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Az emberi virdsvéirsejt /tovibbiskdben vvs/ felépi-
tésének, fizikai é8 kémiai tulajdonsigeinsk & tanulminyo-
zisa esetenkdnt nehézsigekbe litkdzik., ¥ nehlzeégek oka
eledsorban abban keresendl, hogy e kolloid méretii par-
tikula in vitro nehegen vigsgilhaté terméezetes 4llapotie-
ban, & szervezetbdl tirtént eltdvolitdsa sokszor epyike
misik tulajdonsigdinak a megvdltozdsival jir egylitt. Bnnek
tulajdonithatd, hogy az irodalomban fellelhetd megfigyee
lések és adatok k3zill szimosak egymisesal ellentétben
dllnak.

A vvsenck vagy valamely alkotdiriszinek morfoldgiei
vizegdl eta jelentl legtibbezlr a lsgnagyobb nehizségeket,
Ugyanis & szervezetben, a vérben helyetfoglald vvseek
& vérnek mint kolloid méretil szuezpenziinsk diszpersz
részei olyan bonyolult Ssszetdételil diszperzife kizegben
/vérplazmiban/ foglalnek helyet, amely alkotirdészei
- plazmafehérjik, lipeidok, szénhidrditok, hormonck, vita-
minok, ezervetlen slkotirészek, sth, - és tulsjdonsdigai
ezideig csak részben ilsmerectesek, A vvs-cknek € SzuSZ-
penzoidbll tortént kividlasztisa terméezetszeriileg ezen
teszetett rendszer felbomldsit jelenti, amely igen sokszor
e sejteket felépltd vegyiilletek Atalakuldsit, szétesését,
uj vegyliletek keletkezését eredményezi.

wzeknek ¢8 mis hasonld nehézsigeknek a kikiiszie



bolésére bloldgial ¢s fiziolligiat vizugélati midezerek
az esetsk egyes részeiben nem alkalmasak, FEltitelezhetd,
hogy egyszer-misezor /igy & vvs morfoldigial felépitéed
nek néhiny kérdésében/ kémiai jellegll vizegilati mdidszer

jelentheti a feladat megktizelitését vagy megoldiedit,



I.

A VVS«FK FIZIKALI TULAIDONSLGAIL.

1. fltalénos leirds,

Az emberi wve természetes 4llapotiban gimbal aku
vagy bikonkdv kéipefdmény, rendkivill rugelmas, é8 ellene
téthen & legtsbd emberi szervezetet felépitd sejttel,
sejtmaggal nem rendelkezik, A vvseek szinma & szervegete
ben kilidnbizd tényezSk hatdsdirs viltasik; nagysigrendben
4,5-5,5 x 10% /M1, mig & vér Ssszmennyisége az emberben
6o-90c ml/kg testsuly. A vvs dtmérdje 7,1-7,9 s k¥ziitt
viltozik, tehit mikrocita nagyedgrendil /9 w-ndl nagyobd
sejteket makro~, ennél kisebbeket pedig mikrocitdiknak
neveznek/. Térfogata 60-120};3 kiizstt vAltozik, nagy
Altaldnossdgban 90/&3. Feliilete loo-11542, Az emberben

taldlhatd ves-ek Ssszfelilete hozzdvetdlegesen 3200 nz./ll.

Ee gmo:‘.iﬂi'.

Ha izotiniis cldatban /melynek ozmotikus nyomie
sa megegyezik & vvs-et természetes 4llapotdban kirilvevd
diegperzils kizeg, & virsavd ozmotikus nyomisival/ szusz-
pendiljuk & vve-eket, szok gimbalsket vesznek fel, Hbben
sz esetben az ionok diffuzifjs & vvsefelillet alkotta
féligAteresztd hirtydn egyirinyban - vagy & vvs belse-
jébe vegy & vve belsejében helyetfoglald sejdt lonok e
kizeghé = nem kivetkezik be, Az izotinids oldat NaClera

