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Summary

Current view on the physiological function of cholecisto-
kinine

The current data on the occurrence, synthesis, libera-
tion and specific receptors of cholecistokinine in tissues
and body fluids have been presented. The potential of
known competive antagonists of cholecistokinine in rela-
tion to the role it plays in animals and man was also dis-
cussed.

Cholecystokinina, klasycznie okre§lana jako hormon uwal-
niany do krwi w konsckwencji dostania si¢ 26tci do dwuna-
stnicy, w zasadzie jest neuropeptydem wyizolowanym z jelita
$wini w postaci biatka ztozonego z 33 i 39 aminokwaséw.
Biologicznie czynnym fragmentem jest okatapeptyd CCK-8,
obejmujgcy koiicowe 8 aminokwaséw CCK-33. Jest ona
przedmiotem licznych prac eksperymentalnych od 30 lat. Do-

piero w ostatnich latach, po wykryciu jej osrodkowych CCK-
B (brain = mézgowie) i obwodowych CCK-A (elimentary =
pokarmowy) receptoréw oraz ich antagonistéw kompetycyj-
nych (odpowiednio: 1. 365.260 i L 364.718), zwigkszyla si¢
istotnie liczba prac traktujacych o jej obecnosci i roli w or-
ganizmach zwierzat i ludzi. Zwtaszcza dyskutowana obecnie
rola CCK w zjawiskach motorycznych mig$niéwki przewodu
pokarmowego, przyjmowaniu pokarmu, uczuciu glodu i sy-
todci oraz mechanizmach wystepowania i czucia bolu uzasadnia
podjecie tego opracowania tym bardziej, ze lekarz-praktyk nie
napotka w krajowej literaturze podobnych informacji.

Iwy i Oldberg w 1928 r. stwierdzili obecnos¢ CCK w wy-
ciagach ze Sluzéwki dwunastnicy psa, ktére pobudzaty skur-
cze pecherzyka zotciowego. Dopiero Mutt (33) w 1980 r.
wykazal, ze zwigksza ona réwniez wydzielanie enzymow
trzustkowych oraz op67nia przechodzenie tresci zotadkowe;j
i hamuje zdolnosci przyjmowania pokarmu. W tym tez roku
(45) stwierdzono jej obecnoéé w OUN (osrodkowym uktadzie
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nerwowym), gdzie moze pelnié funkcje neurotransmitera i
neuromodulatora.

Immunoreaktywnos$¢ typowa dla CCK stwierdzono w nie-
ktérych komérkach endokrynowych gérnego odcinka jelita
cienkiego, ale takze w OUN oraz jelitowym ukladzie nerwo-
wym, co czyni CCK hormonem i neurotransmiterem (3).

Synteza i uwalnianie

Neurony OUN i ObUN (obwodowego uktadu nerwowego)
syntetyzuja CCK. W zakoniczeniach neuronalnych jest ona
gromadzona w postaci ziarnistosci lub pecherzykéw synap-
tycznych (38). Pecherzyki te sa transportowane wzdtuz akso-
nu zaréwno in vitro, jak i in vivo, a ich zawartos$¢ jest
uwalniana droga egzocytozy podczas depolaryzacji zakon-
czefi przez bodZce uwalniajace jony wapniowe. CCK podana
mikrojontoforetycznie moze depolaryzowaé neurony.

Budowa i rozmieszczenie CCK
L]

CCK znajduje si¢ w postaci wielu form molekularnych za-
réwno w wyciaggu z jelita (50), jak 1 w mézgu oraz we krwi
(14). W 1975 r. stwierdzono (44) ,,gastrynopodobng” immu-
noreaktywno$¢ w mézgu ssakéw. Inni z kolei wykazali, ze
ta immunoreaktywna substancja — w budowie bliska gastrynie
— odpowiada oktapeptydowi C-koricowego CCK-8 (10). Oka-
zato sie, ze w mézgu CCK wystepuje pod co najmniej 5 po-
staciami: jeden zwiazek dtuzszy od CCK-39, dwa o dlugosci
réwnej CCK-39 1 CCK-33, CCK-12 i CCK-8. Zidentyfikowa-
no réwniez czasteczki o sekwencji krétszej, takie jak CCK-4.
W mézgu najwigcej jest form krétkich, CCK-8 (stanowi 60-
70%), (ryc. 1) oraz CCK-4 (40).

