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S3s-tel jelzett metionin anyageseretermékeinek
radiokromatografias analizise kapesan nyert
tapasztalatok
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Kozlésre érkezett : 1963. marcius 2-an

Az aminosavak minden kétséget kizaré azonositdsa a kromatogrammon
ninhidrines, vagy egyéb &4ltalanos aminosavreagenssel torténd el6hivas utan,
sok gyakorlat mellett is, a nehéz analitikai feladatok kozé tartozik. Az azono-
sitdsra hasznalt Rf értékeket szdmos fiziko-kémiai paraméter befolyasolja,
melyek jelent8sen korldtozzak ezen értékek analitikai jelent8ségét. Consden
szerint az Rf értékeket hét tényezd befolyasolja dontéen (3). Ezek koziil az
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1. dbra. Metionin S33 intraperitonidlis injicidldsa utdn 24 drdn dt gyilijtott patkdnyvizelet-
bl Amberlit I. R. 120 gyantdval kivont amindsavak és aminek kromatogrammija ninhid-
rines eldhivds utdn (a) és ugyanazon kromatogramm 8% tartalmu amindsavainak és
aminjeinek autoradiogrammia (b) Futtatdsi feltételek: Haszndlt szirépapir: Watman 1
Olddszerelegy: n-butanol, deszt. viz, hangyasav, etilalkohol (40:40:10 :2) Felszdllo fultatds
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azonositas szempontjabdl a legtobb problémat az aminosavak emelked§ kon-
centraciéjanak, valamint az analizdland6 elegyben jelenlevd kisérs anyagok-
nak és szennyez6déseknek az Rf értékekre gyakorolt hatasa jelenti.

Ez kézenfekvs megallapitds, ugyanis biolégiai eredetli szabad aminosav-
kivonatok esetében, fiiggetleniil a kivonasi mddszertél, az osszehasonlitisra
hasznalt tiszta aminosavelegy koncentracidés és tisztasidgi koriilményei nem
valésithatok meg. Emiatt az analizdlandé, ismeretlen Gsszetételti aminosav-
elegy és a tanuelegy aminosavjainak az Rf értékei kiilonboz8ek lesznek (6, 7).
Az aminosavak kromatografids analizise kapcsdn felmeriilt analitikai problé-
mak megoldasara kiilonboz6 szerzGk szamos azonositdsi eljarast irtakle (5, 9),
melyek azonban az ilyenértelmi kutatdsokat tavolrél sem zartik le.
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2. dbra. Az ismert tanuelegy és az analizdlandd amindsav kivonat felviteli technikdja
a) analizdlando amindsav kivonat esetén b) két analizdlandd amindsav esetén

Természetszerlien ezen megallapitdsok még fokozottabb mértékben érvé-
nyesek radioaktiv elemekkel jelzett aminosavak anyagcseretermékeinek radio-
kromatografias analizisére. Ugyanis biolégiai anyagcsere kisérletek esetében
a radioaktiv izotéppal jelzett aminosavak, vagy egyéb radioaktiv anyagok
mennyiségének bevitelét az emberi vagy 4llati szervezetbe e vegyiiletek sugér-
hatdsa megszabja és korldtozza. Ennek kovetkeztében az inaktiv komponensek
mellett a radioaktiv izotéppal jelzett anyagcseretermékek igen kis mennyiség-
ben lesznek jelen. Ennek a demonstralasira a kovetkezs kisérleti példat hoz-

zuk fel : patkdnyndl 0,5 uC/teststly g dézisi metionin S—35 intraperitonialis

injicialdsa utdn 24 6rds gylijtott vizeletbsl Amberlit I. R. 120 ioncseréls gyanta
segitségével kivontuk tgy az aktiv, mint az inaktiv aminosavakat és amine-
ket (2). Ahboz, hogy rontgenfilmmel kontaktusban az aktiv komponensek
elfogadhaté idén beliil (10—30 nap) megfelel§ autoradiogrammot adjanak,
olyan nagymennyiségli aminosav kivonatot kellett a szlir6papirra felvinni,
mely az alkalmazott oldészer haszndlata mellett lehetetlenné tette az inaktiv
aminosavak unidimenziondlis szétvalasztasat (6). Ett6l fiiggetleniil a S—35-el
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jelzett amin- és aminosav jellegi anyagesere termékek élesen elhatdrolt sdvok
formajaban jelentkeztek az autoradiogrammon (1. sz. dbra).

