd 22.4 ul kldrszénsav izobutilésztert
adtunk. 3 perces aktivalas utan, folyamatos keverés k&zben

a hitdtt thyreoglobulin oldatot a keverékhez csepegtettiik.

A reakcidelegyet 2 6ran at O ©c-on folyamatosan tovabb kevertiik,
ekézben 0.01 M-os NaOH hozzaad&saval a pH-t 7.0-n tartottuk.

A kdvetkezd lépésben a reakcidelegyet desztillalt vizzel szem-
ben 30 percig, majd fizioldgias sboldattal szemben 24 6ran at
dializaltuk. A védGcsoportok eltavolitédsat a szokasos mdédon

sbsav/jégecet-tel végeztiik. Ez a miivelet 60 percig tartott.



Ezt kOvetben az elegy pH-jat 2 M-os NaOH-dal semlegesre alli-
tottuk be, majd az anyagot 4 ©c-on fizioldégias sboldattal mos-
tuk és centrifugdltuk. TObbszdri ismételt mosids és centri-
fugédléas utédn az antigént liofilizaltuk.

Aminosav-analizissel vizsgalva, az antigénen beliil a gaszt-
rin fragmens-thyreoglobulin mélardny 32:1 volt.

A kapcsoléds eldzménye, hogy a tercier butiléteres védelem

a tridekapeptid C-termindlis glicinjének karboxil-csoportjara
nem terjedt ki. Ennek k&szdnhetd, hogy a tridekapeptid a C-
termindlis glicinen keresztiil tudott a thyreoglobulinhoz kap-

csolddni.
6.2. Gasztrin antiszérumok elBallitésa

Az immuniz&las gyakorlati kivitelezése az immunvalasz
ellendrzése, az antiszérum tarolasa mindkét radioimmunoassay
kidolgozasédnal gyakorlatilag azonos volt. Gasztrin [/1-17/-BSA
antigénnel, ill. gasztrin N-termindlis [1-13/-thyreoglobulin
antigénnel, 3-3 vegyes tdrzsli him nyulat immunizaltunk. Az &al-
latok egy hdnapos iddkozonként 1-1 ml komplett Freund adju-
vans [Bacto/ és steril fizioldgids sé 1l:1 aranyu emulzidjaban
oldott, 1-1 mg antigént kaptak 15-20 helyre eloszlatva szubkutan
a hat bdre ald. Az immunvalaszt a masodik oltéast kdvetden 1251
izotdéppal jelslt 15-Leu humdn gasztrin I [/1-17/ /6. 5-6. fejezet/
segitségével ellendriztiik. Mindkét antigén esetében csak egy-

egy nyulndl taldltuk kielégitdnek az antitestek termelddését.

A hatodik immuniz&las utdn ezen allatokat az arteria carotison



at elvéreztettilk. Az immunsavdot 5 %-os humdn szérum albumin-
nal /HUMAN/ huszszorosra higitottuk és aliquotokban liofi-

lizalva -20 °C-on taroltuk.
6.3. Az antiszérumok tulajdonsagainak vizsgalata

A két gasztrin RIA-hoz felhaszndlt antiszérumok jellem-
zéséhez meghatdroztuk azok titerét, affinitdsi konstansuk ér-

tékét, valamint specificitéasukat.
6.3.1. Titer

A két antiszérum titerének meghatdrozasa azonos médon tdr-
tént. Mindkét antiszérumbdl assay-pufferek /5. fejezet III.1-2./
alkalmazasaval higitasi sort készitettliink 1:50-1:5000-ig.

Ezt kOvetden polisztirol RIA csdvekbe/Gamma Mivek/ 0.8 ml assay-
-puffert, duplikacidban 0.1 ml kiilénb6z6 higitdsu antiszérumot,
majd 0.1 ml térfogatban kb. 5000 cmp belitésszamu 1251 izotéppal
jeldlt G-17-et mértiink be.Az inkubacids végtérfogat igy 1 ml volt.
Az Osszekeverés utadn az antigén-antitest ko6tddési reakcid le-
jatszodasahoz a mintdkat 4 ©c-on 48 6radig inkubaltuk. Az ellen-
anyaghoz k&tddott és szabadon maradd hormonfrakcidkat dextran-
nal bevont csontszénnel szétvalasztottuk, majd a szénen adszorbe-
aldédott szabad hormonfrakcidk aktivitasat megmértik /6.8. fe-
jezet/. A mért aktivitasi értékek, valamint a csdvekbe bevitt
Osszaktivitas ismeretében - a nem fajlagos k&étddést figye-

lembe véve -, kiszamitottuk az antiszérumok kiilénbdzd higitasai-



hoz tartozd k&tési szazalékokat. [/Antiszérumot nem tartal-
mazd mintdk esetében, az adszorpcids elvidlasztds utan a felill-
uszokban taldlhatd aktivitasi értékeket jeldljik a "nem faj-
lagos kotodés" kifejezéssel./ Ezen értékeket a higitéasok
fliggvényében abrazolva un. antiszérum higitasi gdrbéket kap-

tunk /6. abral/.

100
g gasztrin RIA |.
504------
- I
- I
1
4 1
1 1, i i "higitas/ 1
500 1000 15000 99T o000
‘°/o/
gasztrin RIA II.
100

TR T
1 /higitas/
500 25000 9tasl o0

6. abra: Gasztrin antiszérumok higitdsi gdrbéi

Az S alaku gbrbék lefutdsébdl megédllapithatd, hogy a gasztrin

RIA I-nél haszndlt ellenanyagunk az 1:7000, a gasztrin RIA II-



nél haszndlt pedig az 1:25000 végsd higitas esetében k&ti
meg az inkubdcids elegybe bemért jeldlt gasztrin 50 %-at.
Igy antiszérumaink titerei az 1:7000-es, ill. 1:25000-es
higitas. Vizsgalataink tovabbi részében ezen antiszérum-hi-

gitéasokkal dolgoztunk.

6.3.2. Affinitasi konstansok

A két gasztrin radioimmunoassay-hez felhasznalt anti-
szérumaink affinitadsi konstansat a Scatchard-fliggvény segit-
ségével hataroztuk meg /2.3. fejezet/. A RIA csbvekbe az assay-
puffereket, a titernek megfeleld higitdsu antiszérumokat és

novekvd radioaktivitasu /2500-50000 cpm/ 125

I izotbppal jel-
zett G-17-et adtunk. A 4°C-on, 48 6rdig tdrténd inkubdlast ko-
vetden szétvalasztottuk az antiszérumhoz k&tdddtt és szabadon
maradd jelzett gasztrint. A mintdk radioaktivitds mérését ko-
vetden - a nem fajlagos k&tddést figyelembe véve - kiszami-
tottuk az egyes cs&vek szabadon maradd, ill.az ellenanyaghoz
kotddott G-17 tartalmdt pg-ban. /A cpm-ben mért radioaktivitési
értékeknek pg-ban kifejezett gasztrin mennyiséggé tSrténd at-
szamitésdhoz - Bliss 5. kritériumdnak /2.2. fejezet/ érvénye-
siilését feltételezve - a mérési sorozatokhoz tartozd kalib-
racids gorbéket /6.8. fejezet/ haszndltuk fel./ A Scatchard-
gbrbék felvételéhez az egyes csdvekhez tartozd kétdtt és sza-
bad gasztrin hanyadosat abrazoltuk a k&tdtt gasztrin inku-

bacidés térfogatra vonatkoztatott, mol/l-ben kifejezett kon-

centracidéjaval szemben /7. abra/.
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Az abran lathatd egyenesek segitségével meghataroztuk

antiszérumaink affinitdsi konstans értékeit /Kl’ K2/, valamint

az antitestek titernek megfeleld higitadsé&hoz tartozd teljes

koncentréacidit /ql, q2/.

felhasznalt ellenanyagunk affinitasi konstansa:

1

tében az antitestek teljes koncentraciéja: ql=l.158-lo_

K =O.323'lO9

Gasztrin RIA I mdédszeriink esetében

1/mol; a titernek megfeleld [/1:7000/ higitas ese-

? wolil.