Najwyzsze stezenia CCK opisano w korze modzgowej, a
zwlaszcza w strefie obrgczy i stuchowej. Sa to wielkosci rze-

CCK-39

CCK-33

CCK-8

G-17

Ceruleina

R=S0sH

du mikrograméw (5). Wysokie stgzenia stwierdzono tez w:
jadrach migdatowatych, ciele prazkowanym, podwzgérzu,
wzgdrzu, hipokampie, przegrodzie, opuszce, wzgérku wecho-
wym, tylnym placie przysadki 1 ptynie mézgowo-rdzeniowym
(41). Sposréd struktur podwzgoérza najwyzsze stezenia CCK
stwierdzono w ciatach komérkowych neuronéw jader brzu-
szno-przysrodkowych oraz grzbietowo-przysrodkowych (2) w
poréwnaniu do stgzed w jadrach okolo- 1 przy- komorowych
oraz nadwzrokowych (44). Neurony CCK-ergiczne 1 widkna
nerwowe stwierdzono w zespole grzbietowym nerwu blednego
na wysokosci nucleus tractus solitarius, a wiec w osrodkach
sterujacych motoryka zotadka (gastric centers). Odpowiadaja
one zakoriczeniom nerwowym aferentnych wiékien nerwdw
blednych (36). Bardzo niskie st¢zenia CCK, czesto ponizej
czutosci metody, stwierdzono w ciatach komérek nerwowych
mdzdzku 1 rdzenia krggowego. Pomimo czg¢sto niewykrywal-
nego stezenia CCK w prébach z catego rdzenia krggowego
stwierdzono jednak do$¢ silna immunoreaktywno$¢ CCK-po-
dobng we widknach nerwowych rogéw grzbietowych (11).
Komorki zawierajace CCK — zwane komérkami ,,I” — ziden-
tyfikowano w jelicie cienkim na wysokosci dwunastnicy i
jelita czezego u wielu gatunkéw zwierzat (4). Typowa dla
CCK immunoreaktywnos¢ stwierdzono réwniez w komor-
kach endokrynowych przewodu pokarmowego (tab. 1). Jest
ona szczegdlnie intensywna w neuronach splotéw jelitowych
(plexus mesentericus), (22).

Powstawanie CCK

Wszystkie formy molekularne CCK majg wspdlnego pre-
kursora. Jest nim pre-pro-CCK, opisana przez Deschenes (9).
W wielu tkankach ja syntetyzujacych pre-pro-CCK jest taka
sama. U szczura np. sklada si¢ ona ze 114 aminokwaséw.
Pierwszym etapem powstawania CCK jest oderwanie frag-

R

30 grup arg asp —Arg—Asp—'llyr—Met—Gly—Trp—Met—Asp—Fen—NH2

R

24 grupy arg asp —Arg—Asp—'[Lyr—Met—Gly—Trp—Met—Asp—Fen—NHz

R
Asp—'Ilyr—Met—Gly—Trp—Met—Asp—Fen—NHz

Rs

9 grup arg asp —Glu—Glu—Ala—'}yr—Gly—Trp—Met—Asp—Fen—NHz

R

Glp-Gln—-Asp-Tyr-Thr-Gly-Trp—Met—Asp—-Fen-NH2

R‘=SOszH lub H

Ryc. 1. Ladcuchy peptydowe COOH-koficowych réznych form czasteczkowych CCK izolowanych i opisanych w mézgu owcy (CCKs),
jelicie cienkim (CCKag® CCKa33) i skérze ptaza (ceruleina), (wg Dockray, 1981)
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Tab. 1. Rozmieszczenie i stezenie CCK w OUN oraz przewodzie pokar-
mowym szczura potwierdzone immunochemicznie, jak i metoda radio-
immunologiczna (wg Dockary i wsp., 1981)

