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Aia: alaniﬁ

Arg: arginin

Asn: aézparagin

. Asp: aszparaginsav

Cys: cisztein

/Cys/2: cisztin
CysSOBH: ciszteinsav
CmCys: karboximetil-cisztein
GallN: galaktoézamin
GleN: gliikézamin

Gln: glutamin

Glu: glutaminsav

Glp: piroglutaminsav
Gly: glicin

His: hisztidin

Ile: izoleucin

Leu: leucin

Lys: lizin

Met: metionin

Metozz metionin-szulfon
Met805H: meténszulfonsav
Nle: norleucin

Orn: ornitin _

Phe: fenilalanin

Pro: prolin

Ser: szerin



Thr: treonin

Trp: triptofén

Tyr: tirozin

Val: valin

DANS=-: /danzil-/: l-dimeﬁil-amino-naftalin-5-ézulfonil-
Tris: trisz-/hidroxi-metil/-amino-metan

SDS: natrium~-dodecil-szulféat

BSA: bovin szérum albumin

TCA: triklor-ecetsav

Ro: retencids faktob

(

az anyag vandorlési tavolsiga a starttdl

)

az olddszerfront vandorlési tavolsiga a starttdl
Rg: felbontdképesség

EDTA-Na,: etilén~-diamin-tetra-ecetsav dinatrium sb
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BEVEZETES

1978-ban Knollnsk sikeriilt a humén vérplaz-
maban egy addig ismeretlen an&agof kimutatni, ami hosz=
szu ideig /96h/>éheztetett 4llatoknél drasztikusan ké-
pes csdkkenteni a téplélékfelvételt /2/. Ezt az uj en-
dogén anyagot szatietinnek nevezte el. Ezutan a SOTE
Gybégyszertani Intézetében olyan kisérletek indultak
meg, amelyeknek az volt a célja, hogy ezt az anyagot
nagyobb mennyiségben allitsa els, amely lehetdvé teszi
az anyag tovabbi, részletes bioldgiai vizsgalatait,
valamint kémiai Jjellemzését. A tovabbiakban Knollnak
sikerillt nemcsak emberi, hanem Allati vérplazméban is
detektidlni hasonld bioldgiai hatasu anyagokat. A téméa- -
val kapcsolatos kémiai munkalatokba kapcsoldéddtam be,
mintegy két és £é1 évvel ezelldtt. Az elGzetes vizsga-
" latok azt mutatték, hogy a szatietin-asktiv preparatumok
- a8z eddig ismert anorexiés vegyﬁletekkel szemben -
glikoproteinek, melyek szokatlanul magas koncentrécié;
ban tartalmaznek szénhidratot.

A preparétumok glikoprotein természetét savas hid-
rolizis utén a szabad aminosavak detektdlésa ill. az
anyag egyszeri, a cﬁkrokra Jellemzd reakeidi ill. fes-
tés, pl. orcin-kénsav pozitivités tette valdsziniivé.

A tovabbi, szisztematikus vizsgalatok méar egyértelmﬁen

igazoltédk, hogy a bioldgiailag aktiv, a téplalékfelvé-



telt drasztikusan gatld anyag magas cukor /40-60%/ és
viszonylag'alacsony peptid /14-40%/ tartalmu glikopro-
tein, Mindamellett, hogy a tisztitott szatietin-akti?
preparatumok glikoprotein természete mar igazoltnak.
latszott, a kémialilag mind homogénabb termékek, vala-
mint az izolalt, tiszta szatietin fehérje kémiai sajite-
sdgainak tisztazésa még hitramaradt. A tisztitott és a
mér rendelkezésre alld tiszta szatietin-aktiv anyagok
peptidtartalménak analizise fundementélis jelentdségii
a teljes kémiai szerkezet megismeréséhez. Ezeknek a
vizsgAlatoknak az elvégzésére az aminosav analitika
speqiélis mbédszereinek alkalmazésa valt szikségessé.,

Célkitiizéseimet ez alapjén hataroztam meg:

1./ A fehérjeanalitikéban alkalmazott médszerelk speci-

"4lis adaptidlasa és tovadbbfejlesztése a szatietine

aktiv prepardtumok, ezen extrém tulajdonsagokkal
és Osszetétellel rendelkezd anyagok pontos analiti-
kai értékeléséhez.

2./ A szatietin-aktiv minték /humén szatietin és szati-

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

rédtumok/ osszfehérje tartalménak kiilonbdzd uton tor-
ténd meghatarozasa.

3./ A vizsgdlt mintadkban az aminosavtartalom mindségi

és mennyiségi meghatarozasa vékonyréteg-kromatogra-
fiédval ill., aminosav analizatorral.
4,/ A peptidléanc ill. léancok végcsoportjainak vizsgila=-

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



1. A szatietin-aktiv anyagok bioldgiéja 68 izola-

lésa

Mint madr a bevezetOben emlitettem, a szatietin-
aktiv anyagok, amelyek gdtoljak a taplalékfelvételt, gli-
koproteinnek bizonyultak, ezért roviden ismertetném a

glikoproteinek néhany jellemzd tulajdonségit.

l.1. A glikoproteinek tulajdonséagai

A glikoproteinek k&zé olyan fehérjék taitoz;
nak, amelyekben a polipeptidlénchoz kovalens k&téssel
tébb-~kevesebb szénhidrit kapcsolddik. A glikoproteinek-
ben &ltaldban kilencféle egyszeri cukor, illetve cukor-
szdrmazék taldlhatd, maximdlisan 15 cukoregységbdl 4116
. oligoszacharidokkd kapcsolddva. Leggyakrabban a galak-
t6z, manndz, fukdz /egyszerﬁ hex6zok/, N-acetil-gliiko-
zamin, N-acetil-galaktdzamin, sziadlsav, illetve kiilon-
féle szérmazékai fordulnak el8. A szénhidratok sajat
és kapcsolddési izoméridja igen sok kombindcids lehe-
t6séget teremt a szénhidritrész konforméciéjét illetd-
en, ami nagymértékben ndveli a glikoproteinek specifi-
tdsadt. Ez az oka annak, hogy faj-, csoport-, sét egyedi
specifitést biztositanak bizonyos sejteknek és szdve-
teknek /pl. vércsoport; antigéndeterminédns, stb. funk-
cidi/.

A vérplazma glikoproteinjeinek szénhidrattartalma



10-25% koril van. Kivétel a kiilénosen nagy szénhidrat-
tartalmu savas =-,-glikoprotein /orozomukoid, 40% szén-
hidrattartalom/. A glikoproteinék a szérum alfa-globulin-
frakcidjaban fordulnak eld. A gamma-globulinok és a szé-
runalbumin is tartalmaz bizonyos mennyiségben szénhid~

ratot /1/.

l.2. A szatietin-aktiv anyagok bioldgidja

A szatietin 1978-ban felfedezett, ember és

enlds szérumdbdl eldallitott glikoprotein, mely rendki-

viil hatékonyan, kiilonleges szelektivitassal gatolja a

téplalékfelvételt /2/. A szatietin mind intracerebro%
ventrikularisan, mind parenterélisen, s0t ordlisan ad-
va is hatékonynak bizonyult /3/. Az l.2./1l. téblazat a
szatietin anorexiés hatését mutatja, amelyet kiilonbozd
médon adtak be 96‘6rét éheztetett patkanyoknak, Az anyag
szelektiven hatott a téplélkozééi kozpontra, és nem mu-
tatott egyéb hatist sem a kozponti idegrendszeren, sem
a periférién. A patkanyokon végzett kisérletek gorén a
gzatietin hatastalannak bizonyult a viselkedési teszte-
ken, nem befolyésolta a vizfelvételt, a metabolizmus sé-
bességet, a testhdmérsékletet, a vérnyoméstvés a Szexu-~
4lis viselkedést. Hatiserdssége és specifitésa messze
fellilmulja az eddig ismert anorexiéds ha#ésu endogén

anyagokét /kalcitonin, kolecisztokinin/ és fogyasztd-
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- szerekét /amfetamin, fenfluramin/, A siatietin—hatés
kiilonboz3 emlSsdk /patkény, tengerimalac, nyul, macska,
kutya, 16, marha/, valamint liba vérében is kimutatha-
t6 volt, “ |

A szatietin bioldgiai tulajdonségai alapjén a jol-
lekottsadg érzését meghatirozd anyag szerefét jatszhat-
ja a téplélékfelvétel-szabdlyozés negativ visszacséto-

léséban /5,6/.



1,2./1 téablazat

Kiilonboz8 mdédon beadott szatietin anorexiés hatésa 96

brét éheztetett patkényokon /3/

Allatok Bead. Testsuly /g/ Taplalék felvétel

Kezelés szédma  mdd éheztetés h /s/ n
eldtt utén 1 24
: utén
fiz. sb _
/20 ,ul/ 4l- .
lat 16 i.c.v. 248,89 182,38 7,58 23,92
+ 8,42 + 6,44 +0,63. + 0,99
szatietin -
/4E/611at/ 16 i.c.v. 220,56 147,67 0,78 3,22
: + 7,94 + 5,60 i0’34' tll’29
p<0,001 p<0,001
fiz. 80
/0,5 m1/100 g/ 8 1i.v. 187,5 156,7 5,8 26,60
+ 3,69 + 1,32 +0,%6 + 0,78
szatietin ‘
/MOE/100 &/ 8 i.v. 215,17 167,42 0,33 10, 54
. + 5,64 + 5,27 40,22 -+ 1,43
{0,001 p<0,001
fiz. 86 :
/0,1 m1/100 g/ 8 s.c. 243 42 216,58 5,23 21,12
+ 5,56 + 5,43 +0,60 + 1,85
szatietin !
J4WOE/100 g/ 8 s.c. 227,92 176,58 0,17 10,25
+ 9,32 + 7,70 40,17 + 1,53
p<0,001 p{0,001
fiz. 86 -
/1 ml/41lat/ 16 oral 221,42 181,85 4,52 19,98
+ 8,76 +14,81 +1,02 + 2,87
szatietin
100E/100 g/ 16 oral 218,71 170,86 1,57 15,29
A + 6,87 + 6,17 +0,69 + 2,45

p(©,02 - p0,2




-4 -

A taplalékfelvétel gatlast a 96 dran At Sheztetett pat-
kényokon a szatietin beadasat kovetd 1P &g 24h idétar-
tamveltelte utédn az elfogyasztott tapdugd mennyiségé-
nek meghatdrozéasa alapjén bioldgiai egységekben fejezik
ki, _

A szatietin minta 100 E/mg fajlagos aktivitésu
volt /"Egy egységnyi szatiefint tartalmazdénak tekinte
jik egy kivonat azon legkisebb mennyiségét, mely intra=-
cerebroventrikuldris adagolés mellett a 96 &ran At éhe-
z8 patkadnyok 24 6rés téplalékfogyasztésat 10 g ald csok-

kenti"/4/. Szbrisszamités: Student t teszt, 2 mintas

l.3. A szatietin-aktiv anyagok izoléléasa

A'korébﬁan eldallitott nagytisztasagu szati;
etin-minték izolalasi lépései a kdvetkezdk voltak:
ultrasziirés Amicon UM 10 membrénon, gélkromatografia
Sephadex G-15 és Bio-Gel P-2 oszlopon, preparativ elekt-
roforézis Whatman 3M papiron és affinitédsi kromatogréafia
Con A—Sephérose oszlopon. Az igy nyert anyag relativ
molekulatdmege 67-70.000, izoelektromos bontja 7,00~
7,01 /7,8/. |
Laboratdédriumunkban ujabban két, parhuzamosan hasz-
nalt tisztitési eljarassal &llitunk eld szatietin-aktiv
anyagokat emberi szérumbdl. A tisztitéasok 1épései_éz

1, &brén lathatdk. A szérumot Amicon YM 10 sikmembrénon'



-5 =

‘illetve Amicon hollow fiber H5 P50-43 sziirdn ssiirtiik.
Az els8 a 10.000-nél, a mésodik az 50.000-nél nagyobb
relativ molekulatomegii molekulékat tartotta vissza. Az
ultrasziirletet 10%-ra telitettilk triklér-ecetsavval,
aminek kdvetkeztében a szérumfehérjék kicsapbdtak.
Ultracenfrifugélés /30.000xg/ utén a feliiluszdt gél-
kromatografidval tisztitottuk tovabb, elsd lépésben
Sephadex G-15 oszlopon /2,5x90 cm, illetve 10x100 cm/,

' 6,6 pH-ju 0,1 mol/l amménium-acetdt pufferes eludlés-
sal, Az aktiv - a gélbdl kizdrddott - frakcilbkat egye-
sitettiik. /A hollow fiber sziirést a Philaxia Oltdanyag-
termeld VAllalatndl, az ezt kdvetd Sephadex G-15 08210~
‘pon végzett gélsziirést pedig a Kdbanyai Gydgyszerdru- |
gydrban végezték./ Az egyesitett aktiv frakecidkat mind=-
két eljérés sorén liofilizdltuk és desztillalt vizben
oldva Bio-Gel P-2 /100-200 mesh/ oszlopra /2,5x90 cm/
vittik, és desztilldlt vizzel eludltuk. A kizarddott,
sémentes anyagot liofilizdltuk. Nagytisztasigu termé-
‘keket kaptunk, amelyeknek fajlagos biolégiai aktivité-
sa 50-100 g/mg. A tisztitast két uton folytattuk. A sik-
membrénon /Amicon YM-10/ szlirt mintédkat a koréibban be-
valt affinitédsi kromatografiival, a hollow fiber sziirdn
szlirteket pedig proteolitikus emésztéssel tiéztitottuk
tovabb. Az affinitési kromatogréfidt Con A-Sepharose
oszlopon /1,7x37 cm/ végeztiikk. Az oszlopra vitt anya-

got % ~D-metil-mannozidot tartalmazé Tris-HCl pufferrel
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A szatietin-aktiv anyagok tisztitasi lépései

(T T S T T T T T ]
| ULTRASZURES-

Amicon YM-10 . Hollow Fiber HS PS50-43
t membrdanon oszlopon

o~

ULTRASZURLET FEHERJEMENTESITESE
TCA-s kezeléssel és centrifugdlassal

FELULUSZO GELKROMATOGRAFIAJA
Sephadex G-15 és Bio-Gel P-2

oszlopokon

AFFINITAS| KROMATOGRAFIA || PARCIALIS ENZIMATIKUS
Con A-Sepharose oszlopon EMESZTES !

