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S35-tel jelzett rnetionin anyagesereeterm6keinek
rddiokromatognrflfifs analizise kapesin rryert

ta,pasztalatok
S z . i x T A Y  r i X O S .  K .  A L A N I A  V A L E R I . {  6 s  U R A Y  Z O I T A N

f.irterre drkezett : 1963. rnd,rcius 2-6n

Az aminosavak minden k6ts6get kizar6 azonositL,sa a kromatogrammon
ninhidrines, vagy egy6b 6,ltald,nos aminosavreagenssel tort6n6 eI6hiv6's ut6,n,
sok gyakorlat mellett is, a neh6z anahlikai feladatok koz6 t'artozlk. Az azono-
sitr{,sra haszn|,Ib Rf 6rt6keket sz6,mos fiziko-k6miai paramlt'er befolyd,solja,
melyek jelent6sen korl6,tozz6,k ezerr 6rt6kek analitikai jelent6s6g6t. Consden
szerint az Rf 6rt6keket h6t t6nyez6 befoly6solja dcint6en (3) . F.zek kozid-l az
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7. abra. fuIeti,onin 535 i,ntraperitot'ti,d,l,i,s i,njicid,lasa utan 24 rjran at ggiijtdtt pathdnga'izel,et-
bdl Amberlit I. R. 120 gyantd,ual, ltiuotzt amindsaualt, ds aminelt ltromatogramm'ja qz'inh'id-
rines el\hi,uas utdn (") ds ugganazon ltronzatogramm 535 tartalmil, amit"t,6saua'inak ds
amitzjeinelc o,utoradiogrammja (b) Futtatd,s'i feltdtelelt: Hasznd,lt sztirdpapil: Watman 7
Olddszerelegy: tz-butanol,deszt. ts i ,z,ha,ng?Jtr,saD,et i la lkohol,  (40:40:70:2) Felszd, l , l ,6 fut tatd,s
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azonosit{,s szempontjrnb6l a legtcibb probl6mr{,t, az aminosavak emelked6 kon-
cent'r6"ci6id,nak, valamint' az analtz6,Iand6 elegyben jelenlev6 kis6r6 anyagok-
nak ds szennyez6ddseknek azP"f 6rt6kekre gyakorolt hatri,sa jelenti.

Ez kdzenfekv6 meg6,llapit6,s, ugyanis biol6giai eredetii szabad. aminosav-
kivonatok eset6ben, fiiggetleniil a kivond,si m6dsz ert6l., az osszehasonlitr{,sra
haszn6,It' t'iszta aminosavelegy koncentrrici6s 6s tisztasd,gi kcirtilmdnyei nem
val6sithat6k meg. Emiatt az anahz6,Iand6, ismeretlen osszet6teltl aminosav-
elegy 6s a tanuelegy aminosavjainak az Rf 6rt6kei kiil<inbciz6ek lesznek (6, 7).
Az aminosavak kromatogrd,firi,s analizise kapcsri,n felmeriilt analitikai probl6-
mr{,k megoldS,srira kiilonbozS szerz1k szS,mos azonosithsi eljrirrisi futakle (5, 9),
melyek azonban az ilyenlrtelmii kutatri,sokat trivolr6l sem zfutt,kle.
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2. dbra. Az 'ismert, tanuelegg ds az anal'izdla,l'tdd am'indsau lc,iuonat felu,i,tel,i, techni,kd,ja
a) anal'izdland6 am'in6sau ki,aonat esetdn b) kdt anal,,izdlandd am,in6saa esetd,n

Term6szetszeriien ezen megd,llapitri,sok m6g fokozottabb m6rt6kben 6rv6-
nyesek rA,dioaktiv elemekkel jelzett aminosavak anyagcsereterm6keinek rr{,dio-
kromatogr6,fir{,s analizis6re. Ugyanis biol6giai anyagcsere kis6rletek eset6ben
a r6'dioakt'iv izot'6ppul jelzet'b aminosavak, vagy egy6b rS,dioaktiv anyagok
mennyis6g6nek beviteldt az emberi vagy 6,IIati szervezetbe e vegyiiletek sug6,r-
hatd,sa megszabjl et korl6,tozza. Ennek kovetkezt6ben az inaktiv komponensek
mellett a r{dioaktiu izot6ppal jelzett anyagcsereterm6kek igen kis mennyis6g-
ben lesznek jelen. Ennek a demonstrr{,l6s6,ra a kovetkez6 kii6rleti peldht hoz-
zuk fel: patk5,nyn6,I0,5 p,Cltestsirly g d6zisri metionin S-35 intraperitonirilis
injici6,l6,sa yt9'n 24 6rits gyiijtott vizelebb6l Amberlit I. R. 120 ioncs eierc gyanta
segits6g6vel kivontuk rigy az aktiv, mint, az inaktiv aminosavakat 6s amine-
ket (2)- AUhoz, hogy rontgenfilmmel kontaktusban az aktiv komponensek
elfogadhat'6 id6n beliil (10-30 nap) megfelel6 autoradiogrammot 