Gasztrin RIA II-nél alkalmazott ellenanyagunk hasonldé adatai:

F s

K =O.799olO9

-9
l1/mol; g,=0.877-10 ° mol/l. A gasztrin RIA I

Kl konstans és a gasztrin RIA II K2 konstans értékei egyértel-

mien mutatjdk az affinitdsban meglévd klildonbségeket, amely



6.3.3. Szekvenciaspecificitas vizsgalata

Antiszérumaink szekvencia érzékenységét keresztreak-
cidk segitségével hataroztuk meg. A titernek megfeleld hi-

gitadsu antiszérumok, 123

I izotdppal jelzett G-17 és hideg
[standard/ G-17 /6.7. fejezet/ segitségével kalibracids
gorbét készitettilink, majd ezt Osszehasonlitottuk az ugyan-
azon méréssorozatba bemért, vizsgdlni kivant peptidek se-
gitségével felvett kalibracids gdrbékkel.

A vizsgéalat kivitelezéséhez a RIA cs&vekbe az assay-puffe-
reket, az 1:700-as, 1l1ll. 1:2500-as higitasu antiszérumok

0.1 ml-ét, a 125

I izotdppal jelzett G-17 0.1 ml-ét /kb.

5000 cpm/ és a standard G-17, vagy a mintadk kiil&énbdz3d koncent-
racidéju sorozataibdl 0.1 ml-t mértiink be. A kalibracids
gbrbe felvételéhez haszndlt standard G-17 koncentracidja
0,015-0.952 pM/ml k&zdtt, a vizsgédlni kivant peptideké
0.015-95,2 pM/ml k&zdtt valtozott. Az inkubalast, csont-
szenes elvalasztast és aktivités mérést kovetden - a nem
fajlagos kotddést figyelembe véve -, meghatédroztuk az el-
lenanyaghoz koétddott aktivitasi értékeket, majd ezeket

a teljes kOtdkapacitas szazalékaban fejeztiik ki. [A teljes
kotdkapacitéast ugy kapjuk, hogy az inkubatumokba standard
G=17 nincs bemérve./ A kapott k&tési szazalékokat a standard
G-=17, ill.a klilénb&zd peptidek koncentréacidinak fliggvényében
dbrdzolva nyertiik azokat a kalibracidés gdrbéket, amelyek

segitségével - Abraham mdédszerét [/2.6.2.3. fejezet/ kdvetve -

a gasztrin [1-17/-hez viszonyitott 50 %-os k&tésgatlast add



- JB o

molaranyokat meghataroztuk.

Mindkét antiszérumunknak a gasztrin /[/1-17/-et felépitd ki-
16nb6z8 peptidfragmensekkel, pentagasztrinnal, koleciszto-
kininnel /CCK-33/ és kolecisztokinin oktapeptiddel /CCK-8/
szembeni érzékenységét vizsgaltuk /5. fejezet II. 1-11/.

Eredményeinket az I. és II. tdbléazatban foglaltuk Ossze.

I. Tablazat: Gasztrin RIA I keresztreakcidi

G-17-hez viszonyitott

Vizsgédlt anyagok 50 % kotésgatlast adod
molaranyok
15-Leu human gasztrin IA-17/ 1.000
BOC—B—Ala--Trp—Met—Asp—Phe—-NH2 0.934
[Acignost/

Trp—Met—Asp—Phe—NH2 0.474
Leu—Asp—Phe-NH2 0.008
Asp—Phe—NH2 0.000
PGlu-Gly-Pro-Trp-Leu 0.000
Glu/S/-Ala—Tyr—Gly 0.000
Ala-Tyr-Gly 0.000
Gly-Trp 0.000
Trp-Leu 0.000
CCK-33 0.055

CCK-8 0.024
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II. Tablazat: Gasztrin RIA II. keresztreakcidi

G-17-hez viszonyitott

Vizsgalt anyagok 50 % kotésgatlast add
molaranyok
15-Leu humén gasztrin I1-17/ 1.000
PGlu~Gly-Pro-~Trp~Leu 0.634
Glu/5/~Ala-Tyr-Gly 0.000
Ala-Tyr-Gly 0.000
BOC—B—Ala—Trp-Met—Asp—Phe—-NH2 0.000
[Acignost/
CCK=33 0.000
CCK-8 0.000

Vizsgélatéink alapjan megallapithatdé, hogy a gasztrin
RIA I bedllitaséanal felhasznalt ellenanyagunk a G-17 mole-
kula C-termindlis végére érzékeny, mégpedig a gasztrin
[13=-16/ |/Gly-Trp-Met/Leu/-Asp/ szekvencidjat ismeri fel,
amely egyben a gasztrin molekula bioldgiailag aktiv cent-
ruma is. Ennek k&vetkeztében a diagnosztikai célbdél forga-
lomba hozott pentagasztrint [Acignost/ t&bb mint 90 %-os
hatdsfokkal tudja mérni, mérsékelt keresztreakcidt ad
a CCK=33-mal és a CCK-8-cal, ellenben nem érzékeli a gaszt-
rin N-terminalis /1-12/ aminosav szekvenciat.
A gasztrin RIA II-nél alkalmazott ellenanyagunk viszont
a G-=17 molekula N-termindlis végére érzékeny. Ellenanyagunk
a gasztrin N-termindlis /1-5/ szekvenciajahoz /[/PGlu-Gly-Pro-Trp-

Leu/ ko6tddik. A gasztrin N-termindlis /1-5/ aminosav szek-
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venciara érzékeny ellenanyag létrejottében valdszinlileg sze-
repet jatszott az a kdrililmény, hogy az antigén készités so-
ran a gasztrin [/1-13/ fragmenst a 13-as helyzetii glicinen

keresztiil kapcsoltuk a thyreoglobulinhoz.

6.3.4. Immunspecificitéds vizsgalata

Munkénk ezen részében ellenanyagainknak az emberi
szervezetben megtaldlhatd kiiloénbdz8 molekulasulyu gaszt-
rinszarmazékokkal /4.1. fejezet/ szembeni érzékenységét vizs-
galtuk.