SOMENTESITES
Bio-Gel P-2 oszlopon

SZATIETIN SZATIETIN-D

eludltuk, melynek koncentracidéja O=-tdél 0,5 mol/i-ig
linedrisan ndvekedett. A felkdt3ddtt anyag frakcidit
egyésitettﬁk, liofilizéltuk, majd Bio-Gel P-2 oszlopon
desztilldlt vizes eludléssal sbétalanitottuk. |
Az emésztéses tisztitlst a kovetkezl mdédon végeztiik:

a nagytisztaségu anyagot 0,1 mol/l Tris-HCl pufferben
oldottuk /5 mg/ml/, a pH-t 8,2-re &llitottuk, tripszint
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és kimotripszint adtunk hozzd /0,5 mg/ml/. A keverék-
hez 5 érén &t tartd 38°C-os inkubAlés utén ismét trip-
szint és kimotripszint adtunk, az eredeti mennyiség
0,5-0,8-szorosit. Osszesen 24 6rat emésztettﬁnk,.majd
az oldathoz 0,1 térfogat 55%-0s triklérecetsavat adtunk.
Centrifugidlis utédn /10,000xg/ a tiszta feliiluszét Bio-
Gel P-2 oszlopon tisztitottuk tovébb.‘Az igy nyert anya-
got Knoll szatietin-D-nek nevezte el /80/.
Szatietin-aktivitdssal rendelkezd anyagot vontunk
ki szarvasmarha &s liba szérumbdl is. A tisztités 1é-

pései roviden a kdvetkezdk voltak: ultrasziirés YM 10

membransziirdn, trikldrecetsavas kicsapis és gélkromato-

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

lopon.



: 2, Modszertani rész . .

‘2,1. Osszfehérje-tartalom meghatérozésa

Bioiégiai mintdk fehérjetartalmanak meghaté-
rozéséra szémos eljardst dolgoztak ki. Az eijérésok
léhyege, hogy a fehérjetartalmu mintidt valamilyen al-
kalmas égenssel reagdltatva szines vagy fluoreszkald
terméket kapunk. A termék abszofbanciéjétAmérjﬁk, és
ismert fehérjekoncentricidéju standard oldatokkal - a
Lambert-Beer tdrvény alapjén - felvett kalibracids -
gorbe segitségével a minta fehérjetartalmadt meghata-
roézuk.

A biuret reakcidt mintegy 60 éve haszndljék fe-
'hérjék mennyiségi meghatérozaséra /9/. A kezdetben
haszndlt reagensek instabilak voltak, és a reakcide-
legy a reakcid sorédn zavaros lett, amit extrakcidval
kellett eltavolitani. Ugyanez a hatranya a citratot
vagy etilénglikolt tartalmazd reagenseknek is.
Weichselbaum kalium-nétrium-tartaratot adbtt a biuret-
reagenshez, amivel megakaddlyozta a reaskcidkeverék za-
varésodését /10/. A Cu /II/ autoredukcidjét kalium=-
jodid hozzaadaséval gétolta meg.

A mintédban 1évG esetleges dextrantartalom a rézzel csa-
padékot képez, amit mérés eldtt centrifugiléssal el kell
tdvolitani. A zavard zsirtartalomtdl a reakcidelegy di-

etiléteres extrakcidjaval lehet megszabadulni /11/.
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Fehérjék, peptidek biuret-reakcidja sorén ibolya
szin keletkezik, aminek abszorpcibs maximuma 550 nm-
nél van. A reakcid sztochiometridjit Strickland és
munkatarsai tanulményoztélk, és 8k irték le a fehérje-
réz komplex szerkezetét is /12/.

Mivel a mddszer anyagigénye viszonylag nagy volt,

kidolgozték a mikro-biuret technikét, ami kb. 10 pg/ml

fehérjekoncentricié meghatdrozésat teszi lehet6vé /13/.

A mésik Altalénosan haszndlt médszer & Lowry-féle

fehérjemeghatérozas.

Wu 1922-ben javasolta a Folin-fenol reagenst fehérjék
mérésére /14/. Folin és Ciocalteu 1927-ben irta le a
neviikkel fémjelzett reagenst /15/. Lowry és munkatar-
sai 1951l-ben egy, a Folin-Ciocalteu reagenst is fel-
haszndld médszert kozdltek, ami lehetdvé tette a fehér-
jék mikrogrammnyi mennyiségének /~ 4 ng/ml/ meghatéro-
zédsdt /16/. A fehérjemintat alkéli—réz reakcid utén
Folin-reagenssel reagiltatték. A szin keletkezésének
oka részben az alkidli-réz reakcid, részben pedig, hogy
a fehérjében 1év8 tirozin és triptofén redukiljék a
foszformolibdendtos és foszforwolframédtos reagenst.
Bar az alkAli-réz reakcid és a biuret-reakcid rokonnak
latszik, nem pontosan aranyosak. Az alkili-réz reakeid
a Lowry-reakciéban létrehozott abszorbancia ndévekménye

kdzel szizszor nagyobb, mint a biuret-reakcidval kapott

szin abszorbanciéja.
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A mbdszer eldnye a nagy érzékenység. HAtrénya viszont,
hogy a keletkezd szin erSssége kﬁ16nb6z6'fehérjéknél
més és mas, és nem pontosan aranyos a koncentricidval.
Hatranya tovabba, hogy a megﬁétérozést zavarja a8 min-
tdkban jelenlév3 szénhidrédt és lipid. Ez utdédbbi hét-
fényokat szlinteti meg Peterson mddositott Lowry-mbd-

szere /17/.

2.2. Aminosavak mindségi és mennyiségi meghatéro~

zésa

A fehérjék és peptidek aminosavtartalménal
minSSégi és mennyiségi meghatérozasakor alapvetd fon} _
tossééu, hogy a vizsgélt minta nagy tisztaségu legyen.
A peptidkdtésben 1év3 aminosavakat hidrolizissel sza-
baditjék fel, és az igy nyert szabad aminosavakat vagy
‘kézvetleniil, vagy valamilyen szirmazékképzés utén a
‘megfeleld kromatografids mddszer alkalmazdsdval haté-

rozzék meg.

2.2.1. Mintaeldkészités, hidrolizis

A hidrolizishez leggyakrabban a forrésban
16v3 6 mol/l sésavat haszndlnak., A vizsgédlandd anyagot
6 mol/l sbésavban oldjdk vagy szuszpendidljdk. A sav Xb.

200-szoros feleslegben van. A savas oldatot nitrogén-
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arammal étbuborékoltatjék, a kémcsdvet szivattyuval le-
‘szivatjék, majd leforrasztjék. Altaléban 18-72 6rén'ét,
105-110°C-on hidrolizélnak. A savmenteéitést NaOH vagy
KOH és P205 jelenlétében vakuum exszikkétprban vagy vé-
kuum széritdszekrényben végzik /18/. Az erls sav és a
hé hatéséra minden peptidkotés 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~megn6; A konnyebben fel-
szabaduld és labilisabb aminosavak ezalatt kisebb-na-
gyobb mértékben bomlanak. /Ezért egy mérésbll az amino-
savak valddi mennyiségét nem lehet meghatérozni./'Ez a
kidrosodas minden fehérjénél mas és més /19/. A sbsavas
hidrolizis sorén a triptofan gyakorlatilag teljesen el-
bomlik, bomldsadt a cisztein és szénhidrét jelenléte még
fokozza. Az aszparagin és glutamin teljes mértékben at-
alakul aszparaginsavva és glutaminsavvé. Kérosodik a
treonin, szerin, a cisztein és cisztin, a metionin, a
tirozin, kisebb mértékben a prolin, az aszparaginsav
és glutaminsav /20-24/. Az egyes aminosavak bomléasénak
mértéke fligg é hidrolizis idejétdl és a vizsgadlt anyag
kémiai OsszetételétSl. A problémat tobbféle mdédon ol-
dottéak meg.

Az aminosavak egy részénél /pl. treonin, szerin,
tirozin, prolin/ a kovetkezd megoldést alkalmazzék.
Kiilonboz8 ideig /alt. 24, 48 és 72 6ra/ hidrolizaljak

a fehérjét, és a kapott eredmények alapjan nulla bdréara
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extrapolélnak /22/:

> 5
108 Ay = /%E:EI/ leg Ay - /EE:EI/ }08 Ay

ahol A, Ay és A, az aminosav mennyisége nulla,'tl.és
té b6réds hidrolizis utén.

A médszer hibAjit ismert Osszetételii fehérjéken vizs-
ghltdk, és &ltaldban 5%-ndl kisebbnek taldlték /22/.

Mendez és munkatarsai 0,05% 2-merkaptoetanolt,
Matsuhara és Sasaki pedig 4% tioglikolsavat adtak a
felszabadulé aminosavak védelmére /25,26/.

Eveleigh és Winter gyors hidrolizist irtak le
6 mol/1 sbsavban 150°C-on hidrolizéltek /27/.

Tsugita és Scheffler CF5COOH—H01 /1:2/ elegyben.
166°C-on 25-50 percig, Westall és Hesser pedig sésave
propionsav /l:1/ elegyben 160°C-on percig hidrolizélt

- peptideket /28,29/.

A hidrolizisek sorédn a kéntartalmu aminosavak
/cisztein, cisztin, metionin/, a triptofén és a sava-
midok /aszparagin, glutamin/ szenvedik a legjelentd-
sebb karosodist, ezért ezekre kiilon meghatédrozisokat -
dolgoztak ki.

Sanger a peptid hangyasavas oldatéihoz.hidrogén-
peroxidot adott, és igy a fehérjében 1lévs diszulfid

kotéseket oxidativ uton bontotta, a ciszfianl két
cisztéinsavﬁkeletkezett, amit savas hidrolizis utén

hatérozott meg /30/.
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A perhangyasavas oxidacié optimalis koriiluményeit
Hirs tanulmanyozta /31/. Ryle és munkatérsai /32/, |
Schram és munkatérsai /33/ és Pierce /34/ &ltal leirt
mbédszereket is vizsgdlta. Ryle és munkatérsai mddszeré-
vel oxiddlva a fehérjét, a tirozin mintegy 50%-a Atala-
kult 3-Cl-tirozinn&, ami lényegesen csdkkenthetd, ha a
perhangyasavat elére készitjik el, és evvel végeziﬁk az
oxidacidt, mint ahogy ez a mésik két eljarés sorén tor-
ténik. /Schram és munkatérsai -10°C-on, Pierce 50°C-on
végezte az oxidacidét./ Hirs ugy taldlta, hogy - 10°C-on
végzett perhangyasavas oxidécidéndl a cisztin cisztein-
savvd /~90%/, a metionin metioninszulfonna /~ 100%/
alakult, a treonin és a szerin mennyisége valamivel
kisebb volt, mint a nem oxid4lt minténadl, a tobbi amino-~
sav detektélhatd valtozast nem szenvedett. 0°C-on a ti-
rozin 10%-a 3-Cl-tirozinnéd alakult, magasabb hdmérsékle-
ten az atalakulas még Jjelent8sebb.volt. Ha kloridmentes
fehérjét oxiddltak, és oxidécid utén nyomokban sem ma-
radt vissza peroxid, akkor a 0°C-on végzett oxidécid
eredménye lényegében nem kiildnbszott a -10°C-on vég-
zettétol,

Crestfield, Moore és Stein a cisztein karboxi-metil-
ciszteinként /CmCys/ torténd meghatarozasirbdl szamolt be
/35/. A fehérjében 16v8 cisztint ditiotreitollal redu-
kalték és jédecetsavval alkilezték.
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A diszulfidkStések kvantitebiv redukélasét ditio-
treitollal /DTT/ és ditioeritritollal /DTE/ Cleland ir-
ta le /36/. |

Inglis és Liu hidrolizis utdn a hidrolizétumban
1évd cisztint ditiotreitollal redukilta, és uténa nét-
rium-tetrationattal reégéltatta /37/. A ciszteint és a
cisztint S-szulfociszteinként hatarozta meg.

A triptofén spektrofotometriés meghatarozasat
tébben leirték: a nem denaturalt fehérje spektrumébdl
hatédroztidk meg a triptofédnt & tirozin mennyiségének |
ismeretében.

Edelhoch, hogy a mbdszer hibait korrigalja, a fe-
hérjét 6 M guanidin.HCl-ban denaturalta, ami lényege-
sen csdkkentette a molekula &rnyékold hatésabdl szarmazd
bizonytalansagot /38/. Modellvegylileteken tanulményozfa,
hogy a triptofénon és tirozinon 1évo Xiil5nb6z8 szubsz-
tituensek milyen mértékben befolyésoljdk a két aminosav
spektrumdt. A triptofant az abszorpcids spektrum két
meximuménal mért adatbdl hatérozta meg.

A spektrofotometriéds meghatédrozés korlatai:

a,/ az Osszes, ebben a tartoményban elnyeld anyag /nuk-
leotidok, koenzimek/ befolyasoljak a mérést; |

b./ novényi eredeti mintédk mérésére nem alkalmas;

c./ az aminosav szekvencia meghatéarozésénél haSZﬁélt
anyag mennyisége nagyon kevés a spektrofotometrias

méréshez.
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Dévényi és munkatérsai ezért inkdbb a NaOH-os hid-
roiizist ajanljak /39/. |
| Simpson, Neuberger és Liu 4 mol/l meténszulfonsav-
val /0,2% és 3~-/2-aminoetil/~-indol/ 115°C-on végzett
hidrolizist taldlta a 1egmegfélel6bbnek a triptofén meg-
hatérozaséara /40/. Azonban, ha & minta szénhidréattartal-
ma meghaladta a 20%-ot, a triptoféan pusztuldsa “kataszt-
ré6falis" volt.

Penke, Ferenczi és Kovacs 3 mol/l merkaptoetén-
szulfonsavval 110°C-on 22 érat hidrolizélf, és ugy ta-
lalta, hogy a triptofan 90%-ndl nagyobb mértékben nyer-
het8 ki /41/. |

Glikoproteinek aminocukortartalminak meghataro-

zadsakor alkalmazott hidrolizis enyhébb és rdvidebb, mint
a fehérjék esetében, mert az aminocukrok felszabadulésa
és bomlésa sokkal gyorsabb, mint az aminosavaké /47/.

Madden és munkatéarsai 6 mol/l sdsavval 100°C-on
4 éréat hidrolizéltak /48/.

Altaléban 4 mol/l sbésavban 100°C-on 4-8 6rét hid-
rolizAlnak /49,50/.

A hidrolizist kovetS preparativ lépések sorén

- is kell aminosav vészteséggel szamolni., Azért, hogy az
ebb3l eredd hibat korpigéljék, hidrolizis él6tt'a min-
téhoz un. belsS standardot adnek. A hidrolizis sorén a

standard nem kéarosodhat, és nem eluélédhat egyitt a vizs-
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gélt aminosavakkal.
‘A legAltalénosabban hasznélt belsd standard a nor-

leucin, amely a leucin utén eludléddik /51/.