-adjanak,

oly_an nagymennyis6gti aminosav kivonatot kellett a sziii6papirra felvinni,
mely az alkalmazott old6szer haszn|,Iata mellett lehetetlenn6 tette az inaktiv
aminosavak unidimenzionf,lis sz6tvd,laszt6,s5,b (6). Ett6l fiiggetleniil a S-35-eI
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jelzett amin- 6s aminosav jellegii anyagcsere term6kek 6lesen elhatrirolt sri,vok
formri,jr{,ban jelentkeztek az aatoradiogrammon (l . sz. 6,bra).

Az L. 6'br6,n bemutatott kromatogramm 6s a r6la k4szitett autoradio-
gramm a fent elmondottakon kiviil vild,gosan btzonyitja, hogy a kdntartalmu
aminosavak anyagcser6j6b6I szhrmaz6 mlkrokomponensek az tnaktiv amino-
sarr kivonatok klasszikus kromatografS.lS,sa eset6n az 6,Ital6,nosan haszn6,k
kimutatS,si eljd,r6,sok mellett 6szlelhet6k6s beleolvadnak a hasonl6 Rf 6rt6kkel
rend.elkezt magasabb koncentracioji aminosavakba. Ily m6don ezen mikro-
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3. d'bra. Metion'in S_38 i,ntrapet"itotti,dl'is,it'tjicialdsa utat't,22tr 6rd.,n dt gE{i,jtdtt patkd,ng-
u'izel'etbol, Amberl'it I. R. 720 gyantd,aa,l, k'iuottt 835 tctrta,Lm,rt ctm,inek Zs ami,nosaaahb"6l,'
hd'szdtett ra'di'okromutosramm 

,ir*2rntirrfro,ifii ,f:tf';'."t;Lt,.om6dszerret' 
hromatosrafd'taa

k9nrpo1e1g"k,-b6'r ak6ntartalmir aminosavak szempontjhb6l igen nagy jelen-
t6s6ggel birnak, a klasszikus kromatografiS"s m6dszerek kisebb erzlLenys6ge
miatt nem t'6"j6kozt'abj6,k a kutat6t ezen v6,ltoz6,sok dinamik6,j6,rol.

\yttott k6rd6s maradt teh6,t az anyagcsere folyamatok kapcs 6,n kdpz6-
ddtt S35 t'artalm:6 aminosavak 6s aminszarrnaz6kok azonositAsa, ugyanis
ezeknek az Rf 6rt6kei a, magas inaktiv aminosav koncentr6,ci6 miatt jelent6s
m6don lecsdkkentek, a tiszta tanuelegykdnb alkalmazott aktiv S35-6t- taft,al-
maz6 aminosavak 6s aminek Rf 6rt6keihez viszonyitva.

A k6rd6st 
"gy 

el6bbi dolgozat keret6ben oldottuk meg, az ismert tanu-
elegyet 6s- a vizsg6,Iando kivonatot a 2. 6,bra szerint kromatografS,lva (7).

Ezzel a met6dussal patki,nyvizeletb6l Amberlit IR 120 i6ncser6l6 gyanth-
val kivont S35 tartalmir aminosavak 6s aminok kromatogrS,fiS,s analizis-e krp-
csd,n a 3. 6,br6,nI6,that6 autoradiogrammot kaptuk

K6ts6get kiz6r6an megri,liapibhat6, hogy a m6,r emlitett okok miatt
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a,naliz6,It kivonat S35 tartalmir aminosavainak 6s aminjeinek az Rf 6rt6kei a
tanuelegy azonos S35 tartalmri komponenseihez viszonyitva er6sen lecsdkken-
tek. Ett6I fiiggetlenil az azonos aminosavak 6s aminek sri,vjainak 6sszefo-
ly6,sa r6v6n ai-aonositd,s nem jelent semmi neh6zs6get.

Az eddig felsorolt neh4zs6geken kiviil az inaktiv aminosavak min6s6gi
6s mennyis6gi analizis1t zavar6 probl6mS,kkal a szakirodalom b6ven foglalko-
zik (L, 4, 5, f0). A minket 6rint6 [6rd6ssel Beck 6s Ebrey foglalkozott b6v-ebben.