vonatkoztatva 0,95 de-os oldatet jelent, Innél nagyobd



ionkoneentr%eigju hipertinidis oldat esetiben & vvs-ek

viztartelmukb/l veszitenek oczmotikus egyensulvig, Hipo-

ténide kizeg esetében pedig, amikor sz ionkoncentrdeid

- slacsonysbb, & vvs vizfelvitele kiivetkezik be. 4 vve-ak

e vizfelvétele 41tsl okozott ozmotikus nyomis adott

esetban

sejtfal

maghaladla a sejtfal ellendlliképensépglit, &

megrepedezdése utjdén & sejt beled 4Allomédnys,

elsdésorban a hemoglobin /tovdbbiskban Hb/ fel szabadul,

& vvs hemolizdl, 4 vve-ek hemolizise ttbbuféle mdidon

kivetkazhet be;

be

Ce

de

4 fentickben leirt jelenség ozmotikue hemolizis,
mely bizonyos esetekben & selt reverzibilis,
f8ként szenban irreverzibilis vdltezdsdt erede

ményezl.

Mehanikus hemolizis akkor kivetkezik be, ha a
Hb felszsbaduldea & sejt mehanikus uton bekivetw

kez8 kirosodisdval jon 1létre /rizdidis,zuzidds/.

f#0hatisu hemolizis relaetive magas &8 fagypont
korili héméredkl eten jAtsalidik le /eZi..+20C

ég 400;.5006/0

Kolloid ozmotikue hemolizisrfl askkor beszéliink,
ha & sejtfalat parcidliran oldl valemely anyag
/*iizin®/ jelenlétében megviltozik e katione

steresztlképessdiyg egyensul ya.



e. Hemolizist eredményezhet megfeleld intenzitdsu
ultraibolya fény illetdleg rddicaktiv besugir-

zie is,

J. Rezisztencia.

Az & hatiréirték, amely az elfbbiek sordn leirt
behatfisokkal szemben mutatott maximdlis ellendlliképes
séget jelenti, a vve ozmotikus rezisztencidijs. Zzen
értéknak a klinikaei gyskerlatban van jelentésige. Wérée

se killiinbizd koneentriciiju WaCl oldatokkal tsrténik,

4. permedbilitds,

®adig kevéssé felderitett okokblil kifolyllag
& vve-ek Ateresztlképessdge kliltnbied anyagokkal, igy
a vérsevd alkotirészeivel srzemben szelektiv, "gyes amie.
nosavek, & tirozin, alanin, fenilalanin képes behstolni
& vvs belsejébe. Hdsck, pl. a2 apzpsraginsav, glutsmin-
sav nem. Hesonl ‘képen vieelkedik & vvs feliilete az
elektrolitokkal szemben is. % jelenség oka ezidelg nagye-

réiggben ismeretlen.

S Agglu tinécig’ s

A vve-ek szon kolloidkémial viltozdsit, amely-
nél azok reverzibilis vapy irreverzibilis koaguldcidja
kévetkezik be, agglutinicidnek nevezziik, B jelenségnek

az oksl, tehit vajjon elsldleges /kémiai/ vegy mis



ternd szetl kbtderdk felelfsek a jelensig létrejlittéért,
tovibbd az agglutindel! mehanizmusa ezideig csaknem tele
Jes egészében ismerstlenek, Oyakoriati fontoesdigit a
véresoport-elenzés, a szeroligla és & viroldigis slapvetd

kérdéeel jelentik,

¥ziddezerint ismeretessé vAlt, hogy az agglutie-
nfeid oka vagy kivetkezménye a vve tiltéseinek elvesze
tése /2/, smelyet Altaldiben plazmafehériik vagy mister
mészetil /idegen/ fehérjdk, az agglutininek idéznek eld /3/.
gmimos ilyen agglutinin ismeretes, 4 vércsoportok kislaw
kitdsiban elsdrendll fontossigu izoagglutinint a virplss-
mAbsl PILLEMER és nmunkatdirsel izolfltik a plazmafehire
Jék egyik frakecldfjeként a COHN-EDSAIL sserinti hideg
etanoios fohirjefrakciondlds midezerivel /4/. A vireso-
portelemzésben sok nehézséget okoz! aspecifikus pane
agglutinint a fenti midszer médositisival ¥PEH'R és

8201 /08 nyertdk ki hesonldképen a plazma fenérjdi k¥zulf5/.