2.2.2. Aminosavak meghatirozéisa vékonyréteg—kroma?

togréfiévél

Az aminosavak vizsghlaténdl a vékonyréteg-
kromatogréfia elsdsorban mint kvalitativ mbédszer hasz-
nélatos,

A vékonyféteg-kromatogréfia olyan sik elrendezésii
folyadékkromatografia, ahol egy mozgdfézis /oldészer-
‘elegy/ vandorol a rétegelrendezésii 4116f4zison /szor-
bensen/ és kiilonbozd sebességgel, egy vagy tobb elva-
lasztandd anyagot sz8llit magéval a berendezés &ltal
megszabott irényban, a kepillaris erdk révén. Kdzben
tobb fizikai jelenség mehet végbe egyidejiileg /adszorp-
cié, megoszlas, ioncsere/, melyek koziil valamelyiknek -
meghatirozd szerepe van. A fentiekbldl is kovetkeztet-
hetSen kiil®nbdzd szorbens tipusok haszndlatosak a vékony-
réteg~kromatografiaban, |

Az aminosavak szilikagél rétegén torténd elvalasz-
téasanil leggyakrabban haszndlt oldészerrendszerek a |
kovetkezdk /52-56/:

1. n-propanol - viz /7:3, v/v/
2. n-butanol - jégecet - viz /4:1:1, v/v/
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3, fenol - viz /75:25, w/w/

4. n-propanol - 34 g% amménia /70:30, v/v/

5. metil-etil-keton - piridin - viz - jégecet
/70:15:15:2, v/v/

6. kXloroform - metanol - 17 s%‘amménia /2:2:l, Q/v/

7. kloroform - n-butanol - metanol - jégecet - vizg
/100:60:20:20:15, v/v/

Kétdimenzibés kromatografidhoz a 2., és 3. ill, 6, és 3.

. pArokat ajénljék.

Szabad aminosavak elvdlasztéséra egyre szélesebb
korben hasznélnak ioncseréld gyantat tartalmazd réteget
./pl. DOWEX 50x8/ /57/. Ez esetben futtatbszerként nétf
" rium~citrdt puffereket alkalmaznak, melyek pH-ja és
Na-ion koncentracidja a meghatarozni kivant -aminosavak
tulajdonségaitdl fligg /58/. A mbédszer eldnye, hogy &
viésgélandé minta sétartalma az elvilasztést nem be-
folyasolja. | )

A szabad aminosavakat &ltaldban ninhidrin reagens-
sel detektdljdk. A ninhidrinnel t3rténd detektdlds ese-
tén 1-10 nmol a kimutathatdsigi hatér. Az aminosavak
igen kis mennyisége - 10-50 pmol - hatédrozhatd meg
fluoreszkamin és orto-ftélaldehid reagens alkalmazé-

saval /59/.
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2.2.3, Aminosavak minﬁségi és mennyiségi megha-

tarozasa aminosav-analizétorral

Az aminosavak pontos hennyiségi és mindségi
analizisét automata aminosav-analizétorral végzik. Az
analizdtor - tulajdonképpen - egy ioncseréld oszlopot
tartalmazb kromatogréf. Az ioncserés kromatografidban
alkalmazhatdk a szokdsos frontdlis, kiszoritésos és
elucidés mdédszerek. Aminosavak analitikai meghatérozé-
sénadl az eluciés kromatografia bizonyult elSnydsnek.

A mddszer elve, hogy az elvAlasztandé aminosavakat
/ikerionokat/ tartalmazd oldatot ioncseréld gyanta
oszlopra vissziik fel, amelynek felsd részén az amino-
savak megkdtSdnek. Ezutédn megfeleld Osszetételii /ion-
koncentréciéjﬁ és pH-ju/ pufferekkel az egyes amino=-
savakat egymds utén leoldjuk. Eludlés hatésére az ami-
nosavak gyantan vald megktt3désikk erdsségétSl fligglen
kiilonboz8 -~ egyméstdl filiggetlen - sebességgél'véndo-
rolnak az oszlopon. A kialakuld sévokban az illetd ami-
nosavak iontdrt-eloszlésa bizonyos feltételek betarta-
sa esetén Gauss-gOrbékkel irhatdk le.

‘Az A aminosav koncentracidjat leird gorbe maximum pont-

‘jénak sebessége:

v,

1
/A_T’E/A R T
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ahol v _ : az oszlop térfogata

vy: & feldntdtt oldat térfogata

&£ : az ioncseréld oszlop oldattéhyez6je
p: @z A ion megoszlasi hényadosa: DA=76%§
ahol /A/ és (Al az A aminosav koncentricidja

a gyantaban illetve a mozgdéféazisban,

Két aminosav elvalasztésanak hatésosségéﬁ elslsor-
ban a-megoszlési hényadosok viszonya adja meg. Az elvéa-
lasztandé A és B aminosavak megoszléasi hényadosénak vi-
szonyszéma az elvhlasztési tényez8 /e</, ami gyakorla-
tilag megegyezik a szelektivitasi egylitthatdval /KD/:

D

&
g B AN%Z]A-]
Dy Ba 1

8y ©8 BB ; A &8s B aminosavak egyensulyi koncent-

ahol

racidja a gyantaban, mval/ml
E&] és [ﬁ] : A és B aminosavak oldatban 1évd
koncentracloja, mval/ml /92/
Minél jobban eltér az A és B aminosav-par Ky
értéke 1-t61, anndl szelektivebben hajthatd végré az
elvalasztés. A szelektivitasi egylitthatd értékét adott
aminosav-par esetén az aminosavak oldatban levd akti-
vitédsénak megvaltoztatésaval befolyésoljék. Aminosavak
kromatografiiajanal az eludléashoz megfeleld pH-ju puffer-
oldatot alkalmaznak. Az aminosavak kiil6nbdzd mértéki

digszocidcidjanak megfelelden a megoszlési hanyadosok
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: elterese médot ad az egyes aminosavak kromatograflas
elvalasztasara /60-62/.

Az elvalasztés hatékonységit az’elvélasztééi tényezdn
- kiviil dinamikus tényez8k is befolyasoljak, amelyeknek
‘hatisét az elméleti tanyérmagassig fogalmival /h/ le-
het kifejezni. Egy elméleti tanyér olyan hosszu oszlop-
réaszletnek felel meg, amelyben &ramlds kizben a két
fézis kozti megoszlis egyensulyba jut. A h értéke ha-
rom tagbdl tevddik Ossze: az elsdben a szemcseméret, .
~ a mdsodikban a gyantan beliili diffuzid, a harmadikban
a réte diffuzid szerepel /63/. h értéke csdkkenthets
a szemcseméret csdkkentésével vagy a hOomérséklet no-
velésével /ami a diffuzids &llandék értékét noveli/.
Az elméleti tényérmagassig ismeretében az oszlop el-

méleti tAnyérszéma /N/:

~ L
N = =

h

ahol L: az oszlop hossza

A kromatogfambél az elméleti tanyérszém a kdvetkezd

Osszefiliggés alapjén szamithatd ki:
t
N = 16 fmppim/?
b
ahol tp: az adott aminosav retenciés ideje, s

W,: a csucs inflexids pontjaihoz huzott érintdk

dltal kimetszett alapvonalhossz, s /59,62/-
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Két csucs elvilasztaséinak mértékét a felbontdképesség-

gel /Rs/ jellemezziik /63/:

2/, 5~%g, 0/ Atp

8 Wy p*t Wy 8¢

R

ahol [\tR: a két csucsmaximum kozti tévolsag, s

3 4t az atlagos standard devidcid, s

Az els8 automata aminosav-analizAtor megalkotésa
Spackman, Stein és Moore nevéhez»fﬁzﬁdik'/66/. Spackman
a savas és neutradlis aminosavak valasztésara 0,9 x 60 cm-es
kationcseréld oszlopot hasznédlt. A bazikus aminosavakat
egy mésik, 0,6 x 10 cm-es kationcseréld oszlopon kroma-
tografélta. Az elsd esetben az elucidt 52,5°C—on,

3,25 pH-ju, 0,2 mol/l Na-ion koncentrécidju, majd

4,25 pH=ju 0,2 mol/1l Na-ion koncéntréciéju natrium-
citrédt pufferral, a bazikus aminosavakat pedig 50°C-on
5,28 pH-ju 0,35 mol/1 Na-ion koncentréacidju natrium-
citradt pufferral végezte. 17,5 um szemcseméretil szul-
fonadlt gydngypolimer ioncseréld miigyantat haszndlt. A
kromatografiads iddé 3 6ra 10 perc, illetve 55 perc

volt /67/.

Hamilton és munkatarsai az aminosavak egy oszlo-
pon torténd elvdlasztésat vizsgllték az osziophossz,
atmérd, szemcseméret, hdmérséklet, pH és a Na-ion |

koncentracid fliggvényében /68/. Ma altaléban egy 08z=



-22 -

lopos hérom pufferes rendszert hasznélnak, ahol az elsd
két puffer tdbbnyire megegyezik Spackman és munkatarsai
éital a savas és neutrédlis aminosavak eludléséhoz java-
.solt pufferokkal: |

A: pH 3,25, 0,2 mol/l Nat, natrium-citrat puffer,

B: pH 4,25, 0,2 mbl/l Nat, nétrium-citrat puffer,
harmadiknak pedig magas pH-ju és nagy Na-ion koncent-
rédcidju puffert alkalmaznak, pl:

C: pH 7,90, 1,1 mol/l Nat, natrium-citrat puffer.

Az aminosav analizator miikodésének vazlatidt mutat-
ja a 2. abra. A vizsgilandbé minta az ijelﬁ oszlopon
frakciondlddik a V puffervaltd szelep altal megvilasz—
tott és az §gp jelli szivattyuval szAllitott pufferral.

Az efluens a X jelzésii keverSedényben elegyedik Szy

szivattyuval szallitott ninhidrin-oldattal. A 1&trejstt
reakcibelegy az R Jjelii reakcibedénybe jut, ahol 100°C-o08
vizfiirddbe meriild kapillérison halad végig, és ezalatt
kialakul az aminosavakra jellemzd szinreakecid. Az "eld-
 hivott" efluens innen az F fotométeren halad &t, melyQ
nek folyamatosan mért adatait az I jelzésii irdészerkezet
- régziti. Az automata aminosav-analizétorok az egyes ami-
- nosavak mennyiségének &ltaldban + 2-3%-0s pontossagu
meghatarozidsara alkalmasak.

Minthogy az egymishoz igen hasonld viselkedésii
aminosavak elvalasztasi tényez0i a gyakorlatban alig

térnek el 1-t51, megfelels felbontés eléréséhez igen



2., abra

Az aminosav analizator miikédési vazlata

lefolyéba

fontos az oszlop hatékonysdgénak ndvelése. Ezért nagy
kapacitésu, sztirol-divinil-benzol /8%/ kopolimer ala-
pu; finomszemcséji /8-14 um/ szférikus ioncseréld gyan-
tat hasznélnsk. /A 8%—,néi kevésbé térhalds nem eldg
szelektiv, az erSsebben térhadlés pedig egyrészt lassu
niikodésli, masrészt a nagyobb aminosavekat kis pdrus-
nérete miaﬁt nem képes megkdtni./ . |
Altaldban az aminosavak meghatéfozéséra ninhidrin
reakcién alapulé-detektélési rendszert hasznélnak. A
ninhidrin primér aminokkal tdrténd reakcidja . sziﬁes
terméket /Ruhemen-bibort/ eredményez, melynek abszorp;

ciés maximuma 570 nm-nél van. w4 -imino savakkal /prolin,’
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hidroxi-prolin/ sirga szinii adduktot ad, melynek
abszorpcids maximuma 440 nm-nél van. Ezért a legal-
talénosabban hasznalt fotométerek e két hullimhossznAl
mérik az elhyelést.

Stein és Moore /69/‘nétrium—acetét puffert
/3,7 mol/1 Na+, pH 5,51/ és metil-celloszolvot hasz-
nédlt a ninhidrin oldat készitéséhez. A ninhidrin oxi-
dativ bomlésédt 6n /II/~klorid ill. hidrindantin hozzé-
adasaval akadalyoztak meg.

James /70/, hogy az dénklorid reakcidibdl szérmazd
homokszeri csapadék képzddését elkerulae titén, /III/-
-klorlddal védte a ninhidrint.

A ninhidrin mellett egyre jobban elterjedt a fluo-
reszcens terméket addé reagensek hasznadlata, példaul a

fluoreszkamin /A =390 nm; A op=475 nn/ és az orto-

ger]
ftédlaldehid /2-merkapto-etanol jelenlétében/ /A

er
=360 nm; A em=+55 nm/. A fluoreszcens reagensek'§16§ye,
hogy érzékenyebb detektadlast tesznek lehetdvé, mérsé-
kelt koriilmények kozo6tt reagdlnak aminosavakkal, a re-
akcid gyors és az amméniéaval nem ad jelet. Hatrényuk,
hogy csupén primér aminok meghatarozésara alkalmasak,
ezért a szekunder aminokat a szinreakcid eld8tt primér
aminnd kell oxidalni. /71/.

A folyadékkromatografia fejl8dése az aminosav-

~analizatorokat is &talakitotta. A puffereket, a nin-

hidrin-oldatot és az elSkészitett mintékat hiitott tér-
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ben térquék, a szivattyuk pulzllasmentesek. ElSoszlo-
pot alkalmaznak a pufferekben levd amménié megkatésé-
re, automata mintaadagoldt épitettek be,-nagyszému
ninta automatikus /eldre programozott/ adagoléséfa.
Ugynevezett "kis belsd atmér3ji" /microbore/ vagy
"intenziv folyadékkromatografids" /HPLC/ oszlopban
finomszemcsés /8-9)um atmérdji/, nagy felﬁqntéképes-
ségl nyomésdlld gyantédt haszndlnak., A fotéméterben
csupan egy, hosszu fényutu, kis térfogatu atfolyd
kiivettdt haszndlnak, és a 440 nm ill. 570 nm hulléam-
hosszon mért fényelnyelésbdl szirmazd jelet nagytel-
jesitményili erdsitdvel erdsitik. Kataldgusa szerint

egy korszeri készilék /IKB 4400/ ninhidrin detektélé-
g8i rendszerrel 20 pmol, fluoreszcens technikéval pedig
2 pmol aminosavat képes meghatdrozni. A fehérje hidro-
lizadtumok meghataroziséhoz szlkséges idd - egyoszlopos,
harompufferes eljarassal - mindOssze 55 perc. Az amino-
sav-analizdtorba beépitett szamitdgépek lehetdvé teszik,
hogy a készililékek a minték adagolisatdl a kromatogramok
- értékeléséig minden miiveletet - eldre meghatérdZott

programok szerint - Ondlldan végezzenek el,

A glikoproteinek hidrolizdlt mintdiban 14v8

cukoraminok mennyiségi és mindségi meghatirozéasa amino=-
. sav-analizdtoron - kationcseréld oszlopon -~ az aminosa-

vak meghatérozésidhoz haszndlt pufferrendszerekkel el-
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végezhetd. A cukoraminok a semleges aminosavak tartoméa-

nydban eluélédnak:/72/. -

2.3, Peptidléanc végcsopoftjainak meghatirozésa

A lancvégeken elhelyezkeds éminosavak Jel-
lemz6k az adott peptidekre és fehérjékre. A végcsoport
vizsgdlatok informécidét adhatnak a minta homogenitésé;
rél, és alapot teremtenek a primér szerkezet felderi-

tésének stratégidjahoz.
Az N-termindlis aminosavak meghatérozésa

Az aminopeptidiz enzim a peptidlénc N—termiq'
'nalis oldalardl sorban, egymds utén "lehasitja" az ami-
nosavekat. Kiilonbéz8 inkubilési idd utén vett aliquo-
tokat aminosav analizatoron lehet meghatirozni. A mbd-.
- szer eldnye, hogy ily mdédon - veszteség nélkili - ami-
nosav-0sszetételhez lehet jutni, amely SSszevethet6 a
savas hidrélizis utjan nyebt aminosav értékekkel, va-
lamint a fehérje N-terminalis feldli aminosavszekvén—
cidjat is szolgdltatja. Hatrénya, hogy "maszkirozott"
aminosav—végcsopprt esetén /pl. acetil-szlrmazék vagy
piroglutamit/ az enzim nem képes megtamadni a fehér-
jelancot /73/.