Mitéti uton elté&volitott humén antrum nyalkahartyabdél 3 g-ot
aprbra daraboltunk és 10 ml fizioldgids sbéoldatban 20 percen
keresztiil vizflirddn 100 °C-on forraltuk. Ezt k&vetden homoge-
nizaltuk, majd Vac 601 tipusu Janetzky ultracentrifugéval
100000 g-vel 60 percig centrifugdltuk. A szupernatdns 2 ml-
ét 15x1500 mm-es Sephadex G-50 superfine /Pharmacia/ oszlopon,
0.1 M-os pH=7.4 foszfatpufferrel /5. fejezet III.3./ 30 ml/bra
atfolyasi sebességgel kromatografdltuk és 5 ml-es frakcidkat
gylijtottiink. Oszlopunk kromatografids jellemzdics VO=92.5 ml,
Vt=248'5 ml. A frakcidkban 1év® immunreaktiv gasztrinszarma-
zékok koncentracidéjat parhuzamosan mindkét szekvenciaspeci-
fikus radioimmunoassay-vel meghatdroztuk. /(A radioimmuno-
assay-k menete 6.8. fejezet./ Az egyes frakcidkban taldlhatd
immunreaktiv gasztrin koncentracidkat az eluald folyadék
mennyiségének fliggvényében mutatjuk be /8. &bra/. Az &bran

feltlintettik a 125I izotdppal jelzett G-17 elualddéasat is.



Ezt az anyagot azonositasi célbdl vittiik fel az oszlopra.

/pg/ml/ gasztrin :——
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8. abra: Humédn antrum homogenizitum Sephadex G-50

superfine frakcidi

A 15-Leu humén gasztrin I/1-17/ ellenanyaggal végzett mérés-
sel /gasztrin RIA I/ mind a négy [I-IV/ irodalomban k&zd8lt
[4.1. fejezet/ gasztrinszarmazékot azonositani tudtuk. A hu-
man gasztrin I N-termindlis /1-13/ ellenanyag /gasztrin RIA II/

a IT és IV komponenseket [big gasztrin és a gasztrin [1-17/-

nél kisebb molekulasulyu fragmensek/ nem mérte.



Tekintettel arra, hogy a gasztrin I komponens az emberi
keringésben csak minimdlis mennyiségben talé&lhatd, igy
a gasztrin RIA II-nél haszndlt ellenanyagunk gasztrin /[1-17/

vagy little gasztrin specifikusnak tekinthetd.
6.4. Inkubacid optimalis idejének a meghatdrozéasa

Az antigén-antitest k&zOtti kotddési reakcid lejatszd-
dasa, az egyensuly beé&llasa adott hdmérsékleten, megfeleld
iddtartamu inkubdlas soréan kovetkezik be. A radioimmunoassay-
knél alkalmazott inkubacids hOmérséklet altalédban 4 oC,
az inkubécid iddtartama pedig minden egyes RIA-ndl eltérd.
Optimalis ideji inkubdcid soréan, az antigén-antitest kdzdtti
k&t8dési reakcid lejatszddasa az antigén molekula, ill. az an-
titest karosodasa nélkiil kévetkezik be. Mivel &ltalédban az in-
kubdcidé a legiddigényesebb 1lépés a RIA metodikdkban, igy is-
merete a RIA meghatarozas id&szlikségletére is felvilagositast
nyujt.

Az inkubacid optimélis idejének a meghatérozasénal a RIA cso-
vekbe az assay-puffereken kivil az 1:700-as, ill. 1:2500-as

higitasu antiszérumok 0.1 ml-ét, tovabba 0.1 ml 125

I izotdp-
pal jelzett G-1l7-et /kb. 5000 cpm/ mértilink be. Az &sszekeve-
rést kdvetden a mintakat 4 °C-on inkubaltuk és 1-120 éra k&-
zO0tt vizsgdltuk az antigén—antitest k&z6tti kotddést. A csont-
szenes elvalasztast és aktivitas mérést kovetden - a nem faj-

lagos k&tddést figyelembe véve -, meghatdroztuk az ellen-

anyaghoz kotddott aktivitasi értékeket. Ezt kdvetden, a bemért




Osszaktivitas ismeretében kiszamitottuk a kiilénbdzd inku-
bacidés iddpontokhoz tartozd kotési szézalékokat, majd ered-
ményeinket az inkubdlas idejének filiggvényében &brazoltuk

/9. &bra/.
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9. abra: Az inkubdlas optimalis iddtartama

A gbrbék lefutdsdbdl megallapithatd, hogy mindkét gasztrin
RIA esetében az Osszemérést kovetBen 48 ora mulva lesz maxi-
malis a kotddés. A plato elérése utdn = a jeldlt antigén
molekula vagy az antitest karosodésa miatt - a ko&tddés is-
mét cstkken. A plato a gasztrin RIA I esetében 48-72 ora

k6zoétt, a gasztrin RIA II esetében pedig 48-96 o6ra kozdtt
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taldlhatd. Ebben az iddintervallumban kell a koétdtt és sza-
bad hormonfrakcidkat szétvalasztani. Mi hagyomadnyosan 48 drai
inkubalast kovetden valasztjuk szét az antiszérumhoz kotd-
dott és szabadon maradd hormonfrakcidkat, emiatt RIA meg-

hatadrozédsaink két napot vesznek igénybe.
e e 125, . :
6.5. Gasztrin jel&lése I izotdppal

Mindkét radioimmunoassay-hez jelzOként a Wiinsch és mun-
kacsoportja altal szintetizdlt 15-Leu huméan gasztrin I [1-17/-

125

nek [5. fejezet I.1l./ I izotbppal jelzett formdjat hasz-

naltuk fel. A gasztrin 1251 jelOlése a Hunter és Greenwood
adltal leirt [/2.7.2. fejezet/ kloramin-T eljarassal tdSrtént.
Jelbléshez az MTA Izotdp Intézete a&ltal forgalmazott Na 1251—
ot alkalmaztuk.
A reakcibcsOGbe folyamatosan bemértiink:

al 3.7xlO7 becquerel/~4.,0 pl/hordozdémentes Na 125I—ot,

b/ 1 pug/10 ul 0.25 M-os, pH=7.4 foszfatpufferben /5. fe-
jezet III.4./ oldott gasztrin I [1-17/-et,

c/ 10 ug/l0 pul 0.25 M-o0s, pH=7.4 foszfatpufferben ol-
dott kloramin-T-t /Reanal/.
A reakcidelegyet 20 mésodpercig kevertiik, majd hozzéadtunk

d/ 20 ug/l10 pl 0.25 M-os, pH=7.4 foszfatpufferben ol-
dott Na-metabiszulfitot /Na28205 - N.V. Organon - 0SS/ a re-
akcid ledllitéasdhoz. Véglil a reakcidelegyhez hozzamértilink:

e/ 50 pl humdn szérumot.

A jeldlési reakcidt k&vetden a terméket a 2.7.2. fejezetben



leirt okok miatt tisztitani kell. Sikertelennek bizonyultak
tisztitdsi prdbdlkozadsaink Sephadex G-10 /Pharmacia/ gélkro-
matografiaval, ill. ennek AG 11A8 [/Bio-Rad/ bifunkcids ion-
cseréld gyantaval vald kombindlasa esetében is. A tisztitasi
mivelet véglil poliakrilamid-gél elektroforézissel sikeriilt.
646 1251 izotoppal jelzett gasztrin tisztitdsa poli-
akrilamid-gél elektroforézissel

o

A tisztitési miivelethez 15 %-o0s poliakrilamid-gélt al-
kalmaztunk. A gél alapanyaga, az akrilamid monomert és az
N,N’-metilén-bisz-akrilamid térh&aldésitdét [3.1. fejezet/ egy-
arant tartalmazd Cyanogum 41 /SERVA/ volt.

