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ROVIDITÉSEK 

Ala: alanin 

Arg: arginin 

Asn: aszparagin 

Asp: aszparaginsav 

Cys: cisztein 

/Cys/2 : cisztin 

CysSO3H: ciszteinsav 

CmCys: karboximetil-cisztein 

GalN: galaktózamin 

Glen glükózamin 

Gin: glutamin 

Glu: glutaminsav 

Gip: piroglutaminsav 

Gly: glicin 

His: hisztidin 

Ile: izoleucin 

Lou: leucin 

Lys: lizin 

Met: metionin 

Met02 ' • metionin-szulfon 

MetS0
3
H: metAnszulfonsav 

Nle: norleucin 

ornitin 

Phe: fenilalanin 

Pro: prolin 

Ser: szerin 



Thr: treonin 

Trp: triptofán 

Tyr: tirozin 

Val: valin 

DANS-: /danzil-/: 1-dimetil-amino-naftalin-5-szulfonil-

TTiS: trisz-/hidroxi-metil/-amino-metán 

SDS: nátrium-dodecil-szulfát 

BSA: bovin szérum albumin 

TCA: triklór-ecetsav 

Rf : retenciós faktor 

az anyag vándorlási távolsága a starttól 

az oldószerfront vándorlási távolsága a starttól 

R:  felbontóképesség S 

EDTA-Na2 : etilén-diamin-tetra-ecetsav dinátrium só 
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BEVEZETÉS 

1978-ban Knollnak sikerült a humán vérplaz-

mában egy addig ismeretlen  anyagot kimutatni, ami hosz-

szu ideig /96h/ éheztetett állatoknál drasztikusan ké-

pes csökkenteni a táplálékfelvételt /2/. Ezt az uj en-

dogén anyagot szatietinnek nevezte el. Ezután a SOTE 

Gyógyszertani Intézetében olyan kisérletek indultak 

meg, amelyeknek az volt a célja, hogy ezt az anyagot 

nagyobb mennyiségben állitsa elő, amely lehetővé teszi 

az anyag további, részletes biológiai vizsgálatait, 

valamint kémiai jellemzését. A továbbiakban Knollnak 

sikerült nemcsak emberi, hanem állati vérplazmában is 

detektálni hasonló biológiai hatásu anyagokat. A témá-

val kapcsolatos kémiai munkálatokba kapcsolódtam be, 

mintegy két és fél évvel ezelőtt. Az előzetes vizsgá-

latok azt mutatták, hogy a szatietin-aktiv preparátumok 

- az eddig ismert anorexiás vegyületekkel szemben - 

glikoproteinek, melyek szokatlanul magas koncentráció-

ban tartalmaznak szénhidrátot. 

A preparátumok glikoprotein természetét savas hid-

rolizis után a szabad aminosavak detektálása ill. az  

anyag egyszerü, a cukrokra jellemző reakciói ill, fes-

tés, pl. orcin-kénsav pozitivitás tette valószinüvé. 

A további, szisztematikus vizsgálatok már egyértelmüen 

igazolták, hogy a biológiailag aktiv, a táplálékfelvé- 



telt drasztikusan gátló anyag magas cukor /40-60%/ és 

viszonylag alacsony peptid /l4-40%/ tartalmu glikopro-

tein. Mindamellett, hogy a tisztitott szatietin-aktiv 

preparátumok glikoprotein természete már igazoltnak 

látszott, a kémialilag mind homogénabb termékek, vala-

mint az izolált, tiszta szatietin fehérje kémiai saját.. 

ságainak tisztázása még hátramaradt. A tisztitott és a 

már rendelkezésre álló tiszta szatietin-aktiv anyagok 

peptidtartalmának analizise fundamentális jelentőségű 

a teljes kémiai szerkezet megismeréséhez. Ezeknek a 

vizsgálatoknak az elvégzésére az aminosav analitika 

speciális módszereinek alkalmazása vált szükségessé. 

Célkitüzéseimet  ez alapján határoztam meg: 

1./ A fehérjeanalitikában alkalmazott módszerek speci-

ális adaptálása és továbbfejlesztése  a szatietin-

aktiv preparátumok, ezen extrém tulajdonságokkal 

és összetétellel rendelkező anyagok pontos analiti-

kai értékeléséhez. 

2./ A szatietin-aktiv minták /humán szatietin és szati-

etin-D, szarvasmarha és liba szatietin-aktiv prepa-

rátumok/ összfehérje tartalmának  különböző uton tör-

ténő meghatározása. 

3. 1 A vizsgált mintákban az aminosavtartalom minőségi  

és mennyiségi meghatározása  vékonyréteg-kromatográ-

fiával ill, aminosav analizátorral. 

4./ A peptidlánc ill, láncok végcsoportjainak vizsgála- 

ta, az N- és C-terminális aminosavak analizise. 



1. A szatietin-aktiv anyagok biológiája és izolá-

lása 

Mint már a bevezetőben emlitettem, a szatietin-

aktiv anyagok, amelyek gátolják a táplálékfelvételt, gli-

koproteinnek bizonyultak, ezért röviden ismertetném a 

glikoproteinek néhány jellemző tulajdonságát. 

1.1. A glikoproteinek tulajdonságai  

4 glikoproteinek közé olyan fehérjék tartoz-
nak, amelyekben a polipeptidlAnchoz kovalens kötéssel 

több-kevesebb szénhidrát kapcsolódik., A glikoproteinek-

ben általában kilencféle egyszerü cukor, illetve cukor-

származék található, maximálisan 15  cukoregységből  álló 

oligoszacharidokká kapcsolódva. Leggyakrabban a galak-

tóz, mannóz, fukóz /egyszerü hexózok/, N-acetil-glükó-

zamin, N-acetil-galaktózamin, sziálsav, illetve külön-

féle származékai fordulnak elő. A szénhidrátok saját 

és kapcsolódási izomériája igen sok kombinációs lehe-

tőséget teremt a szénhidrátrész konformációját illető-

en, ami nagymértékben növeli a glikoproteinek specifi-

tását. Ez az oka annak, hogy faj-, csoport-, sőt egyedi 

specifitást biztositanak bizonyos sejteknek és szöve-

teknek /pl. vércsoport, antigéndetermináns, stb. funk-

ciói/. 

A vérplazma glikoproteinjeinek szénhidráttartalma 



10-25% körül van. Kivétel a különösen nagy szénhidrát-

tartalmu savas 1-g1ikoprotein /orozomukoid, 40% szén-

hidráttartalom/. A glikoproteinek a szérum alfa-globulin-

frakciójában fordulnak elő. A gamma-globulinok és a szé-

rumalbumin is tartalmaz bizonyos mennyiségben szénhid- 

. rátot /1/. 

1.2. A szatietin-aktiv anyagok  biológiája  

A szatietin 1978-ban felfedezett, ember és 

emlős szérumából előállitott glikoprotein, mely rendki-

vül hatékonyan, különleges szelektivitással gátolja a  

táplálékfelvételt /2/. A szatietin mind intracerebro-

ventrikulárisan, mind parenterálisan, sót orálisan ad-

va is hatékonynak bizonyult /3/. Az 1.2./1. táblázat a 

szatietin anorexiás hatását mutatja, amelyet különböző 

módon adtak be 96 órát éheztetett patkányoknak. Az anyag 

szelektiven hatott a táplálkozási központra, és nem mu-

tatott egyéb hatást sem a központi idegrendszeren, sem 

a periférián. A patkányokon végzett kisérletek során a 

szatietin hatástalannak bizonyult a viselkedési teszte-

ken, nem befolyásolta a vizfelvételt, a metabolizmus se-

bességet, a testhőmérsékletet, a vérnyomást és szexu-

ális viselkedést. Hatáserőssége és specifitása messze 

felülmulja az eddig ismert anorexiás hatásu endogén 

anyagokét /kalcitonin, kolecisztokinin/ és fogyasztó- 



szerekét /amfetamin, fenfluramin/. A szatietin-hatás 

különböző emlősök /patkány, tengerimalac, nyul, macska, 

kutya, ló,  marha!,  valamint liba vérében is kimutatha-

tó volt. 

A szatietin biológiai tulajdonságai alapján a jól-

lakottság érzését meghatározó anyag szerepét játszhat-

ja a  táplálékfelvétel-szabályozás  negativ visszacsato-

lásában /5,6/. 



1,2./l táblázat 

Különböző módon beadott szatietin anorexiás hatása 96 

órát éheztetett patkányokon /3/ 

Állatok  Bead. Testsuly /g/ 	Táplálék felvétel 
Kezelés 	száma mód éheztetés 	h előtt 	után 	lh 	24 

után 

fiz. só 
/20 xl/ál-
lat' 16 i.c.v. 248,89 182,38 	7,58 23,92 

szatietin 

+ 8,42 + 6,44 ±01 63, + 0,99 

/4E/állat/ 16 i.c.v. 220,56 147,67 	0,78 3,22 
+ 7,94 + 5,60 +0,34 +11,29 

13(0,001 11(0,001 

fiz. só 
/0,5 m1/100 g/ 8 i.v. 187,5 	156,7 	5,8 26,60 

szatietin 

+ 3,69 + 1,32 +0,36 + 0,78 

/40E/100 g/  8  i.v. 215,17 167,42 	0,33 10,54 
+ 5,64 + 5,27 +0,22 + 1,43 

1)0,001 p<0,001 

fiz. só 
/0,1 m1/100 g/ 8 s.c. 243,42 216,58 	5,23 21,12 

szatietin 

+ 5,56 + 5,43 +0,60 + 1,83 

/40E/100 g/ 8 s.c. 227,92 176,58 	0,17 10,25 
+ 9,32 + 7,70 +0,17 + 1,53 

p(0,001 p0,001 

fiz. só 
/1 ml/állat/ 16 oral 221,42 181,85 	4,52 19,98 

szatietin 

+ 8,76 +14,81 +1,02 + 2,87 

100E/100 g/ 16 oral 218,71 170,86 	1,57 15,29 
+ 6,87 + 6,17 +0,69 + 2,45 

p(0,02 p(012 



A táplálékfelvétel gátlást a 96 órán át éheztetett pat-

kányokon a szatietin beadását követő lh  és 24h  időtar,- 

tam eltelte után az elfogyasztott tápdugó mennyiségé-

nek meghatározása alapján biológiai egységekben fejezik 

Ici. 

A szatietin minta 100 E/mg fajlagos aktivitásu 

volt /"Egy egységnyi szatietint tartalmazónak tekint-

jük egy kivonat azon legkisebb mennyiségét, mely intra-

cerebroventrikuláris adagolás mellett a 96 órán át éhe- 

ző patkányok 24 órás táplálékfogyasztását 10 g alá csök-

kenti"/4//. Szórásszámitás: Student t teszt, 2 mintás 

1.3. A szatietin-aktiv anyagok izolálása 

A korábban előállitott nagytisztaságu szati-

etin-minták izolálási lépései a következők voltak: 

ultraszürés Amicon UM 10 membránon, gélkromatográfia 

Sephadex G-15 és Bio-Gel P-2 oszlopon, preparativ elekt-

roforézis Whatman 3M papiron és affinitási kromatográfia 

Con A-Sepharose oszlopon. Az igy nyert anyag relativ 

molekulatömege 67-70.000, izoelektromos pontja 7,00- 

7,01 /7,8/. 

Laboratóriumunkban ujabban két, párhuzamosan hasz-

nált tisztitási eljárással állitunk elő szatietin-aktiv 

anyagokat emberi szérumból. A tisztitások lépései az 

1. ábrán láthatók. A szérumot Amicon YM 10 sikmembránon 



illetve Amicon hollow fiber 115 P50-43 szürőn szürtük. 

Az első  .a 10.000-nél, a második az 50.000-nél nagyobb 

relativ  molekulatömegű  molekulákat tartotta vissza. Az 

ultraszürletet 105-ra telitettük triklór-ecetsavval, 

aminek következtében a szérumfehérjék kicsapódtak. 

Ultracentrifugálás /30.000xg/ után a felüluszót gél-

kromatográfiával tisztitottuk tovább, első lépésben 

Sephadex G-15 oszlopon /2,5x90 cm, illetve 10x100 cm/, 

6,6 pH-ju 0,1 mo1/1 ammónium-acetát pufferes eluálás-

sal. Az aktiv - a gélből kizáródott - frakciókat egye-

sitettük. /A hollow fiber szürést a Philaxia Oltóanyag-

termelő Vállalatnál, az ezt követő Sephadex G-15 oszlo-

pon végzett gélszürést pedig a Kőbányai Gyógyszeráru-

gyárban végezték./ Az egyesitett aktiv frakciókat mind-

két eljárás során liofilizáltuk és desztillált vizben 

oldva Bio-Gel P-2 /100-200 mesh/ oszlopra /2,5x90 cm/ 

vittük, és desztillált vizzel eluáltuk. A kizáródott, 

sómentes anyagot liofilizáltuk. Nagytisztaságu termé-

keket kaptunk, amelyeknek fajlagos biológiai aktivitá- 

sa 50-100 g/mg. A tisztitást két uton folytattuk. A sik-

membránon /Amicon YM-10/  szűrt mintákat a korábban be-

vált affinitási kromatográfiával, a hollow fiber szürőn 

szürteket pedig proteolitikus emésztéssel tisztitottuk 

tovább. Az affinitási kromatográfiát Con A-Sepharose 

oszlopon /1,7x37 cm/ végeztük. Az oszlopra vitt anya-

got -D-metil-mannozidot tartalmazó Tris-HC1 pufferrel 



ULTRASZORÉS - 
Amicon YM-10 	III. 	Hollow Fiber H5 P50-1.3 
membranon 	 oszlopon 

FELOLOSZÓ GÉLKROMATOGRAFIAJA 
Sephadex  G-IS  Is Bio-Gel P-2 

oszlopokon 

I ULTRASZÚRLET FEHÉRJEMENTESITÉSEI 
TCA-s  kezeléssel és centrifugálóssal 

AFFINITÁSI KROMATOGRÁFIA  1PARCI ALIS ENZIMATIKUS 
Con A-Sepharose oszlopon 	 EMÉSZTÉS  

SGMENTESITÉS 
Bio-Gel P-2 oszlopon 

1.  ábra  

szatietin-aktiv anyagok tisztitási lépései 

eluáltuk, melynek koncentrációja 0-tól 0,5 mo1/1-ig 

lineárisan növekedett. A felkötődött anyag frakcióit 

egyesitettük, liofilizáltuk, majd Bio-Gel P-2 oszlopon 

desztillált vizes eluálással sótalanitottuk. 