Edman 1950-ben k6zdlt eljérdst a peptidlénc N~
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termindlis fel8l torténd kémiai lebontéséra /74/. A
médszer lényege a peptid N-terminadlis eminosavénak
fenil-izocianattal torténd reakcidja, amelynek ered-
nényeképpen fenil-tiohidantoin /PTH/-aminosav keletkezik,
A reakcid tobb lépésben megismételhets.

Gray és Harley /75/ részben az Edman-lebontéis md-
dositésaként, részben az N-termindlis aminosav megha-
térozéséra,&nélléan is alkalmas, nagyon érzékeny méd;
szert vezétett be, amivel 1-2 nmol aminosav mar meg-
hatarozhatd. Az eljaras lényege. az N-termindlis amiﬁo—
sav denzil-kloriddal t8rténd reakcidja. A lancvégen
keletkezett - fluoreszcens - DANS-aminosavat savas hid-

rolizis utdn mikro-poliamid rétegen hatérozzék meg.
C-termindlis aminosavak meghatéirozésa

A karboxipeptiddz enzimek a peptididnc C-
termindlis o0ldalédrdl "hasitjdk le" az aminosavakat. A
karboxipeptiddz A, B, C és Y /76, 77/ mellett ma mar
karboxipeptidaz P-t /78/ is hasznélnak.

A karboxipeptidéaz A leggyorsabban az aromis vagy
nagy alifas oldalléncu C-terminédlis aminosavakat 8za~
baditja fel /tirozin, fenilalanin, triptofén, leucin,
izoleucin, metionin, tfeonin, glutamin, hisztidin,
alanin, valin és homoszerin/, mérsékelt sebességgel

sz aszparegint, szerint és metioninszulfont, é&s na-
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gyon lassan & glicint, aséparaginsavat, glutaminsavat,
kaarboximetilciszteint é€s ciszteinsavat. Az enzim nem
szabaditja fel a C-terminédlis prolint, arginint, és
lizint. Altaldban nehezen szebadul fel a C-terminilis
aminosav, ha az 6t kdovetd aminosav prolin.

Az enzim pH 7 és.lo k6zott stabil, az enzimatikus
emésztést Altaldban pH 7,5 és 8,5 kdzbtt végiik.-Ha az
emésztés soran csupdn egy aminosav szabadul fel szdchio-
metrikus mennyiségben, akkor az eredmény kiértékelése
‘nagyon egyszerli. Abban az esetben azonban, amikor néhény
aminosav hasonld sebességgel szabadul fel egy viszonylag
nagy peptidbdl vagy fehérjéb8l, akkor az eredmények ki-
értékelése kiilondsen nehézzé valik, az enzim relativ
specifitését kell gondosan figyelembe venni. Ilyen ese-
tekben csak karboxipeptidazas emésztés alapjén veszélyes
a peptid C-termindlis aminosavét egyértelmiien definidl-
ni. A C~termindlis aminosav analizis kémiai mbédszerei-
vel kapott eredményekkel goﬁdosan Osszevetve léhet csak
egyértelmii eredményt adni. Az endopeptidézas emésztések
hatranya, hogy péarhuzamosan autolizist /Onemésztést/
is végezni kell. /A két mérés kiilonbsége szolgaltatja
a valédi eredményt/.

Az enzimatikus hasitas mellett - mint mér emlitet-
‘tem - alkalmaznak kémigi hasitast is. A kémiai mddsze-

rek koziil leginkabb a hidrazinolizis terjedt el /79/.
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A vizsgadlt fehérjemintit vizmentes hidrazinban 8-10
6rén 4t 100°C-on reagdltatjdk. A peptidkotések fel-
hasadnak és hidrazidok keletkeznek, Ilymdédon csak a

C-termindlis szabadul fel szabad aminosav formdjéban

/76/.
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3. Anyagok és mbddszerek

3.1, Felhaszndlt vegyszerek és anyagok

Kisérleteimhez a Folin-Ciocalteu reagenst,
a szilikagél vékonyrétégeket /Kieselgel 60, 20x20 cm/,
a nagyteijesitményﬁ vékqnyréteg—kromatogréfiés leme~
zeket /HPTLC Kieselgel 60, 10x10 cm/ és a ninhidrint
E. Merck-tdl /NSZK/, az Aminex A=5 ioncseréld miigyan-
tét, a8z n—kaprilsévat és az aminosav standardokat a
Bio-Rad Laboratories-tdl /USA/, a DANS-aminosavakat
és a karboxipeptidédz A-t a SERVA-t61 /NSZK/, a tio-
diglikolt és a danzil-kloridot a Fluka AG-t6) /Svaje/,
a & mol/l meténszulfonsavat és a mikropoliamid réte-
get /A 1700, 5x5 cm/ a Pierce Chemical Company—tél |
/USA/, az ioncseréld vékonyrétegeket /FIXION 50x8/ a
Chinoin-t61 szereztem be. A rétegkromatografids kifej-
lesztéseket "Desaga Standard" livegkédakban /NSZK/ vé-
geztem., A tObbi vegyszert analitikai minSségben a
~ Reanal-td4l vasdroltam. Az oldatok elkészitésénél iiveg-

ben bidesztillalt vizet hasznéaltam,

3.2, A vizsgdlt mintak

Hatféle szatietin-aktiv prepardtumot /négy

humén és két Allati eredetiit/ vizsgaltam, amelyek a
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SOTE Gyégyszertani Intézet kémiai laboratériuméban

késziiltek.

1.

Humén szérumbdl kivont, sikmembranon sziirt,

_'gélkromatogréfiéval tisztitott nagytisz-

3.

5.

tasdgu anyag /a tovabbiakban: parcidlisan
tisztitott szatietin/

Humén szérumbdl kivont, hollow fiber szii-
rdén szirt, gélkromatografiival tisztitott
nagytisétaségu anyag /a tovabbiakban: par-
ciélisan tisztitott szatietin-D/

Humdn szérumbdl kivont, az utolsd 1épésbén
Con A;Sepharose oszlopon tisztitott homo-
gén anyag /a tovébbiakban: szatietin/
Humdn szérumbdl kivont, az utolsd 1épésbén
részleges enzimatikus emésztéssel tiszti-
tott homogéﬁ anyag /a tovébbiakban szati-
etin-D/

Szarvasmarha szérumdbdl kivont nagytiszta-
sadgu anyag /a tovébbiakban: szarvasmarha

szatietin/

. Liba szérumabdl kivont nagytisztasagu

anyag /a tovabbiakban: liba szatietin/

Az anyagok tisztitédsi 1lépéseit az Irodalmi atte-

kintés 1.3. fejezetében részletesen ismertettem,
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A szatietin és a szatietin-D /3. és 4. anyag/
anorexiéds hatéséban nem volt kiilonbség /80/. SIS
poliakrilamid gélelektroforézissel és izoelektromos
fékuszélassal vizsgilva megadllapithatd volt, hogy |
nindkét anyag homogén. Coomassie brilliant blue-val
és perjbédsavas Schiff-reagenssel festve egy-egy savot
detektaltunk, melyek mind a két anyagnél identikusak
voltak. /Direkt bizonyiték az anyag glikoprotein ter-
:mészetére./ Az anyagok relativ molekulatidmegét Weber
-és Osborn /79/ mbédszerével hatéroztuk meg, & szatie-
tiné 65.000-nek, a szatietin-D-é 43,000-nek bizonyult.
Izoelektromos pontjukban is jelent8s eltérés mutatko-
zott, a szatietiné 7,0, a szatietin—D—é pedig 3,0.

Az 1., 2. és az 5., 6. anyag /parcidlisan tisz-
titott anyagok/ SDS poliakrilamid gélelektroforézissel
" nagytisztasagunak bizonyult. Az &llati eredeti szati-
etin-aktiv anyagok f& komponenseinek relativ molekula-
tomege egyarédnt 39-40.000-nek adédott.

A 3. 4brén a parcidlisan tisztitott szatietin-D
/1/, a szatietin-D /2/, a parcidlisan tisztitott sza-
tietin /3/, a liba szatietin /4/ és a szarvasmarha
szatietin /5/ SDS gélelektroforetikus képe lathatd

Coomassie brilliant blue—val festve,
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3. dbra A vizsgllt mintdk SDS gélelektoforetikus képe

M 4 2 3 4 .;
__ A

M: Fehérje standard keverék, a gél tetejétdl lefeld;

foszforildz B /92.500/, bovin szérum albumin /67.000/,
tojas albumin /45.000/, karbonit dehidratdz /31.000/,
tripszin inhibitor, sz6jabél /21.500/, lizozim /14.400/

Parcidlisan tisztitott szatietin-D
Szatietin~D
Parciadlisan tisztitott szatietin

: Liba szatietin

L I R C U A\ I

: Szarvasmarha szatietin .
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3.%. Alkalmazott mddszerek

A dolgozatban targyalt vizsgélatokat a 4,

dbrén lathatd analitikai miiveleti séma mutatja.

3.3.1, Usszfehérje-~tartalom meghatarozisa

A Biuret mddszernél felhasznédlt oldatok a

- kovetkezdk voltak:
A/ 0,12 mol/l CuSO4 . 5H20
0,32 mol/l1 K-Na-tartarat - 4H20
0,06 mol/1 KI
0,04 mol/l NaOH
B/ 0,03 mol/1 KI
0,2 mol/L NaOH

C/ 1 térf. A+4B, keverés utén sziirtem

0,5 mg mintédt O,4 ml 1 mol/l NaOH-ban oldottam.
Ezutén hozzéadtam 1 ml C 61datot, kevertem és 30 perc
utén 550 nm-en mértem az oldat elnyelését. Bovin szérum

albumint hasznédltam standardnak.

A Lowry-féle fehérjemeghatérozésnil alkal~-

mazott oldatok a k6vetkez6k voltak:
A/ 0,19 mol/l Na,COy 0,1 mol/l NaOH-ban
B/ 0,02 mol/l CuSO4 . 5H20 0,04 mol( Na-tartarédtban
C/ 60 ml A + 1 ml B |
D/ Folin-viz /1:1, v/v/
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O,5kmg mintdt 0,2 ml vizben oldottam és hozzéad-
yam’l ml C oldatot. Kevertetés utén 10 percig 3%7°C-on
41lni hagytam, majd hozzdadtam O,1 ml D oldatot, és
azonnal Osszekevertem. 30 percig 37°C-On inkubaltan,
Az oldatok elnyelését 750 nm-en mértem. Ezuttal is

bovin szérum albumint hasznaltam standardnak.

3.3.2, Vékonyréteg-kromatografids vizsgilatok

Az anyagokat 6 mol/l sésavban 110°C-on 20
érdt hidrolizAltam, majd savtalanitottam. /Részlete-
sen 1ld. a 3.3.3., pontban, a Sésavas hidrolizis alatt./
A maradékokat 0,01 mol/l sdsavban vettem fel. Az igy
nyert oldatokbdl 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/,

ioncseréld rétegen pedig a

5/ 0,2 mol/1 Nat, ndtrium-citrdt pufferek,
pH 2,2-t81 4,l-ig

6/ piridin /1 tf %/ - ecetsav-pufferek,
pH 2,5-t61 7,5—ig

eluenseket hasznédltam.
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A 20x20 cm-es lemezeknél az eluens térfogata 200 ml,
a HPTIC rétegeknél pedig 50 ml volt.

A futtatés tavolsaga rendre 15 ill., 8 cm, a start-
vonal a lemezek alsd széle £616tt 3,0 ill. 1,5 cm-re

volt. Telitetlen gdzterii kddakban futtattam.

3.3.3. Aminosavak meghatarozésa aminosav-

analizdtorral

" A mintédk hidrolizise

Analitikai mérlegen 2,5~3,0 mg sulyu mintékat
leszikitett nyaku, vastag falu kémcsdvekbe mértem be.

A mintédkhoz 500 nmol norleucint adtam.
S6ésavas hidrolizis

A bemért mintéhoz 0,4~0,6 ml 6 mol/l sbsavat
adtam, A kémcsdvet vizsugirszivattyuval leszivattam,
majd leforrasztottam, 1lQ:l°C-on 6, 12, 24, 48 és 72
6rdt hidrolizéltam. Lehiités utén a csdvet felnyitottam,
& hidrolizétumot vakuum exszikkétorban NaOH f6lott be-
szdritottam. A maradékot 0,5 ml olddépufferral
/0,2 mol/l Na*, pH 2,2 natriumcitrét puffer/ felvettem.,
Az igy kapott szuszpenzidt a SOTE Gydgyszertani Intézet
miihelyében készitett, fecskenddhiz csatiakozé szlirén

sziirtem, /Betét: Millipore, 0,45 Pm/
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Meténszulfonsavas hidrolizis /40/

A bemért mintéhoz 0,%-0,5 ml 4 mol/l met&n-
szulfonsavat /0,2 % 3-/2-aminoetil/indol/ adtam.
A csovet leszivattam, leforrasztoﬁtam. 115+ 1°C-on
6, 12, 24 és 48 érat hidrolizdltam. Lehiités utén a
hidrolizédtumot 1 ml 3,5 mol/l NaOH-dal és 0,5 ml ol~
dépufferral pH 2,0-2,2-re &llitottam be, majd szlirtem.

Natriumhidroxidos hidrolizis /39/

A bemért mintéhoz 0,3=0,4 mol 4 ml/l NaOH-t
adtam, A csovet leszivattanm, leforrasztottan.
lOﬁilOC—on 3, 5, 10 15 és 20 6réf hidrolizaltam., Lehii-
tés utén 0,4-0,6 ml 0,2 mol/l Nat koncentrécidju natri-
umcitrat puffert, pH 3,25 és 0,15-0,2 ml 37 % sésavat

adtam a hidrolizéatumhoz, majd szlirtem.
Hidrolizis cukoraminok meghatérozéaséahoz

A bemért mintahoz 0,4~0,6 ml 4 mol/l sbsavat
adtam., A csovet leszivattam, leforrasztottam. 100°C-on
6, 8, 13, 20 és 24 6rat hidrolizdltam. Ezt kSvetden a
6 mol/1 sésavaé hidrolizisnél leirtak szerint cselé-

kedtem.
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A triptofan meghatirozésa

A/ Aminosav-analizétorral
Az el8z8ekben leirt meténszulfonsavas és
nétrium~-hidroxidos hidrolizist kdvetden, a sziirletet

kozvetleniil aminosav-analizatorra vittem.