A 15 %-os poliakrilamid-gél készitéséhez f&zOpoharba bemér-
tink: 20 ml 40 %-os Cyanogum 41 oldatot, 15.5 ml kétszer
desztillalt vizet, 15.5 ml Tris-ecetsav torzspuffert /5. fe-
jezet III.5./, 0.6 ml 3-dimetil-amino-propionitrilt /[Fluka/
és 0.6 ml 10 %-os frissen készitett amménium-perszulfat
[/NH4lzszoé - Reanal/ oldatot. A gyors Osszekeverést kdvetd-
en a gél reakcidelegyét vizszintezd asztalkan elhelyezett
mianyag celldba Ontdttiik, amelynek egyik végébe plexibdl ké-
szlilt, ritka fogazatu fésliszerli targyat helyeztiink el.

A még folyékony reakcidelegy 0.5 cm vastagon egyenletesen
szétterlilt a celldban, majd 4-5 perc mulva lejatszdédott a po-
limeriz&cid folyamata. Ekkor a megszildrdult gélbdl eltavo-
litva a fésliszeri targyat a jelzdfestéknek [Bromfenolkék -

- Reanal/ és a jeldlt gasztrinnak a gélbe vitelét szolgdld aprd
lyukak maradnak vissza. Az an&agfelvitelt kbvetden az elek-

troforézist GELMAN gyartmanyu futtatdkadban 4 ©c-on végez-
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tiik. Futtatadshoz a Tris-ecetsav tdrzspuffer kétszer desz-
tillalt vizzel l:4-re higitott oldatat hasznaltuk. A 24 mA-
rel tOrténd, 8-10 Oras elektroforézist kdvetden a brdém-
fenolkék front a felvitel helyétdl 6-8 cm-re tavolodott el.
Ezutan a 125I izotdppal jeldlt gasztrin vonalédban egy kb.
1.5 cm vastag gélcsikot kivagtunk, majd ezt 0.5 cm-enként
feldaraboltuk. Az egyes gélkockak aktivitasat lemértik,

majd a legnagyobb aktivitdsu gélkockakat =20 ©c-on megfa-
gyasztottuk. /A legnagyobb aktivitast a jelzd6festék vona-
ldban taldltuk./ A fagyasztds soran a gél rugalmas szerke-
zete olyan mértékben karosodik, hogy ezt kdvetBen 0.5 %
huméan szérum albumint /HUMAN/ tartalmazdé 0.02 M-os, pH=8.4
veronadlpuffer /5. fejezet III.l./ 4 ml-ében végzett Ovatos
nyomkodassal a gélbdl kdnnyen elualdédik a jeldlt gasztrin.
Az aktivitds mérést és a 1251 izotdppal jeldlt gasztrin I
[1-17/ immunreaktivitdsdnak az ellendrzését kévetSen, a jeldlt
anyagot aliquotokba szétampullaztuk és -20 ©c-on lefagyaszt-
va taroltuk.

1251 izotdéppal jeldlt

A jel6léstdl szamitott 30-35 napig a
gasztrin j6l felhasznadlhatd a RIA-khoz, ezt kdvetden azonban
a nem fajlagos k&tddés ugrasszeriien emelkedni kezd. Emiatt
a tovabbi felhaszndlas eldtt Sephadex G-1l0O-en végrehajtott

gélkromatografids tisztitds szilikséges, ill. uj jeldlést kell

késziteni.
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6.7. Gasztrin standard

Mindkét gasztrin radioimmunoassay-hez a Wiinsch profesz-
szort6l ajandékba kapott 1l5-Leu humén gasztrin I /[1-17/-et
/5. fejezet I.1l./ hasznaltuk fel.

A humé&n gasztrin I /1-17/-et 0.5 % human szérum albumint tar-
talmazé 0.02 M-os, pH=8.4 veronalpufferben oldottuk és

10 ng/1l00 pl-enként aliquotokban liofilizalva =20 Oc-on ta-
roltuk. A RIA mérésekhez elSbb egy-egy ampullat 5 ml assay-
pufferben oldottunk - kiinduléasi koncentraciénk 2000 pg/ml -
majd ebbdl a kalibracids gdrbék felvételéhez felezd higi-
tassal 1000-500-250-125-62.5-31.25 pg/ml koncentracidéju ol-
datokat készitettilink.

A standard G-17 bioldgiai aktivitasat negyedévenként konduk-
tometrids biocassay-vel [Holzinger és mtsai, 1979/ ellendriz-

tik.

6.8. A radioimmunoassay-k menete

A polisztirol RIA csdvekbe duplikécidban az aldbbi in-
kubacids elegyet mértiik be:
- 1.0 ml 0.02 M-os pH=8.4, ill. 0.04 M-os pH=8.4
verondlpuffer;
- 0.1 ml 700x-ra, ill. 2500x-ra higitott antiszérum;
= 0.1 ml gasztrin standard /6.7. fejezet/, ill. mérni
kivant minta;

- 0.1 ml 1231 izotéppal jelslt G-17 /kb. 5000 cpm/,



A mintdkat az Ssszekeverést kdvetden 4 °C-on 48 6raig inku-
baltuk. Ezutan a szérumfehérjéket nem tartalmazd csdvekbe

0.1 ml Komplement savdét /HUMAN/ mértlink. Az ellenanyag &altal
kotdtt és szabadon maradd hormonfrakcidk elvalasztidsara csd-
venként, 0.5 ml assay-pufferben szuszpendalt 10 mg aktiv
szenet [Norit A-SERVA/ és 1.0 mg Dextradn T-70-et [Pharmacia/
mértiink be. A csdveket 20 percig 4 ©c-on 3000 rpm—-en centri-
fugaltuk és a feliiluszdt ledntdttik. A szénhez k6tdddtt szabad
hormonfrakcidk radioaktivitasat Gamma NK 350/B spektrométeren
mértik. Az ellenanyaghoz kotdtt radioaktivitds értékét a csd-
vekbe bevitt Osszradioaktivitds ismeretében szédmitottuk ki.

Az egyes csOvek aktivitasat a teljes kotbkapacitas szazalékaban
fejeztik ki, a nem fajlagos k&tGdés értékének levondsa utén.

A kapott értékeket a standard gasztrin koncentracid fliggvé-
nyében abrdzolva radioimmunoassay mérésre alkalmas kalibra-

cids gb&rbéket kaptunk /10. &abra/.