Az emésztéses tisztitást a következő módon végeztük: 

a nagytisztaságu anyagot 0,1 mo1/1 Tris-HC1 pufferben 

oldottuk /5 mg/m1/, a pH-t 8 2-re állitottuk, tripszint 



és kimotripszint adtunk hozzá /0,5 mg/W. A keverék-

hez 5 órán át tartó 38°0-os inkubálás után ismét trip-

szint és kimotripszint adtunk, az eredeti mennyiség 

0,5-0,8-szorosát. összesen 24 órát emésztettünk, majd 

az oldathoz 0,1 térfogat 555o'-os  triklórecetsavat adtunk. 

Centrifugálás után /10.000xg/ a tiszta felüluszót Bio-

Gel P-2 oszlopon tisztitottuk tovább. Az igy nyert anya-

got Knoll szatietin-D-nek nevezte el /80/. 

Szatietin-aktivitással rendelkező anyagot vontunk 

ki szarvasmarha és liba szérumból is. A tisztitás lé-

pései röviden a következők voltak: ultraszürés  YM 10 

membránszürőn, triklórecetsavas kiosaDás  és Eélkromato-

gráfia  két lépésben: Sephadex G-15 és Bio-Gel P-2 osz-

lopon. 



_2. Módszertani rész  

2.1. Osszfehérje-tartalom meghatározása 

Biológiai minták fehérjetartalmának meghatá-

rozására számos eljárást dolgortak ki. Az eljárások 

lényege, hogy a fehérjetartalmu mintát valamilyen al-

kalmas ágenssel reagáltatva szines vagy fluoreszkáló 

terméket kapunk. A termék abszorbanciáját mérjük, és 

ismert fehérjekoncentrációju standard oldatokkal - a 

Lambert-Beer törvény alapján - felvett kalibrációs 

görbe segitségével a minta fehérjetartalmát meghatá-

rozzuk. 

A biuret reakciót mintegy 60 éve használják fe-

hérjék mennyiségi meghatározására /9/. A kezdetben 

használt reagensek instabilak voltak, és a reakcióe-

legy a reakció során zavaros lett, amit extrakcióval 

kellett eltávolitani. Ugyanez a hátránya a citrátot 

vagy etilénglikolt tartalmazó reagenseknek is. 

Weichselbaum kálium-nátrium-tartarátot adott a biuret-

reagenshez, amivel megakadályozta a reakciókeverék za-

varosodását /10/. A Cu /II/ autoredukcióját kálium-

jodid hozzáadásával gátolta meg. 

A mintában lévő esetleges dextrántartalom a rézzel csa-

padékot képez, amit mérés előtt centrifugálással el kell 

távolitani. A zavaró zsirtartalomtól a reakcióelegy di-

etiléteres extrakciójával lehet megszabadulni /11/. 



Fehérjék, peptidek biuret-reakciója során ibolya 

szin keletkezik, aminek abszorpciós maximuma 550 nm-

nél van. A reakció sztöchiometriáját Strickland és 

munkatársai tanulmányorták, és ők irták le a fehérje-

réz komplex szerkezetét is /12/. 

Mivel a módszer anyagigénye viszonylag nagy volt, 

kidolgorták a mikro-biuret technikát, ami kb. 10 pg/ml 

fehérjekoncentráció meghatározását teszi lehetővé /13/. 

A másik általánosan használt módszer a Lowry-féle  

fehérjemeghatározás. 

Wu 1922-ben javasolta a Folin-fenol reagenst fehérjék 

mérésére /14/. Folin és Ciocalteu 1927-ben irta le a 

nevükkel fémjelzett reagenst /15/. Lowry és munkatár-

sai 1951-ben egy, a Folin-Ciocalteu reagenst is fel-

használó módszert közöltek, ami lehetővé tette a fehér-

jék mikrogrammnyi mennyiségének 1--4 tug/m1/ meghatáro-

zását /16/. A fehérjemintát alkáli-réz reakció után 

Folin-reagenssel reagáltatták. A szin keletkezésének 

oka részben az alkáli-réz reakció, részben pedig, hogy 

a fehérjében lévő tirozin és triptofán redukálják a 

foszformolibdenátos és foszforwolframátos reagenst. 

Bár az alkáli-réz reakció és a biuret-reakció rokonnak 

látszik, nem pontosan arányosak. Az alkáli-réz reakció 

a Lowry-reakcióban létrehozott abszorbancia növekménye 

közel százszor nagyobb, mint a biuret-reakcióval kapott 

szin abszorbanciója. 
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A módszer előnye a nagy érzékenység. Hátránya viszont, 

hogy a keletkező szin erőssége különböző fehérjéknél 

más és más, és nem pontosan arányos a koncentrációval. 

Hátránya  továbbá,  hogy a meghatározást zavarja a min-

tákban jelenlévő szénhidrát és lipid. Ez utóbbi  hát-

rányokat szünteti meg Peterson módositott Lowry-mód-

szere /17/. 

2.2. Aminosavak minősé ,i és menn is6 i me határo- 

zása 

A fehérjék és peptidek aminosavtartalmának 

minőségi és mennyiségi meghatározásakor alapvető fon-

tosságu, hogy a vizsgált minta nagy tisztaságu legyen. 

A peptidkötésben lévő aminosavakat hidrolizissel sza-

baditják fel, és az igy nyert szabad aminosavakat vagy 

közvetlenül, vagy valamilyen származékképzés után a 

megfelelő kromatográfiás módszer alkalmazásával hatá-

rozzák meg. 

2.2.1. Mintaelőkészités, hidrolizis  

A hidrolizishez leggyakrabban a forrásban 

lévő 6 mo1/1 sósavat használnak. A vizsgálandó anyagot 

6 mo1/1 sósavban oldják vagy szuszpendálják. A sav kb. 

200-szoros feleslegben van. A savas oldatot nitrogén- 



árammal átbuborékoltatják, a kémcsövet szivattyuval le-

szivatják, majd leforrasztják. Általában 18-72 órán át, 

105-110°C-on hidrolizálnak. 'A savmentesitést NaOH vagy 

KOH és P205 jelenlétében vákuum exszikkátorban vagy vá-

kuum száritószekrényben végzik /18/. Az erős sav és a 

hő hatására minden peptidkötés felnyilik. Az aminosavak 

azonban nem azonos sebességgel szabadulnak fel. Viszony-

lag nehezen szabadul fel a valin, az izoleucin és a le-

ucin, ezért a hidrolizis  ideje megnő.  A könnyebben fel-

szabaduló és labilisabb aminosavak ezalatt kisebb-na-

gyobb mértékben bomlanak. /Ezért egy mérésből az amino-: 

savak valódi mennyiségét nem lehet meghatározni./ Ez a 

károsodás minden fehérjénél más és más /19/. A sósavas 

hidrolizis során a triptofán gyakorlatilag teljesen el-

bomlik, bomlását a cisztein és szénhidrát jelenléte még 

fokozza. Az aszparagin és glutamin teljes mértékben át-

alakul aszparaginsavvá és glutaminsavvá. Károsodik a 

treonin, szerin, a cisztein és cisztin, a metionin, a 

tirozin, kisebb mértékben a prolin, az aszparaginsav 

és glutaminsav /20-24/. Az egyes aminosavak bomlásának 

mértéke függ a hidrolizis idejétől és a vizsgált anyag 

kémiai összetételétől. A problémát többféle módon ol-

dották meg. 

Az aminosavak egy részénél /pl. treonin, szerin, 

tirozin, prolin/ a következő megoldást alkalmazzák. 

Különböző ideig /ált. 24, 48 és 72 óra/ hidrolizálják 

a fehérjét, és a kapott eredmények alapján nulla órára 
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extrapolálnak /22/: 

t2 	ti  

log A°  = /77.74T-/ lpg Ai  - 47-/ log A, 
"2 '1 	c  

ahol Ao , Ai  és A2  az aminosav mennyisége nulla, t és 

t2 órás hidrolizis után. 

A módszer hibáját ismert összetételü fehérjéken vizs-

gálták, és általában 5%-nál kisebbnek találták /22/. 

Mendez és munkatársai 0,05% 2-merkaptoetanolt, 

Matsuhara és Sasaki pedig 4% tioglikolsavat adtak a 

felszabaduló aminosavak védelmére /25,26/. 

Eveleigh és Winter gyors hidrolizist irtak le 

6 mo1/1 sósavban 150°C-on hidrolizáltak /27/. 

Tsugita és Scheffler CF 3COOH-HC1 /1:2/ elegyben 

1660C-on 25-50 percig, Westall és Hesser pedig sósav-

propionsav /1:1/ elegyben 160°C-on percig hidrolizált 

peptideket /28,29/. 

A hidrolizisek során a kéntartalmu aminosavak 

/cisztein, cisztin, metionin/, a triptofán és a sava-

midok /aszparagin, glutamin/ szenvedik a legjelentő-

sebb károsodást, ezért ezekre külön meghatározásokat 

dolgortak ki. 

Sanger a peptid hangyasavas oldatához.hidrogén-

peroxidot adott, és igy a fehérjében lévő diszulfid 

kötéseket oxidativ uton bontotta, a cisztinből két 

ciszteinsav  keletkezett,  amit savas hidrolizis után 

határozott meg /30/. 
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A perhangyasavas oxidáció optimális körülményeit 

Hirs tanulmányozta /31/. Ryle és munkatársai /32/, 

Schram és munkatársai /33/ és Pierce /34/  által leirt 

módszereket is vizsgálta. Ryle és munkatársai módszeré-

vel oxidálva a fehérjét, a tirozin mintegy 50%-a átala-

kult 3-C1-tirozinná, ami lényegesen csökkenthető, ha a 

perhangyasavat előre készitjük el, és evvel végezzük az 

oxidációt, mint ahogy ez a másik két eljárás során tör-

ténik. /Schram és munkatársai -10 0C-on, Pierce 50°C-on 

végezte az oxidációt./ Hirs ugy találta, hogy - 10 °C-on 

végzett perhangyasavas oxidációnál a cisztin cisztein-

savvá /~90%/, a metionin metioninszulfonná /., 100%/ 

alakult, a treonin és a szerin mennyisége valamivel 

kisebb volt, mint a nem oxidált mintánál, a többi amino-

say detektálható változást nem szenvedett. 0 °C-on a ti-

rozin 10%-a 3-C1-tirozinná alakult, magasabb hőmérsékle-

ten az átalakulás még jelentősebb volt. Ha kloridmentes 

fehérjét oxidáltak, és oXidáció után nyomokban sem ma-

radt vissza peroxid, akkor a 0 00-on végzett oxidáció 

eredménye lényegében nem különbözött a -10 °0-on vég-

zettétől. 

Crestfield Moore és Stein a cisztein karboxi-metil-

ciszteinként /CmCys/ történő meghatározásáról számolt be 

/35/. A fehérjében lévő cisztint ditiotreitollal redu-

kálták és jódecetsavval alkilezték. 
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A diszulfidkötések kvantitativ  redukálását  ditid-

treitollal /DTT/ és ditioeritritollal /DTE/ Cleland ir-

ta le /36/. 

Inglis és Liu hidrolizis'után a hidrolizátumban 

lévő cisztint ditiotreitollal redukálta, és utána nát-

rium-tetrationáttal reagáltatta /37/. A ciszteint és 

cisztint S-szulfociszteinként határozta meg. 

A triptofán spektrofotometriás meghatározását 

többen leirták: a nem denaturált fehérje spektrumából 

határozták meg a triptofánt a tirozin mennyiségének 

ismeretében. 

Edelhoch, hogy a módszer hibáit korrigálja, a fe-

hérjét 6 M guanidin.HC1-ban denaturálta, ami lényege-

sen csökkentette a molekula árnyékoló hatásából származó 

bizonytalanságot /38/. Modellvegyületeken tanulmányozta, 

hogy a triptofánon és tirozinon lévő különböző szubsz-

tituensek milyen mértékben befolyásolják a két aminosav 

spektrumát. A triptofánt az abszorpciós spektrum két 

maximumánál mért adatból határorta meg. 

A spektrofotometriás meghatározás korlátai: 

a./ az összes, ebben a tartományban elnyelő anyag /nuk- 

leotidok, koenzimek/ befolyásolják a mérést; 

b./ növényi eredetü minták mérésére nem alkalmas; 

c./ az aminosav szekvencia meghatározásánál használt 

anyag mennyisége nagyon kevés a spektrofotometriás 

méréshez. 
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Dévényi és munkatársai ezért inkább a Na0H-os hid-

rolizist ajánlják /39/. 

Simpson, Neuberger és Liu 4 mo1/1 metánszulfonsav-

val /0,2% és3i-/2-aminoetil/-indol/ 115°C-on végzett 

hidrolizist találta a legmegfelelőbbnek a triptofán meg-

határozására /40/. Azonban, ha a minta szénhidráttartal-

ma meghaladta a 20%-ot, a triptofán pusztulása mkataszt-

rófális" volt. 

Penke, Ferenczi és Kovács 3 mo1/1 merkaptoetán-

szulfonsavval 110°C-on 22 órát hidrolizált, és ugy ta-

lálta, hogy a triptofán 90%-nál nagyobb mértékben nyer-

hető ki /41/. 

Glikoproteinek aminocukortartalmának meghatáro-

zásakor alkalmazott hidrolizis enyhébb és rövidebb, mint 

a fehérjék esetében, mert az aminocukrok felszabadulása 

és bomlása sokkal gyorsabb, mint az aminosavakó /47/. 

Madden és munkatársai 6 mo1/1 sósavval 1000C-on 

4 órát hidrolizáltak /48/. 

Általában 4 mo1/1 sósavban 100°C-on 4-8 órát hid-

rolizálnak /49,50/. 

A hidrolizist követő preparativ lépések során 

is kell aminosav veszteséggel számolni. Azért, hogy az 

ebből eredő hibát korrigálják, hidrolizis előtt a min-

tához un. belső standardot adnak. A hidrolizis során a 

standard nem károsodhat, és nem eluálódhat együtt a vizs- 
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gált aminosavakkal. 

A legáltalánosabban használt belső standard a nor•- 

leucin, amely a leucin után eluálódik /51/. 

2.2.2. Aminosavak  meghatározása vókonyréteg-kroma-

tográfiával 

Az aminosavak vizsgálatánál a vékonyréteg-

kromatográfia elsősorban mint kvalitativ módszer hasz-t 

nálatos. 

A vékonyréteg-kromatográfia olyan sik elrendezésü 

folyadékkromatográfia, ahol egy mozgófázis /oldószer-

elegy/ vándorol a rétegelrendezésü állófázison /szor-

bensen/ és különböző sebességgel, egy vagy több elvá-

lasztandó anyagot szállit magával a berendezés által 

megszabott irányban, a kapilláris erők révén. Közben 

több fizikai jelenség mehet végbe egyidejüleg /adszorp-

cif), megoszlás, ioncsere/, melyek közül valamelyiknek 

meghatározó szerepe van. A fentiekből is következtet- 

hetően különböző szorbens tipusok használatosak a vékony-

réteg-kromatográfiában. 