B/ Spektrofotometriésan
Edelhoch /3?8/ mbédszerét mbédositottam: A
mint4kbél 1,00 mg/ml-es 0,07 mol/l SDS-t tartalmazé
vizes oldatokat készitettem. A spektrumokat /270-
300 nm/ Spekord UV/VIS tipusu /Carl Zeisé, Jena, NDK/
spektrofotométeren 1 cm-es fényutu kiivettaval vettem

fel.
Kéntartalmu aminosavak meghatarozésa

A/ Perhangyasavas oxidééié

9 rész hangyasavat és 1 rész friss 30%
hidrogénperoxidot ©sszekevertem, és szobahdmérsékle-
ten 1 6radt &llni hagytam. 2,5-3,0 mg mintét 0°C-on
az igy késziilt 0,4-0,6 ml perhangyasavban oldottam,
és négy 6rét inkubAltam, Ezt kovetSen - tovabbra is
0°C-on - 2-3 ml vizet adtam hozza, kevertettem, majd
liofilizéaltam. Az igy kapott anyagot 6 moi/l sésavban
hidroliz&ltam. |
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B/ Karboximetilezéé

2,5-3,0 mg mintat 0,8-1,0 ml 0,1 mol/l
Tris-HCl, pH 8,3, 1 mmol/l EDTA-Nay~t tartalmazé puf-
ferben oldottam, 4°C-ra lehiitéttem s 1 mg monojéd=-
ecetsavat adtam hozza, majd &4llni hagytam. 1,0-1,5 ml
4 mol/l meténszulfonsavat adtam az oldathoz és hidro-

liz&ltan,
Aminosav analizis

Az aminosavak mennyiségi és mindségi megha-
térozésdt Bio-Cal BC 200 tipusu késziiléken vééeztem.
Egyoszlopos technikéat haszndltam. 0,9x50 cm-es Aminex
| A-5 /13+ 2/pm/ gyantaoszlopon, 52°C~on végeztem az el-
vdlasztdst. A pufferszivattyu sz&dllitési sebessége
80 ml/6ra, a ninhidrinszivattyué pedig 40 ml/6ra volt.
Ninhidrin-detektadlést alkalmeztam., A fotométerben két
dtfolydkiivettdt haszndltam, egyet 440 nm-en és egyet
570 nm-en tOrténd elnyelés detektadlésdra. A fotométer
4ltal mért adatokat haromcsatornas pontird rogzitette,
melynek két csatorndjét hasznéltam.

Az elvédlasztasok soran haszndlt natriumcitrat

pufferek /18, 82/:
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o A B C D
‘Na* kone /mol/1/ 0,20 0,80 1,60 0,35
pH 3,25 4,25 6,00 5,28
citrét konc /mol/l/ 0,20 0,27 0,037 0,35

etanol konc /mol/l/ 0,40 - - -

Az alkalmazott ninhidrin oldatok:
1/ Stein és Moore receptjét /69/ mbdositottam:
4,00 1 metil celloszolv /etilénglikol-monometil=
éter/;1,3% 1 3,7 mol/l Na*, pH 5,5 natrium-acetét
pufferys4,? g Sn012 . 2H20; 80,0 g ninhidrin
2/ Ugyanaz, mint az l. recept, azzal a mbédositassal,
hogy a 4,7 g 6n-klorid helyett 27,0 ml 15%-o0s titén
/I1I/~-kloridot adtam hozzéa.
Az o8zl ekvilibralasat A pufferrel végeztem,
A g&antaoézlopra a mintat manudlisan vittem fel. Az
osziop £616tt 1év3 puffert leszivtam, a 0,5-2,0 ml
térfogatu mintat egy specidlis fecskendd segitségével
’felréteg@ztem az oszlopra, és nagytisztaségu nitro-
”génnel, 4 bar nyomédssal benyomattam az oszlopba. A
nintaedényt 3x0,5 ml olddépufferrel étﬁb;itettem, és
az igy kepott oldatokat - a fentiekkel megegyezd md-
don - vittem fel az oszlopra. Ezt kovetSen induld
" puffert rétegeztem az oszlop f£5lé, és elinditottam az -
analizist. Standardként minden esszencidlis aminosav -
és amménia 500 nmol-jat tartalmazd szintetikus keve-

. réket haszﬁéltam.
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N-termindlis aminosav meghatérozés danzil-kloridos

technikéaval /75/

Mintegy O,ivmg /~ 3 nmol/ mintat 4x3 mm-es
kémcsGbe bemértem. Ezutén 10 pl 0,2 mol/l NaHCOB—t
adtam hozzéd, centrifugéltam és a felliluszét véakiumban
beszadritottam. A szdraz maradékhoz lO‘pl vizet és
‘ 10‘pl danzil-kloridot /2,5 mg/ml aceton/ Adtam, 082z-
szekevertem és Parafilmmel lezérva 37°C-on 1 6rén at
inkubdltam. Az igy nyert elegyet beszAritottam, majd
50,P1 6 moi/l sésavat adtam hozzd, és a csbvet lefor-
rasztottam. 18 érés 105°C-on t6rténd hidrolizis utén
a hidrolizdtumot centrifugiltam és a feliiluszdt vakuum.
exszikkétorban natrium-hidroxid £515tt beszaritottam.. -
Ezutén a maradékot 2-5‘p1 piridin - viz /1:1/ elegyé-
ben feloldottam. A mikro~poliamid réteg egyik sarkaba
/5~5 mm-re a lemez széleitdl/ l‘Pl mintét cseppentet-
tem fel. A lemez tulsd oldalédra, ugyanarra a helyre,
standard DANS-aminosavkeveréket vittem fel /DANS-Gly,
DANS-Glu, DANS-Ile, DANS-Phe, DANS-Pro, DANS-Ser,
'DANS-Arg/. Els8 irényban 1,5 % hangyasavban, masodik
irényban benzol - ecetsav /9:V¥ elegyben futtattam.
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C-termindlis aminosav meghatérozés karboxipeptidazas

enésztéssel

40 pl /1,1 mg/ karboxipeptidéz A-t mikro-
télcséren, szlirSpapiron /0,45‘pm/ 10 ml vizzel mqs-
tam, majd 1,1 nl 2,0 mol/l NH,HCO,, pH 7,4 oldatban
oldottam.

0,05‘pmol mintadt egy kémesdben 5 ml 0,01 mol/l
NH4H005-ban oldottam, majd 0,36 ml - az eldbb leirt
médon készitett - 1 mg/ml karboxipeptidédz A-t adtam
hozzé és kevertem.

Kontroll oldat: 5 ml 0,01 mol/l NHq_HCOB és 0,%6
ml karboxipeptiddz A oldat. .

A minta- és kontroll oldatokat 5, 10 és 20 percig
25°C-on inkubaltem. Az oldatok pH—jét'6 mol/l sbsavval
2,0-2,2-re 4llitottam, az oldatokat szlirtem és az ami-

nosav-analizdtor oszlopara vittem,



4, EREDMENYEK

4,1, Osszfehérje-tartalom meghatirozésa

Biuret-reakcid

A kiilénbszd szatietin-aktiv minték reakei-

6jénak szinkifejl3dése azonos volt, idSfiiggését az
5. 4bra mutatja. A gdrbe futasa gyakorlatilag meg- '
egyezett a BSA gdrbéjével. Harminc perc utédn a szin
intenzitésa mAr 4llanddnak tekinthetd, ezért a szin
intenzitéasat 30 perc utan mértem.

A kalibrécids gdrbéket 0,3, 0,6 és 0,9 mg BSA/ml
koncentracidkkal vettem fel, A garbeilleéztéseket
7 59 Programable Calculator /Texas Instruments, USA/
- Solid State Software "Statistics" prbgramjévalvvégez-
tem. A korrelicidés koefficiens minden esetben jobb
volt, mint 0,9998.

A vizsgélt anyagok fehérjetartalom-meghatérozé-
sainak eredményét a 4.l./1. téblézat tartalmazza.

Minden adat h&rom parhuzamos mérés Atlaga.
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4,1./1. téblézat

Usszfehérje-tartalom meghatarozis biuret reakcidval

fehérjetart., %

parc. tiszt. szatietin 40,8+0,0
parc. tiszt. szatietin-D ' 40,4:0,0
szatietin N.m.
szatietin~D  20,5+0,1
sz.marha szatietin 27,910,3V
liba szatietin . 37,5+0,2 -

" n.m. = nem meghatérozott
5. &bra

A szatietin aktiv-anyagok biuret reakciéjénak id8-

fiiggése
0,300 .
5 J’,,.-——o——k | —
wn . .
(V2] .
o o
(8]
[~
o
£
S 01004
A
g
0 10 ) 30 ) 50 " idé (min)
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ﬁowryeféle meghatérozés

Az anyagok szinkifejlddésének iddfiiggése
 itt is hasonld volt a BSA gafbéjéhez, ezért itt is
30 perc utan mértem, | '

A kalibraciés gorbéket 0,04, 0,08 és 0,12 mg
BSA/ml koncentracidkkal vettem fel. A korrelécids
- koefficiens minden esetben jobb volt 0,9999;né1.
| Az anyagok meghatarozott fehérjetartalmét a
4.,1./2. tédblazat tartalmazza. Az adatok hérom péar-

‘huzamos mérés atlagai
4,1./2. tébléazat

Usszfehérje-tartalom meghatirozés Lowry szerint

fehérjetart., %

parc; tiszt. szatietin 27,4+0,3

.parc. tiszt. szatietin-D 38,4+0,3
szatietin - _ 15,740,3
szatietin=D 23,5+0,0
sz.marha szatietin ' '23,110,4

liba szatietin 17,9+0,4
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4.2, Vékonyréteg-kromatografids vizsgalatok

A hidrolizalt minték elsd futtatésai utén
kideriilt, hogy a mintadk nagy mennyiségben tartalmaz-
nak savas és bazikus aminosavekat. Az anyagokvgliko-
peptid természete alapjén pedig szémitani lehetett
cukoraminok jelenlétére is /5/. Azokat a rétegkroma-
tografids rendszereket tekintettem tehat legmegfele-
18bbnek, amelyek ezeket az Osszeteviket legjobban ké-
pesek elvalasztani. ElGzetes vizsgdlatok utén szili-
kagél rétegen az n-butanol - ecetsav - viz és a fenol -
- viz rendszerek bizonyultsk a legalkalmasabbnak fel-
adataim megolddsdhoz. A két rendszer szokasos Ossze-
tételei kozlil a széamomra legkedvezdbbet kerestem.

A kétfajta butanol - ecetsav - viz rendszerrel
végzett standard futtatésok eredményeit a 4.2./1.
tablazat tartalmazza. /100 RfLeu: a. Leu-ra vonatkoz=-
tatott retencids faktor szazszorosa./

A /4:1:1/ rendszerrel végzett futtatiskor a ko-
zépsd tartomany ritkabb, a kis Re tartoméany pedig
- ahol a savas és bazikus aminosavak taladlhaték -
‘siiriibb, a /4#:2:2/ rendszernél az eredmény ennek éppen
ellenkez8je. A tovabbi vizsgélatokhoz ezérf a /[4:2:2/
rendszert hasznaltam. |

A fenol - viz rendszereknél is hasoﬁlé elvek
alapjédn - bar itt a kiildonbség kisebb volt - d6nt6tt¢m:
a /80:20/ elegyet vélasztottam'/A.B./2. tablazat/.
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4,2./1. tdblézat

Aminosavak szilikagélen mért retencids faktorai

butanol - ecetsav - viz oldészerelegyek alkalmazéséval

100 RfLeu
J4:2:2/ fi:l:1/
Ala . 58 - 48
Arg | 19 15
Asp 46 29
/Cys/» 22 13
Glu ‘ 58 42
Gly 48 28
His 18 : 13
Ile - -
Leu h -100 100
Lys ' 14 A 10
Met - 88 83
Phe - -
Pro 42 4 35
Ser 49 38
Thr ' 55 46
Tyr 96 M
Val 82 77
Gall 52 42

GlcN 55 43




4.2./2. téblazat
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Aminosavak szilikagélen mért retencidés faktorai

- fenol - viz olddszerelegyek alkalmazaséval

100 Repgy
/80:20/ /75:25/

Ala 55 50
Arg 9 9

~ Asp 20 16
/Cys/s 25 14
Glu 30 23
Gly 45 39
His 38 - 350
Ile - -
Leu 100 100
Lys 5 5 .
Met 97 98
Phe - -
Pro 109 109
Ser 36 30

' Thr 48 41
Tyr a7 84
Val 78 77

. GalN 7 7
GleN ? 7
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Tekintettel arra, hogy fenol - viz rendszerben
kapott foltok igen kompaktek és az amlnosavak elva-
lagztésa -~ fSleg a fent emlitett kritikus helyeken -
még mindig nem volt eléggé megfeleld, tulfuttatésos
kromatografiidval igyekeztem javitani aZ~elvéiasztést.

Az eredményeket a 4.2;/3. tédblazat tartalmazza.
4,2./3. téblazat

Aminosavak tulfuttatisos kromatogréfidja szilikagélen
fenol - viz /80:20/ olddszereleggyel

Kifejl. id3, h A folt &ltal megteft ut, mm
7,2% 14,3 18,7
Ala 32 57 .71
Arg 5 8 10
Asp 12 21 26
/Cys/, | 15 26 33
Glu 18 31 39
Gly - 26 47 58
His 22 40 48
Ile ‘ - - -
Leu . 59 104 129
- Lys : 3 5 6
Mot ' 57 101 125
~ Phe - - -
Pro - e 113 141
Ser | | 21 30 47
Thr 28 50 62
Tyr | 51 90 112
Val - 46 81 101

x A nem tulfuttatott - 15 co-es - kifejlesztés
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A két b8 félszeres tulfuttatésnél /18,7 b6ra/ a fol-
tok tel&ésen elkiiloniiltek, diffuzidjuk még nem volt nagy.
' Kéﬁdimenziéé futtatésnal els8 irényba a butanol -

- ecetsav - viz /4:2:2/, médsodikba pedig a fenol - viz
/80:20/ rendszert - 2,5-szeres tulfuttatéssal - hasznil-
tam, K626nséges szilikagél'rétegen ezzel a "kiélezett"
technikéval ugyanazt az eredményt értem el, mint HPTIC
rétegen egyszerii kétdimenzids kifejiesztésael.'Az utébbi—
ra mutat példat a 6. 4bra. A baloldali kép standard ami-
nosavak, a jobboldali pedig a liba szatietin hidroliza-

tumdnak elvalasztisit mutatja.