. Rozmieszczenie CCK
Tkanki P — ,
(pmol.g”) | Komérki | Wtdkna Ciata
endokrynowe | nerwowe | komdrek
OUN [

Kora mézgowa | 300-600 - +++ ++
Hipokamp ll 100-200 - ++ ++
Wzgérze 100-150 - ++ +

J. migdatowate 350-500 - + -

Podwzgdrze 120-200 - + +
Prazkowie 150-250 - + +

Opuszka mézgu 40-60 - + +
Mdzdzek <10 - - -

Rdzen kregowy <10 | - ++ -

Przewdd pokarmowy
Zotadek <10 = = =
Dwunastnica 150-250 ++ + +
Jelito czcze 120-170 +H+ + +

Jelito biodrowe 20-40 + + i +
OkrezZnica 10-20 ? | + ++

mentu C-koncowego w pre-pro-CCK. Powstata aktywna bio-
logicznie pro-CCK sktada sie juz tylko z 95 aminokwaséw
(9). Stwierdzane w organizmie rézne formy molekularne
CCK powstaja w konsekwencji modyfikacji pro-CCK. W ro-
ku 1971 opisano pierwsza posta¢ CCK. Byt to hormon poli-
peptydowy, skladajacy si¢ z 33 aminokwaséw, wyizolowany
ze Sluzéwki dwunastnicy $wini. Jego powolny rozktad przez
trypsyne badZ enterokinaz¢ uwalniat konicowy oktapeptyd-
COOH czyli CCK-8 (13). Posta¢ ta cechuje si¢ silnym dzia-
taniem kurczacym pecherzyk zétciowy oraz zwigkszajacym
wydzielanie enzymow trzustkowych; jest od 2-10 razy sil-
niejszy od CCK-1-33 (34). PéZniejsze prace wykazaly istnie-
nie w organizmach form CCK, takich jak: CCK-58, CCK-39,
CCK-33 i form krétszych, takich jak: CCK-12, CCK-8NS,
CCK-5 oraz CCK-4. Formy CCK o najwyzszym ci¢zarze cza-
steczkowym (CCK-58, CCK-39 1 CCK-33) przewazaja w je-
licie. CCK-39 oraz CCK-33 wykazaly aktywnos¢ biclogiczna
rowng CCK-8 1 sa bardziej oporne na rozklad w watrobie
(16). Moga spetniac rolg hormonalnych czynnikéw krazacych
we krwi. Sa one prekursorami dla form szybko degradowa-
nych w organizmie, takich jak CCK-8 oraz CCK-4. Postacie
krétsze, takie jak CCK-22 oraz CCK-12 sa obecne réwniez
we krwi. Jako postacie krazace we krwi wydaja si¢ by¢ bar-
dziej oporne na degradacje od CCK-8.

Jak zaznaczono wcze$niej, CCK-8 jest torma dominujaca
w OUN. Na obwodzie jest to najbardziej aktywna biologicznie
postaé, tak w odniesieniu do nasilania skurczéw pgcherzyka z6t-
ciowego, jak i do sekrecji gruczotéw endokrynowych trzustki.
Powtérzmy wiec, ze CCK-8 cechuje podwdjna czynnosé: hor-
monu 1 neurotransmitera. Jest szybko unieczynniana przez
peptydazy organizmu. CCK-8NS, CCK-5 oraz CCK-4 majac

odmienne wlasciwosci od CCK-8S moga stanowi¢ formy roz-
ktadu CCK, chociaz CCK-4 w OUN np. w odr6znieniu od
CCK-8S wykazuje dziatania wlasne na procesy pamieci (24).
Sekrecje hormonéw trzustkowych w wysepkach Langerhansa
najsilniej pobudza wtasnie CCK-4 (39). Na tej podstawie sadzié
nalezy, ze CCK-4 ma Scisle okreslong aktywnos¢ biologiczna,
a nie jest tylko ogniwem rozktadu CCK.