I1.

A VVB-RE KPMIAI TULAJDONS!GAI.

A Vve legfontosabb alkotirdéezeit és azok relativ
mennyieigét ez irodalomban megadott mértékegysigekben

Alkotérészek Mennyiség Egység
. Vistartalom To7 g/1
KSnnyen lehasadd vis 495 -
Kttt vis a2z .
Pehérje 175 . .
Ssirasanyagtartalom 3235 <
. organikus 95-98 .
. anorganikus 2=5 -
Pehérjéhes kitstt bdsis 44 =M1/
Karbamid ) »
Glukos 3 >
Egyéb organikus vegyllletek 3 -
K 8o=1l00 meq/1
® Hb=hoz kitdtt 25-30 b
* Na | 2 .
-. 2 -
Ca ° -
cl 52 - .
HODy 19 .
Bavoldikony organikus fossfit 17 o
Organikus foszfithoz kititt bisis 17 o
Anorganikus foszfét 2 .
Anorgenikus foszfdthoz kiststt bizis 2 .
804 1 el
Ssulféthoz kitstt bhzis 7 .
Ueesbizie lo3 .
Usszsav 134 d
Fe 50,7 mgd
* Hbehoz kitbtt 44,4 .
* 4%-08 séesavval leharithatd 6,3 -
Zn : 0,03=1,3 .
Cu . 0,08-0,14 bl

l. tiblizst,

l. Hemo lobin,

A vvs 1/3 részét, a szirazanyegtartalomnak 8o Z-dt



Hb elkotja. loo ml vérben 14-18 g Hb taldlhatd. Lelédnye-
gesebb feladata a szervezet ogyéd sejtjeinek @nergia&ar-
meléséhoe sziksiges oxiginnek, &8 az snyagesere folyamdn
termelt széndioxidnak a szdllitdss. A vér jival nagyobd
mennyiedgll oxigint és szdndioxidot képes reverzibilisen
megktithl, mint amennyl & vérben mint vizes oldatban mege
kBtddni képes., ¥z onnan ered, hogy a H$ &z oxigénnel lazsa
komplexet alkot. Vizben 41 oldfdik, magas hémérsékleten
ée lugos kizegben denaturdillidik. Molekulssulya 68,000,

A Hb az Beszes fehdérjdk kiplll az eddigiekben leginkdibd
felderitett olyan tsszetett fehérje, amely Hembll éeg a
hozzdkapesclt fehérje-réeghil /olobin/ 411, 1 mél Clow-
binhoz 4 mil Hem kapceolédik. A> Hemben eldéforduls ve
kétértékil alakban slkot komplexet., 1 médl Hem 1 mél
oxigént képes megkitni, tehit a #b molekuldinkdént 4 mil

oxigént sz411it. Izoslektromos pontje 6,8,

A Olobin aminosavtartelmira jellemzd a t8bbi few
nérjékkel szemben meges hisztidin tartalma. A Hembdl
sisaves alkohollal tirténd fizésndl a #e lehased, &8
Protoporfirin marad viseza, melynek szerkezete iemert,
srintézisdt H. PISOHYR valdisitotta meg /12/. A HeMoo oo
eeeellobin kapesoliddsra vonatkozdan megfllapitdst nyert,
hogy & kstésért a ferro szsbedon 1évé 2 koordindcids
vegyértéke a 0lobinban 1évd hisztidin imidszel gylrile

jében 1év8 sevehyu WHecsoporthes kepesolddik,/13/.