Az aminosavak szilikagél rétegen történő elválasz-

tásánál leggyakrabban használt oldószerrendszerek a 

következők /52-56/: 

1. n-propanol - viz /70, v/V/ 

2. n-butanol - jégecet viz /4:1:1, v/v/ 



3. fenol - viz /75:25, w/w/ 

4. n-propanol - 34 s% ammónia /70:30, v/v/ 

5. metil-etil-keton - piridin - viz - jégecet 

/70:15:15:2, v/v/ 

6. kloroform - metanol - 17 s% ammónia )2:2:1, v/V/ 

7. kloroform - n-butanol - metanol - jégecet - viz 

/100:60:20:20:15, v/v/ 

Kétdimenziós kromatográfiához a 2. és 3. ill. 6. és 3. 

párokat ajánlják. 

Szabad aminosavak elválasztására egyre szélesebb 

körben használnak ioncserélő gyantát tartalmazó réteget 

./pl. DOWEX 50x8/ /57/. Ez esetben futtatószerként nát-

'rium-citrát puffereket alkalmaznak, melyek pH-ja és 

Na-ion koncentrációja a meghatározni kivánt aminosavak 

tulajdonságaitól függ /58/. A módszer előnye, hogy a 

vizsgálandó minta sótartalma az elválasztást nem be-

folyásolja. 

A szabad aminosavakat általában ninhidrin reagens-

sel detektálják. A ninhidrinnel történő detektálás ese-

tén 1-10 nmol a kimutathatósági határ. Az aminosavak 

igen kis mennyisége - 10-50 pmol - határozható meg 

fluoreszkamin és orto-ftálaldehid reagens alkalmazá- 

sával /59/. 



2.2.3. Aminosavak minőségi és mennyiségi megha- 

tározása aminosav-analizátorral  

Az aminosavak pontos mennyiségi és minőségi 

analizisét automata aminosav-analizátorral végzik. Az 

analizátor - tulajdonképpen - egy ioncserélő oszlopot 

tartalmazó kromatográf. Az ioncserés kromatográfiában 

alkalmazhatók a szokásos frontális, kiszoritásos és 

eluciós módszerek. Aminosavak analitikai meghatározá-

sánál az eluciós kromatográfia bizonyult előnyösnek. 

A módszer elve, hogy az elválasztandó aminosavakat 

/ikerionokat/ tartalmazó oldatot ioncserélő gyanta 

oszlopra visszük fel, amelynek felső részén az amino-

savak megkötődnek. Ezután megfelelő  összetételű  /ion-

koncentrációju és pH-ju/ pufferekkel az egyes amino- 

savakat egymás után leoldjuk. Eluálás hatására az ami-

nosavak gyantán való megkötődésük erősségétől függően 

különböző - egymástól független - sebességgel vándo-

rolnak az oszlopon. A kialakuló  sávokban  az illető ami-

nosavak iontört-eloszlása bizonyos feltételek betartá-

sa esetén Gauss-görbékkel irhatók le. 

Az A aminosav koncentrációját leiró görbe maximum pont-

jának sebessége: 
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ahol vc : az oszlop térfogata 

vM  : a felöntött oldat térfogata 

az ioncserélő oszlop oldattényezője 

• az A ion megoszlási hányadosa:  DA. 	 A EA2 

ahol /A/ és ga az A aminosav koncentrációja 

a gyantában illetve a mozgófázisban. 

Két aminosav elválasztásának hatásosságát elsősor-

ban a megoszlási hányadosok viszonya adja meg. Az elvá-

lasztandó A és B aminosavak megoszlási hányadosának vi-

szonyszáma az elválasztási tényező /04/, ami gyakorla-

tilag megegyezik a szelektivitási együtthatóval /1CD/: 

DB 	6B A gi 	s  KD  

gA 

ahol gA és  gB : A és B aminosavak egyensulyi koncent-

rációja a gyantában, mval/ml 

EA 3 és Bj : A és B aminosavak oldatban lévő 
koncentrációja, mval/ml /92/ 

Minél jobban eltér az A és B aminosav-pár KD  

értéke 1-től, annál szelektivebben hajtható végre az 

elválasztás. A szelektivitási együttható értékét adott 

aminosav-pár esetén az aminosavak oldatban levő akti-

vitásának megváltoztatásával befolyásolják. Aminosavak 

kromatográfiájánál az eluáláshoz megfelelő pH-ju puffer-

oldatot alkalmaznak. Az aminosavak különböző mértékü 

disszociációjának megfelelően a megoszlási hányadosok 
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eltérése módot ad az egyes aminosavak kromatográfiás 

elválasztására /60-62/. 

Az elválasztás hatékonyságát az elválasztási tényezőn 

kivül dinamikus tényezők is befolyásolják, amelyeknek 

hatását az elméleti tányérmagasság fogalmával /h/ le-

het kifejezni. Egy elméleti tányér olyan hosszu oszlop-

részletnek felel meg, amelyben áramlás közben a két 

fázis közti megoszlás egyensulyba jut. A h értéke há-

rom tagból tevődik össze: az elsőben a szemcseméret, 

a másodikban a gyantán belüli diffuzió, a harmadikban 

a réte diffuzió szerepel /63/. h értéke csökkenthető 

a szemcseméret csökkentésével vagy a hőmérséklet nö-

velésével /ami a diffuziós állandók értékét növeli!. 

Az elméleti tányérmagasság ismeretében az oszlop el-

méleti tányérszáma 

/". 
	 L 
N 

ahol L: az oszlop hossza 

A kromatogramból az elméleti tányérszám a következő 

összefüggés alapján számitható ki: 

tR 2 N 16 1-T--/ 
"b 

ahol t • az adott aminosav retenciós ideje, 

Wb° • a csucs inflexiós pontjaihoz huzott érintők 

által kimetszett alapvonalhossz, s /59,62/ 
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Két csucs elválasztásának mértékét a felbontóképesség-

gel /Rs/ jellemezzük /63/: 

2/tR,B-tR,A/ R 
R s Vb,B + b,A t 

ahol ttR * a két csucsmaximum közti távolság, s •  
Z t : az átlagos standard deviáció, s 

Az első automata aminosav-analizátor megalkotása 

Spackman, Stein és Moore nevéhez füződik /66/. Spackman 

a savas és neutrális aminosavak választására 0,9 x 60 cm-eE 

kationcserélő oszlopot használt. A bázikus aminosavakat 

egy másik, 0,6 x 10 cm-es kationcserélő oszlopon kroma-

tografálta. Az első esetben az eluciót 52,5°C-on, 

3,25 pH-ju, 0,2 mo1/1 Na-ion koncentrációju, majd 

4,25 pH-ju 0,2 mo1/1 Na-ion koncentrációju nátrium- 

citrát  puff  erral, a bázikus aminosavakat pedig 50 °C-on 

5,28 pH-ju 0,35 mo1/1 Na-ion koncentrációju nátrium-

citrát  puff  erral végezte.  17,5  pm  szemcseméretü szul-

fonált gyöngypolimer ioncserélő mügyantát használt. A 

kromatográfiás idő 3 óra 10 perc, illetve 55 perc 

volt /67/. 

Hamilton és munkatársai az aminosavak egy oszlo-

pon történő elválasztását vizsgálták az oszlophossz, 

átmérő, szemcseméret, hőmérséklet, pH és a Na-ion 

koncentráció függvényében /68/. Ma általában egy oszr 
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lopos három pufferes rendszert használnak, ahol az első 

két puffer többnyire megegyezik Spackman és munkatársai 

által a savas és neutrális aminosavak eluálásához java-

solt pufferokkal: 

A: pH 3,25, 0,2 mo1/1  Nak , nátrium-citrát puffer, 

B: pH 4,25, 0 1 2 mo1/1 	nátrium-citrát puffer, 

harmadiknak pedig magas pH-ju és nagy Na-ion koncent-

rációju puffert alkalmaznak, pl: 

C: pH 7 1 90, 1,1 mo1/1 Nak ,  nátrium-citrAt puffer. 

Az aminosav  analizátor müködésének vázlatát mutat-

ja a 2. ábra. A vizsgálandó minta az 0-jelű oszlopon 

frakcionálódik a V pufferváltó szelep által megválasz-

tott és az Sz  jelű szivattyuval szállitott pufferral. 

Az efluens a K  jelzésű keverőedényben elegyedik SzN  

szivattyuval szállitott ninhidrin-oldattal. A létrejött 

reakcióelegy az R  jelű reakcióedénybe jut, ahol 1000C-os 

vizfürdőbe merülő kapillárison halad végig, és ezalatt 

kialakul az aminosavakra jellemző szinreakció. Az "elő-

hivott" efluens innen az F fotométeren halad át, mely-

nek folyamatosan mért adatait az I  jelzésű irószerkezet 

rögziti. Az automata aminosav-analizátorok az egyes ami-

nosavak mennyiségének általában + 2-3%-os pontosságu 

meghatározására alkalmasak. 

Minthogy az egymáshoz igen hasonló  viselkedésű 

aminosavak elválasztási tényezői a gyakorlatban alig 

térnek el 1-től, megfelelő felbontás eléréséhez igen 
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Az aminosav analizátor müködési vázlata 
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Lefolyóba  

fontos az oszlop hatékonyságának növelése. Ezért nagy 

kapacitásu, sztirol-divinil-benzol /8%/ kopolimer ala- 

finomszemcséjü /8-14 ium/ szférikus ioncserélő gyan-

tát használnak. /A 8%-nál kevésbé térhálós nem elég 

szelektiv, az erősebben térhálós pedig egyrészt  lassú 

müködésii, másrészt a nagyobb aminosavakat kis pórus-

mérete miatt nem képes megkötni./ 

Általában  az aminosavak meghatározására ninhidrin 

reakción alapuló detektálási rendszert használnak. A 

ninhidrin primér aminokkal történő reakciója szines 

terméket /uhemen-bibort/ eredményez melynek abszorp-

ciós maximuma 570  nin-nél  van. v.c.-imino savakkal /prolin, 



hidroxi-prolin/ sárga szinü adduktot ad, melynek 

abszorpciós maximuma 440  nin-nél  van. Ezért a legál-

talánosabban használt fotométerek e két hullámhossznál 

mérik az elnyelést. 

Stein és Moore /69/ nátrium-acetát puffert 

/3,7 mo1/1 Nak , pH 5,51/ és metil-celloszolvot hasz-

nált a ninhidrin oldat készitéséhez. A ninhidrin oxi-

dativ bomlását ón /II/-klorid ill. hidrindantin hozzá-

adásával akadályorták meg. 

James /70/, hogy az ónklorid reakcióiból származó 

homokszerü csapadék képződését elkerülje, titán, /111/-

-kloriddal védte a ninhidrint. 

A ninhidrin mellett egyre jobban elterjedt a fluo-

reszcens terméket adó reagensek használata, például a 

fluoreszkamin /A gerj .390 	 em 1 nm- A .475 rim!  és az orto- 

ftálaldehid /2-merkapto-etanol jelenlétében/ /?, gerj 

.360 nm; a em.455 nm/. A fluoreszcens reagensek előnye, 

hogy érzékenyebb detektálást tesznek lehetővé, mérsé- 

kelt körülmények között reagálnak aminosavakkal, a re-
, 

akció gyors és az ammóniával nem ad jelet. Hátrányuk 

hogy csupán primér aminok meghatározására alkalmasak, 

ezért a szekunder aminokat a szinreakció előtt primér 

aminná kell oxidálni /71/. 

A folyadókkromatográfia fejlődése az aminosav-

-analizátorokat is átalakitotta. A puffereket, a nin-

hidrin-oldatot és az előkészitett mintákat hütött tér- 
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ben tárolják, a szivattyuk pulzálásmentesek. Előoszlo-

pot alkalmaznak a pufferekben levő ammónia megkötésé-

re, automata mintaadagolót épitettek be, nagyszámu 

minta automatikus /előre programozott/ adagolására. 

Ugynevezett "kis belső átmérőjü" /microbore/ vagy 

"intenziv folyadékkromatográfiás" /HPLC/ oszlopban 

finomszemcsés /8-9 igm átmérőjü/, nagy felbontóképes-

ségü nyomásálló gyantát használnak. A fotóméterben 

csupán egy, hosszu fényutu, kis térfogatu átfolyó 

küvettát használnak, és a 440 rim ill. 570 rim hullám-

hosszon mért fényelnyelésből származó jelet nagytel-

jesitményü erősitővel erősitik. Katalógusa szerint 

egy  korszerű készülék /LKB 4400/ ninhidrin detektálá-

si rendszerrel 20 pmol, fluoreszcens technikával pedig 

2 pmol aminosavat képes meghatározni. A fehérje hidro-

lizátumok meghatározásához szükséges idő - egyoszlopos, 

hárompufferes eljárással - mindössze 55 perc. Az amino- 

sav-analizátorba beépiteit számitógépek lehetővé teszik, 

hogy a készülékek a minták adagolásától a kromatogramok 

értékeléséig minden müveletet - előre meghatározott 

programok szerint - önállóan végezzenek el. 

A glikoproteinek  hidrolizált mintáiban lévő 

cukoraminok mennyiségi és minőségi meghatározása amino-

sav-analizátoron - kationcserélő oszlopon - az aminosa-

vak meghatározásához használt pufferrendszerekkel el- 
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végezhető. A cukoraminok a semleges aminosavak tartomá-

nyában eluálódnak./72/. • 

2.3. Peptidlánc végcsoportiainak meghatározása  

A láncvégeken elhelyezkedő aminosavak jel-

lemzők az adott peptidekre és fehérjékre. A végcsoport 

vizsgálatok információt adhatnak a minta homogenitásá-

ról, és alapot teremtenek a primér szerkezet felderi-

tésének stratégiájához. 

Az N-terminális aminosavak meghatározása 

Az aminopeptidáz enzim a peptidlánc N-termi-

nális oldaláról sorban, egymás után "lehasitja" az ami-

nosavakat. Különböző inkubálási idő után vett aliquo-

tokat aminosav analizátoron lehet meghatározni. A mód-

szer előnye, hogy ily módon - veszteség nélküli - ami-

nosav-összetételhez lehet jutni, amely összevethető a 

savas hidrolizis utján nyert aminosav értékekkel, va-

lamint a fehérje N-terminális felőli aminosavszekven-

ciáját is szolgáltatja. Hátránya, hogy "maszkirozott" 

aminosav-végcsoport esetén /pl. acetil-származék vagy 

piroglutamát/ az enzim nem képes megtámadni a fehér-

jeláncot /73/. 
Edman 1950-ben közölt eljárást a peptidláne N- 
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terminális felől történő kémiai lebontására /74/. A 

módszer lényege a peptid N-terminális aminosavának 

fenil-izocianáttal történő reakciója, amelynek ered-

ményeképpen fenil-tiohidantoin /PTH/-aminosav keletkezik. 

A reakció több lépésben megismételhető. 