6. .4bra

Standard aminosavak /a/ és liba szatietin hidrolizatumé-
‘nak /b/ elvéalasztésa HPTLC szilikagél rétegen kétdimenzi-
68 kifejlesztéssel I. dimenzid /B/:2. olddészerelegy, II.

dimenzié /Ph/:3. olddszerelegy

i T \() ,/: : - '\O . GDLQ
| e e Y
.
W/
Q, e
-+ - l
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Az ioncseréld rétegen tdrténd elvAlasztasoknidl ha-
sonl$ szempontok vezettek, mint a szlikagélen végzett
viésgélatoknél. Ezesetben két pufferrendszert tanulmé-
nyoztah: |

a/ Natrium-citrat pufferben vizsgdltam a savas ami-

nosavak elvalasztésat. Allandé, 0,2 mol/l Na-ion
koncentréacid mellett 2,2 és 4,1 kozott valtoz-
tattam a pH-t /7. &bra/. Az Asp és a.Glu elvéf
lasztésénak optimuma pH 3,1 koriil van.
b/vPiridin-ecetsavas pufferben - ahol a piridin
koncentracidjat /1 tf %-ot/ Allandd értéken tar-
tottam - a savas-, a badzikus aminosavak és az
aminocukrok elvilasztédsat vizsgaltam a pH fiigg-
vényében /8. Adbra/. Az &brébél jél lathaté, hogy
ebben az uj rendszerben az aminosavék elvailasz-
tdsa sokkal eredményesebb: a savas aminosavak
optimilis elvalasztésit pH 3-ndl kaptam, a bé-
zikus aminosavak és cukoraminok elvalasztéasa

pedig pH 7,5-nél bizonyult a legjobbnak.
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7. &bra

Savas aminosavak elvalasztésa 0,2 mol/l Na® natrium-

-citrét pufferrendszerben, a pH fiiggvényében

R¢ 100

100, _—

0-0-0-0-0-0-0-0~0-¢ Cys SO3H
- Glu .

9 Asp

0H—r v

2 3 L pH
® -




8., &bra

Aminosavak és cukorasminok elvAlasztésa piridin-/1 tf %/-

ecetsavas pufferrendszerben a pH filiggvényében

R¢ 100

100y cyssosH

Glu

Asp

His

GlcN
GalN
olys
Arg
8 pH
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A minté&k hidrolizatumaibdl vékonyréteg-kromatogré—
fidval a kdvetkezs aminosavak Jelenlétét sikeriilt detek-

talni /4.2./4. tablazat/.

4,2./4, tablazat
A vizsgdlt minték hidrolizatumaibdl vékonyréteg-kroma-

togréfiévai meghatarozott aminosavak

Anyagok 1 2 3 4 5 8

Ala + + + + + +
Arg + + + + + +
Asp + + + + + +
/Cys/, - - - - - -
Glu + + + + + +
Gly + + + o+ + +
His + + + + + +
Ile + + + + + +
Leu + + + + + +
Lys + + + + + + .
Met - - - - - -
Phe + + + + -+ +
Pro + + + + + +
Ser + + + + o +
Thr + C+ + + + o+
Tyf + + + + + +
Val + + + + o+ +
GalN e . - - e =
GleN + + + + + +

1. parc. tiszt. szatietin
2. parc. tiszt. szatietin-D
3. szatietin

4, szatietin-D

5. sz.marha szatietin

6. liba szatietin
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4,3, Aminosavak mindségi és mennyiségi meghatérozésa
Eluédld pufferrendszerek

Dévényi &ltal javasolt /83/ egyoszlopos két
pufferes rendszerrel dolgoztam, ami alkalmas az esszen-
ciédlis aminosavak, az amménia és gliikkbézamin elvalaszté-

séra /9. abra/.

9, abra
Szatietin hidrolizatum aminosav-analizise'egyoszlopos

két pufferes /A+B/ rendszerrel

S e m
"1 - - ﬁ\
Cotumn: Roawar -5 {08260em) ., '
H .- Tooeraruse: 52C .
j " n i . hmﬁwwde.ﬂ 38
. 3 ©: 08 M cilrate,p 425
.A i £
I L U\_J ! \_j;._—_"J\:
S UL |

'.-A xét puffer /A és B/ kbziil az elsS megegyezik
Spackman els8 pufferével, a masodik puffer ionkoncént—
' racibjat Dévényi 0,2 mol/l-rSl 0,8 mol/l-re ndvelte,
igy alkalmassé vilt a semleges aminosavakon tul a béa-
zikusok elvéldsdra is. A hisztidin és az arginin eluci=
bja k8z6tt 60 perc van. Az arginin koradbbi elucidjat

harmadik puffer alkalmazaséval /C puffer/ értem el.
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Az elsd puffer valtds a 70. percben /a prolin elucid-
jakor/, a masodik pedig a 130. percben>/a fenilalanin
" elucidja utén/ volt. |
Standard aminosav keverék 5t mérésébdl széamitott
' 4tlagtél vald legnagyobb eltérések Atlagéval jellemez-
ve: a rendszer reprodukélhatéséga 2,8 %. |
Gondot okozott azonban a galaktézamin-tirozin
csucspir elvalasztésa és ezenkiviil egy ismeretlen ere-
deti csucs, ami az ammbénia és a lizin koz6tt, a lizinbe
olvadva jelentkezett. Megvizsgédltem, hogy a puffervaltas
idejének megvaltoztatéséval elérhetdk-e megfeleld Rg
értékek. Az amménia;lizin csucspar esetében a legjobb
felbontdképességet csak B pufferes elucidval lehet el-
érni /Rs, o min = 2,49/, Az atkapcsolasi idd novelésé-
vel Ry értéke csdkken, majd a 96. percben tortént at-

kapesoléasndl R =0, Az atkapcsolas tovabbi késlel-

8,96min
tetésével R, értéke ndni kezd, de az amménia-lizin sor-
rend megvaltozik, az amménia "lemarad" a lizinhez vi-
szonyitva.

A megoldés ilymdédon viszonylag egyszerii volt: csak B
pufferral eludltam a hidrolizdtumot. A kérdéses csucs =
- mint késdbb azonositottam, az arginin bomlasterméke:
ornitin - "kibujt" a lizin alél. Ez lathatd a 10.

&bran.
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10, abra
Szatietin hidrolizAtum aminosav-snalizise egyoszlopos

- mbdszerrel és B pufferes elucidval

r-- -
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A cukoraminok és a semleges aminosavak elucidjat
az atkapcsolasi idS fliggvényében mutatja a 1l. ébra;.
Optimélis;elvélasztést a 65. percben kaptam, ahol a leg-
kisebb felbontdéképesség is kozel 1,0 volt: Rs,Tyr—GalN=
=0,93. /12. ébra/ /Hasonldéan jb elvadlasztéas kaphaté a
170. perc utén, de ekkor a kromatografalés ideje nagyon
megnd, a csucsok pedig igen laposak lesznek./ A mbdosi-
tott Dévényi-féle egyoszlopos két pufferes rendszerrel
lehetdvé valt az esszencidlis aminosavak és a gliikoza~
min elvalasztédsin tul a galaktdzamin elvalasztésa is.
Ily mbédon a.médszert alkalmassd tettem a szatietnin csa-
léd /magas szénhidrattartalmu glikoproteinek/ vizsgila-

téra,



11, ébra
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Aminosavak és aminocukrok retencids ideje ill, a

csucspirok felbontéképessége a puffervaltés idejének

~ fiiggvényében

: uﬁm

Rs

30+

204

104

Leu-GlcN

Tyr-GalN

Ite-GlcN
Leu-GalN

1754

1504

125-

150




12. Abra
Szatietin-aktiv prepardtum hidrolizatumiban 1évd

cukoraminok elvAlasztésa mbédositott égyoszlopos, két

pufferes rendszerrel
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Ninhidrin oldat

A ninhidrin-oldat készitésekor Moore és mun-
katarsal /69/ &ltal javasolt receptet hasznidlva a nit-
rogén-oblitést nem talaltam kielégitSnek, mert a bu-
borékoltatés utédn hozzdadott ninhidrin az oldés végére-
halvanyliléra festette az oldatot. Ezért a nifrogén—
Sblités helyett én /II/-klorid, majd késdbb titén/III/-
klorid oldat hozzdadasaval redukédltam az oldatban 1évd
oxidativ Agenseket. Az eredeti recepttel éllentétben a
ninhidrint csak ezutédn adtam az oldathoz. Ilymddon a
ninhidrin okozta "alapzajt" -~ az ird logaritmikus ské-
laja /O-t6l1 2,0-ig/ alapjén - 0,1 osztéssal sikeriilt
csokkenteni. A megnovekedett on-klorld tartalom némi-
képp megnodvelte a készlilékben klulepedett csapadék
mennyiségét, és ez a szerelésre forditott amugy is
tetemes id&t. Ezt a problémit a James javasolta titén-
kloridos "védelemmel" teljesen megoldottem. Optim&lis
megolddsnak igy a masodik recqptet.taléltam.'A ninhidrin-
oldat "gyenglilése" a frissen készililt és a kéthénapos ol-
dattal meghatérozétt l.fmol aszparaginsav csucsterile-
tével jellemzem: | |

1.4 60.d
1 pmol Asp teriilete 200 - 36,5

Két hénapi 4lléds utén a ninhidrin oldat "gyengiilése"

195 % Volto
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A szémités menete

A kromatogram értékelését Spackman, Stein és
Moore /66/ szerint,'az un, haromszog-médszer felhasznéa-
lasaval végeztem:
C=H-W

ahol C: a - haromszdgnek tekintett - csucs tefﬁlefe

H: a csucs magassiga

W: a csucs félértékszélessége

A hidrolizist kdvetd miiveletek okozta veszteségek-
b8l eredd hibat belsd standard /Nle/ haszndlata alepjan
korrigéltam. A korrekcids tényezs: |

I
£

I=
' CI,m

ahol CI: a beis6 standardként hasznédlt I aminosav
1 Pmoljénak standard futtatasakor mért csucs-
teriilete
c .: a hidrolizis eld8tt a mintihoz adott 1 ymol I.
I,m }lm ‘
aminosav csucsteriilete a minta kromatogram-

“jéban

Az aminosavak hidrolizis sorén bekdvetkezd degradécid-
jébdl eredd hibat nulla Srara torténd extrapoldlissal
korrigaltam; a log m, versus hidroliiis-idS fliggvény
ordinédta~-metszetét kerestem /mA: az A aminosav mért

mennyisége )umol—ban/ .
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A mért pontokra a g6rbeilleszfést Texas Instrﬁments 59
Programable Calculator Solid State Software "Statistics"

programjival végeztem:. A tovabbi, rutin vizsgilatnil

elegendd volt a mintdt t ideig hidrolizAlni, az amino-

sav mennyiségét a kovetkezd mbddon hatéroztam meg:

myc = Mg,

ahol m, ,: &z A aminosav korrigdlt mennyisége, ymol
9

C _
A . ’ . s
m, ot szg;— » 82 A aminosav mért mennyisége, Fmol
9
CA : az A aminosav csucsterﬁlete a minta kromato-
gramjéban

CA,St: 1 Pmol A aminosav csucsteriilete a standard
kromatogramban
fg pt 82 A aminosav nulla drara extrapoldlt és a
1 ] .
t O6rés hidrolizis utén meghatirozott mennyi-

ségének hanyadosa
Hidrolizisek

A4,3,/1, téblézat példaként a parcidlisan
tisztitott szatietin-D minta 6 mol/l sbsavas hidrolizis-
sor adatait tartalmazza. Az adatok hé&rom parhuzamos mérés
dtlagai, 1 mg szatietin-aktiv anyagra vonatkoztatott
bels5.standard-korrigélﬁ értékek.

A 6 mol/l sbésavas hidrolizis sor algpjén nulla éréara
t0rténd extrapolécid eredményeit a 4.3./2. tablazat tar- :

talmazza.
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4,%,/1, téblazat

A parcidlisan tisztitott szatietin-D 6 mol/l sbsavas

hidrolizis sor adatai.

nmol aminosav/mg minta

hidrolizis id8, h 6 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 5. 51 50 48
Ile | 51 128 106 78 68
Ieu . 187 199 204 219 194
Lys | 278 306 362 652 632
Phe _ 134 152 13% 119 107
Pro 172 213 193 183 179
Ser 162 194 157 154 131
Thr 155 224 219 198 168
Tyr - | . 19 119 120 104 77

Val , 75 150 158 160 121




s

4.%,/2. téblazat

A szatietin-aktiv anyagok 6 mol/l sésavaé hidrolizis

sor alapjan nulla Ordra extrapoldlt aminosavtartalmai

anyagol nmol aminosav/mg minta
1 2 3 b 5 6

Ala 2690 216 222 104 147 193
Arg 49 115 51 29 52 &1
Asp ™= 215 302 105 161 218 282
Glu™ 372 422 145 218 232 356
Gly 100 192 74 114 16l 231
His 21 52 12 26 pal 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 20 49 171 221
Pro 369 213 46 104 111 170
Ser 143 196 82 104 - 90 162
Thr 11 2427 65 135 81 143
Tyr 69 154 19 5 171 221
Val*™* 9% 156 56 75 78 106
# 1l: parc., tiszt. szatietin

2: parc. tiszt. szatietin-D

3: szatietin

4: szatietin-D

5: sz.marha szatietin

6: liba szatietin

s Atlagolt érték /nem O dréra extrapoldlt, hanem
gdrbe platdédn leolvasott érték/
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A triptofan meghatarozasa

A/ Aminosav - analizétorral

A Dévényi 4ltal leirt egyoszlopos két puf-
feres rendszerben a triptofan a 215. percben, az ezt
kévetd arginin pedig a'245; percben eluadlddik. Ez
viszonylag hosszu analizis idS. Harom pufferes rend-
szer alkalmaZésakor az arginin retencidés ideje jelen-
tésen csdkken, ezzel szemben azonbaﬁ a triptoféns meg-
- nd, elucids sorrendjik felcserélddik. A viszonylag
hosszu elucibés idd mellett sokkal nagyobb problémat
jelentett az, hogy a triptofén csucsa nagyon széles
és lapos, nehezen szémithaté volt. /13, é&bra/ Ezért
uj pufferrendszert dolgoztam ki a Dévényi altal leirt
pufferrendszer és Spackman altal a két oszlopos mbd-
szernél a bazikus aminosavak elvilasztéséra hasznalt
puffer /nédlam: D puffer/ felhasznaladsaval. A B puf-
fernek viszonylag alacsony a pH-ja /4,25/ és magas a
Na* koncentrécidja /0,8 mol/1/, a D puffernek pedig
forditva, a pH-ja viszonylag magas /5,25/ és a Na*
koncentracidja alacsony /0,35 mol/l/. A tirozin utén
B pufferrdl D-re kapcsolva az utolsbénak eluéalddd csucs

a triptofan elég keskeny, jol szémithatd /14. &bra/.
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13, &bra

Bazikus aminosavak elvalasztésa egy oszlopos két

pufferes rendszer alkalmazéséval
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A 4.3./3. téblézat példaként a parciélism tiszti-
tott szatietin-D minta 4 mol/l natrium-hidroxidos hid-

rolizis sor adatait tartalmazza.