Ze §2tré’m&

A vvs-ben a Hbeon kivil eldforduld struktur-
fehédrjéket egylittesen sztiriminak neveszsik, A sztrima-
fehérjék egymissal velamifile kBtést alkotnak, egymistil
nem, vagy csak nehezen vdlaszthetdk el. 4 sztrima vizben
ﬁam oldddik, & vve-ben eldfordulsd lipoidok egy résadvel
komplexet alkot /14/, amelynédl a kiités termiszetére vo-
natkozd ismercetekkel nem rendelkeziink, ¥ komplex elsi-
rendii szerepet tilt be & vvs morfoldgiel tulajdonsdgainsk
& kialskitiedban. 4 sztrima lipoid mentes 4llapotban a
vvs 1,68 dedt, a hozzdkapcseldds lipoldokkal egyiittesen
2,14 9-At alkotja., Jellemzlje a relative mages kéntarte-
lam; 12,914,0 ¢ dsszeN mellett 0,Tl-0,72% Hssz-8 /15/.
Blektreforizis utjdn 4 £& B komponensre vilaszthetd
széi /16/, mig valamely fehérje-frakeionildsi midezer-

: rel%tsvébhi fenérje-.frakeiira, az elininre bonthstd,
smaiy & sztrimihoz viszonyitve kevesebb BeszeN -el és

tibb Gssz-Pp tartalommel rendelkezik./17/.

3. Zsirok és lipoidok.

A vvs-ben eléfordul! zeirck és lipoidek hasone
1éképen & vve morfoldigial Allapotdért felellesek elsde
gorban /18/. 4 zeiranyagok 6o ¢ foszfatida, Jo0 % ko
leszterin és lo ¢ koleszterineszter, illetdlleg neutri-
1is zeir tsrtalommal rendelkesznek, 4 feszfatidiknak

kb, 50 #e& kefalin /14/. vzek sz értdkek & vve §ssz-
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mennylségéhez viszonylitva & kiivetkezfképen oszlanak meg
/2. tibldzat/:

|

Zsir és lipoidfilesdcek mg?
Osszzsir 400
Osszfoszfatida 196 /loo/
“terben nem 0ldddd

foszfatida 47 /24/

Lecitin 32 /16/
Kefalin 117 [6oy/
Cerebrozida 51

L z'r’jelben szerepld adatok az 9sszfcosze #

fatidira szdmolt Zrt’keket tartalmazzik.

Ze t’iblé.aato

; 4 Clamino-foszfetidik &g moncamino-foszfatidik
ur&ﬁya & vvs-sztrimiban femely & lipoidoknsk csaknem
egé;ézét tartelmezza/ 1 ; 2. 4 lipoidok egy részilkben
lipéprotaidek, féként szfingomielinek és cerebrosidik
aluéjéban fordulnsk 818 /19/.

4. Szénhidritok.

A vvs szénhidrit tartalmira vonatkozdan igen kevie
adat 411 rendelkezédsiinkre, P5ltételezhetl, hogy egyéd
gejtekhez hazonl’en & vvs relative magae glukoz és glukoze
amin ta?tnlommal rendelkezik., A vvs-ben szerepld polie

ezaccharidik valdszinlileg a sztrima~fehérjiékhez és lipo=
idokhoz hasonldian feleldsek & vvs morfoldgiail A1llapotdért
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annak vizszerkezetdért, niros elviltozdsok esetin & c2éne
hidrit tartslom & vvs-ben & legnegyobdb mértékben vdltozhat,
4 plazmiban oly fontos szerepet jdtsz’ glikogén és fruk-
téz eléforduldsira a vvs-ben eziddszerint nincesenck adae

taink,
5. #eyéb glkotirészek

A vvs alkotirdszel kizitt kénvepyiiletek 190 mgie
ban fordulnak el8. “Hbil 97,9 ¢ fehdrje-s, 1,3 % orga-
nikug, nem fehirje termiszeti kinvegyiilet, a maradék
pedig se‘—ion slak jaban van jelen /11/. A nem fehérje
természetil organikus kéinvegyliletek leglényegegebb képe

visellje & glutation.

Permentek kdzill szfimottevd a kataldiz eldfordu-
14se, amely & Hb-mérgek elleni védel em /el ebsorban Hiﬂgl
funkeifjit végzi /20/, tovibbd & kolineszterisz, fosze
fatiz, pirofoszfetiz, samildz, D= és Lepeptidiz, argindz,
ribonukleds, koleszterineszterdiz, amely utibbi a vvs

Zn-tartalminak hordozija /1/.