CCK-8, gastryna, ceruleina, oktapeptyd o budowie zblizo-
nej do CCK-8 (izolowany ze skéry ptazéw) budowa struktu-
ralna przypominajg t¢ sama rodzing. Majg wspdélng, te sama
sekwencj¢ amido-pentapeptydu z grupa karboksylowa na kon-
cu tancucha (ryc. 1). Budowa ta uzasadnia twierdzenie, ze pep-
tyd z rodziny CCK-gastryna jest peptydem przypominajacym w
dzialaniu albo CCK-8 albo gastryng. Réznica pomigdzy nimi
polega na tym, ze tyrozyna w CCK-8 jest w pozycji ¢ w pola-
czeniu z reszta siarczanowa, a w gastrypie jest ona przy weglu
6 potaczona lub nie z resztg siarczanowa (47).

a

Czynniki uwalniajgce CCK

BodZce pokarmowe uwalniajg CCK z rézna sita. Czynia
to zwlaszcza biatka, niektére aminokwasy oraz ttuszcze za-
warte w karmie. Glukoza indukuje sekrecje CCK do krwi, a
ta z kolei moze wplywac¢ na wydzielanie insuliny (7). Wg
Nakamury (35) sktadniki pokarmowe moga zwig¢kszaé uwal-
nianie CCK poprzez dzialania bezposrednie na §luzéwke
dwunastnicy, zwickszajac sekrecje HCI oraz zwigkszajac ob-
jetos¢ sktadnikéw zéiciowych.

Osrodkowa kontrola sekrecji CCK w przewodzie pokarmo-
wym przez nerw bledny jest niepewna i nie wydaje si¢ do-
minujaca (29). Bardzo istotna role odgrywaja wspétdziatania
hormonalne, zwiazane ze zjadaniem réznych sktadnikéw po-
karmowych (26).

Proteazy trzustki hamuja uwalnianie CCK. Ujemne sprze-
zenie zwrotne w wydzielaniu trzustki kontroluje liberator
peptydowy (CCK-RP) wrazliwy na trypsyng (28). U szczuréw
karmienie kazeina zwiekszato znacznie uwalnianie CCK do
krwi w poréwnaniu do uwalniania po podaniu emulsji ttusz-
czowej lub po podaniu inhibitora trypsyny (17). Na perfun-
dowanym in vitro modelu dwunastnicy i jelita czczego
szczura wykazano, ze uwalnianie CCK moze mie¢ rézne me-
chanizmy; w reakcji na sktadniki pokarmowe nie angazuje
np. jelitowych uktadéw nerwowych. Bombezyna pobudza se-
krecj¢ CCK dziataniem bezposrednim oraz poprzez wplyw
na neurony niecholinergiczne (6).

Receptory CCK

Opisano dotychczas dwa typy receptoréw specyficznych,
na ktére w sposéb wybiérezy pobudzajaco dziata CCK:

1. Receptory CCK-A uwazane poczatkowo za receptory
obwodowe (od ang. alimentary = pokarmowy); stwierdzone
zostaty w trzustce, p¢cherzyku zétciowym, mig¢s$niach gtad-
kich jelit czy splotach jelitowych (1). Tylko CCK-8S ma wy-
sokie powinowactwo do tych receptoréw. Duzo mniejsze
powinowactwo majg CCK-8NS, CCK-4 oraz gastryna (48).
Wg innych autoréw powinowactwo CCK-4 do receptoréw
klasy CCK-A jest 1000 razy wyzsze od powinowactwa CCK-
-88 (23, 42).

2. Receptory CCK-B przez Morana (31) nazwane poczat-
kowo receptorami osrodkowymi (od ang. brain = mézg) z
powodu ich przewazajacego rozmieszczenia na neuronach
OUN. Powinowactwo CCK-8S do receptoréw typu CCK-B
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jest jedynie 10-krotnie silniejsze od powinowactwa CCK-8NS,
CCK-4 oraz gastryny (21). CCK-4 wiaze si¢ z receptorami
CCK-B od 5-20 razy silniej niz CCK-8S.