Gray és Harley 175/ részben az Edman-lebontás mó-

dositásaként, részben az N-terminális aminosav megha-

tározására önállóan is alkalmas, nagyon érzékeny mód-

szert vezetett be, amivel 1-2 nmol aminosav már meg-

határozható. Az eljárás  lényege, az  N-terminális amino-

sal; danzil-kloriddal történő reakciója. A láncvégen 

keletkezett - fluoreszcens - DANS-aminosavat savas hid-

rolizis után mikro-poliamid rétegen határozzák meg. 

0-terminális  aminosavak meghatározása 

A karboxipeptidáz enzimek a peptidlánc C-

terminális oldaláról "haSitják le" az aminosavakat. A 

karboxipeptidáz A, B, C és Y /76, 77/ mellett ma már 

karboxipeptidáz P-t /78/ is használnak. 

A karboxipeptidáz Á leggyorsabban az aromás vagy 

nagy alifás oldalláncu C-terminális aminosavakat sza-

baditja fel /tirozin, fenilalanin, triptof án, leucin, 

izoleucin, metionin, treonin, glutamin, hisztidin, 

alanin, valin és homoszerin/, mérsékelt sebességgel 

az aszparagint, szerint és metioninszulfont, és na- 
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gyon lassan a glicint, aszparaginsavat, glutaminsavat, 

8-karboximetilciszteint és ciszteinsavat. Az enzim nem 

szabaditja fel a C-terminális prolint, arginint, és 

lizint. Általában nehezen szabadul fel a C-terminális 

aminosav, ha az őt követő aminosav prolin. 

Az enzim pH 7 és 10 között stabil, az enzimatikus 

emésztést általában pH 7,5 és 8,5 között végzik. Ha az 

emésztés során csupán egy aminosav szabadul fel szöchio-

metrikus mennyiségben, akkor az eredmény kiértékelése 

nagyon egyszerü.  Abban az  esetben azonban, amikor néhány 

aminosav hasonló sebességgel szabadul fel egy viszonylag 

nagy peptidből vagy fehérjéből, akkor az eredmények ki-

értékelése különösen nehézzé válik, az enzim relativ 

specifitását kell gondosan figyelembe venni. Ilyen ese-

tekben csak karboxipeptidázas emésztés  alapján veszélyes 

a peptid C-terminális aminosavát egyértelmüen definiál-

ni. A C-terminális aminosav analizis kémiai módszerei-

vel kapott eredményekkel gondosan összevetve lehet csak 

egyértelmü eredményt adni. Az endopeptidázas emésztések 

hátránya, hogy párhuzamosan autolizist /önemésztést/ 

is végezni kell. /A két mérés különbsége szolgáltatja 

a valódi eredményt/. 

Az enzimatikus hasitás mellett - mint már emlitet-

tem - alkalmaznak kémiai hasitást is. A kémiai módsze-

rek közül leginkább a hidrazinolizis terjedt el /79/. 
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A vizsgált fehérjemintátvizmentes hidrazinban 8-10 

órán át 100°C-on reagáltatják. A peptidkötések fel-

hasadnak és hidrazidok keletkeznek. Ilymódon csak a 

0-terminális  szabadul fel szabad aminosav formájában 

/76/. 
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3. Anyagok és módszerek 

3.1. Felhasznált vegyszerek és anyagok 

Kisérleteimhez a Folin-Ciocalteu reagenst, 

a szilikagél vékonyrétegeket /Kieselgel 60, 20x20 cm/ 1  

a nagyteljesitményü vékonyréteg-kromatográfiás leme-

zeket /HPTLC Kieselgel 60, 10x10 cm/ és a ninhidrint 

E. Merck-től /NSZK/, az Aminex A-5 ioncserélő mügyan-

tát, az n-kaprilsavat és az aminosav standardokat a 

Bio-Rad Laboratories-tól /USA/, a DANS-aminosavakat 

és a karboxipeptidáz A-t a SERVA-tól /NSZK/, a tio-

diglikolt és a danzil-kloridot a Fluke. AG-töl /Svájc/, 

a 4 mo1/1 metánszulfonsavat és a mikropoliamid réte-

get /A 1700, 5x5 cm/ a Pierce Chemical Company-tól 

/USA/, az ioncserélő vékonyrétegeket /PIXION 50x8/ a 

Chinoin-tól szereztem be. A rétegkromatográfiás kifej-

lesztéseket "Desaga Standard" üvegkádakban /NSZK/ vé-

geztem. A többi vegyszert analitikai minőségben a 

Reanal-tól vásároltam. Az oldatok elkészitésénél üveg-

ben bidesztillált vizet használtam. 

3.2. A vizsgált minták 

Hatféle szatietin-aktiv preparátumot  mégy 

humán és két állati eredetüt/ vizsgáltam, amelyek a 
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SOTE Gyógyszertani Intézet kémiai laboratóriumában 

készültek. 

1. Humán szérumból kivont, sikmembránon  szirt, 

gélkromatográfiával tisztított nagytisz-

taságu anyag /a továbbiakban: parciálisan 

tisztitott szatietin/ 

2. Humán szérumból kivont, hollow fiber szü-

rőn szürt, gélkromatográfiával tisztitott 

nagytisztaságu anyag /a továbbiakban: par-

ciálisan  tisztított szatietin-D/ 

3. Humán szérumból kivont, az utolsó lépésben 

Con A-Sepharose oszlopon tisztitott homo-

gén anyag /a továbbiakban: szatietin/ 

4. Humán szérumból kivont, az utolsó lépésben 

részleges enzimatikus emésztéssel tiszti-

tott homogén anyag /a továbbiakban szati-

etin-D/ 

5. Szarvasmarha szérumából kivont nagytiszta-

ságu anyag /a továbbiakban: szarvasmarha 

szatietin/ 

6. Liba szérumából kivont nagytisztaságu 

anyag /a továbbiakban: liba szatietin/ 

Az anyagok tisztitási lépéseit az Irodalmi átte-

kintés 1.3. fejezetében részletesen ismertettem. 
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A szatietin és a szatietin-D /3. és 4. anyag/ 

anorexiás hatásában nem volt különbség /80/. SDS 

poliakrilamid gélelektroforézissel és izoelektromos 

fókuszálással vizsgálva megállapitható volt, hogy 

mindkét anyag homogén. Coomassie brilliant blue-val 

és perjódsavas Schiff-reagenssel festve egy-egy sávot 

detektáltunk, melyek mind a két anyagnál identikusak 

voltak. /Direkt bizonyiték az anyag glikoprotein ter-

mészetére./ Az anyagok relativ molekulatömegét Weber 

és Osborn /79/ módszerével határoztuk meg, a szatie- 

tiné 65.000-nek, a szatietin-D-é 43.000-nek bizonyult. 

Izoelektromos pontjukban is jelentős eltérés mutatko-

zott, a szatietiné 7,0, a szatietin-D-6 pedig 3,0. 

Az 1., 2. és az 5., 6.  anyag  /parciálisan tisz-

titott anyagok/ SDS poliakrilamid gélelektroforézissel 

nagytisztaságunak bizonyult. Az állati eredetü szati-

etin-aktiv anyagok fő komponenseinek relativ molekula-

tömege egyaránt 39-40.000-nek adódott. 

A 3. ábrán a parciálisan tisztitott szatietin-D 

/1/, a szatietin-D /2/, a parciálisan tisztitott sza-

tietin /3/, a liba szatietin /4/ és a szarvasmarha 

szatietin /5/ SDS gólelektroforetikus képe látható 

Coomassie brilliant blue-val festve. 
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3. ábra A vizsgált minták SDS gélelektoforetikus kéDe  

M: Fehérje standard keverék, a gól tetejétől lefelé; 

foszforiláz B /92.500/, bovin szérum albumin /67.000/, 

tojás albumin /45.000/, karbonát dehidratáz /31.000/, 

tripszin inhibitor, szójából /21.50q4 lizozim /14.40 0/ 

1: Parciálisan tisztitott szatietin-D 

2: Szatietin-D 

3: Parciálisan tisztitott szatietin 

4: Liba szatietin 

5: Szarvasmarha szatietin 



4, ábra A szati.etin-aktiv prepanitumok vizsgblati 

m6dszerei 
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3.3. Alkalmazott módszerek 

A dolgozatban tárgyalt vizsgálatokat a 4. 

ábrán látható analitikai müveleti séma mutatja. 

3.3.1. Osszfehérje-tartalom meghatározása  

A Biuret módszernél felhasznált oldatok a 

következők voltak: 

A/ 0,12 mo1/1 CuSO4  . 5H20 

0,32 mo1/1 K-Na-tartarát • 4H20 

0,06 mo1/1 KI 

0,04 mo1/1 NaOH 

B/ 0,03 mo1/1 KI 

0,2 mo1/1 NaOH 

C/ 1 térf. A+4B, keverés után szürtem 

0,5 mg mintát 0,4 ml 1 mo1/1 Na0H-ban oldottam. 

Ezután hozzáadtam 1 ml C oldatot, kevertem és 30 perc 

után 550 nm-en mértem az oldat elnyelését. Bovin szérum 

albumint használtam standardnak. 

A Lowry-féle fehérjemeghatározásnál alkal-

mazott oldatok a következők voltak: 

A/ 0,19 mo1/1 Na2CO3  0,1 mo1/1 Na0H-ban 

B/ 0,02 mo1/1 CuSO4  . 5H20 0,04 mol/ Na-tartarátban 

C/ 60 ml A + 1 ml B 

D/ Folin-viz /1:1, v/v/ 
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0,5 mg mintát 0,2 ml vizben oldottam és hozzáad-

tam 1 ml C oldatot. Kevertetés után 10 percig 37 °C-on 

állni hagytam, majd hozzáadtam 0,1 ml D oldatot, és 

azonnal összekevertem. 30 percig 37 °C-on inkubáltam. 

Az oldatok elnyelését 750 nn-en mértem. Ezuttal is 

bovin szérum albumint használtam standardnak. 

3.3.2. Vékonyréteg-kromatográfiás vizsgálatok 

Az anyagokat 6 mo1/1 sósavban 110 °C-on 20 

órát hidrolizáltam, majd savtalanitottam. /Részlete- 

sen ld. a 3.3.3. pontban, a Sósavas hidrolizis alatt./ 

A maradékokat 0,01 mo1/1 sósavban vettem fel. Az igy 

nyert oldatokból aliquotokat vittem a rétegre. 

Szilikagél rétegen az 

1/ n-butanol - ecetsav - viz /4:1:1/ 

2/ n-butanol - ecetsav - viz /4:2:2/ 

3/ fenol - viz /80:20/ 

4/ fenol - viz /75:25/, 

ioncserélő rétegen pedig a 

5/ 0,2 mo1/1  Nak , nátrium,citrát pufferek, 

pH 2,2-től 4,1-ig 

6/ piridin /1 tf 96/ - ecetsav pufferek, 

pH 2,5-től 7,5-ig 

eluenseket használtam. 
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A 20x20 cm-es lemezeknél az eluens térfogata 200 ml, 

a HPTLC rétegeknél pedig 50 ml volt. 

A futtatás távolsága rendre 15 ill. 8 cm, a start-

vonal a lemezek alsó széle fölött 3,0 ill. 1,5 cm-re 

volt. Telitetlen gőzteril kádakban futtattam. 

3.3.3. Aminosavak meghatározása aminosav-

analizátorral  

'A minták hidrolizise 

Analitikai mérlegen 2,5-3,0 mg sulyu mintákat 

leszükitett nyaku, vastag falu kémcsövekbe mértem be. 

A mintákhoz 500 nmol norleucint adtam. 

Sósavas hidrolizis 

A bemért mintához 0 14-0,6 ml 6 mo1/1 sósavat 

adtam. A kémcsövet vizsugárszivattyuval leszivattam, 

majd leforrasztottam. 110+1°C-on 6, 12, 24 1  48 és 72 

órát hidrolizáltam. Lehütés után a csövet felnyitottam, 

a hidrolizátumot vákuum exszikkátorban NaOH fölött be-

szántottam.  A maradékot 0,5 ml oldópufferral 

/0,2 mo1/1 Nak , pH 2,2 nátriumcitrát puffer/ felvettem. 

Az igy kapott szuszpenziót a SOTE Gyógyszertani Intézet 

mühelyében készitett, fecskendőhöz csatlakozó szürőn 

szürtem. /Betét: Millipore, 0,45 pm/ 
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Metánszulfonsavas hidrolizis /40/ 

A bemért mintához 0,3-0,5 ml 4 mo1/1 metán-

szulfonsavat /0,2 % 3-/2-aminoetil/indol/ adtam. 

A csövet leszivattam, leforrasztottam. 115+ 1 °C-on 

6, 12, 24 és 48 órát hidrolizáltam. Lehütés után a 

hidrolizátumot 1 ml 3,5 mo1/1 Na0H-dal és 0,5 ml ol- 

dópufferral pH 2,0-2,2-re állitottam be, majd eastern. 

Nátriumhidroxidos hidrolizis /39/ 

A bemért mintához 0,3-0,4 mol 4 m1/1 Na0H-t 

adtam. A csövet leszivattam, leforrasztottam. 

105+10C-on 3, 5, 10 15 és 20 órát hidrolizáltam. Lehii-

tés után 0,4-0,6 ml 0,2 mo1/1 Na+  koncentrációju nátri-

umcitrát puffert, pH 3,25 és 0,15-0,2 ml 37 % sósavat 

adtam a hidrolizátumhoz,,majd eastern. 

Hidrolizis cukoraminok meghatározásához 

A bemért mintához 0,4-0,6 ml 4 mo1/1 sósavat 

adtam. A csövet leszivattam, leforrasztottam. 10000-on 

6, 8, 13, 20 és 24 órát hidrolizáltam. Ezt követően a 

6 mo1/1 sósavas hidrolizisnél leirtak szerint csele-

kedtem. 
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A triptofán meghatározása 

A/ Aminosav-analizátorral 

Az előzőekben leirt metánszulfonsavas és 

nátrium-hidroxidos hidrolizist követően, a  szünetet 

közvetlenül aminosav-analizátorra vittem. 

B/ Spektrofotometriásan 

Edelhoch /38/ módszerét módositottam: A 

mintákból 1,00 mg/ml-es 0,07 mol/I SDS-t tartalmazó 

vizes oldatokat készitettem. A spektrumokat /270- 

300 nm/ Spekord UV/VIS tipusu /Carl Zeis s , Jena, NDK/ 

spektrofotométeren 1 cm-es fényutu küvettával vettem 

fel. 