Az 1. dbran bemutatott kromatogramm és a réla készitett autoradio-
gramm a fent elmondottakon kiviil vilagosan bizonyitja, hogy a kéntartalmu
aminosavak anyagcseréjébdl szdrmazé mikrokomponensek az inaktiv amino-
sav kivonatok klasszikus kromatograféldsa esetén az &ltaldnosan hasznalt
kimutatasi eljardsok mellett észlelhetSk és beleolvadnak a hasonlé Rf értékkel
rendelkezd magasabb koncentriciéji aminosavakba. Ily médon ezen mikro-
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3. dbra. Metionin S* intraperitonidlis injicidldsa utdn 24 drdn di gydjtott patkdny-

vizeletb6l Amberlit 1. R. 120 gyantdval kivont S*° tartalmi aminek és aminosavakbdl

készitett radiokromatogramm a 2. sz. dbrdn feltiintetett mddszerrel kromatografdlva
Futtatdsy feltételek: ldsd 1. dbra.

komponensek, bar a kéntartalmi aminosavak szempontjabél igen nagy jelen-
tdséggel birnak, a klasszikus kromatografids médszerek kisebb érzékenysége
miatt nem tajékoztatjak a kutatét ezen valtozdsok dinamik4jardl.

Nyitott kérdés maradt tehit az anyagcsere folyamatok kapesin képzs-
dott S tartalmt aminosavak és aminszdrmazékok azonositisa, ugyanis
ezeknek az Rf értékei a magas inaktiv aminosav koncentricié miatt jelentSs
modon lecsokkentek, a tiszta tanuelegyként alkalmazott aktiv S35-6t tartal-
maz6 aminosavak és aminek Rf értékeihez viszonyitva.

A kérdést egy el6bbi dolgozat keretében oldottuk meg, az ismert tanu-
elegyet és a vizsgalandé kivonatot a 2. dbra szerint kromatografalva (7).

Ezzel a metédussal patkdnyvizeletbdl Amberlit TR 120 iéncseréld gyanté-
val kivont S#* tartalmu aminosavak és aminok kromatografias analizise kap-
csan a 3. dbran lathaté autoradiogrammot kaptuk.

Kétséget kizdréan megallapithaté, hogy a mar emlitett okok miatt.
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analizalt kivonat S% tartalmu aminosavainak és aminjeinek az Rf értékei a
tanuelegy azonos S?° tartalma komponenseihez viszonyitva erfsen lecsokken-
tek. Ett6l fiiggetleniil az azonos aminosavak és aminek savjainak o6sszefo-
lydsa révén az azonositds nem jelent semmi nehézséget.

Az eddig felsorolt nehézségeken kivill az inaktiv aminosavak mindségi
és mennyiségi analizisét zavard problémédkkal a szakirodalom b&ven foglalko-
zik (1, 4, 5, 10). A minket érinté kérdéssel Beck és Ebrey foglalkozott b6vebben.

A szerz6k szerint egyes aminosavak molaris koncentraciéjuktdl fiiggGen,
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4. dbra. Metionin S* intraperitonidlis injicidldsa utdn 24 dran dt gyidjtott pathdnyvizelet-
bél Amberlit I. R. 120 gyantdval kivont aminosavak és aminok rddiokromatogrammia
Futtatdst feltételek: ldsd 1. dbra

molekula vegyiileteket képeznek egymadssal, és a kromatogrammon az eredeti
— de mar csokkent mértékben jelenlévs pontok mellett — a jelzett reakcid-
bdl szérmazé terméknek megfelel§ uj foltot kapunk.