W strukturach OUN znajduja si¢ réwnoczesnie receptory
CCK-A oraz CCK-B. Przewazaja te ostatnie. Niedawne od-
krycie silnych i bardzo specyficznych agonistéw receptora
CCK-A (27) pozwoli na okreSlenie rél fizjologicznych tych
receptoréw w OUN. Wedtug danych z piSmiennictwa liczba
typéw receptora CCK jest funkcja ich lokalizacji anatomicz-
nej oraz ich relatywnego powinowactwa do agonistéw 1 an-
tagonistéw (21). Menozzi (30) podal istnienie 4 typéw
receptora CCK oraz wykazal, ze izolowane komérki Zotadka
§winki morskiej posiadaja receptory CCK odmienne od re-
ceptoréw CCK zrazikéw trzustki. Okazaty si¢ one byc re-
ceptorami gastrynowymi (18, 30). Wiele typéw receptora
CCK miatoby koegzystowac ze soba w niektérych narzadach
(gérny zwieracz przetyku - 37, mig$niéwka pecherzyka 26t-
ciowego - 18).

Najkrétsze fragmenty tetrapeptydu C-koricowego sa nie-
czynne biologicznie. Peptydy powstate z réznie zmodyfiko-
wanych tetrapeptydéw C-koficowego maja powinowactwo do
receptoréw CCK-B bliskie CCK-8. Dane te wskazuja, ze dla
wysycenia receptoréw CCK-B przez CCK konieczne sa 4
aminokwasy C-koricowego. Dla wysycenia receptoréw trzu-
stki czasteczka musi zawiera¢ minimum heptapeptyd C-kori-
cowego z grupa siarczanows (46). Receptory CCK-B okazaly
sie szczegdlnie wrazliwe na modyfikacje 4 aminokwasow C-
koAcowego, a receptory typu CCK-A szczegélnie wrazliwe
na brak grupy siarczanowej (12). Te cechy receptoréw CCK-
B wskazuja, ze nie sa one zdolne do réznicowania peptydow
z grupy gastryny od tych z grupy CCK, ktére posiadaja taki
sam tetrapeptyd C-koricowego, bgdacy miejscem biologicznej
aktywno$ci czasteczki.

Ekstrakcja i izolowanie osrodkowych receptoréw CCK
przez Sakamoto (43) pozwolity na okreslenie réznic w budowie
pomiedzy receptorami CCK-B i CCK-A oraz na wyjasnienie
réznic w powinowactwie osrodkowym i obwodowym CCK. Re-
ceptory zwane obwodowymi (CCK-A) skladaja si¢ z kom-
pleksu biatka 40 Kd oraz biatka 80 Kd potaczonych mostkiem
dwusiarczkowym.

Receptory osrodkowe (CCK-B) sktadaja si¢ z jednego biat-
ka o masie 51 Kd pozbawionego mostka dwusiarczkowego.
Biatko to wiaze CCK-4 majac powinowactwo tylko 10-krot-
nie stabsze od tego, z jakim wiaze ono CCK-8. Biatko izo-
lowane z blon komoérkowych trzustki wigze CCK-8 z tym
samym powinowactwem co CCK-4 (43). Mechanizmy we-
wnatrzkomo6rkowe bedace nastepstwem pobudzenia recepto-
réw CCK réznia receptory osrodkowe od obwodowych.

Obwodowe receptory CCK-A zwiazane z poSrednictwem
bialka G, odpowiadaja za powstawanie drugich przekaznikéw
w cytoplazmie (diacylglycerol, tréjfosforan inozytolu-1P3,
Ca’"), (20).

Receptory CCK w mdzgu sa zwiazane z cyklaza adenylo-
wa (15).

Rozmieszczenie receptoréow CCK

Rozmieszczenie miejsc wychwytu i wigzania CCK w
OUN szczuréw dobrze koreluje z rozmieszczeniem endo-
gennej CCK (32). Najwicksza gesto$é receptoréw CCK
stwierdzono w korze mézgowej, platach wechowych 1 ja-

drze ogoniastym. Do$¢ znaczng gestos$¢ opisano réwniez w
hipokampie (42), podwzgérzu, a szczegdlnie w jadrach bo-
czno-przysrodkowych, bioracych udzial w regulacji zacho-
wail pokarmowych (8).