A szerz6k szerint egyes aminosavak mol{,ris koncentrri,ci6jukt6l fiigg6en,

M E T I O N I N

T A U R I N  +
METIONIN SZULFON

C I S Z T E I N
C I S Z T I N

4. dbra. Metionin 535 i,ntraperi,totz'ial'is injicidldsa, utd,n 2,1 dran at gtltijtittt pathdnEuizel,et-
bdl Amberlit r' R' 120 n'"Hi,i#]r!,'o'",:!rnif"n;1"'r1,frrr:'offilno* rddiottomatosrammjct'

molekula vegyiileteket k6p eznekegymd,ssal, 6s a kromatogr&mmon az eredeti
- de m6,r csokkent m6rt6kben jelenl6v6 pontok mellett - a jelzett reakci6-
b6l sz5,rmaz6 term6knek megfelel6 rij foltot kapunk.

Hasonl6 jelens6ggel talS,lkozunk az S-35 tartalmri aminosavak, aminek,
valamint tioketosavak r6,diokromatogrS,fi6s analizis6nek kapcsr{,n (4. 6s 5.
d,bra).

A 4. sz6,mri autoradiogrammot metionin S-35 intraperitonir{,lis injici6,l6,sa
tt6,n nyertiik 24 6r6,n 6,t gyiijtcitt patk{,nyvizeletb6l. Az aminoSavakat 6s a
desaminri,lt tioketosavakat el1zetesen IRA 410 ioncser6l6 gyant{,val kivontuk,
majd az amineket Amberlit I. R. L20 gyanta segits6gdvel kdtdttiik meg.
Leold6,s utri,n a nyert S-35 tartalmri amineket ismert <isszet6telii S-35-t
tartalmaz6 aminosav 6s amin tanueleggvel hasonlitottuk ossze. A kivonatban
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egyetlen rridi6aktiv komponenst tal6,ltunk, melynek megfelel6j6t a haszni,lb
tanuelegyben nem tali,ltuk.

Ezzel szemben az ioncser6l6 gyanti,val nyert amintartalmtr extraktum
k6t inaktiv komponense felt6telezhet6en reakci6ba l6pett a tanuelegy metio-
ninszulfo_n (a), valamint metionin (b) komponenseivel. Az ily m6don kepz6ddtb
yj vegfiiletek magasabb Rf 6rt6kekkel jellemezhet6k 6s a kromatogrammokr6l
k6szit'ett' autoradiogri,fi{,n az a' valamint a b' pontban megfelel6 feketed6st,
idlznek el6.

M E T I O N I N

C I S Z T E A M I N

C I S Z T E  I N

T A U R I N

C I S Z T A M I N

C I S Z T I N

INAKTIV AK- i iV
T A N U E L E G Y  

_  
T A N U E L E G Y

5. d'bra. Ciszteitl 535'intraperitorz'idlis i,njicirilasa utdn 24 6rdn dt gytifuAtt pcttkdngui,zeletbdl
Amberli't I. R.720 gEa,ntdtsal lt'iuotz, S35 tarto,lmzL a,nt,ittosauctlt ds- ami,nl,ett radi,okromato-
gramm'ia cr'ltt{,u d,s 'inctktiu kd,nta,r"ta,lmfrJ{ir"r".r"f{,gel i)sszehq,sonlitua. Futtcttds'i leltdtelek:

Az 5. 6'br6'nl6't'hato az az autoradiogramm, melyet 24 6riln gyiijfoft, pat-
k6'ny vizeleth6l Amberlit I. R. l2O ioncserdl6 gyanta segitsegdvel kivont
aminosav 6s amin kivonatb6l nyertiink cisztein S-35 intraperitonirl,lis injiciS,-
lrisa utd,n. Az ,,a,"-val jelzett sd,von metionint, ciszteint, cisztint,, ciszteamint,
cisztamint 6s homociszteint tartalmaz6 tanuelegyet alkalmaztunk osszehason-
Litd,s c6tjri,b6l. F.zen tanuelegy egyik komponense reakci6ba l6pett az anaLiz,6,It,
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kivonat kvantitativ.meghat|,rozhat6 menn_yis6g6vel 6s a kdpzldott irj vegyii-
let Rf 6rt'6ke az aktiv tanuelegy metionin S-95 komponenJ6nek nf ertOt<?vet
azonos.

A S-35-l -ielzet't kentafi,almri aminosavak 6s aminek radiokromatogrd,-
firi,s analizisdnek kapcsrin 6szlelt jelens6gek aI6,t6,masztj6,k 6s k6ts6get kiz7"r6-
lag igazolji'k az emlitett szerz6k lnaktiv aminosavakra vonatkoz6 Zszlel6seit.
f{algsirlyoznunk kel], hogy az illtalunk kcizolt jelens6g nem d,lland6 kis&6je az
S-35 tartalmir aminosaiakb6l 6s aminekb 6I klsziiett radiokromatogrd,firis
analiziseknek. A jelen#get okoz6 kcizelebbi kcjrtilm6nyeket tov6,bbi -"[figy"-
l6sek hivatottak megvil|"git ani.