Hasonlé jelenséggel taldlkozunk az S—35 tartalmi aminosavak, aminek,
valamint tioketosavak rddiokromatografids analizisének kapcsdn (4. és 5.
abra).

A 4. szdmu autoradiogrammot metionin S—35 intraperitonidlis injicidlésa
utan nyertiik 24 6ran at gyQjtott patkanyvizeletbSl. Az aminosavakat és a
desaminalt tioketosavakat elézetesen IRA 410 ioncseréls gyantaval kivontuk,
majd az amineket Amberlit I. R. 120 gyanta segitségével kotottik meg.
Leoldas utan a nyert S—35 tartalmi amineket ismert Osszetétell S—35-t
tartalmaz6 aminosav és amin tanueleggyel hasonlitottuk 6ssze. A kivonatban
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egyetlen radidaktiv komponenst talaltunk, melynek megfelel6jét a hasznalt

tanuelegyben nem taldltuk.

Kzzel szemben az ioncserélé gyantival nyert amintartalmi extraktum
két inaktiv komponense feltételezhetSen reakcidba lépett a tanuelegy metio-
ninszulfon (a), valamint metionin (b) komponenseivel. Az ily médon képz5dott
uj vegyiiletek magasabb Rf értékekkel jellemezhetSk és a kromatogrammokrdl
készitett autoradiografidn az a’ valamint a b’ pontban megfeleld feketedést
1déznek eld.

_: METIONIN

INAKTIV  ~— _— AKTiV
TANUELEGY TANUELEGY

9. dbra. Cisziein S*° intraperitonidlis injicidldsa utdn 24 drdn dt gydjtott patkdnyvizeletbél
Amberlit I. R. 120 gyantdval kivont S*° tartalmil aminosavak és aminek radiokromato-
. v el gy p : k
grammja aktiv és inaktiv kéntartalmi tanueleggyel sszehasonlitva. Futtatdsi feltételek:
ldsd 1. dbra

Az 5. dbran lathaté az az autoradiogramm, melyet 24 érdn gytjtott pat-
kany vizelethl Amberlit I. R. 120 ioncserél§ gyanta segitségével kivont
aminosav és amin kivonatbél nyertiink cisztein S—35 intraperitonislis injicid-
lasa utan. Az ,,a”’-val jelzett sdvon metionint, ciszteint, cisztint, ciszteamint,
cisztamint és homociszteint tartalmazo tanuelegyet alkalmaztunk 6sszehason-
litas céljabdl. Ezen tanuelegy egyik komponense reakciéba lépett az analizalt
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kivonat kvantitativ meghatdrozhaté mennyiségével és a képzsdott 4j vegyii-
let Rf értéke az aktiv tanuelegy metionin S—35 komponensének Rf értékével
azonos.

A S—35-1 jelzett kéntartalmi aminosavak és aminek radiokromatogra-
fids analizisének kapesin észlelt jelenségek aldtdmasztjik és kétséget kizdrs-
lag igazoljak az emlitett szerzdk inaktiv aminosavakra vonatkozé észleléseit.
Hangsulyoznunk kell, hogy az altalunk kozo6lt jelenség nem allandé kisérsje az
S—35 tartalmd aminosavakbdl és aminekbdl készitett radiokromatografias
analiziseknek. A jelenséget okozé kozelebbi koriillményeket tovabbi megfigye-
1ések hivatottak megvildgitani.

Osszefoglalas

A szerz6k patkanyvizeletb6l Amberlit I. R. 120 ioncseréls gyantaval
kivont S%-el jelzett metionin és cisztein anyagcseretermékeinek radiokroma-
tografids analizise kapcesan észlelt tapasztalataikrél szdmolnak be.