Kéntartalmu aminosavak meghatározása 

A/ Perhangyasavas oxidáció 

9 rész hangyasavat és 1 rész friss 30% 

hidrogénperoxidot összekevertem, és szobahőmérsékle-

ten 1 órát állni hagytam. 2,5-3,0 mg mintát 0 °C-on 

az igy készült 0,4-0,6 ml perhangyasavban oldottam, 

és négy órát inkubáltam. Ezt követően - továbbra is 

0°C-on - 2-3 ml vizet adtam hozzá, kevertettem, majd 

liofilizáltam. Az igy kapott anyagot 6 mo1/1 sósavban 

hidrolizáltam. 
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B/ Karboximetilezés 

2,5-3,0 mg mintát 0,8-1,0 ml 0,1 mola 

Tris-HC1, pH 8,3, 1 mmo1/1 EDTA-Na 2-t tartalmazó puf-

ferben oldottam, 4 °C-ra lehütöttem és 1 mg monojód-

ecetsavat adtam hozzá, majd állni hagytam. 1,0-1,5 ml 

4 mo1/1 metánszulfonsavat adtam az oldathoz és hidro-

lizáltam. 

Aminosav analizis 

Az aminosavak mennyiségi és minőségi megha-

tározását Bio-Cal BC 200 tipusu készüléken végeztem. 

Egyoszlopos technikát használtam. 0,9x50 cm-es Aminex 

A-5 /13+ 2 /am/ gyantaoszlopon, 52°C-on végeztem az el-

választást. A pufferszivattyu szállitási sebessége 

80 ml/óra, a ninhidrinszivattyué pedig 40 ml/óra volt. 

Ninhidrin-detektálást alkalmaztam. A fotométerben két 

átfolyóküvettát használtam, egyet 440 nm-en és egyet 

570 nm-en történő elnyelés detektálására. A fotométer 

által mért adatokat háromcsatornás pontiró rögzitette, 

melynek két csatornáját használtam. 

Az elválasztások során használt nátriumcitrát 

pufferek /18, 82/: 
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A 	B 	C 	D 

Na+  konc /mo1/1/ 0,20 0,80 1,60 0,35 

pH 3 , 25 4,25 6,00 5 1 28 

citrát konc /mo1/1/ 0,20 0,27 0,037 0,35 

etanol konc /mo1/1/ 0,40 MEW 

Az alkalmazott ninhidrin oldatok: 

1/ Stein és Moore receptjét /69/ módositottam: 

4,00 1 metil celloszolv /etilénglikol-monometil-

éter/i1,33 1 3,7 mo1/1  Nak ,  pH 5,5 nátrium-acetát 

puffer;4,7 g SnC12  . 2H20; 80,0 g ninhidrin 

2/ Ugyanaz, mint az 1. recept, azzal a módositással l  

hogy a 4,7 g ón-klorid helyett 27,0 ml 15%-os titán 

/III/-kloridot adtam hozzá. 

Az oszlopekvilibrálását A pufferrel végeztem. 

A gyantaoszlopra a mintát  manuálisan  vittem fel. Az 

oszlop fölött lévő puffert leszivtam, a 0,5-2,0 ml 

térfogatu mintát egy speciális fecskendő segitségével 

felrétegeztem az oszlopra, és nagytisztaságu nitro-

génnel, 4 bar nyomással benyomattam az oszlopba. A 

mintaedényt 3x0,5 ml oldópufferrel átöblitettem, és 

az igy kapott oldatokat - a fentiekkel megegyező mó-

don - vittem fel az oszlopra. Ezt követően induló 

puffert rétegeztem az oszlop fölé, és elinditottam az 

analizist. Standardként minden esszenciális aminosav 

és ammónia 500 nmol-ját tartalmazó szintetikus keve-

réket használtam. 
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3.3.4. Végcsoport  meghatározások  

N-terminális aminosav meghatározás danzil-kloridos 

technikával /75/ 

Mintegy 0,1 mg A., 3 nmol/ mintát 4x3 mm-es 

kémcsőbe bemértem. Ezután 10;21 0,2 mo1/1 NaHCO 3-t 

adtam hozzá, centrifugáltam és a felüluszót vákuumban 

beszáritottam. A száraz maradékhoz 1071 vizet és 

10/11 danzil-kloridot /2,5 mg/ml aceton/ adtam, ösz-

szekevertem és Parafilmmel lezárva 37°C-on 1 órán át 

inkubáltam. Az igy nyert elegyet beszáritottam,.majd 

50;21 6 mo1/1 sósavat adtam hozzá, és a csövet lefor-

rasztottam. 18 órás 105°C-on történő hidrolizis után 

a hidrolizátumot centrifugáltam és a felüluszót vákuum 

exszikkátorban nátrium-hidroxid fölött beszáritottam. 

Ezután a maradékot 2-5711 piridin - viz /1:1/ elegyé-

ben feloldottam. A mikro-poliamid réteg egyik sarkába 

/5-5 mm-re a lemez széleitől/ 1 111 mintát cseppentet-

tem fel. A lemez tulsó oldalára, ugyanarra a helyre, 

standard DANS-aminosavkeveréket vittem fel /DANS-Gly, 

DANS-Glu, DANS-Ile, DANS-Phe, DANS-Pro, DANS-Ser, 

DANS-Arg/. Elsó irányban 1,5 % hangyasavban, második 

irányban benzol - ecetsav /9:3/elegyben futtattam. 
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C-terminális aminosav meghatározás karboxipeptidázas 

emésztéssel 

40)21 /1,1 mg/ karboxipeptidáz A-t mikro-

tölcséren, szürőpapiron /0,45 ?m/  10 ml vizzel mos-

tam, majd 1,1 ml 2,0 mo1/1 NH4HCO3 , pH 7,4 oldatban 

oldottam. 

0,05 rmol mintát egy kémcsőben 5 ml 0,01 mo1/1 

NH4HCO3-ban oldottam, majd 0,36 ml - az előbb leirt 

módon készitett - 1 mg/ml karboxipeptidáz A-t adtam 

hozzá és kevertem. 

Kontroll oldat: 5 ml 0,01 mo1/1 NH 411003  és 0,36 

ml karboxipeptidáz A oldat. 

A minta- és kontroll oldatokat 5, 10 és 20  percig  

2500-on inkubáltam. Az oldatok pH-ját 6 mo1/1 sósavval 

2,0-2 1 2-re állitottam, az oldatokat szürtem és az ami-

nosav-analizátor oszlopára vittem. 



4. EREDMÉNYEK  

4.1. összfehérj  e-tartalom meghatározása 

Biuret-reakció  

A különböző szatietin-aktiv minták reakci-

ójának szinkifejlődése azonos volt, időfüggését az 

5. ábra mutatja. A görbe futása gyakorlatilag meg-

egyezett a BSA görbéjével. Harminc perc után a szin 

intenzitása már állandónak tekinthető, ezért a szin 

intenzitását 30 perc után mértem. 

A kalibrációs görbéket 0,3, 0,6 és 0,9 mg BSA/m1 

koncentrációkkal vettem fel. A görbeillesztéseket 

TI 59 Programable Calculator /Texas Instruments, USA/ 

Solid State Software "Statistics" programjával végez-

tem. A korrelációs koefficiens minden esetben jobb 

volt, mint 0,9998. 

A vizsgált anyagok fehérjetartalom-meghatározá-

sainak eredményét a 4.1./1. táblázat tartalmazza. 

Minden adat három párhuzamos mérés átlaga. 



10 
	 30 	 50 	idő (min) 
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4.1./1. táblázat 

Osszfehérje-tartalom meghatározás biuret reakcióval 

fehérjetart., % 

pare. tiszt. szatietin 	40,8+0,0 

parc. tiszt. szatietin-D 	40,4+0,0 

szatietin 	 n.m. 

szatietin-D 	20 1 5+0,1 

sz.marha szatietin 	27,9+0,3 

liba szatietin 	37,5+0,2 

n.m. =  nem meghatározott 

5. ábra 

A szatietin aktiv-anyagok biuret reakciójának idő-

függése 
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Lowry-féle meghatérozás 

Az anyagok szinkifejlődésének időfüggése 

itt is hasonló volt a BSA görbéjéhez, ezért itt is 

30 pare után mértem. 

A kalibrációs görbéket 0,04, 0,08 és 0,12 mg 

BSA/ml koncentrációkkal vettem fel. A korrelációs 

koefficiens minden esetben jobb volt 0,9999-nél. 

Az anyagok meghatározott fehérjetartalmát a 

4.1.12. táblázat tartalmazza. Az adatok három pár-

huzamos mérés átlagai 

4.1. 12. táblázat 

összfehérje-tartalom meghatározás Lowry szerint 

fehérjetart., % 

pare. tiszt. szatietin 	27,4+0,3 

pare. tiszt. szatietin-D 	38,4+0,3 

szatietin 	 15,7+0,3 

szatietin-D 	 23,5+0,0 

sz.marha szatietin 	23,1+0,4 

liba szatietin 	17,9+0,4 
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4.2.  Vékonyréteg-kromatográfiás vizsgálatok 

A hidrolizált minták első futtatásai után 

kiderült, hogy a minták nagy-mennyiségben tartalmaz-

nak savas és bázikus aminosavakat. Az anyagok gliko-

peptid természete alapján pedig számitani lehetett 

cukoraminok jelenlétére is /5/. Azokat a rétegkroma-

tográfiás rendszereket tekintettem tehát legmegfele-

lőbbnek, amelyek ezeket az összetevőket legjobban ké-

pesek elválasztani. Előzetes vizsgálatok után szili-

kagél rétegen az n-butanol - ecetsav - viz és a fenol - 

- viz rendszerek bizonyultak a legalkalmasabbnak fel-

adataimmegoldásához. A két rendszer szokásos össze-

tételei közül a számomra legkedvezőbbet kerestem. 

A kétfajta butanol - ecetsav - viz rendszerrel 

végzett standard futtatások eredményeit a 4.2./1. 

táblázat tartalmazza. /100 RfLeu:  a Leu-ra vonatkoz-

tatott retenciós faktor százszorosa./ 

A /4:1:1/ rendszerrel végzett futtatáskor a kö-

zépső tartomány ritkább, a kis Rf  tartomány pedig 

- ahol a savas és bázikus aminosavak találhatók - 

sürübb, a /4:2:2/ rendszernél az eredmény ennek éppen 

ellenkezője. A további vizsgálatokhoz ezért a /4:2:2/ 

rendszert használtam. 

A fenol - viz rendszereknél is hasonló elvek 

alapján - bár itt a különbség kisebb volt - döntöttem: 

a/80:20/ elegyet választottam /4.2./2.  táblázat!. 
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4.2./1. táblázat 

Aminosavak szilikagélen mért retenciós faktorai 

butanol - ecetsav - viz oldószerelegyek alkalmazásával 

100 RfLeu 

/4:2:2/ /4:1:1/ 

Ala 58 48 

Arg 19 15 

Asp 46 29 

/Cys/2  22 13 

Glu 58 42 

Gly 48 38 
His 18 13 

Ile 

Leu 100 100 

Lys 14 10 

Met 88 83 

Phe 
Pro 42 35 

Ser 49 38 

Thr 55 46 

Tyr 96 94 

Val 82 77 

GalN 52 42 

GloN 53 43 
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4.2./2. táblázat 

Aminosavak szilikagélen mért retenciós faktorai 

fenol - viz olaszerelegyek alkalmazásával 

100 RfLeu 

/80:20/ /75:25/ 

Ala 55 50 

Arg 9 9 
Asp 20 16 
/Cys/2  25 14 

Glu 30 23 

Gly 45 39 
His 38 30 

Ile 
Leu 100 100 

Lys 5 5 
Met 97 98 

Phe 
Pro 109 109 

Ser 36 30 

Thr 48 41 

Tyr 87 84 

Val 78 77 

	

_GalN 	7 	7 

	

Gla 	7 	 7 
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Tekintettel arra, hogy fenol - viz rendszerben 

kapott foltok igen kompaktak és az aminosavak elvá-

lasztása - főleg a fent emlitett kritikus helyeken - 

még mindig nem volt eléggé megfelelő, tulfuttatásos 

kromatográfiával igyekeztem javitani az elválasztást. 

Az eredményeket a 4.2.13. táblázat tartalmazza. 

4.2. 13. táblázat 

Aminosavak tulfuttatásos kromatográfiája szilikagélen 

fenol - viz /80:20/ oldószereleggyel 

Kifejl. idő, h 
A folt által megtett ut, mm 

7 1 2x  14,3 18,7 

Ala 32 57 71 

Art 5 8 10 

Asp 12 21 26 

/Cys/2  15 26 33 

Glu 18 31 39 

Gly 26 47 58 

His 22. 40 48 

Ile - - - 

Ieu 59 104 129 

Lys 3 5 6 

Met 57 101 125 

Phe - - - 

Pro 64 113 141 

Ser 21 37 47 

Thr 28 50 62 

Tyr 51 90 112 

Val 46 81 101 

x A nem tulfuttatott - 15 cm-es - kifejlesztés 



A két és félszeres tulfuttatásnál /18,7 bra/ a fol-

tok teljesen elkülönültek, diffuziójuk még nem volt nagy. 

Kétdimenziós futtatásnál első irányba a butanol 

ecetsav - viz /4:2:2/, másodikba pedig a  fenol.-  viz 

/80:20/ rendszert - 2,5-szeres tulfuttatással - használ-

tam. Közönséges szilikagél rétegen ezzel a "kiélezett" 

technikával ugyanazt az eredményt értem el, mint EIPTIC 

rétegen egyszerii kétdimenziós kifejlesztéssel. Az utóbbi-

ra mutat példát a 6. ábra. A baloldali kép standard ami-

nosavak, a jobboldali pedig a liba szatietin hidrolizá-

tum&nak elválasztását mutatja. 

6.  ábra  

Standard aminosavak /a/ és liba szatietin hidrolizátumá-

nak /b/ elválasztása HPTIJC szilikagél rétegen kétdimenzi-

ós kifejlesztéssel I. dimenzió /B/:2. oldószerelegy, II. 

dimenzió /Ph/:3. oldószerelegy 
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Az  ioncserélő rétegen történő elválasztásoknál ha-

sonló szempontok vezettek, mint a szlikagélen végzett 

vizsgálatoknál. Ezesetben két pufferrendszert tanulmá-

nyoztam: 

a/  Nátrium-citrát pufferben vizsgáltam a savas ami-

nosavak elválasztását.  Állandó, 0,2 mo1/1 Na-ion 

koncentráció mellett 2,2 és 4,1 között változ-

tattam a pH-t /7.  ábral. Az Asp és a Glu elvá-

lasztásának optimuma pH 3,1 körül van. 

b/ Piridin-ecetsavas pufferben - ahol a piridin 

koncentrációját /1 tf 96-ot/ állandó értéken tar-

tottam - a savas-, a bázikus aminosavak és az 

aminocukrok elválasztását vizsgáltam a pH függ-

vényében /8. ábra/. Az ábrából jól látható, hogy 

ebben az uj rendszerben az aminosavak elválasz-

tása sokkal eredményesebb: a savas aminosavak 

optimális elválasztását pH 3-nál kaptam, a bá-

zikus aminosavak és cukoraminok elválasztása 

pedig pH 7,5-nél bizonyult a legjobbnak. 