4,3./%. tablazat
A parcidlisen tisztitott szatietin~D minta 4 mol/l

nétrium-hidroxidos hidrolizis sor adatai

~ hidrolizis idé, h 3 5 10 15 20 0

nmol triptofén
mg minta 27 32 54 38 32 - 88

A 4 mol/l natrium-hidroxidos hidrolizissor alapjan
nulla drara torténd extrapolécid eredményeit tartalmaz-

za a 4.%./4. tdblizat elsd oszlopa

4.3,/4. téblazat

A séatietin—aktiv anyagok 4 mol/l nétrium—hidrqxidos
hidrolizis sor alapjén.nulla Oréra extrabolélt értékei
/A/, a spektréfotometriés meghatérozas adatai /B/, a két

meghatérozéds relativ eltérése

1

nmol triptofén/mg minta JA - Sl

A S A
parc{ tiszt. szatietin 110 o1 ‘ 0,175
parc. tiszt. szatietin-D 88 80 0,089
szatietin 97 n.m, -
szatietin-D ' 69 68 0,012
sz.narha szatietin 128 119 0,70
liba szatietin . 79 78 0,011

n.m.: nem meghatarozott
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B/ Spektrofotometriésan

Edelhoch a tirozin és a triptofén 280.és

. 288 nm-en mért molaris extrinkcidés koefficiensei alap-

Jjén a kovetkezd egyenleteket allitotta fel egy adott

fehérje triptofén tartalménak meéhatérozéséra:

Engy = 5690 Trp + 1280 Tyr

Epgg = 4815 Trp + 385 Tyr

ahol E,q, és Eoggt & fehérje 280 és 288 nm-en mért
molaris extinkcids koefficiense

Trp és Tyr ': a vizsgllt fehérjemolekuléban 1év3

triptofan és tirozin molekulédk széma

| A két egyenletbdl:

E

Exgg  Eogo

Trp = -
3103 10318

Tekintettel arra, hogy az altalam vizsgilt hat mintabdl
csak kett3 tekinthetd homogénnek /a tobbi még szérumfe-
hérjékkel szennyezett/, nem moléris extinkcids koeffici-
enssel, hanem az 1 mg/ml koncentricidéndl mért extinkci-
6val /Emg/ml/ szémdltém, majd ebbd3l hatéroztam meg a
mintak triptofén tartalmat umol/mg—bah. Az &ltalam sza-

nmitott egyenletek:
EDE/™L 28,28 Trp + 6,74 Tyr

ERE/™! = 23,04 Trp + 1,30 Tyw
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és a két egyenletbldl:

Emg/ml Emg/ml
Trp 288 _ 280
17,59 21,17

Edelhoch 6 mol/l guandin-hidroklofidban denatu-
rédlta a fehérje mintakat. A szatietin-aktiv prepara-
tumok azonban ilyen koriilmények k6z6ft nem adtak op-
tikailag tiszta oldatot. Ezért az SDS gélelektroforé-
zis mintaolddsakor sikeresen alkalmazott 0,07 mol/l
SDS oldattal dolgoztam, amiben a minték tokéletesen
oldédték.

A vizsgdlt szatietin-aktiv anyagok 280 s 288
nn-en mért elnyeléseikbdl meghatérozott triptoféntar-
talmat a 4.3./4. tdblazat méasodik oszlopa /S/ tartal-

mazza. A két mbédszerrel mért adatok relativ eltérését

- 8
l/.

a tablazat harmadik oszlopa tartalmazza /

Jelentss eltérést /17,5 rel %-t/ a parcidlisan tiszti-
tott szatietin esetében kaptam.
A meténszulfonsavas hidrolizis utén egyik anyag-

ndl sem sikeriilt triptofént detektilnom.

Kéntartalmu aminosavak meghatérozésa

A/ A perhangyasavas oxidacid eredményeit a

4,3./5. tdblézatban foglaltam Ossze.
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4,3,/5. tablézat

A perhangyasavas oxidécidét kdvetd meghatirozés

eredményei
nmol aminosav/mg minta
CysSOzH  MetO,

parc. tiszt. szatietin 25 3
parc. tiszt. szatietin~D 106 - 57
szatietin | 22 9
szatietin-D 57 ' 26
sz.marha szatietin 49 24
liba szatietin 67 36

B/ Karboximetil-ciszteint egyik anyagbdl sem
lehetett eldallitani, azaz, az anyagok nem tartalmaz-

nak ciszteint.
Aminocukrok meghatérozasa
. A 4.3./6. téblazat példaként a parcidlisan

tisztitott szatietin-D minta 4 mol/l sés&vas hidroli-

zig sor adatait tartalmazza.
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4,%2,/6. tébléazat

A parcidlisan tisztitott szatietin-D 4 mol/l sésavas

hidrolizis sor adatail

nmol aminocukor/mg minta

hidr, id8, h 6 8 13 20 2% 0
GleN 238 281 300 276 263 349
GalN 54 6l 68 62 59 80

A 4 mol/l sbsavas hidrolizis sor alapjén nulla
bréra torténd extrapolacid eredményeit foglaltam Osz-

sze a 4.3%./7. tadblazatban.
4,%,/7. tdblézat

A szatietin—aktiv anyagok 4 mol/l sésavas hidrolizis

sor alapjan nulla 6rére extrapolalt értékei

nmol aminocukor/mg minta

GlcN GallN
parc. tiszt. szatietin 288 4.9
parc. tiszt. szatietin-D , 249 80
szatietin : 512 ' 55
szatietin-D ~ 369 87
sz.marha szatietin 233 - 58

liba szatietin o 244, 80
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A 4,3,/8. téblazatban a parcidlisan tisztitott
szatietin aminosav komponenseinek koncentrécidit
nmol/mg és‘pg/mg mértékegységekben és az utébbi alap-

jén meghatérozott fehérjetartélmat.foglaltam Ossze.
4,3./8, téblazat

A parcidlisan tisztitott szatietin aminosav-Osszetéte-

le, aminocukor-tartalma és fehérjetartalma

aminosav koncentracid

| nmol/mg P e/mg
Ala - 269 19,1
Arg 49 : 7,6
Asp 215 24,7
/Cys/2 ‘ 12 5,8
Glu 332 42,8
Gly 100 5,7
His - - 21 2,8
Ile | 9% 10,8
Leu 172 19,5
Lys . 988 126,4
Met : 31 : : 5,5
Phe - 98 _ . 14,5
Pro : ‘ 369 55,8
“Ser | 143 12,5
Thr o Sl C 14,3
Trp - 110 20,5
Trp¥ ' 91 16,9
Tyr 69 . 11,3
Val . - | 96 9,4
GalN , 49 8,6
GleN ' 288 50,2
fehérjetartalom /s %/ 28,9

# Edelhoch szerint meghatarozva
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A 4.%3./9. tdblazatban a parcidlisan tisztitott
szatietin-D aminosav komponenseinek koncentracidit
nmol/mg és‘pg/mg mértékegységekben és az utdébbi alap-

jén meghatarozott fehérjetartalmat foglaltam Ossze.

4,3,/9, tébléazat -

A parcidlisan tisztitott szatietin-D aminosav-Ossze-
tétele, aminocukor-tartalma és fehérjetartalma

aminosav koncentracid

nmol/mg pe/ng
Ala 216 15,2
Arg 115 17,9
Asp 302 4,7
/cys/5 - | 53 11,7
Glu 422 54‘ ] 5
Gly - , 192 10,9
His : 52 7,1
Ile 1139 15,7
Leu » | | 280 31,6
Lys - 692 88,6
Met ~ 57 75
Phe | 157 23,1
Pro - 213 20,6
Ser v | ' 196 17,0
Thr , 242 24,4
Trp | ’ 88 16,4
TPrp* ' 80 - 15,0
Tyr ' 154 25,1
Val 156 15,2
Gall : 80 . 12,9
GlcN 29 26,1
fehérjetartalom /s %/ 42,7

# Ldelhoch s~ ’ B kAis:]
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A 4.3./10. téblazatban a szatietin aminosav kom-
pohénseinek koncentracidit nmol/mg és Pg/mgvmértékegy—
ségekben, a kerekitett egész értékeit, az ebbll szémi-
tott peptidrész relativ molekulatdmegét és a fehérjetar-
talmat foglaltam Ossze.
' 4.3./10. téblazat

A szatietin aminosav-dsszetétele, az aminosavak kereki-
tett egész értékei, aminocukor-tartalma, feheraetartalma
és a peptidrész relativ molekulatdmege

aminosav koncentréacid

kerekitett egész

nmol/mg pe/ng
Ala 222 15,8 14
Arg 31 4,9 2
 Asp 105 12,1 6
/Cys/ 11 2,4 1
Glu | 145 18,7 9
Gly ‘ 74 4,2 4
His - 12 1,6 1
Ile 25 2,8 2
Leu 67 7,5 4
Lys - 2% - 37,9 19
Met . "9 1,2 1
Phe - 20 4,4 2
Pro - 46 4,5 3
Ser - 82 7,1 5
Thr 65 6,6 4.
Trp 97 : 20,5 9
Tyr 19 3,1 1
Val ; 56 5,5 3
- GalN » 53 8,6 4
- GleN 312 50,2 26
peptidrész relativ molekulatomege 10539

fehérjetartalom /s %/ 16,1
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A 4.3,/11, téblazatban a szatietin-D aminosav kom=
ponenseinek koncentréciéit.pmol/mg és yg/mg mértékegy-
ségekben, a kerekitett egész értékeit, 8z ebb3l szémi-
tott peptidrész relativ molekulatomegét és a fehérje-

- tartalmat foglaltam Ossze.
4,3,/11. tablazat

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

aminosav koncentracid kerekitett
nmol/mg 'pg/mkg egész
Ala 104 7 4 4
Arg 39 6,1 2
Asp 16l 18,5 6
/CYS/2 29 6,3 _l
Glu - 218 28,1 . 8
Gly 114 6,5 m
His 26 3,5 1
Ile 65 7,3 3
Leu 98 11,1 4
Lys 280 - 55,8 11
Met 36 4,1 1
Phe 49 7,2 2
Pro 108 10,0 4
Ser 104 9,0 4
Thy 135 13,6 5
Trp ‘ 69 ' 12,7 5
Trp* 68 12,7 3
Tyr 75 12,2 3
Val 75 74 3
GalN 87 14,0 2
GlcN 369 59,4 14
peptidrész relativ molekulatomege 8111
fehérjetartalom /s %/ 20,7 '

# Edelhoch ar: “Srozva



-77 -

A 4,.%3,/12. tébléazatban a szarvasmarha szatietin
aminosavkomponenseinek koncentracidit nmol/mg és Pg/mg
mértékegységekben és az utdbbi alapjén meghatérozott fe-
hérjetartalmat foglaltam Gssie.

4.3,/12. téblézat

A szarvasmarha szatietin aminosav—ﬁsszetételé, aminocu-
kor-tartalma és fehérjetartalms

aminosav koncentréicid

nmol/mg )ug/mg
Ala 147 10,4
Arg 52 8,1
Asp 218 25,0
/Cys/5 24 5,2
Glu 232 - 30,0
Gly 161 - 9,2
His 31 4,2
Ile ‘ 21 3y4
Leu | 81 9,1
Lys 481 B 61,6
Met o4 3,1
Phe 171 25,0
Pro 11 © 10,8
Ser - 9 7,8
Thr | 81 | 8,1
Trp | 128 . 23,8
Trp® ‘ 119 : 22,1
Tyr | 171 27,8
Val 78 | 7.6
GalN - 58 o 9,3
GleN 233 | 37,5
fehérjetartalom /s %/ 28,0

# Edelhoch szerint meghatérozva
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A 4,3,/1%, tédblazatban a liba szatietin aminosav-
komponenseinek koncentréciéitlnmol/mg‘és‘Pg/mg mérték-
’egységekben'és az utdébbi alapjan meghatarozott fehérje-
tartalmat foglaltam Gssze.

4,3,/13, téblazat

A liba szatietin aminosav-Osszetétele, aminocukor-tar-

talma és fehérjetartalma

aminosav koncentréacid

nmol/mg }18/ mg

Ala 193 13,7
Arg .81 12,6
Asp 282 ‘ - 32,4
/Cys/, - - 754
Glu , 356 - 45,9
Gly | 231 13,1
Hig - 28 : - 3,8
Ile | | 59 | 6,6
Leu 104 11,7
Lys o 834 i  106,8
Met 36 4,7
Phe . - 221 32,5
Pro N ' 170 | 16,5

Ser - . : | 162 - 14,1
‘T 143 14,4
Trp 79 S 14,5
Trp* - 78 14,5
Tyr - - 22 - 36,0
Val _ 106 10,3
GalN B 80 2,8
GleN | B4y | 12,3
fehérjetartalom /s %/ - 29,7

# Edelhoch szerint meghatarozva
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4,4, Végcsoport vizsgdlatolk

N-termindlis aminosvak meghatérozésa

A vizsghlatokat a szatietin és a szatietin-D
anyagokon végeztem el.

Mikro-poliamid rétegen a danzil aminosavak kozil a
danzil—-aszparagingav és danzil-glutaminsav, a danzil-
-treonin és danzil-szerin és a danzil;arginin és £ -
~danzil-lizin parok elvalasztésa nem volt kielégitG.
Szilikagél'rétegen kerestem a megoldédst. /A standard
danzil-aminosavak ko6z0tt nem szerepld € -danzil-lizint
Glp-Lys-Pro-OH-b6l &llitottam eld./ Ot, merSben uj ol-
dészerelegyet taldltam, amelyek alkalmasak & fenti prob-
1émék megolddséra. A danzil-aminosavek retencids falk-
torx100 értékeit a 4.4./1l. téablazatba foglaltam.

Mind a két vizsgldlt minténdl csupén az O-danzil-

- tirozin és az £ -danzil-lizin helyén volt folt. A szi-
likagél rétegen n—bufanol - metanol - 25% amménia - viz
/20:2:1:4/ olddszereleggyel végzett vékonyréteg-kroma-
togréiiés vizégélatok egyérteimﬁen bizonyitottéls, hogy
csak &£ -danzil-=lizin volt a mintékban, danzil-arginin
“nem., Ez azt jelenti, hogy az anyagok N-termindlis ami-

nosavali nem szabadok.
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4040/10 té.blézat

Danzil-aminosavak retencids faktorai szilikagéleh kﬁ-'
16nb8z8 olddszerelegyekkel

Rf x 100
_oldészerelegyékx
DANS~aminosavak 1 2 3 4 5
Ala n 68 49 75 57
Arg 32 23 22 46 1l
Asp 41 5 6 29 15
bis/Cys/, 42 o4 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
Ieu 81 71 51 77 67
bis-Lys 76 82 58 81 57
£.-Lys 36 21 14 42 2
Met - 73 75 53 79 63 -
Phe 75 73 50 7 66
Pro | 65 52 31 62 = 72
Ser 63 4% 26 66 20. .
Thr . 66 58 32 73 26
Trp 76 52 40 72 47
bis-Tyr - 76 o4 43 74 32
_ Val 79 76 Pas 76 68 _
® 1: izo-prdpanol - viz /9:1/ :
2: toluol - etanol - 25% amménia /6:10:0,5/
3: n-butanol - metanol - 25% ammdénia -~ viz /20:2:1:4/
4: t-butanol - metanol - 25% amménia - viz /20:2:1:4/
- 5: benzol - metanol - ecetsav /85:10.5/
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C-termindlis aminosavak meghatérozéasa

A vizsgélatokat a szatietin és a szatietin-D
mintédkkal végeztem el.

A szatietin minta karboxipeptiddz A-val t&rténd
emésztése sordn csak a peptidekre jellemzlyszéles, alak-
talan csucsot kaptam, szabad aminosavra jellemz8t nem.