Leirjak a szabad aminosavak aktiv és inaktiv komponenseinek koncent-
racié kilonbségébdl adédd jelenségeket, ezzel kaposolatosan az azonositisi
miveleteknél szerzett tapasztalataikat.

Ezenkivill S* tartalmd aminosavak radiokromatografids analizisével
kapcsolatosan észlelt kisérleti eredményeikkel aldtdmasztjik mds szerzék
inaktiv aminosavakkal kapott eredményeit, melyek bizonyos kériilmények
kozott 4 molekula vegyiiletek képz6dését bizonyitjak.
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Caunrau, M., K. Anauua, B., Y paun, 3.: JanHvle, noayuerHble HA 0cHOBAHUL
paouoxpomamozpaguieckozo aHaAAU3d NPOOYKMOE 00MEHA MeueHH020 S35 memuoHuHAd.

ABTOPBI PACCKa3bIBAIOT O CBOMX JAHHBLIX, MOJYVYEHHBIX IYTEM pagunoxpomarorpapu
YECKOro aHajausa NMpOAYKTOB O0MEHAa MEeYEHHOro S% i MOJIVYEHHOTO W3 MOYM KpHIC IIPU
nomomy HoHooGmeHuBaomei cmosibl Amb. I. R. 120 MeTHOHMHA U uMcTeUHA. ONUCHBAOT
SIBJICHYNST, BOBHUKAIOWNE B Pe3VJIbTATE Pa3HMLbI KOHIEHTPALMH AKTHBHBIX U WHAKTUBHBIX
KOMITOHEHTOB CBOOOJHEIX AMHHOKHUCJIOT, B CBSI3H C 3THM VKA3HIBAIOT HA MOJVUYEHHbIE Pe3VIlb-
TATbl NMPU UACHTHOUKALMY AMHHOKHCIIOT, & TaK)Ke MeTOJ, HAa3BAHHBLI METOIOM WIeHTHU-
purkauuy ,,cBsI3pIBalOINEH CBHIETENbCTBYIOWEN CMECH . Kpome 3toro aBTOpBl CBOMMH
SKCIEPUMEHTAJbHBIMH PE3VJILTATAMH, TOJYVYEHHBIMU MPH paguoxpomarorpaduyecKom
4HaJIN3¢ AMMHOKMCJIOT, COAeprKammX S* moATBEPIKAAIOT Pe3VIbTaThl, I10JYUYeHHble HHAK-
TMBHLIMH aMHHOKHMCJIOTAMH Apyrumu asropamu. Iociegnuit dakt poxasviBaer 06paso-
BaHWE€ HOBBIX MOJIEKVJI, IIDU OMNpeaeseHHbIX 00CTOSATeIbCTBAX. i

J.Szdntay, K. V. Alania, Z. Uray: Erfahrungen anhand der radio-
chromatographischen Analyse der Stoffwechselprodukte des mit 8% markierten Me-
thionins.

Die Verfasser berichten iber ihre Erfahrungen anhand der radiochromatographi-
schen Analyse der aus Rattenharn mit Amb. I. R. 120 Ionenaustauscherharz extra-
hierten, mit S3% markiertem Stoffwechselprodukte des Methionins und Cysteins.
Die aus dem Konzentrationsunterschied der aktiven und inaktiven Komponenten
der freien Aminosduren sich ergebenden Erscheinungen, die anhand der Identifi-
zierungsvorgénge gewonnenen Erfahrungen, sowie die Tdentif izierungsmethode werden
beschrieben. Die anhand der radiochromatographischen Analyse von S3% enthaltenden
Aminoséiuren gewonnenen experimentellen Resultate unterstiitzen die mit inaktiven
Aminosduren erhaltenen Ergebnisse anderer Autoren, die unter bestimmten Ver-
héltnissen auf die Bildung neuer Verbindungen weisen.
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