Glu 
Asp 

2 3 4 pH 

Rf 100 
100 

O 

Cys SO3 H 
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7. • ábra  

Savas aminosavak elválasztása 0,2 mo1/1 Na +  nátrium-. 

-eitrát pufferrendszerben, a pH függvényében 



Rf 100 
100 Cys SO H 

Glu  Asp 

Glc N 
Gal N 

Lys 
Ar 
8 pH 

8. Ora 

Aminosavak és cukoraminok elválasztása piridin-/1 tf %/- 

ecetsavas pufferrendszerben a pH függvényében 
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A minták hidrolizátumaiból vékonyréteg-kromatográ-

fiával a következő aminosavak jelenlétét sikerült detek-

tálni /4.2. 14. táblázat/. 

4.2. 14. táblázat 

A vizsgált minták hidrolizátumaiból vékonyréteg-kroma-

tográfiával meghatározott aminosavak 

Anyagok 
	

2 	3 	4 	5 

Ala 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

Arg 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

Asp 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

/Cys/2 	••• 	••• 	•=1 

Glu 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

Gly 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

His 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

Ile 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

Leu 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

Lys 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

Met 	 _ 	- 

Phe 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

Pro 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

Ser 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

Thr 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

Tyr 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

Val 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

GalN 	em• 	 dos 	 •ml 	 •■• 

GleN 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 

1. pare. tiszt. szatietin 

2. pare. tiszt. szatietin-D 

3. szatietin 

4. szatietin-D 

5. sz.marha szatietin 

6. liba szatietin 
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4.3. Aminosavak minőségi és mennyiségi meghatározása 

Eluáló pufferrendszerek 

Dévényi által javasolt /83/ egyoszlopos két 

pufferes rendszerrel dolgortam, ami alkalmas az esszen-

ciális aminosavak, az ammónia és glükózamin elválasztá-

sára /9. ábra/. 

9. ábra 

Szatietin hidrolizátum aminosav-analizise egyoszlopos 

két pufferes /A+B/ rendszerrel 

; 

Oxon*: Asmara-I (02.101.1 
Timmons. 
Dumas. 

EMI lie silty/14.FM 
8 ,  088 Neeitretcp11 4.15' 

• 

A  két  puffer /A és B/ közül az első megegyezik 

Spackman első pufferével, a második puffer ionkoncent-

rációját Dévényi 0,2 mo1/1-ről 0,8 mo1/1-re növelte, 

igy alkalmassá vált a semleges aminosavakon tul a bá-

zikusok elválására is. A hisztidin és az arginin eluci-

ója között 60 perc van. Az arginin korábbi elucióját 

harmadik puffer alkalmazásával /0 puffer/ értem el. 
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Az első puffer váltás a 70. percben /a prolin elució-

jakor/, a második pedig a 130. percben /a fenilalanin 

ell.iciója után/ volt. 

Standard aminosav  keverék Öt méréséből számitott 

átlagtól való legnagyobb eltérések átlagával jellemez-

ve: a rendszer reprodukálhatósága 2,8 %. 

Gondot okozott azonban a galaktózamin-tirozin 

csucspár elválasztása és ezenkivül egy ismeretlen ere-

detü csucs, ami az ammónia és a lizin között, a lizinbe 

olvadva jelentkezett. Megvizsgáltam, hogy a puff erváltás 

idejének megváltoztatásával elérhetők-e megfelelő R s  

értékek. Az ammónia,lizincsucspár esetében a legjobb 

felbontóképességet csak B pufferes elucióval lehet el-

érni /Rs o min = 2,49/. Az átkapcsolási idő növelésé- , 

vel Rs értéke csökken, majd a 96. percben történt át-

kapcsolásnál Rs ,96min=0. Az átkapcsolás további késlel-

tetésével Rs értéké nőni kezd, de az ammónia-lizin sor-

rend megváltozik, az ammónia "lemarad" a lizinhez vi-

szonyitva. 

A megoldás ilymódon viszonylag egyszerti volt: csak B 

pufferral eluáltam a hidrolizátumot. A kérdéses csucs - 

- mint később azonositottam, az arginin bomlásterméke: 

ornitin - "kibujt" a lizin alól. Ez látható a 10. 

ábrán. 
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10.  ábra 

Szatietin hidrolizAtum aminosav-analizise egyoszlopos 

módszerrel és B pufferes eluoióval 

•.* 
4.• 

, 

I 

at 
0 

i 	I 

A cukoraminok és a semleges aminosavak elucióját 

az átkapcsolási idő függvényében mutatja a 11.  ábra. 

Optimális,elválasztást a 65. percben kaptam, ahol a leg-

kisebb felbontóképesség is közel 1,0 volt: R s,Tyr-GalN= 
.0,93. /12. ábra/ /Hasonlóan jó elválasztás kapható a 

170. perc után, de ekkor a kromatografálás ideje nagyon 

megnő, a csucsok pedig igen laposak lesznek./ A módosi-

tott Dévényi-féle egyoszlopos két pufferes rendszerrel 

lehetővé vált az esszenciális aminosavak és a glükóza-

min elválasztásán tul a galaktózamin elválasztása is. 

Ily módon a módszert alkalmassá tettem a szatietnin csa-

lád /magas szénhidráttartalmu glikoproteinek/ vizsgála-

tára. 
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11. Abra 

Aminosavak és aminooukrok retenciós ideje ill. a 

csimspárok felbontóképessége a pufferváltás idejének 

függvényében 

Rs 

30 

ZO 

1.0 

t R 
(m(n) 

175 

15 

125 

100 

Tyr-GalN 

Leu-GlcN 

We-GlcN 
Leu-GalN 

Tyr 
Leu 
GaIN 
Ile 

_-.GlcN 

50 	1 0 	10 
Puf f er v &Ras ideje ( rni2 



60 

12.  ábra  

Szatietin-aktiv preparátum hidrolizAtumában lévő 

cukoraminok elválasztása módositott egyoszlopos, két 

pufferes rendszerrel 
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Ninhidrin oldat 

A ninhidrin-oldat készitésekor Moore és mun-

katársai /69/ által javasolt receptet használva a nit-

rogén-öblitést nem találtam kielégitőnek, mert a bu-

borékoltatás után hozzáadott ninhidrin az oldás végére 

halványlilára festette az oldatot. Ezért a nitrogén-

öblités helyett ón /II/-klorid, majd később titán/III/-

klorid oldat hozzáadásával redukáltam az oldatban lévő 

oxidativ ágenseket. Az eredeti recepttel ellentétben a 

ninhidrint csak ezután adtam az oldathoz. Ilymódon a 

ninhidrin okorta "alapzajt" - az iró  logaritmikus ská-

lája /0-tél 2 1 0-ig!  alapján - 0,1 osztással sikerült 

csökkenteni. A megnövekedett ón-klorid tartalom némi-

képp megnövelte a készülékben kiülepedett csapadék 

mennyiségét, és ez a szerelésre forditott amugy is 

tetemes időt. Ezt a problémát a James javasolta titan-

kloridos "védelemmel" teljesen megoldottam. Optimális 

megoldásnak igy a második receptet találtam. A ninhidrin-

oldat "gyengülése" a frissen készült és a kéthónapos ol-

dattal meghatározott l dpol aszparaginsav csucsterüle-

tével jellemzem: 

1.d 	60.d 

1 7amol Asp területe 
	

37,0 	 36,5 

Két hónapi állás után a ninhidrin oldat  "gyengülése" 

1,5 % volt. 



-62- 

A számitás menete 

A kromatogram értékelését Spackman, Stein és 

Moore /66/ szerint, az un. háromszög-módszer felhaszná-

lásával végeztem: 

C = H • W 

ahol C: a - háromszögnek tekintett - esucs területe 

H: a csucs magassága 

W: a csucs félértékszélessége 

A hidrolizist követő müveletek okorta veszteségek-

ből eredő hibát belső standard /Nle/ használata alapján 

korrigáltam. A korrekciós tényező: 
CI 

fI =  CIlm 

aholCI . • a belső standardként használt I aminosav 

1 rmoljának standard futtatásakor mért csucs-

területe 

Ci,m : a hidrolizis előtt a mintához adott 1 rm ol I 

aminosav csuesterülete a minta kromatogram-

jában 

Az aminosavak hidrolizis során bekövetkező degradáció-

jából eredő hibát nulla órára történő extrapolálással 

korrigáltam; a log mA  versus hidrolizis idő függvény 

ordináta-metszetét kerestem /m
A ' 

• az A aminosav mért 

mennyisége rmol-ban/. 
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A mért pontokra a görbeillesztést Texas Instruments 59 

Programable Calculator Solid State Software "Statistics" 

programjával végeztem. A további, rutin vizsgálatnál 

elegendő volt a mintát t ideig hidrolizálni, az amino-

say mennyiségét a következő módon határoztam meg: 

mA,C = 

ahol mA,C:  az A aminosav 

mA • . 7r--- , az A 
'A ,St 

CA : az A aminosav 

korrigált mennyisége, )1mol 

aminosav mért mennyisége, ymol 

csucsterülete a minta kromato- 

CA 

gramjában 

CA,st : 1 pmol A aminosav csucsteriilete a standard 

kromatogramban 

fZ,A : 
 az A aminosav nulla órára extrapolált és a 

t órás hidrolizis után meghatározott mennyi-

ségének hányadosa 

Hidrolizisek 

A 4.3./1. táblázat példaként a parciálisan 

tisztitott szatietin-D minta 6 mo1/1 sósavas hidrolizis-

sor adatait tartalmazza. Az adatok három párhuzamos mérés 

átlagai, 1 mg szatietin-aktiv anyagra vonatkoztatott 

belső standard-korrigált értékek. 

A 6 mo1/1 sósavas hidrolizis sor alapján nulla órára 

történő extrapoláció eredményeit a 4.3.72. táblázat tar-

talmazza. 



4.3./1. táblázat 

A parciálisan tisztitott szatietin-D 6 mo1/1 sósavas 

hidrolizis sor adatai 

hidrolizis idő, h 

nmol aminosav/mg minta 

12 24 48 72 

Ala 191 200 198 175 157 

Arg 71 110 105 95 87 

Asp 299 301 299 307 220 

Glu 314 428 420 419 320 

Gly 173 183 174 161 146 

His 49 53 51 50 48 

Ile 51 128 106 78 68 

Leu 187 199 204 219 194 

Lys 278 306 362 652 632 ,  

Phe 134 152 134 119 107 

Pro 172 213 193 183 179 

Ser 162 194 157 154 131 

Thu' 155 224 219 198 168 

Tyr 19 119 120 104 77 

Val 75 150 158 160 121 



-  65  - 

4.3. 12. táblázat 

A szatietin-aktiv anyagok 6 mo1/1 sósavas hidrolizis 

sor alapján nulla órára extrapolált aminosavtartalmai 

anyagokM nmol aminosav/mg minta 

 

1 2 3 4 5 6 

Ala 269 216 222 104 147 193 

Arg 49 115 31 39 52 81 

Asp  302 105 161 218 282 

Glumm  332 422 145 218 232 356 

Gly 100 192 74 114 161 231 

His 21 52 12 26 31 28 

Ile 96 139 25 65 31 59 

Leu 172 280 67 98 81 104 

Lys 988 692 296 280 481 834 

Phe 98 157 30 49 171 221 

Pro 369 213 46 104 111 170 

Ser 143 196 82 104 90 162 

Thr 141 242' 65 135 81 143 

Tyr 69 154 19 75 171 221 

Valmm  96 156 56 75 78 106 

m 1: pare. tiszt. szatietin 

2: pare. tiszt. szatietin-D 

3: szatietin 
4: szatietin-D 
5: sz.marha szatietin 
6: liba szatietin 

mm:átlagolt érték /nem 0 órára extrapolált, hanem 
görbe platón leolvasott érték/ 
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A triptofán meghatározása 

A/ Aminosav - analizátorral 

A Dévényi által leirt egyoszlopos két puf-

feres rendszerben a triptofán a 215. percben, az ezt 

követő arginin pedig a 245. percben eluálódik. Ez 

viszonylag hosszu analizis idő. Három pufferes rend-

szer alkalmazásakor az arginin retenciós ideje jelen-

tősen csökken, ezzel szemben azonban a triptofárkmeg-

nő, eluciós sorrendjük  felcserélődik.  A viszonylag 

hosszu eluciós idő mellett sokkal nagyobb problémát 

jelentett az, hogy a triptofán csucsa nagyon széles 

és lapos, nehezen számitható volt. /13. ábra/ Ezért 

uj pufferrendszert dolgortam ki a Dévényi által leirt 

pufferrendszer és Spackman által a két oszlopos mód-

szernél a bázikus aminosavak elválasztására használt 

puffer /nálam: D puffer/ felhasználásával. A B puf-

fernek viszonylag alacsony a pH-ja /4,25/ és magas a 

Na+  koncentrációja /0,8 mo1/1/, a D puffernek pedig 

forditva, a pH-ja viszonylag magas /5,25/ és a  Na+  

koncentrációja alacsony /0,35 mo1/1/. A tirozin után 

B pufferről D-re kapcsolva az utolsónak eluálódó csucs 

a triptofán elég keskeny, jól számitható /14.  ábral. 



1 95 Nis  Tr p 

tR (min) 
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13. ábra 

Bázikus aminosavak elválasztása egy oszlopos két 

pufferes rendszer alkalmazásával 
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14. ábra  

Bázikus aminosavak elválasztása A, B és D puffer al-

kalmazásával 
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A 4.3./3. táblázat példaként a parciálisaatiszti-

tott szatietin-D minta 4 mo1/1 nátrium-hidroxidos hid-

rolizis sor adatait tartalmazza. 