11 gosziin RIA L /% gasztrin RIA I.
100 + 100

szérum gasztrin
norm. értek:60,35 *17,86 pg/ml

szerum gasztrin
norm. ertek:52,76 £16,04 pg/ml

50 | 504 .
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/pg/ml gasztrin/ /pg/ml gasztrin/

10. &bra: Gasztrin RIA kalibracids gdrbék



Radioimmunoassay médszereink alsd méréshatidra 5-10 pg/ml
gasztrin.
Mindkét gasztrin radioimmunoassay-vel parhuzamosan meghata-
roztuk 20 egészséges egyén éhgyomri szérum gasztrin koncent-
raciéjat. Eredményeinket matematikailag értékelve, a két
gasztrin RIA-val meghatdrozott szérum gasztrin koncentracidk
kdzdtt szignifikéns eltérést talaltunk /[p<0.01/. A 15 Leu-
humén gasztrin I [/1-17/ ellenanyaggal mért értékek atlaga

-

60.35 = 17.86 pg/ml, a gasztrin I N-terminalis [1-13/ ellen-

anyaggal mérteké pedig 52.76 L2 16.04 pg/ml volt.

6.9. A belsd és kiilsG variacids egyilitthatdk meghatarozéasa

Gasztrin radioimmunoassay mdodszereink precizitasarol
a bels® és klilsd varidcids egylitthatdk nyujtanak informacidt.
Meghatdrozasukhoz mindkét RIA esetében négy-négy, a méréstar-
tomany kiildénbdzd szakaszara esd gasztrintartalmu ellendrzd
mintdkat alkalmaztunk. A belsd és kiils® variacids egylitt-
hatdkat a mintdknak nyolc sorozatban parhuzamosan mért értékei

alapjan szamitottuk ki.

I. Gasztrin RIA I esetében négy szérummintdt haszndltunk
a vizsgadlatoknadl. Ezek hormontartalma a normal, a normal fel-
s6 hatadra, kdzepes és magas tartomanyba esett. Mérési ered-

ményeinket a III. téblazatban foglaltuk Ossze.
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IIT. Téblazat: Az ellendrzd mintdk méréseredményei

Gasztrin koncentracid /[pg/ml/

1. minta 2. minta 3. minta 4, minta
i 57 68 108 104 187 200 570 625
2, 52 50 108 105 192 199 625 635
3. 65 60 105 29 169 198 455 470
4. 56 54 87 95 169 177 510 625
5. 47 45 83 80 192 200 480 440
6. 47 46 101 109 172 168 535 465
7. 63 58 99 94 183 210 455 475
8. 53 48 92 100 171 182 470 530

A mintdk vizsgalatonként mért gasztrintartalmat felhasznélva,
a Cv = 100 - §8 /%] képlet segitségével [2.9.3. fejezet/ ki-
szamitottuk a iels6 varidcids egylitthatdkat. Eredményeink

a IV. tablézatban tala&lhatok.

Nyolc vizsgalat alapjan gasztrin RIA I mdédszeriink dtlagos
belsd varidcibs egylitthatdéja: B-CV = 5.52 %. A mintankénti
atlagos belsd varidcids egyilitthatdk értékébdl megdllapithatd,
hogy parhuzamos mérési eredményeink szbérdsa a méréstartoméany
k6zépsd részén a legkisebb.

A mintdk &tlagénak vizsgdlatok k&zotti Osszehasonlitéasaval

szamolt kiilsd varidcids egylitthatdék az V. tédblédzatban lat-

hatok.
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IV. Tablazat: Belsd variacids egylitthatdk

1. minta 2. minta 3. minta 4, minta

atlag Cv atlag Ccv atlag cv atlag Cv
| ¥ 62.5 12.45 106.0 2.67 193.5 4,75 587.5 6.51
2 51.0 2add JO6.5 1.99 195.5" » 253 630.0 1:12
3. 62.5 5.66 102.0 4.16 183.5 11.17 462.5 2.29
4. 55.0 257 91.0 . 6.22 173,0 3.27 567.5 14.33
B 46.0 3.07 8l1.5 2.60 196.0 2.89 460.0 6.15
6. 51.5 12.36 105.0 5.38 170.0 1.66 500.0 9.90
7 60.5 5.84 96.5 3.66 196.5 9.72 465.0 3.04
8. 50.5 7.00 96.0 5.89 176.5 4.41 500.0 8.49
CV atlag: 6.47 4,07 5.05 6.48

V. Tablazat: Kiils® variacids egylitthatodk

1. minta 2. minta 3. minta 4, minta

atlag Ccv atlag Cv atlag CVv atlag CcVv
1. 56.75 14.33 106.25 0.33 194.50 0.73 613.75 3.74
. 56.75 14.33 104.25 3.05 189.50 4.48 546.25 21.68
3. 58.75 9.03 96.50 8.06 178.25 4,17 515,00 14.42
4, 50.50 12.60 86.25 7.79 184.50 8.81 513.75 14,80
s 48.75 7.98 93.25 17.82 183.00 10.05 480.00 5.89
6. 56.00 11.36 100.75 5.97 183.25 10.23 482.50 5,13
8 55.50 12.74 96.25 Q.37 186.50 7.58 482,850 5.13
8. 56.50 15.02 101.00 7.00 185.00 6.50 548.75 12.56
eV atlags. I2.17 6.30 6.57 10.42




Ellendrzd vizsgalataink alapjan a gasztrin RIA I &tlagos
kiilsd varidcids egylitthatéja: K-CV=8.87 %. A vizsgalatok
k6zotti méréseredmények szdordsa - a vizsgdlaton beliili mé-
réseredményekhez hasonldan - a méréstartomany kdzepén

a legkisebb.

A rutin laboratdériumi szérum gasztrin szint meghatdrozashoz
hasznédlt gasztrin RIA I mddszeriink atlagos belsd és kiilsd
variacids egylitthatdéjat Osszehasonlitva a nemzetkdzileg el-
fogadott CIS kit hasonlé adataival /B-CV=4.67 %, K-CV=8.60 %/
megallapithatjuk, hogy mddszeriink precizitasa jol megfelel

a RIA meghatarozéas kivanalmainak.

II. Gasztrin RIA II esetében alkalmazott ellenanyagunk
- miként a 6.3.4. fejezetben lattuk - gyakorlatilag little
gasztrin [G-17/ specifikusnak tekinthetd. Emiatt a gasztrin
RIA I varidcids egylitthatdéi meghatdrozasadhoz felhaszndlt szé-
rummintdk alkalmatlannak bizonyultak gasztrin RIA II esetében.
[A 2-es, 3-as és 4-es szérumminta gasztrin koncentrdcidja ko-
zel azonosnak addédott./ Igy a standardként hasznalt 15-Leu
humédn gasztrin I [/1-17/ négy kiilénb6zd koncentrédcidju olda-
tat hasznaltuk fel ellendrzd mintaként. Mérési eredményein-
ket a VI. téblazatban foglaltuk Ossze.
A mintdk mérési eredményeit felhasznélva kiszéamoltuk a belsd

varidcids egylitthatdékat [/VII. téablazat/.
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VI. Tablazat: Az ellendrzd mintadk méréseredményei

Gasztrin koncentracidé /[pg/ml/

1. minta 2. minta 3. minta 4. minta
y B 53 41 93 82 200 185 425 500
25 45 52 89 92 181 175 445 490
k. 41 44 99 85 - 180 185 520 535
4. 38 43 98 81 198 176 515 460
8. 50 56 88 107 200 186 470 435
6. 56 62 98 104 206 195 540 475
g 8 60 83 89 94 217 193 435 530
8. 43 45 103 92 186 202 510 545