Osszefoglal6s
A szerz6k -patk6,nyvizeletb6l Amberlit I. R. I2O ioncser6l6 gyant|,val

kivont S35-eI ielzett' metionin 6s cisztein anyagcsereterm6keinek rriiiokroma-
togrS,fir{,s analizise kap csrin lszle\t Lapasztalalaikr6l sz|,molnak be.

. . .T'eiri6'k_ a szabad aminosavak aktiv 6s inaktiv komponenseinek koncent-
r6'ci6 kiildnbs6g6b6l ad6d6 jelens6geket, ezzel kapcsoldtosan az azonositd,si
miiveletekn6l szerzett, t apaszt alataikat.

Bzenkiviil S35 tart'almi aminosavak radiokromatogrS,fids analizis6vel
kapcsolatosan 6szlelt kfsdrleti eredm6nyeikkel aI6,t6,rna{zbjilk m6,s szerz6k
inaktiv aminosav_akkal kapott eredm6nyeit, melyek bizonyos koriilm6nyek
kOzatt rij molekula vegytiletek kdpz6dds6t bizonyitiah.
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- C a H T a 14, i l , ,  K. A,r a H I,r a, 8., V p a lr,  3. ' .  f iaunarc, noltyqeHHbte Ha ncHnlaHuu
paduoxpouamoepafwtecnlel aHonu3a npodyrcmoa bOueua j4eqeHHlel '535 ,uemulHuHa.

Aeroprt paccxa3E'IBalor o cBol4x AaHHbrx, nonyqeHHux nyrerrn paAl4oxporvrarorpaQn
r{ecKofo aHailvrca npoAvKToe o6l{eHa MeIleHHofo S35 r.t  noryqeHHoro r,rg MoqH Kpbrc lrpl4
noMolr-(I4 l ioHoo6,ueHI4BaIoqel"I cMOJIbl Arnb. I.R. tZO MeTI,toHI4Ha tr UHcTeaua. OnracbrBaroT
fl'BJIeHUfl'' BO3HV KalOUHe B pe3VJibTaTe pa3HI4IIbl KOHUeHTpaL\UU aKTI4 BHbIx 14 V HaKTHBHbIX
KOMn0HeHroe cno6o4HbIX aM?IHOtit.rcJror, B cBt3r,I c ort4M yKagbrBalor Ha nonyqeHHbre pegynb-
Tarbl npLI uAeHrzQuxauu.H aMI,rHoKl,rcJror, a raKlKe MeroA, HaBBaHHblf i  merogon ir4eurz-
Qurcaqnrz ,,cBt3brBarorqer, i  cBr.rAereJTbcrnvrcr4el. i  c,uec14,,."kpo*a grofo aBTopbr cBoHMI,I
SKcnepHMeHTaJIbHbIMI4 pegvnbraraMr.{, i lonyr{eHH brMr,I nptr paAr4oxpomaror-pa@Hr{ecKo.M
aHaJII4Se alvtl,lH0KI4cJIor, coAeplrauII4x S35 no4r'nepx(Aaror pe3ynbrarbr, noJryqeHHbre uHat-
TZBHbIMI'I aMLIH0KLICJIOTaMI.I Apvrr,rMr.r aBTopaMr,r. llocnegnnl"l Qam AoKa3r,rBaer o6paso-
BaHVe HOBbrx MoJrer(vJr, npr4 onpeAeJreHHbrx odcroqrelbcrBax. ,*,

J .  s  z  6 "n ta ,y ,  K .  y  A lan^ ia ,  z .  r r ray :  E r fah runge tz  anh ,and  de f  rad , , i o -
cht'om.o,tographischetz Ana,lgse cler Stolluecttselpro"d,ukte iles mii St, mcn.k,iertetz, Me-
thion,ins.

Die Verfasser berichten iiber ihre Erfahrtingen anhand der radiochromatographi-
schen Analyse der aus R,attenharn mit Amb. f."n. 120 fonenaustauscherharz"exlra-
hierten, mit S35 markiertern Stoffwechselprodukte des Methionins und Cysteins.
Die aus dern l(onzentrationsunt,erschied d'er aktiven und inaktiven Komp6nenten
der freien AminosziLuren sich ergebenden Erscheinungen, die anhand. der'fdentifi-
zierungsvorgEinge ge-wonlenen Erfabrungen, sowie clie f"dentifizierungsmethode werden
beschrieben. Die anhand der radiochromatographischen Analy*" -roi S35 enthaltenden
Aminosziuren gewonnenen experimentellen i,es'ultate unterstiitzen die mit inaktiven
Amrnosd,uren erhaltenen Ergebnisse anderer Autoren, die unter bestimmten Yer-
hti,ltnissen a*f die Bildung n-erre" Verbindungen weisen.
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