4.3./3. táblázat 

A parciálisaatisztitott szatietin-D minta 4 mo1/1 

nátrium-hidroxidos hidrolizis sor adatai 

hidrolizis idő, h 	3 	5 	10 	15 	20 

nmol triptofán  
mg minta 	27 	32 	54 	38 	32 • 88 

A 4 mo1/1 nátrium-hidroxidos hidrolizissor alapján 

nulla órára történő extrapoláció eredményeit tartalmaz-

za a 4.3./4. táblázat első oszlopa 

4.3./4. táblázat 

A szatietin-aktiv anyagok 4 mo1/1 nátrium-hidroxidos 

hidrolizis sor alapján nulla órára extrapolált értékei 

/A/, a  spektrofotometriás  meghatározás adatai /B/, a két 

meghatározás relativ eltérése 

nmol triptofán/mg minta IA - SI 
A S A 

pare. tiszt. szatietin 110 91 0,175 

pare. tiszt. szatietin-D 88 80 0,089 

szatietin 97 n.m. 

szatietin-D 69 68 0,012 

sz.marha szatietin 128 119 0,70 

liba szatietin 79 78 0,011 

n.m.: nem meghatározott 
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B/ Spektrofotometriásan 

Edelhoch a tirozin és a triptofán 280 és 

. 288 nm-en mért moláris extrinkciós koefficiensei alap-

ján a következő egyenleteket állitotta fel egy adott 

fehérje triptofán tartalmának meghatározására: 

E280=  5690 Trp + 1280 Tyr 

E288 = 4815 Trp + 385 Tyr 

ahol  E280  és- E288' afehérje 280 és 288 nm-en mért 

moláris extinkciós koefficiense 

Trp és Tyr : a vizsgált fehérjemolekulában lévő 

triptofán és tirozin molekulák száma 

A két egyenletből: 

E288 E280 
Trp 

3103 10318 

Tekintettel arra, hogy az általam vizsgált hat mintából 

csak kettő tekinthető homogénnek /a többi még szérumfe-

hérjékkel szennyezett/ 1  nem moláris extinkciós koeffici-

enssel, hanem az 1 mg/ml koncentrációnál mért extinkci-

óval  .m/ml/  számoltam, majd ebből határoztam meg a 

minták triptofán tartalmát umol/mg-ban. Az általam szá-

mitott egyenletek: 

Emg/ml  = 28,28 Trp +  6,74  Tyr 280  
rmg/m1 . 23, 04 Trp  + 1,30 Tyr '288 
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és a két egyenletből: 

Trp m 
17,59 	91,17 

Edelhoch 6 mo1/1 guandin-hidrokloridban denatu-

rálta a fehérje mintákat. A szatietin-aktiv prepará-

tumok azonban ilyen körülmények között nem adtak op-

tikailag tiszta oldatot. Ezért az SDS gélelektroforé-

zis mintaoldásakor sikeresen alkalmazott 0,07 mo1/1 

SDS oldattal dolgortam, amiben a minták tökéletesen 

oldódtak. 

A vizsgált szatietin-aktiv anyagok 280 és 288 

nm-en mért elnyeléseikből meghatározott triptofántar-

talmat a 4.3./4. táblázat második oszlopa /S/ tartal-

mazza. A két módszerrel mért adatok relativ eltérését 
SI 

a táblázat harmadik oszlopa tartalmazza / 	/. 
A 

Jelentős eltérést /17,5 rel %-t/ a parciálisan tiszti-

tott szatietin esetében kaptam. 

A metánszulfonsavas hidrolizis után egyik anyag-

nál sem sikerült triptofánt detektálnom. 

Kéntartalmu aminosavak meghatározása 

A/ A perhangyasavas oxidáció eredményeit a 

4.3./5. táblázatban foglaltam össze. 

mg/ml 	mg/M1 
288 	E280 



4.3./5. táblázat 

A perhangyasavas oxidációt követő meghatározás 

eredményei 

nmol aminosav/mg minta 

CysSO3H Met02 

25 31 
106 57 
22 9 
57 36 
47 24 
67 36 

parc. tiszt. szatietin 
pare. tiszt. szatietin-D 
szatietin 
szatietin-D 

sz.marha szatietin 
liba szatietin 

B/ Karboximetil-ciszteint egyik anyagból sem 

lehetett előállitani, azaz, az anyagok nem tartalmaz-

nak ciszteint. 

Aminocukrok meghatározása 

; A 4.3./6. táblázat példaként a parciálisan 

tisztitott szatietin-D minta 4 mo1/1 sósavas hidroli-

zis sor adatait tartalmazza. 
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4.3./6. táblázat 

A parciálisan tisztitott szatietin-D 4 mo1/1 sósavas 

hidrolizis sor adatai 

nmol aminocukor/mg minta 

hidr. idő, h 6 8 13 20 24 0 

GlcN 
GalN 

238 
54 

281 
64 

300 
68 

276 

62 

263 

59 

349 

80 

A 4 mo1/1 sósavas hidrolizis sor alapján nulla 

órára történő extrapoláció eredményeit foglaltam ösz-

sze a 4.3./7. táblázatban. 

4.3./7. táblázat 

A szatietin-aktiv anyagok 4 mo1/1 sósavas hidrolizis 

sor alapján nulla órára extrapolált értékei 

nmol aminocukor/mg minta 
GalN 

pare. tiszt. szatietin 288 49 

pare. tiszt. szatietin-D 349 80 

szatietin 312 53 
szatietin-D 369 87 

sz.marha szatietin 233 58 

liba szatietin 344 80 
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A 4.3./8. táblázatban a parciálisan tisztitott 

szatietin aminosav komponenseinek koncentrációit 

nmol/mg és  ‚/mg mértékegységekben és az utóbbi alap-

ján meghatározott fehérjetartalmat foglaltam össze. 

4.3./8. táblázat 

A parciálisan tisztitott szatietin aminosav-összetéte-

le, aminocukor-tartalma és fehérjetartalma 

aminosav koncentráció 

nmol/Mg Pg/11.113 

Ala 269 19,1 
Arg 49 7,6 
Asp 215 24,7 

/Cys/2  12 5,8 

Glu 332 42,8 

Gly 100 517 
His 21 2,8 

Ile 96 10,8 

Leu 172 19,5 

Lys 988 126,4 

Met 31 515 
Phe 98 14,5 

Pro 369 35,8 
Ser 143 12,5 
Thr 141 14,3 
Trp 110 20,5 
Trpm  91 16,9 
Tyr 69 11,3 
Val 96 9,4 
GalN 49 8,6 

Gla 288 50,2 

fehérjetartalom /8 96/ 38,9 
H Edelhoch szerint meghatározva 
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A 4.3./9. táblázatban a parciálisan tisztitott 

szatietin-D aminosav komponenseinek koncentrációit 

amol/mg és ?g/mg mértékegységekben és az utóbbi alap-

ján meghatározott fehérjetartalmat foglaltam össze. 

4.3./9. táblázat 

A parciálisan tisztitott szatietin-D aminosav-össze-
tétele, aminocukor-tartalma és fehérjetartalma 

aminosav koncentráció 
nmol/mg 	pg/mg 

Ala 
Arg 

Asp 

/Cys/2  
Glu 

GlY 

His 

216 

115 

302 

53 
422 

192 

52 

15,2 

17,9 

34 ,7 

11,7 

54,5 

10,9 

7,1 

Ile '139 15,7 

Leu 280 31,6 

Lys 692 88,6 

Met 57 7,5 

Phe 157 23,1 

Pro 213 20,6 

Ser 196 17,0 

Thr 242 24,4 

Trp 88 16,4 

TrpN  80 15,0 

Tyr 154 25,1 

Val 156 15,2 

GalN 80 , 12,9 

349 56,1 

fehérjetartalom  Is  V 
H Edelboch S7r' .rn7Ala 



75 

A 4.3./10. táblázatban a szatietin aminosav kom-

ponenseinek koncentrációit nmol/mg és ig/mg mértékegy-

ségekben, a  kerekített  egész értékeit, az ebből számí-

tott peptidrész relativ molekulatömegét és a fehérjetar-

talmat foglaltam össze. 

4.3. 110. táblázat 

A szatietin aminosav-összetétele, az aminosavak kereki-
tett egész értékei, aminocukor-tartalma, fehérjetartalma 
és a peptidrész relativ molekulatömege 

aminosav koncentráció kerekitett egész nmol/mg 

Ala 222 15,8 14 
Arg 31 4,9 2 
Asp 105 12,1 6 

/Cys/2  11 2,4 1 

Glu 145 18,7 9 
Oly 74 4,2 4 

His 12 1,6 1 

Ile 25 2,8 2 

Leu 67 715 4 

Lys 296 37,9 19 
Met ' 	9 1,2 1 

Phe 30 4,4 2 

Pro 46 4,5 3 
Ser 82 7,1 5 
Thr 65 6,6 4 

Trp 97 20 9 5 9 
TYr 19 3,1 1 

Val 56 525 3 
GalN 53 8,6 4 

Gla 312 50,2 26 
peptidrész  relatív molekulatömege 10539 

fehérjetartalom /s 9t/ 	16,1 
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A 4.3./11. táblázatban a szatietin-D aminosav kom-

ponenseinek koncentrációit n.mol/mg és ?g/mg mértékegy-

ségekben, a kerekitett egész értékeit, az ebből számi-

tott peptidrész relativ molekulatömegét és a fehérje-

tartalmat foglaltam össze. 

4.3./11. táblázat 

A szatietin-D aminosav-összetétele, az aminosavak kere-
kitett egész értékei, aminocukor-tartalma, fehérjetar-
talma és a peptidrész relativ molekulatömege 

aminosav koncentráció kerekitett 
egész nmol/mg 	lug/mkg 

Ala 
Arg 
Asp 

/Cys/2  
Glu 
Gly 

104 

39 
161 
29 

218 

114 

7,4 
6,1 

18,5 
6,3 

28,1 
6,5 

4 

2 
6 
1 

• 	8 
4 

His 26 315 1 
Ile 65 713 3 

Lou 98 11,1 4 

Lys 280 	. 35,8 11 

Met 36 4,1 1 

Phe 49 7,2 2 

Pro 104 10,0 4 

Ser 104 9,0 4 

Thr 135 13,6 5 

Trp 69 12,7 3 

Trpm  68 12,7 3 

Tyr  75 . 12,2 3 

Val 75 7, 4  3 
GalN 87 14,0 3 

GloN 	569 59 ,4  14 
e tidresz relativ molekulatömege 8111 

fehérjetartalom  7E-157 	 20,7 

m Edelhoch E17. 	';r07Ara. 
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A 4.3./12. táblázatban a szarvasmarha szatietin 

aminosavkomponenseinek koncentrációit nmol/Mg és r.g/mg 

mértékegységekben és az utóbbi alapján meghatározott fe-

hérjetartalmat foglaltam össze. 

4.3. 712. táblázat 

A szarvasmarha szatietin aminosav-összetétele, aminocu-
kor-tartalma és fehérjetartalma 

aminosav koncentráció 
nmol/mg /11g/mg 

Ala 147 10,4 
Arg 52 8,1 
Asp 218 25,0 

/CYs/2 24 5,2 
Glu 232 30,0 
Gly 161 9,2 
His 31 4,2 
Ile 31 3,4 
Leu 81 9,1 
Lys 481 61,6 
Met 24 3,1 
Phe 171 25,0 
Pro 111 10,8 
Ser 90 7,8 
Thr 81 8,1 
Trp 128 23,8 
Trnm  119 22,1 
Tyr 171 27,8 
Val 782_„6 
GalN 58  9,3 
Gla  233 3 
fehérjetartalom Is 5'67  2q2 0 

m Edelhoch szerint meghatározva 
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A 4.3.113. táblázatban a liba szatietin aminosav-

komponenseinek koncentrációit nmol/mg 'és?.ig/mg mérték-

egységekben és az utóbbi alapján meghatározott  fehérje-

tartalmat foglaltam össze. 

4.3./13. táblázat 

A liba szatietin aminosav-összetétele, aminocukor-tar-

talma éS fehérjetartalma 

aminosav koncentráció 
nmol/mg 

Ala 193 13,7 

Arg 81 12,6 

Asp 282 32,4 

/Cys/2  34 7,4 

Glu 356 45,9 

Gly 231 13,1 

His 28 3,8 

Ile 59 6,6 

Leu 104 11,7 

Lys 834 106,8 
Met 36 4,7 
Phe 221 32,5 
Pro 170 16,5 
Ser 162 14,1 
Thr 143 14,4 
Trp 79 14,5 
Trpm  78 14,5 
Tyr 221 36,0 
Val 106 10,3 
GalN 80 2,8 
GlcN 344 12,3 
fehérjetartalom /8 %/ 39,7 
x Edelhoch szerint meghatározva 
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4.4. Végcsoport vizsgálatok 

N-terminális aminosvak meghatározása 

A vizsgálatokat a szatietin és a szatietin-D 

anyagokon végeztem el. 

Mikro-poliamid rétegen a danzil aminosavak közül a 

danzil-aszparaginsav és danzil-glutaminsav, a danzil-

-treonin és danzil-szerin és a danzil-arginin és E-

-danzil-lizin párok elválasztása nem volt kielégitő. 

Szilikagél rétegen kerestem a megoldást. /A standard 

danzil-aminosavak között nem szereplő e7-danzil-lizint 

Glp-Lys-Pro-OH-ból állitottam elő./ Ot, merőben uj ol-

dószerelegyet találtam, amelyek alkalmasak a fenti prob-

lémák megoldására. A danzil-aminosavak retenciós fak-

torx100 értékeit a 4.4./1. táblázatba foglaltam. 

Mind a két vizsgált mintánál csupán az 0-danzil- 

- tirozin és az 6 -danzil-lizin helyén volt folt. A szi-
likagél rétegen n-butanol - metanol - 25% ammónia - viz 

/20:2:1:4/ oldószereleggyel végzett vékonyréteg-kroma-

tográfiás vizsgálatok egyértelmüen bizonyitották, hogy 

csak :-danzil-lizin volt a mintákban, danzil-arginin 

. nem. Ez azt jelenti, hogy az anyagok N-terminális  ami-

nosavai nem szabadok. 
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4.4./1.  táblázat 

Danzil-aminosavak retenciós faktorai szilikagélen kü-

lönböző oldószerelegyekkel 

Rf x 100 

oldószerelegye0 

DANS-aminosavak 1 2 3 4 5 

Ala. 71 68 47 75 57 
Arg 32 23 22 46 1 

Asp 41 5 6 29 15 

bis/Cys/2  42 24 12 43 12 

Glu 62 10 6 31 24 

Gly 64 58 38 70 43 

His 18 28 21 56 2 

Ile 82 77 58 79 72 

Lou 81 71 51 77 67 
bis-Lys 76 82 58 81 57 
4-Lys 36 21 14 42 2 

Met 73 75 53 79 63 
Phe 75 73 50 77 66 

Pro 65 52 31 62 72 

Ser 63 47 26 66 20- 

Thr 66 58 32 73 26 

Trp 76 52 40 72 47 

bis-Tyr 76 64 43 74 32 

Val 79 76 54 76 68 

* 1: izo-propanol - viz /9:1/ 

2: toluol - etanol - 25% ammbnia /6:10:0,5/ 

3: n-butanol - metanol - 255 ammónia - viz /20:2:1:4/ 

4: t-butanol - metanol - 25% ammónia - viz /20:2:1:4/ 

5: benzol - metanol - ecetsav /85:10.5/ 
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C-terminális aminosavak meghatározása 

A vizsgálatokat a szatietin és a szatietin-D 

mintAkkal végeztem el. 

A szatietin minta karboxipeptidáz A-val történő 

emésztése során csak a peptidekre  jellemzőszéles,  alak-

talan csucsot kaptam, szabad aminosavra jellemzőt nem. 