A vitamineck ki#ziil & vvs-ben & karotinoidek, By~
vitemin, riboflavin, pentoténsav, aszkorbinsav jelen-

1étét sikeriilt esideig kimutatni /1/.



I11.

A VVS=EK nOAroLOGIAL TULAITONSIGAT.

1. 20!388'&63.

Az emberi vvs morfollgidijdril és szerkezetdrdl
afkotott nézetek rigi keletllek., % kérdést elészir BID-
1.00 vetette fel 1685-ben /2. ¥lasezikus tedridja, maejd
ehhezkapceolddva SCHYANK é8 HEWSON elképzelése gzerint /21/
& vve ballonsgerii képzdamény /*ballen theory*/, melynek
belsejében mindennemil rendezddés n'lkill helyezkednek el

& Hberiezecekék s anorgenikus sk,

2 klasszikug nézettel ellentitben £11 & még mindig
kevis exakt megfigyeldst tartalmasz’ feltevés, awely
alapidn BCHAP™R, majd inkdbb ROLETT /22/ szerint & vvs
matrixe-szerkezettel rendelkezik /"gelatin lozenge
theory*/, ahol & §vs szintelen mitrixe vagy szirdma-
vazbil, és ennek iliregeiben elhelyézkedé Hb molekuldkbdl
411, % feltételezés rzerint a két slkotirész /sztrima

é8 ub/ egymissel kémiel kitést alkot.

Aaig az €18bbl szerzdk a vve-ben eldforduld
molekuldk elhelyezkeddsérdl, orjenticidjirdil természete
szeriil eg nem beszdélnek, a késdbbickben arnoH /23/ és
TRITAL~-BERNARD /24/ vizagélamtt szerint & vvs olysan
bikonkdv, diszkoid formdju képabdmény, ahel & molekuldk

/*mitrix®= és Hbemolekuldk/ & bennilk fellédpdé erdk kivet-



‘3% -

keztében orjentdltan helyezkednek el,Meg kell emliteni,
hogy e szerzfk egylte sem tesz emlitdést ezideig a vve

felilletérdl, vegy a felillet speciflis tulajdonsigairsil.

2. Feltlleti tulajdonsigok,

Feliileti tulajdonsdgok felderitésére el fazir
FRICKESON, WILLIAMS, BERNSTRIN, ARVIN, JONES, MacYy /14/
véigeztek kisérleteket. Ast észlelték, ha lo-szerss
mennyiségl vizzel pH 5,5-8n hemolizdltdk & vvs-eket, a
- sejt lipoldtartalminak lo 9-a& felszabadul, és oldatba
megy. Mlemzéel asdatalk szerint e lipoidok So %=a neutw

rilis z28ir és koleszterinesster,

FRICKE, PARK¥R, PONDER /25/ megmérték sulyszerint,
majd WILLIAMS, FRICKSON, MACY /26/ foszfolipoid tarts-
lomb/l kiszdmitottik poszthemolitikus 4llapotban a fix
vazszerkezet Y-os mennyisdgét, d8 egyértelmiien 3,4 T=
nak taldltik, Flemzéseikbll kiderdlt, hogy e viz lipoie
dokb?l és proteinskbél tev8dik Hssze., ¥ vig /[ eztrimav,
whost*/ tovibbi elemzéeére a benne foglalt alkotirisze~
ket mzutdn parciflisan felszabsditottdk, és a vierzana-

radt partikula méreteit meghativostdk,

WAUGH, SCHMITT /27/ megmérték s:lipoidokbil
slkotott rétegnek & vastagesdgit, amely So-60 heri18k
adédott. Akkor pedig, ha & vvs-eket széndioxiddal teli-

tett vizzel hemolizdltdk, & lipoidok egy része szintén
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felszebadul, ® & nativ So-60 A rétegvastageigu hirtys
szerli képzldmény Jo-40 A-re csdkken. ¥z utibbi 4rték
kiliinbéizik BRICKSCN és munkatirsai /24/ 4rtékeitfl, ami-
koris a vvs-et elektrolit mentes hemolizis-médiumban
tartva 15 perctdl néhiny érédig, 60 ¢ lipoidon kivil a

proteinealkotirész 25 fea is felszabadult.