W 1986 1. (31) stwierdzono, ze receptory pola najdalszego
(area postrema), jadra pasma samotnego (nucleus tractus so-
litarius) oraz jadra mi¢dzykonarowego (nucleus interpedun-
cularis) maja niskie powinowactwo do CCK-8NS sugerujac
obecno$é receptoréw typu obwodowego w OUN.

Stosowanie znakowanych izotopowo antagonistow obwo-
dowych receptoréw CCK, takich jak L 364 718 pozwolilo
na potwierdzenie istnienia dwdch typéw receptoréw CCK w
mézgowiu. W OUN receptory CCK-B sg bardzo szeroko roz-
siane, a receptory typu obwodowego CCK-A sa obecne tylko
w kilku jadrach (jadro pasma samotnego, jadro migdzykona-
rowe, pole koricowe). Takie umiejscowienie receptoréw po-
zwala im na wiazanie CCK z obwodowej krwi krazacej (19).
Obok OUN (49) stwierdzono obecnosé receptoréw CCK w
nerwach blednych szczura. Podobnie moze by¢ u innych ga-
tunkow zwierzat. Cz¢$¢ tych receptorow jest przemieszczana
na obwdd szybkim transportem aksonalnym. Receptory sa,
by¢ moze, wytwarzane przez ciata komérkowe neurondw ja-
der opuszki (jadra grzbietowe nerwu blednego}. Ich aksony,
dochodzace do nerwdéw blednych, moga funkcjonowac jako
autoreceptory na nerwach zawierajacych CCK albo jako re-
ceptory presynaptyczne innych nerwow, takich jak np. nerwy
czuciowe (49).
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artykut przegladowy

Analiza pozostatosci lekow weterynaryjnych
— przydatnosé chromatografii cienkowarstwowej
do wstepnych oznaczen jakosciowych

Zaktad Farmakologii i Toksykologii Instytutu Weterynarii, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy

Summary

Analysis of veterinary drug residues: the usefulness of thin
layer chromatography for screening procedures

This survey provides a general discussion on drug re-
sidue analysis in biological material. Quality criteria for
the use of thin layer chromatography in residue analysis
have been evaluated and compared with those of other
methods. The present application of TLC in residue ana-
Iysis of antibacterials, growth promoters and neuroleptics
has been discussed.

Niektére leki stosowane w praktyce weterynaryjnej pozo-
stajac w organizmie zwierzgcym stanowia potencjalne zagro-
zenie dla zdrowia konsumentéw. W zwiazku z tym organizuje
si¢ systemy majace na celu kontrolg 1 eliminowanie zZywnosci
zawierajacej niedopuszczalne stezenia lekéw. W prébkach
miesni 1 narzadow pobranych w rzeZniach poszukuje si¢ obe-
cno$ci specyfikéw dopuszczonych do lecznictwa weteryna-

ryjnego oraz lekéw, na ktére obowiazuje bezwzgledny zakaz
stosowania u zwierzgt hodowlanych. Oprdcz pozostatosci
antybiotykéw i chemioterapeutykéw wykonywane sa badania
umozliwiajace wykrycie stymulatoréw wzrostu (hormonéw i
B-agonistéw), neuroleptykéw i 3-bloker6w oraz lekéw prze-
ciwpasozytniczych. W Instytucie Weterynarii oraz wyspe-
cjalizowanych Zaktadach Higieny Weterynaryjnej od wielu
juz lat prowadzi si¢ stala kontrolg wspomnianych grup lekéw
w produktach zwierzecych.

W analizie pozostatosci lekdw w zywnosci stosuje si¢ roz-
ne metody badawcze. Tradycyjnie, metody mikrobiologiczne
wykorzystywane sa do wykrywania §ladowych ilosci pozo-
statosci lekéw przeciwbakteryjnych. Wzrastajace zagrozenie
toksykologiczne ze strony niektérych lekéw np. chloramfeni-
kolu oraz wprowadzenie wymogu jednoczesnego badania sub-
stancji macierzystych wraz z ich metabolitami w znacznym
stopniu przyczynito si¢ do powstawania nowych procedur ana-
litycznych. Potrzebne byly bowiem metody, ktére umozliwia-
tyby analizowanie réznych grup lekéw z odpowiednig czutoscig