A szatietin-D karboxipeptidáz A-val történő hid-

rolizise során felszabadult aminosavakat a 4.4. 12. táb-

lázat tartalmazza. Tekintettel arra, hogy az alanin és 

a metionin hasonló sebességgel szabadul fel, egyértel-

műen nem dönthető el, hogy melyikük a C-terminális ami-

nosav. 

4.4.12. táblázat 

A szatietin-D karboxipeptidáz A-val felszabaditott 

aminosavai 

nmol aminosav/nmol anyag 

hidrol.idő, min. 	5 	10 	20 

Ala 0,187 	0,198 	0,334 

Gly 0,104 	0,127 	0,200 

Met .0,0854 	0,125 	0,376 



EREDMÉNYEK  ÉRTIMLÉSE, 

DISZKUSSZIÓ 
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A disszertációmban leirt eredményeim alap-

ján az alábbi konkluziókat emelném ki. 

A biuret reakcióval /4.1./1. táblázat/ és a 

Lowry-féle fehérjemeghatározási módszerrel /4.1.12 

táblázat/ kapott fehérjetartalom értékek közötti el-

térés oka részben az, hogy a szatietin-aktiv moleku-

lákban lévő tirozin és triptofán koncentráció eltér 

a - standardként használt - bovin szérum albumin ti- 

rozin és triptofán koncentrációjától, más részben pe-

dig - és feltehetően ez a jelentősebb hatásu - a pre-

parátumokban lévő szénhidrát jelenléte zavarja a Lowry 

meghatározást. A biuret reakció kevésbé összetétel-

függő, eredményei jól egyeznek az aminosav-analizis 

utján kapott értékekkel /lásd 5./1.  táblázat!. 

Tehát a szatietin család gyors, rutinszerii fehérje-

tartalom meghatározására alkalmas a biuret-reakció. 
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5./1. táblázat 

Fehérjetartalom meghatározása aminosav-analizis 

alapján /A/ és biuret reakcióval /8/, a két mód-

szerrel mért adatok relativ eltérése 

fehérjetartalom, 

A 

pare. tiszt. szatietin 38,9 40,8 0,049 

pare. tiszt. szatietin-D 43,7 40,4 0,076 

szatietin 16,1 '15,7R  0,025 

szatietin-D 20,7 20,5  0,010 

sz.marha szatietin 28,0 27,9 0,004 

liba szatietin 39,7 37,5 0,055 

m Lowry módszerével meghatározva 

A vékonyréteg-kromatográfiás vizsgálatok 

során szilikagél /4.2./1., 2. és 3. táblázat/ és ion-

cserélő rétegen /7. és 8. ábra/ optimalizáltam az ami- 

• nosavak elválasztását, figyelembe véve a vizsgált sza-

tietin-aktiv anyagok sajátosságait, nevezetesen az 

aminocukrok jelenlétét, továbbá a magas savas és bá-

zikus aminosav-tartalmat. Szilikagél vékonyrétegen 

tulfuttatásos módszerrel kombinált kétdimenziós tech-

nikával elválasztottam az összes esszenciális amino-

savakat és a glükózamint. A nagyon kis mennyiségben 

jelenlévő cisztinen és metioninon kivül minden mintá- 
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ban esszenciális aminosav és a glükózamin . jelenlétét 

sikerült kimutatnom /4.2.14. táblázat/. 

Az aminosav-analizátorral történő analizi-

seknél a pufferváltás idejének optimalizálásával a 

Dévényi által leirt egyoszlopos két pufferes rendszert 

alkalmassá tettem az összes esszenciális aminosav mel-

lett a glükózamin és a galaktózamin elválasztására is. 

Moore és munkatársai által javasolt és James ál-

tal módositott ninhidrin oldat készitésénél azt talál-

tam, hogy a nitrogén buborékoltatás kisebb hatásfokkal 

távolitja el az oldatból az oxidativ ágenseket, mint a 

titán/III/-klorid oldat, amit a ninhidrin hozzáadása 

előtt - megnövelt mennyiségben - adtam az oldathoz. 

A glikoproteinek fizikai és kémiai anomális vi-

selkedése alapján a fehérjékhez viszonyitva a vizs-

gált anyagok kis stabilitására számithattam. A 6 mol/I 

sósavas hidrolizis sor eredményei /4.3./1. táblázat/ 

azonban azt mutatják, hogy a szatietin-aktiv anyagok 

meglepően stabilisak, az aminosavak nulla órára törté-

nő extrapolációjához körülbelül ugyanannyi ideig tartó 

hidrolizis /24, 48 és 72 órás/ szükséges, mint általá-

ban a fehérjékhez. 

A Dévényi által leirt két pufferes rendszer alkal-

mas az összesesszenciális aminosav mellett a triptofán 

meghatározására is, de mint ahogy ezt már emlitettem, 

a triptofán csucsa "szétterülő", területe nehezen szá- 



mitható. Az általam alkalmazott kromatografálással 

kapott triptofáncsucs keskeny, területe jól számitha-

tó. /13.  ábral. 

Edelhoch módositott  spektrofotometriás módszerével és 

a nátrium-hidroxidos hidrolizist követő aminosav-ana-

lizissel nyert triptofán mennyiségei viszonylag jó 

egyezést mutatnak /4.3./4. táblázat/. Glikoproteinek 

esetében az eltérés oka a szénhidráttartalom szférikus 

árnyékoló hatásából eredő hiba lehet. A módszer alkal-

mas a glikoproteinek triptofántartalmának gyors, fél-

kvantitativ meghatározására. 

Metánszulfonsavas hidrolizist követő aminosav-anali-

zissel a vizsgált mintákból egyáltalán nem sikerült 

triptofánt detektálni. A szatietin-aktiv minták vizs-

gálatára ez a - fehérjeanalitikában egyébként sikere-

sen és széles körben alkalmazott - módszer nem alkal-

mas. 

A preparátumok egyikében sem sikerült karboxi-

metilezéssel - reaktiv SE-csoportot  tartalmazó - cisz-

teint detektálni. A ditiotreitolos redukciót követő 

SDS poliakrilamid gól elektroforézissel /85/ azonban 

mind a szatietin, mind a szatietin-D ugyanazt a képet 

mutatta, mint redukció nélkül, ami azt jelenti, hogy 

vagy csak egy peptidlánc van a molekulákban és azok 

másodlagos szerkezetét stabilizálja az S-S kötés, vagy 

az esetlegesen jelenlévő több peptidlánc szénhidrátvá-

zon keresztül is kapcsolódik. 
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Az aminocukrok meghatározásánál alkalmazott 

4 mo1/1 sósavas hidrolizis sor adatai /4.3./7 táb-

lázat/ is a molekulák viszonylag nagy stabilitását 

mutatják. Osszehasonlitva a csimpánz b4 1-savas-gli-

koprotein 4 mo1/1 sósavas hidrolizis sorával /84/, 

szatietin-aktiv molekulák mért aminocukor-tartalmai 

a 13 órás hidrolizis után magasabbak, mint a 8 órás 

hidrolizis utániak, az 04, 1-savas-glikoprotein glükó-

zamin-tartalmának legmagasabb értékét 6 órás, a ga-

laktózamin-tartalmának legmagasabb értékét 4 órás 

hidrolizis után kapták - amely rövid hidrolizis idők 

általában jellemzők az irodalomban található gliko-

proteinek aminocukor meghatározásaira. 

A vizsgált minták aminosav-összetételében alapve-

tően hasonló a magas lizin-, aszparaginsav- és glu-

taminsav-tartalom. Mindegyik preparátumnál magas a 

glükózamin-tartalom is. Különbség azonban, hogy a hu-

mán szatietin az előzőekén tulmenően alanint, a két 

állati eredetü szatietin-aktiv anyag pedig tirozint, 

fenilalanint és glicint tartalmaz nagyobb mennyiség-

ben. A szatietin-D a magas lizin-, aszparaginsav- és 

glutaminsav-tartalom mellett egyéb esszenciális amino-

savakat egymáshoz viszonyitva közel azonos, kis many-

nyiségben tartalmaz. 

A szatietin utolsó tisztitási lépése során első-

sorban a lizin, a prolin és a leucin mennyisége, a 
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szatietin-D esetében viszont viszonylag egyenletesen, 

minden aminosav mennyisége csökkent. A szatietin-aktiv 

anyagok további hasonlósága, hogy mindegyiknek extrém 

alacsony a fehérjetartalma. AZ automata aminosav-ana-

lizátorral kapott adatokból számitott fehérjetartalom 

Jól  egyezik a biuret reakcióval meghatározott értékek-

kel /5.1. 	táblázat!.  A peptidrész - a  kerekített 

egész értékek alapján kiszámitott - relativ molekula-

tömege és a fehérjetartalom alapján meghatározott tel-

jes relativ molekulatömeg a szatietin esetében 65.500, 

a szatietin-D esetében pedig 39.200-nak adódik. Az SDS 

poliakrilamid gél elektroforézissel meghatározott re-

lativ molekulatömeg értékek 65.000 illetve 43.000 /85/. 

A két módszerrel kapott adatok jól egyeznek. 

A parciálisan  tisztított és a homogén szatietin 

fehérjetartalma közti különbség 22,8%, ez az érték a 

szatietin-D esetében 23%. Figyelembevéve azonban azt, 

hogy az emésztéssel tisztitott anyag, a szatietin-D 

poliakrilamid gél elektroforézissel mért szabad elektro-

foretikus mozgékonysága nagyobb, mint a parciálisan 

tisztitott szatietin-D-jé, és a sáv kiszélesedik ké- 

pe torzul, azt feltételezhetjük, hogy az emésztés so-

rán a peptidláncból aminosavak hasadhatnak ki - uj sza-

bad töltéseket hozva létre - az egész molekula relativ 

molekulatömegéhez képest azonban elhanyagolható mennyi-

ségben, ugyanis az emésztéses tisztitás során a relativ 
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molekulatömeg mérhető módon nem változott. Ezért a par-

ciálisan tisztitott szatietin-D fehérjeszennyezettsége 

10 és 20-% között lehet. 40.000-65.000 relativ molekula- 

tömegü endogén anyagok esetében az ilyen  mértékű  szennye-

zettség nem tekinthető nagynak, aminosav-analitika szem-

pontjából azonban - tekintve a vizsgált molekulák ala-

csony fehérjetartalmát - már számottevő mennyiség. 

A kémialilag homogénnak tekinthető anyagok N-ter-

minálisos vizsgálatai azt eredményezték, hogy az anya-

gok N-terminális aminosavai nem szabadok, és ez az anya-

gok hasonlóságáról alkotott képünket gazdagithatja. 

A homogén anyagok C-terminális aminosav vizsgálatai 

során csak a szatietin-D esetében kaptam szabad aminosa-

vakat. Tekintettel azonban arra, hogy a detektált ala-

nin és metionin azonos sebességgel szabadul fel, a pep-

tid 0-terminális  aminosavának egyértelmü meghatározásá-

hoz további vizsgálatokra van szükség. 

Az elért eredmények jó alapot biztositanak a sza-

tietin-aktiv anyagok kémiai szerkezetének megismerésé-

hez és ezeknek az eredményeknek ismeretében ezek az uj, 

természetes  eredetű  anorexiás hatásu preparátumok elsőd-

legesen jellemezhetők és tulajdonságai leirhatók. A mun-

kám során nyert adatok és adaptált módszerek alapvető 

fontosságuak a szatietin-aktiv anyagok enzimatikus hasi-

tásához, az igy nyert - esetlegesen biológialag aktiv 

peptid ill. glikopeptia fragmensek jellemzéséhez és 

teljes kémiai elemzéséhez is. 
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OSSZEFOGLALÁS 

Humán, szarvasmarha és liba szérumából elő-

állitott szatietin-aktiv anyagok peptidrészének amino-

sav-analizisével foglalkortam. Munkám kettős célt köve-

tett: egyrészt a fehérjeanalitikában ismert módszereket 

adaptáljam, vagyis alkalmassá tegyem az egyszerii fehér-

jék tulajdonságaitól alapvetően eltérő /extrém magas, 

60-70% szénhidráttartalmu/ szatietin-aktiv glikoprote-

inek vizsgálatára, másrészt ezen uj anyagok peptidrészé-

nek minőségi és mennyiségi aminosav-összetételét meg-

állapitsam. 

A vizsgált szatietin-aktiv minták összfehérje tar-

talmát biuret reakcióval, Lowry-féle maghatározással és 

automata aminosav-analizis alapján kapott adatokból ha-

tároztam meg. A biuret reakcióval és az aminosav-anali-

zis utján nyert adatok jó egyezést mutattak, és alkalmas-

nak bizonyultak a szatietin-aktiv anyagok vizsgálatára, 

mig a Lowry-féle meghatározást a magas szénhidráttartalom 

nagymértékben zavarta. 

A vékonyréteg-kromatográfiás vizsgálatok során szi-

likagél rétegen a tulfuttatásos kromatográfiát kombinál-

va a kétdimenziós technikával, olyan módszert dolgortam 

ki, amelyik - figyelembe véve a szatietin-aktiv anyagok 

sajátosságait: az aminocukrok jelenlétét, továbbá a magas 
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savas és bázikus aminosavtartalmat és az ezekből eredő 

helyenkénti tulterhelést - alkalmas az összes aminosav 

és a gliikózamin elválasztására. Fixion 50X8 kationcse-

rélő vékonyrétegen optimalizáltam a savas illetve a bá-

zikus aminosavak és a cukoraminok elválasztását. 

Az automata aminosav-analizisnél a Dévényi által 

leirt egyoszlopos két pufferes rendszert alkalmassá tet-

tem az esszenciális aminosavakon  kívül  a glükózamin és 

a galaktózamin elválasztására is. 

Edelhoch spektrofotometriás triptofán meghatározási 

módszerét módositottam és alkalmassá tettem a szatietin-

-aktiv minták triptofántartalmának meghatározására. 

A vizsgált preparátumok hasonló tulajdonságai: 

extrém alacsony fehérjetartalom, magas lizin-, aszpara-

ginsav, glutaminsav- és glükózamintartalom, alacsony 

cisztin- és metionintartalom, továbbá a homogén anyagok 

csak egy S-S kötést tartalmaznak és maszkirozott N-ter-

minális aminosavuk van. 

A vizsgált minták eltérő tulajdonságai: a szatietin, 

a lizinen, aszparaginsavon és glutaminsavon kivül nagy 

mennyiségben tartalmaz alanint, a két állati eredetii 

szatietin-aktiv preparátum pedig tirozint, fenilalanint 

és glicint; a szatietin-D - a lizint, aszparaginsavat 

és glutaminsavat nem tekintve - az aminosavakat megkö-

zelitően azonos mennyiségben tartalmazza. 
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Az aminosav-analizis alapján számitott relativ 

molekulatömegek jó egyezést mutatnak az SDS poliakri-

laMid gélelektroforézissel kapott értékekkel. 
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