3. A membrin felépité se,

A fenti utibbi vizsgdlatok mindegyike megegyezik
abban, hogy & vve-nél membrinszeri képgédményrél kell
beszélni, e membrin elsdsorban lipoidokbil és proteincke
b8l 411, méretel azonban bizonytelanok, & nyert értékek
& szerint vidltoznak, hogy & ves felfiletét milyen mide

sgerrel tettik wvizsgilat tirgyivd.

A vys-felillet tovibbi tanulminyozdsa sorin kéze-
12bbrdl megvizsgiltik e felilleteken elhelyezked§ membrén

glkot’részeit,

PHICYE /28/ a vvs-menbrin vastagsigit impedancia
és dielektromos 41landf mérések adatalbil Jo A-nek
taldlta. A# idégett szerzd ezerint elegendf lipeid van
a vvs-ben kettdsrétegil membrin kislakitdsira. Hzen
rétegek egymiesal a zeirsav ldncokon kereeztlll érintkesznek,
& kiilsd réteg poldros csoportjai &~ kiilvildy, & belsdé
pedig & sejt belseje felé néznek, Bimnysigiul szolgdl

ennek & szerzd szerint az & tény, hogy & lipoidok negy-
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része proteinekhez kapcsolddik, wisrészril pedig a protein
molekuldk természetilknédl fogva inkibd alkalmassk orientde

cidra, mint & kettisréteg egyddb slkotiriszei.

PARPART és DZIBMTAN /29/ pflddul anslitikail sdatok-
bél kiszdmitottdik, minden egyes fehirje molekuldra %o
lipeid melekula eeik a sztrimfban, melybdl wvaldszinll, hogy

& lipoidok 40«60 f-a lipoproteidek alakjiban van jelen,

szt & feltevést, hogy fellllet egyarint tartalmas
lipoidokat é8 proteineket, aldtimasztjdk BALLANTINE,
PARP ANT /30/ azon kisérletsi, mely szerint a kiilsnféle
lipéz enzimek & vvs-eken csak permeibilitisbeli vdltozde
gokat, & nem hemolizist iddznek €18, viszont & protecliti.

kus enzim, & papain ée a mexakain hemolitikusak.

PUROERBERG DE JONG 8 WINKLER /31/ szerint a
vvs-Telillet 2 monomolekulds membrdnblil 411, shol a killsdt
lipoidok, fdként lecitin, & belslt optikailsg kettdstsrd
sztromatin-feniriék alkotjik. izmekben & rétegekben helyet-
foglals ketionck feleldlsek @zutdin a feldpitmény perme-

Abilitdsddre,

WOLPARS /32/ véleménye swerint enyhe lipoid-
extrakeis a struktur-szerkezetet & lipoidokon kivill nem
kdrositja. #zt elektrommikroszkipes felvételel timasztot.
tadk ald., axtrekeils utdn pordzusabb lett ugyan a vvee

feltilet, lényeges morfoléglal elvaltozds azonban nem
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ktvetkezett be., A nativ vvs-ek eolektronmikroezkdipos felvéa
telel « dsszehasonlitva az extraXeif utdin virczamaradt
sztrime ozmiumos fixdldiesel elkészitett felviteleivel,

ahol & fehdérje molekuldk elektron denzitisédnak & viltezisa
pontosabb dszleldsre nyujt lehetledéget - igen veldsziniivé
tesznek & vve esetében olyan micelldiris szerkezetet, melyben
& fehéridk Allivinyszerl képzidményt / "Ceriist® / alkotnak,

e feluiletiik kizelében lipoid molekuldkkal tsltve.