A szatietin-D karboxipeptiddz A-val torténd hid-
rolizise sordn felszabadult aminosavakat a 4.4./2. tab-
lizat tartalmazza. Tekintettel arra, hogy az alanin és
a metionin hasonld sebességgel szabadul fel, egyértel—
milen nem dénthet8 el, hogy melyikiik a C-terminilis ami-

nosav,

4.4,/2, tadblézat

A szatietin-D karboxipeptidéz A-val felszabaditott

aminosavai

nmol aminosav/nmol anyag
hidrol.id8, min. ' 5 10 20
Ala » 0,187 0,198 0,334
Gly | | 0,104 0,127 0,200

Met 10,0854 0,125 = 0,376




EREDMENYEK ERTEKELESE,
DISZKUSSZI6
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A disszertacidémban leirt eredményeim alap-
jén az aléabbi konkluzidkat emélﬁém ki.

A biuret reakcidval /4.1./1. tébiézat/ és a
Lowry—féle fehérjemeghatarozési médszerrel /4.l1./2
tdblazat/ kapott fehérjetartalom értékek kozotti el-
térés oka részben az, hogy a szatietin-aktiv moleku-
lakban 1évé tirozin és triptofén koncentrécid eltér
a - standardként hasznilt - bovin szérum albumin ti-
rozin és triptofén koncentrécidjatbl, més részben pe-
dig - és feltehetlen ez a jelentdsebb hatésu - a pre-
pardtumokban 1év3 szénhidrét jelenléte zavarja a Lowry
meghaférozést. A biuret reskcid kevésbé Osszetétel-
fliggd, eredményei jOl egyeznek az aminosav-analizis
utjan kapott értékekkel /lésd'5;/l. téblézat/.

Tehat a szatietin csaléd gyors, rutinszerii fehérje-

tartalom meghatérozdsira alkalmas a biuret-reakcid.
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5./1. tébléazat

Féhérjetartalom meghatarozédsa aminosav-analizis
alapjan /A/ és biuret reakciéval /B/, a két méd-
szerrel mért adatok relativ eltérése

fehérjetartalom, s % |4 - B|

A B A
parc. tiszt. szatietin 38,9 40,8 0,049
parc. tiszt. szatietin-D 43,7 40,4 0,076
szatietin . 16,1 15,77 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

# Lowry mdédszerével meghatarozva

A vékonyréteg-kromatogréfids vizsgilatok
sordn szilikagél /4.2./l., 2. és 3, tablazat/ és ion-
cseréld rétegen /7. és 8. abra/ optimalizéltém az ami- .
nosavak elvalasztiséat, figyelembe véve a vizsgdlt sza-
tietin-aktiv anyagok sajadtossigait, nevezetesen az
aminocukrok jelenlétét, tovabba a magas savas és bé-
zikus aminosav-tartalmat. Szilikagél vékonyrétegen
tulfuttatisos médszerrel kombindlt kétdimenzids tech-
nikival elvilasztottam az Ssszes esszencidlis amino-
savakat és a gliikézamint. A nagyon kis mennyiségben

jelenlévd cisztinen és metioninon kiviil minden minta-
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ban esszenciélis aminosav és a gliikézamin jelenlétét
sikeriilt kimutatnom /4.2./4. téblééat/.

Az aminosav-analizhtorral torténd analizi-
seknél a puffervaltés idejének optimalizélésaval a
Dévényi &ltal leirt egyoszlopos két pufferes rendszert
alkalmassi tettem az Osszes esszencidlis aminosav mel-
lett a gliikdézamin és a galaktdzamin elvalasztisara is.

Moore és munkatérsai &ltal javasolt és James &al-
tal mbdositott ninhidrin oldat készitésénél azt taldl-
tam, hogy a nitrogén buborékoltatas kisebb hatasfoldkal
tavolitja el az oldatbdl az oxidativ Agenseket, mint a
titén/III/—klofid oldat, amit a ninhidrin hozziadésa
elott - megnﬁvelt'mennyiségben - adtam az oldathoz.

A glikoproteinek fizikai és kémiai anomalis vi-
selkedése alapjén a fehérjékhez viszonyitva a vizs-
gdlt anyagok kis stabilitéaséra szémithattam, A 6 mol/l
sbésavas hidrolizis sor eredményéi /4.3./1. tédblazat/ |
azonban azt mutatjidk, hogy a szatietin-aktiv anyagok
meglepSen stabilisak, az aminosavak nulla 6réra tOrté-
nd extrapolécidjhihoz koriilbelil ugyanannyi ideig tartd
hidrolizis /24, 48 és 72 bras/ szikséges, miﬁt dltalé-
ban a fehérjékhez. |

A Dévényi Altal leirt két pufferes rendszer alkal-
mas az Osszesesszencidlis aminosav-mellett a triptofan
meghatédroziséra is, de mint ahogy ezt mar emlitetten,
8 triptofdn csucsa "szétteriild", teriilete nehezen szé-

‘
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mithatdé. Az &ltalam alkalmazott kromatograféléssél
kapott triptofancsucs keskeny, teriilete j6l szémitha-
té., /1%. &bra/.

Edelhoch mbédositott spektrofofomefriés médszerével‘és
é natrium-hidroxidos hidrolizist kdévets aminosav-ana-
lizissel nyert triptofén mennyiségei viszonylag joé
_egyézést mutatnak /4.3./4. tdblazat/. Glikoproteinek
esetében az eltérés oka a szénhidrattartalom szférikus
adrnyékold hatésébbdl eredd hiba lehet. A mbédszer alkal-
mas a glikoproteinek triptoféntartalmének gyors, fél- |
kvantitativ meghatarozéasara.

Metdnszulfonsavas hidrolizist kdvetd aminosav-anali-
zissel a vizsgdlt mintékbdl egydltalén nem sikeriilt
triptofént detektédlni. A szatietin-aktiv mintdk vizs-
ghlatéra ez a - fehérjeanalitikéban egyébként sikere-
sen és széles kdrben alkalmazott - médszer nem alkal-
mas,

A preparidtumok egyikében sem sikeriilt karbox;-
metilezéssel -~ reaktiv SH~csoportot tartélmazé - cisz-
teint detektadlni. A ditiotreitolos redukcidét kovetd
AA SDS poliakrilamid gél elektroforézissel /85/ azonban
mind a szatietin, mind a szatietin-D ugyanazt a képet
mutatta, mint redukcid nélkiil, ami azt jelenti, hogy
vagy csak egy peptidlénc van a molekulékban és azok
masodlagos szerkezetét stabilizalja az S-S kotés, vagy
az esetlegesen jelenlév3 tobb peptidlanc szénhidratva-

zon keresztiil is kapcsolddik.
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Az aminocukrok meghatérozésénil alkalmézott
4 mol/l sbsavas hidrolizis sor adatai /4.3./71 téb- .
lazat/ is a molekulédk viszonylag nagy stabilitésat
mutatjédk. Osszehasonlitva a csimpénz bLl-savas—gli;
koprotein 4 mol/l sbésavas hidrolizis soréval /84/, a
szatietin-aktiv molekuldk mért aminocukor-tartalmai
a 13 6ras hidrolizis utén magasabbak, mint a 8 éréds
hidrolizis uténiak, az cél—savas-glikoprotein gliko-
zamin;tartalménak legmagasabb értékét 6 dOrés, a»ga—
laktdézamin-tartalmanak legmagasabb értékét 4 Orés
hidrolizis utan kaptdk - amely rdvid hidrolizis 1d8k
dltalaban jellemzlk az irodalomban taldlhatd gliko-
proteinek aminocukor meghatdrozéasaira.

A vizsgdlt minték aminosav-0sszetételében alapve-
t6en hasonld a magas lizin-, aszparaginsav- és glu-
taminsav-tartalom. Mindegyik prepardtumndl magas a
glikbézamin-tartalom is. Klildénbség azonban, hogy a hu-
mén szatietin az el8z8eken tulmenSen alanint, a két
dllati eredeti szafietin—aktiv anyag pedig tirozint,
fenilalanint és glicint tartalmaz nagyobb mennyiség-
ben. A szatietin-D a magas lizin-, aszparaginsav- és
glutaminsav-tartalom mellett egyéb esszencialis amino-
savakat egymédshoz viszonyitva kdzel azonos, kis meny-
nyiségben tartalmaz. |

A szatietin utolsdé tisztitési lépése sorin elsd-

sorban a lizin, a prolin és a leucin mennyisége, a
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szatietin-D esetében viszont viszonyiag egyenletesen,
minden eminosav mennyisége csbkkent. A szatietin-aktiv
aﬁjagok tovibbi hasonldéséga, hogy mindegyiknek extrém
alacsony a fehérjetartalma. Az automata aminosav—anaét
lizatorral kapott adatokbél szémitott fehérjetartalom
jol egyezik a biuret reakciéval meghatarozott értékek-
kel /5.1. tdblazat/. A peptidrész - a kerekitett
egész értékek alapjén kiszamitott - relativ molekula-
tomege és a fehérjetartalom alapjan meghatérozott tel-
jés relativ molekulatdmeg a szatietin esetében 65.500,
a szgtiétin—D esetében pedig 39.200-nak adddik. Az SDS
poliakrilamid gél elektroforézissel megﬁatérozott re-
lativ molekulatdmeg értékek 65.000 illetve 43.000 /85/.
A két mbédszerrel kapott adatok Jjol egyeznek.

A parcidlisan tisztitott és a homogén szatietin
fehérjetartalma kozti kiilonbség 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 mozgékonysiga nagyobb, mint a parciélisan
tisztitott szatietin-D-jé, és a siv kiszélesedik, ké-
pe torzul, azt feltételezhetjiik, hogy az emésztés so-
Tén a peptidléncbdl aminosavak hasadhatnak ki - uj sza=-
bad toltéseket hozva létre -, az egész molekula relativ
molekulatomegéhez képest azonban elhanyagolhatd mennyi-

ségben, ugyanis az emésztéses tisztitas sorén a relativ
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molekulatomeg mérhetd mdédon nem véltdzgttQ Ezért a par-
cidlisan tisztitott szatietin-D fehérjeszénnyezettsége
10 és 20-% kBzbtt lehet. 40.000~65.000 relativ molekula-
tomegii endogén anyagok esetében az ilyen mértékii szennye-
zettség nem tekinthetd nagynak, aminosav—analitika szem-
pontjabdl azonban - tekintve a vizsgalt molekulék ala-
csony fehérjetartalmdt - mir szamottevS mennyiség.

A kémialilag homogénnak tekinthetd anyagok N-ter-
mindlisos vizsgdlatai azt eredményezték, hogy az anya-
gok N-terminidlis aminosavaei nem szabadok, és ez az anya-
gok hasonléségérél alkotott képlinket gazdagithatja.

A homogén anyagok C-termindlis aminosav vizsgalatai
sorén csak a szatietin-D esetében kaptam szabad aminosa-
vakat, Tekintettel azonban arra, hogy a detektdlt ala-
nin és metionin azonos sébességgel szabadul fel, a pep-
tid C-termindlis aminosavénak egyértelmli meghatéarozasa-
hoz tovéabbi vizsgdlatokra van sziikség.

Az elért eredmények jO alapot biztositanak a sza-
tietin-aktiv anyagok kémiai szerkezetének megismerésé-
hez és ezeknek az eredményeknek ismeretében ezek az uj,
természetes eredetii anorexids hatasu preparétumok’elsSd—‘
legesen jellemezhetdk és tulajdonsédgai leirhaték. A mun-
. k&m sorén nyert adatok és adaptalt médszerek alapvetd
.fontossaguak a szatietin-aktiv anyagok enzimatikus hasgi-
tasédhoz, az igy nyert - esetlegesen biolégialag aktiv -
- peptid ill. glikopeptin fragmensek jellemzéséhez és

teljes kémiai elemzéséhez is.,
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OSSZEFOGLALAS

Humén, szervasmarha és liba szérumdbdl eld-
dllitott szatietin-aktiv anyagok peptidrészének amino-
sav-analizisével foglalkoztam., Munkanm kettds célt kove-
tett: egyrészt a fehérjeanalitikdban ismert mddszereket
adaptaljam, vagyis alkalmasséd tegyem az egyszerii fehér-
jék tulajdonsigaitdl aiapvetSen eltérd /extrém magas,
60-70% szénhidréttartalmu/ szatietin-aktiv glikoprote-
inek vizsgAlatira, misrészt ezen uj anyagok peptidrészé-
nek mindségi és mennyiségi aminosav-0sszetételét meg-
allapitsam.

A vizsghlt szatietin-aktiv minték Osszfehérje tar-
talmit biuret reakcidval, Lowry-féle maghatirozéissal és
automata aminosav-analizis alapjén kapott adatokbdl ha-
taroztam meg. A biuret reakcidval és az aminosav-anali-
zigs utjan nyert adatok jéfegyezést mutattak, és alkalmas—
nak bizonyultak a szatietin-aktiv anyagok vizsgélatéra,
mig a Lowry-féle meghatirozédst a magas szénhidrattartalom
nagymértékben zavarta.

A vékonyréteg-kromatografids vizsghdlatok sorén szi-
likagél rétegen a tulfuttatéisos kromatografiat kombinil-
va a kétdimenzids technikival, olyan mbédszert dolgoztam
ki, amelyik - figyelembe véve a szatietig—aktiv anyagok

sajétossigait: az aminocukrok jelenlétét, tovabba a magas
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savas és bazikus aminosavtartalmat és az ezekb61.eied6
helyenkénti tulterhélést - alkalmas az Osszes aminosav
és'a gliikézamin elvdlasztésira. Fixion 50X8 kationcse-
réls vékonyrétegen optimalizaltam a'savas illetve a bé-
zikus aminosavak és a cukoraﬁinok elvdlasztésat.

Az automata aminosav-analizisnél a Dévényi &ltal
leirt egyoszlopos két pufferes rendszert alkalmasséd tet-
tem az esszencidlis aminosavakon kivil a gliikézamin és o
"a palaktdzamin elvalasztéséra is.

Edelhoch spektrofotometrids triptofén meghatérozési
médszerét médositottam és alkalmassé tettem a szatietin-
~aktiv mintadk triptofantartalminak meghatéarozéséra.
| A vizsgélt prepardtumok hasonld tulajdonséagai:
extrém alacsony fehérjetartalom, magas lizin-, aszpara-
~ ginsav, glutaminsav- és glilkézamintartalom, alacsony
cisztin- és metionintartalom, tovAdbba a homogén anyagok
csak egy S-S kitést tartalmaznak és maszkirozott N-ter-
mindlis aminosavuk van. |

A vizsgdlt mintdk eltérd tulajdonsigai: a szatietin,
" a lizinen,- agszparaginsavon és glutaminsavon kivﬁl nagy
mennyiségben tartalmaz alanint, a két &llati eredetii
szatietin-aktiv preparadtum pedig tirozint, fenilalanint
és glicint; a szatietin-D -~ a lizint, aszparaginsavat
és glutaminsavat nem tekintve - az aminosavakat meglko-

zelitlen azonos mennyiségben tartalmazza.
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.>'Az'aminosav-ana1izis alapjén szémitott relativ
molekulatomegek jb egyezést mutatnak az SDS poliaskrie
lamid gélelektroforézissel kapott értékekkel.
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