VII. Tablazat: Belsd varidcids egylitthatdk

1. minta 2. minta 3. minta 4. minta
atlag Cv atlag Ccv atlag CV atlag Ccv
4 47.00 18.05 87.50 8.89 192.50 5.51 462.50 11.47
2. 48.50 10.21 90.50 2.34 178.00 2.38 467.50 6.81
< 42.50 4.99 92.00 10.76 182.50 1.%4 527.50 2.01
4. 40.50 8.73 89.50 13.43 187.00 8.32 487.50 7.98
Bis 53.00 8.00 97.50 13.78 193.00 5.13 452.50 5.47
6. 59.00 7.19 101.00 4.20 200.50 3.88 507.50 9.06
5 56.50 8.76 91.50 3.86 205.00 8.28 482.50 13.92
8. 44.00 3.21 97.50 7.98 194.00 5.83 527.50 4.69
CV atlag: 8.64 8.16 5.16 7.68




_55_
Nyolc vizsgédlat alapjé&n a gasztrin RIA II atlagos belsd
variacids egylitthatdja: B-CV=7.41 %.

A kiils® varidcids egylitthatdék a VIII. tablazatban talalhatodk.

VIII. Tablazat: Klilsd variacids egylitthatdk

1. minta 2. minta 3. minta 4. minta
atlag CVv atlag Ccv atlag CVv atlag CV

“4f 47.75 2.22 89.00 2.38 185.25 5.53 465.0 0.67
2 48.50 9:32 81.25 1l.16 180.25 1.77 497:5 8.53
3. 41.50 3.41 90.75 1.95 184.75 1.72 507.5 5.57
4. 46,75 18.91 93.50 ®.05 190.00 2.23 470.0 5.27
J, 56.00 7.58 99.25 2.49 196.75 2.70 480.0 8.10
6. 57.75 3.06 96.25 ©.%98 202:75 1,57 495.0 3.57
14 50.25 17.59 94.50 4,49 199.50 3.90 505.0 §.30

8. 45.50 4.66 92.50 7.64 193.25 0.55 495.0 9.29

CV &atlag: 8.34 4.14 2.50 3s 92

Az elvégzett vizsgadlatok alapjan szamolt atlagos kiilsd vari-
dcibs egyilitthatd gasztrin RIA II esetében: K-CvV=5,23 %.

A gasztrin metabolizmus kutatds céljara alkalmazott gasztrin
RIA II mdédszeriinknél a vizsgalaton beliili, ill. az egyes vizs-
galatok k&zdtti méréseredmények szdrédsa a méréstartomény k-

zépsO szakaszara esd G-17 koncentriacidk esetében a legkisebb.




7. AZ EMBERI TUDO SZEREPE AZ ENDOGEN GASZTRIN

METABOLIZMUSABAN

A két gasztrin radioimmunoassay mdédszerilink egylittes al-
kalmazasanak példajaként az emberi tiidé gasztrint bontd ké-
pességével kapcsolatos vizsgédlatainkat ismertetem.

Az endogén gasztrin metabolizmusdban a tiidd szerepére vonat-
kozban ellentmonddé irodalmi adatokat taldltunk. Petersen és
mtsai [1981/ vizsgdlataik alapjan arra a megéallapitasra ju-
tottak, hogy emberben az endogén gasztrin degradacid nem kon-
centralédik egyik szervre sem, hanem valamennyi szerv ilyen
irdnyu tevékenységének eredményeként jon létre. Kordbban ku-
tyakisérletek alapjéan Thompson és mtsai /1979/ hasonld meg-
dllapitéasra jutottak. Ezzel szemben Korman és mtsai /[/1973/
kutya- és juhkisérletek eredményeként a tlidd szerepét hang-
sulyoztdk az exogén gasztrin metabolizmusdban. Munkacsopor-
tunk [Varga és mtsai, 1982/ a patkanytiidd jelentds mértéki
in vivo pentagasztrin katabolizald képességérdl szamolt be.
A rendelkezésilinkre 8116 két szekvenciaspecifikus gasztrin
RIA segitségével megkiséreltiik ezen ellentmondd adatok tisz-
tazasat.

Az endogén gasztrin metabolizmus vizsgélathoz a vérmin-
tdkat a SZOTE 0Onadlld Szivsebészeti Osztdly Haemodinamikai
Laboratdériumdban diagnosztikus céllal végzett szivkatéteres
vizsgalatok soran nyertiik. Csak olyan egyének vérmintait
vizsgaltuk, akikben maj- és vesebetegség, jobb és bal szivfél
kdz6tti shunt, tovabba vitium fenndllasa kizarhatd volt.

A vérvétel a jobb és bal kamradbdél, a vena cava superiorbdl,
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a vena cava inferiorbdl és a vena renalisbdl t&rtént.

A kiildnbtzd érterliletek vérének gasztrin koncentridcid meg-
hatarozaséat gasztrin RIA I mddszerilinkkel végeztiik. A RIA
meghatéarozadsndl felhaszndlt ellenanyagunk a gasztrin C-ter-
mindlis /Gly-Trp-Met/Leu/-Asp/ tetrapeptid aminosav szek-
venciara érzékeny /6.3.3. fejezet/ és az emberi keringésben
talalhaté valamennyi gasztrinszarmazékot méri /6.3.4. fe-
jezet/. A mérési eredmények matematikai értékelése a Student-
féle két mintads T prbébaval tdrtént a SZOTE Szamitastechnikai
KozpontjabanA kiilénbdzd érteriiletek vérében mért gasztrin
koncentracidk atlagat és a szbrast, tovabbad a T prdba ered-
ményét a IX. tablazatban foglaltuk &ssze.

IX. Té&blazat: A klilonbd8zd érteriiletek vérének

gasztrin koncentréacidja

Gasztrin konc. [X*SD/ Esetszam

/pg/ml/ /n/
1. bal kamra 66.89 = 41.48 36
2. jobb kamra 90.50 = 44.99 36
3. vena cava inferior 142,20 = 57.89 10
4. vena cava superior 75.60 & 44,37 10
5. vena renalis 56.70 <) 26.26 10
i = 2.8 p < 001 i« — 4.2 p » 0,05
1« ™ Jut p = 0,001 la = Bat p'» 0,05
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A legnagyobb gasztrin koncentrécidét a vena cava inferiorban
taldltuk. A vena cava inferior gasztrin tartalma t8bb mint
kétszerese a bal kamraénak. A kiildnbség matematikailag is
értékelhetd [/p < 0.001/. Jelentds kiilénbséget taldltunk

a jobb és bal kamra vérének gasztrin koncentracidja kézdtt
is. A jobb kamra vérében mért gasztrin koncentracid szigni-
fikédnsan nagyobb volt a bal kamr&énédl /p < 0.01/. A vena
cava superior és a vena renalis vérében mért gasztrin kon-
centracid nem kiildnb&zott szamottevSen a bal kamrabdl vett
vérmintdk gasztrin tartalmatdl.

A tildSben folyd gasztrin katabolizmus részletesebb meg-
ismerése céljabdl, a jobb és bal szivfélbdl vett vérmintdk
egy részének immunreaktiv gasztrin koncentrédcidjat gasztrin
RIA II mddszerilinkkel is meghatdroztuk. A gasztrin RIA II el-
lenanyaga a 17 aminosavbdél &4l116 gasztrinnak az N-termindlis
[1-5/ [PGlu-Gly-Pro-Trp-Leu/ szekvenciadjara érzékeny /6.3.3.
fejezet/, immun-specificitasi vizsgalataink alapjén [6.3.4.
fejezet/ pedig G-17, vagy little gasztrin specifikusnak te-
kinthetd. A két klilonb&zd szekvencia-specifikus radioimmuno-
assay-vel a jobb és bal kamrdban mért gasztrin koncentracidk
atlagét és a szdéréast, valamint a T-prdba eredményét a X. tab-
ldzatban tilintettiik fel.

A tablazatban feltlintetett adatokbdél lathatd, hogy az N-ter-
mindlis szekvencia-specifikus RIA-val /gasztrin RIA II/ mind
a bal, mind a jobb kamra vérében kisebb gasztrin koncentréa-

ciét mértliink, mint a C-termindlis szekvencia érzékenységi

RIA-val /gasztrin RIA I/. A kiilbnbségek matematikailag is ér-



tékelhetdek. [Mindkét esetben p < 0.01/. Lathatd tovabba,
hogy a jobb és bal kamra k&zdtti gasztrin koncentracid kii-
16nbség mindkét RIA-na&l szignifikansan eltér /gasztrin RIA I:

p < 0,01, gasztrin RIA II: p < 0.05/.

X. Tablazat: A bal és jobb kamra vérének gasztrin

koncentracidja

Gasztrin konc. /iiSD/ Esetszam

[pg/ml/ [n]
1. bal kamra 735.37 £ 40,63 19
RIA I i
2. jobb kamra 93.42 I 45,28 19
3. bal kamra 57.26 - 25.09 19
RIA II =
4. jobb kamra 69.47 - 38.48 19
L. = 3.% P = 0,0L s = 28 D % 0.01
2. =~ 4,2 p <« 0.01 3. = 4.: p < 0.05

Annak megitélésére, hogy a két kiilénb6zd szekvencia-
specifikus gasztrin ellenanyag valdban kiilénb&zd mértékben
méri-e a tiddben folyd gasztrin katabolizmust, in vitro k&-
riilmények k&zott is megmértiik a tlidd szintetikus human gaszt-
rint bontdé aktivitéasat.

Az in vitro gasztrin metabolizmus vizsgdlathoz &t tidd
tumoros beteg miitéte sord@n nyert ép tiddszdvetet hasznaltunk.
A szOvetmintdkbdl fizioldgids sb6 oldattal 10 %-os homogenizéa-

tumokat készitettlink. A homogenizatumokat Vac 601 tipusu



Janetzky ultracentrifugaval egy 6réan keresztiil 100000 g-vel
centrifugaltuk. A felililusz6 1 ml-éhez 4 ml fizioldgids sb6-
ban oldott 2.5 ng 15-Leu szintetikus humén gasztrin I [1-17/-
et /5. fejezet I.l./ adtunk. A keveréket 37 °C-on inkubAaltuk
és az inkubatum gasztrin koncentracidéjat O, 30 és 60 perc
mulva meghatdroztuk. Kontrollként olyan inkubacids keveréket
is készitettlink, amelyben a tiidd homogenizatum citoszol frak-
cidjat a gasztrin hozzaadasa eldtt 15 percig forraltuk.

Az inkubdcids keverék gasztrin koncentracidjanak valtozasat

a 11. abran mutatjuk be.

gasztrin RIA |, : ——
gasztrin RIAIL :-----
/% / kontroll N -

T

|
30 t/min/ 60

11. &bra: Az inkubacibs keverék gasztrin koncentracid-

janak valtozéasa
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Az emberi tlidd citoszol frakcidjaval inkubdlt szintetikus
humadn gasztrin koncentracid cstkkenése mindkét RIA-val mér-
hetd volt. A C-termindlis szekvencia-specifikus RIA-val
/gasztrin RIA I/ mérve az inkubdcids keverék kiindulési
gasztrin koncentracidja egy Ora alatt atlagban 38.7216.14 %=
kal csdkkent. Ugyanezekbdl a mintakbdél N-termindlis szekven-
cia érzékenységli RIA-val mérve [gasztrin RIA II/ az immun-
reaktiv gasztrin koncentracidé csoékkenése 29.88t6.62 & volt.
A kontroll mintdkban értékelhetd immunreaktiv gasztrin kon-

centracidé csdkkenést nem tapasztaltunk.

Mérési eredményeink értékelése

Gasztrin RIA I mdédszerilink alkalmazaséaval jelentds kiildnb-
séget észleltlink a vena cava inferior és a bal kamra immun-
reaktiv gasztrin koncentracidja ko&zétt. Allatkisérleti adatok
bizonyitjak, hogy a vena cava inferior magasabb gasztrin kon-
centracidja a gasztrin képzddésével és transzportjaval filigg
Ossze [Thompson és mtsai,l973; Clendinnen és mtsai, 1973/.

A jobb és bal kamra vérében mért gasztrin koncentrdcid kiildnb-
ség amellett sz6l, hogy a tlidSben a gasztrin egy része [kb.

26 %/ katabolizalddik. Ugyanez a jelenség a fej és felsd vég-
tag terililetén, ill. a vesében nem j6tt létre. Ha e két utdbbi
érteriiletet kontrollnak tekintjiik, akkor még hatadrozottabban
dllithatjuk, hogy a tiidSben az endogén gasztrin kataboliza-

lédik.



Az emberi tiidd endogén gasztrint bontd képességének
vizsgalatanal gasztrin RIA II mddszeriink lehetdvé tette,
hogy az emberi keringésben taldlhatdé little gasztrin kon-
centracid6 valtozasat is vizsgélni tudjuk. Gasztrin RIA II
médszerilinkkel - az immun-specificitdsi vizsgalat /6.3.4.
fejezet/ eredményébdl addddéan - mind a jobb, mind a bal
szivfélben alacsonyabb gasztrin koncentracidt mértiink,
mint gasztrin RIA I-gyel. A C- és N-termindlis szekvencia-
—-specifikus RIA-val a bal és jobb kamraban mért gasztrin
koncentracid kiilonbség azt bizonyitja, hogy a tiiddben folyd
katabalizmus a little gasztrin molekulanak mind az N-, mind
a C-termindlis részét érinti.

Az in vitro vizsg&latok is a tlddszbvet little gasztrint
katabolizadld képességét bizonyitottak. A két kiildnbdzd szek-
vencia-specifikus RIA-val végzett mérés arra utal, hogy a 17
aminosavb6l &116 szintetikus humén gasztrin C-termindlis ré-
sze gyorsabban bomlik le, mint az N-termindlis rész.

Vizsgédlataink alapjén valdszinilinek latszik, hogy a tiidd-
szdvetben 1évd proteolitikus enzimek emberben is szerepet
jatszanak az endogén gasztrin lebontédséban. Ez az észlelésiink
latszdlag ellentétben all Petersen és mtsai eredményeivel.

Az eltérés oka feltehetden az, hogy a skandindv munkacsoport
altal hasznélt gasztrin ellenanyag [Rehfeld, 1972/ a mi el-
lenanyagainktdl eltérd szekvencia-specificitédssal rendelke-
zett. Ez a 2604-es jelzésl ellenanyag nagy valdsziniiséggel

a 13-as helyzetli glicint, a 1l2-es helyzetii tirozint és a tiro-

zin eldtt 1lévd aminosav szekvenciat ismeri fel. /A szerzdk



peptidfragmensekkel nem hatdroztd@k meg ellenanyaguk pontos
szekvencia-érzékenységét, de ellenanyaguknak a pentagasztrin-
nal és a CCK-oktapeptiddel kimért keresztreakcidéja alapjan
behatadrolhatdé az az aminosav szekvencia, amelyet az ellen-
anyag érzékel./ A két munkacsoport eltérd vizsgalati ered-
ményének az lehet a magyardzata, hogy a skandinav munkacso-
port &ltal hasznalt ellenanyag a gasztrin molekula C- és

' N-terminalis végén létrejovd szerkezeti valtozasokat nem ér-
zékeli.

Az altalunk kidolgozott radioimmunoassay eljarasokkal
végzett mérések alapjan bizonyitottnak latjuk, hogy az em-
beri tlidd mind a 17 aminosavbdl &l1l06 gasztrinnak, mind az et-
t8l nagyobb molekulasulyu gasztrinszarmazékoknak a kataboliz-
musdban aktiv szerepet jatszik. Ezek az eredmények az iroda-
lomban eldszdr hivjak fel a figyelmet a tiidSszdvetnek erre

a fontos anyagcsere miikGdésére.



8. USSZEFOGLALAS

A SZOTE I. sz. Belgydgyaszati Klinik&jén a gasztrin
mérésére két radioimmunocassay-t dolgoztunk ki. Kronoldgiai
sorrendben a gasztrin RIA I-et, majd a gasztrin RIA II-t.
Doktori értekezésemben a radioimmunoassay-k bedllitasat is-
mertettem, majd kdz0s felhasznaldsuk példajaként az emberi
tiiddé endogén gasztrint katabolizald képességének vizsgala-

tdt mutattam be.

1. Gasztrin RIA I

Antigén készitéshez a szintetikus 15-Leu humdn gasztrin I
/1-17/-et bovin szérum albuminhoz kapcsoltuk. Az antigénnel
nyulakat immunizdltunk, ily médon radioimmunocassay-hez al-
kalmas ellenanyagot nyertiink. Az ellenanyagot tartalmazd anti-
szérum tulajdonsagai:

a, titer: 50 %-os kOtés az 1:7000-es higitasnal;

b, affinitasi konstans: Kl=O.323-lO9 /| 1/mol /;

c, antitestek koncentracidja: q]_=l.158-10_9 [ mol/l [;
d, szekvencia-specificitds: a gasztrin C-termindalis

[Gly-Trp-Met/Leu/-Asp/ tetrapeptid szekvenciaja;
e, immun-specificités: az emberi keringésben taladlhatd

valamennyi gasztrinszarmazékot érzékeli.
A radioimmunoassay-hez jelzdként a szintetikus 15-Leu

hum&n gasztrin I [/1-17/ 125

I izotdppal jeldlt formé&jat hasz-
naltuk fel. A jelblés kloramin-T oxidécids eljaréassal tortént.

A jeldlt gasztrin tisztitésat poliakrilamid-gél elektroforézis-



sel végeztiik. A 15-Leu human gasztrin I [/1-17/-nek standard-
ként vald alkalmazasaval RIA meghatdrozashoz alkalmas kalib-
racids g&rbéket nyertiink. Az ellenanyaghoz koétdodott és sza-
badon maradd hormonfrakcidk szétvalasztasdhoz - a 4 oC—on,
48 Oraig tOrténd inkubdléast kovetden - dextrannal bevont
csontszenet alkalmaztunk. Mdédszeriink alsé méréshatara:

5-10 pg/ml gasztrin. A humén vizsgdlatok esetén husz egész-
séges egyén éhgyomri szérum gasztrin koncentracidéjanak at-
laga: 60.35517.86 pg/ml. Gasztrin RIA I mddszeriink nyolc
vizsgalat alapjén széamitott atlagos belsd és kiils® varidciéds
egyltthatdja:

B-Cv=5.52 %, K-CV=8.87 %.

2. Gasztrin RIA II

A sertés thyreoglobulinhoz kapcsolt humdn gasztrin I
[1-13/ tridekapeptid antigénnel nyulakat immunizdlva radio-
immunoassay-hez alkalmas ellenanyagot nyertiink. Antiszéru-
munk tulajdonsagai:

a, titer: 50 %-os k6tés az 1:25000-es higitésnéal;

b, affinitasi konstans: K2=O.799-lO9 [ 1/mol /;

c, antitestek koncentracidja: q2=O.877~lO—9 | mol/l /;
d, szekvencia-specificitds: a gasztrin N-terminéalis

/|PGlu-Gly-Pro-Trp-Leu/ pentapeptid szekvenciéja;
e, immun-specificités: gyakorlatilag little gasztrin

specifikusnak tekinthetd.

Gasztrin RIA II mddszerilinknél felhaszndlt gasztrin stan-

dard, jeldlt gasztrin, inkubacid és csontszenes elvalasztas



azonos a gasztrin RIA I-nél alkalmazottakkal. Méréshatéar:
5-10 pg/ml gasztrin [1-17/. A gasztrin RIA I-gyel is meg-
mért 20 éhgyomri szérum gasztrin koncentracidéjanak atlaga
gasztrin RIA II esetében: 52.76116.04 pg/ml. Nyolc vizsga-
lat alapjan a gasztrin RIA II atlagos belsd és kiilsd vari-

dcids egylitthatdéja: B-CV=7.41 %, K-CV=5.23 %.

3. Az emberi tlidd szerepe az endogén gasztrin meta-
bolizmuséban

Gasztrin RIA I mddszerilinkkel a jobb és bal szivfél,
a vena cava superior, a vena cava inferior és vena renalis
gasztrin koncentracidéjat mértik meg. A legnagyobb gasztrin
koncentracidét a vena cava inferiorban talaltuk. Jelentds
kiilénbséget észleltiink a jobb és bal szivfél gasztrin kon-
centracidja kozdtt. A bal kamra, vena cava superior és vena
renalis gasztrin koncentracidéja a mérési hibahataron beliil
megegyezett. A gasztrin C-termindlis szekvencidjara érzékeny
ellenanyag mellett /[gasztrin RIA I/, az N-terminalis szek-
venciat érzékeld ellenanyaggal [gasztrin RIA II/ is vizs-
galtuk a tiiddben folyd gasztrin katabolizmust. Megdllapitot-
tuk, hogy a tiidd gasztrint bontd tevékenysége a little
gasztrinnak mind a C-, mind az N-termindlis végét érinti.
In vitro koriilmények k&zdtt, a tliddszbvetbdl nyert citoszol
frakcid gyorsabban kataboliz&dlja a 17 aminosavbdél allé

gasztrin molekula C-termindlis részét, mint az N-termindlisat.
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