Jme /33/ & ves-eket killonbizd fizikai behatisoknak
tette ki, igy ultrahanggsal, relative alacsony é2 maga®
hémérséklettel, ultraibol ya besugirzdes:1 tirtént kezelés

utdn vizsgilta olekironmikrosakﬁp alatt & vve-ek kirosoc-
disdt. Amig & sejtek kifagyusztisa 48 ultraibolys besu-
ghrzdse a sejtenenbrint nem kirositja, ak ultrahanggal
t8rténd kezelés tel jes egészében, a relative megaes himérsdik-
let /46-60°C/ részlegesen okoz elviltozdiesokat, elsdsorban
& lipoidok elmozduldsit, ezt kivet§ fehérje denaturdldiddst,
majd hemolizist, amely sorrendben bekivetkezd elviltozdsok
szerint & sztrimdt Svezd monomolekulds lipoid hirtya léte-

zése valdsziniivé vilik.

roNDER /21/ polarizdeids mikro ezk’pban vizegdlva
& vve felilletdt, felteezi, hogy a proteinekbdl és lipoidok-
b6l 4114 membrin esetében & proteinsk a vvs tengelyiben
tangenciflis, & lipoid micelldk pedig radifilis orientd-

cidjusk. ¥érési adatei és ebbdl kilnduld Teltevésel sze-
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rint a tangenciilisan elhslyezkedd eztromatin-fehdrjdk
ftmirdje x5rilbeltll 4o A, Tzek a fehdrjék hati rozszék meg

& lipoidok orientdcisjit is, amby gzerint a lipnidok kettle
rétegel poldirss csdportisikkal kifeld és befeld szénhide
rogén linceikksl érintkezve radiflissn helyezkednek vl.
$inden ilyen proteinelipoid meghatirozta felill eten 1évd
nysldb ksrdlbelid 6o A mélységil, & szénhidrogén léncok

egynistil vald tédvolsdga pedig 3 A

A lipoidok ezen radiflis elhelyezkedise a kefalin,
lecitin, szfingomielin molekuldknak tulajdonithaté, &
zeirsav részeikkel kifelé, szerin ¢s kolin alkotdrészeike
kel pedig mintegy Atszurva & belsd mfdiumot, bhefelé iri-
nyitottek. & zsirscvak szolgiltatte aciditdis felelds azutdn
& vvE-ek elektreforetikus mozgikonysigdért /34,35/{

A vve izoelektremee pentja pH 1,7, & lipoid extraktumé

2,6, & gatrimiad 4,7, Az elektrofc;etikus mozgdkonyeighdl

és izoelektromoe pontokbll - Brszevetve & vve maces kefalin
tartelmivel - faltételezhetd, hogy a domindld sevanyu
csoportok a kefalin foszforssv réezel, tovibbi & rokon
lipoidok hesonl! ezoportjei. Azonban e viseckkedés nem
zarje ki, a fenti &8 egyéb mikroszkd poe adutok pedig egye-
nesen alitimasztenak a fellleten bizonyos mennyiségil

szabad proteint,

LINDMAMN /36/ kiterjesztette Jung fentiekben

leirt vizegdlatuit, ¢ elektronmikroszkipos felvételeket



készitett ultrahang utjdn bekvetkezd hemolizis kMl #nb3zd
dllapotairdil. Megdllapitotta, hogy sz ultrehang utjin bekde
vetkezS kirosodis diffuzids hemolizis, amel ynédl kavitieid
utjin & sejt beléejében helyetfoglal$ Hb-mol ekuldk oZyaﬁ
egyedekre esnek szdt, amelyek & fellileti membrin morfoldgiai
slvAltozdea nélkill felszinre kerillnek. Véleminye szerint

e stabil feliilet 14téért ketidsmembrin, elsfsorban egy

lipoid membrin a felelds,

PHERCBA €8 RACCUGLIA /37/ a vve hemolizisével elkée
szitettek olyen sztromatint, smely Hbet nem, de & lipoidekat
gyakorlatilag teljes egészdben tartalmazta. B spiromatint
azutdin Zdsall-weber féle olddészerrel /38/ feloldottik,

g papirkromatografil tik. Azt taldltdk, hogy & vvs-membrint
elafsorban feldpitd sztromatin 4 lipoprotein alkotiriszbll
tevddik Yssze, tehit & felilleti alkot’'részek, a lipoidok

é8 proteinek nagyrészben lipoproteidsk formijiban egylitte-

sen Tunkeciondilnak,

Vizsgdlva & vve foszfit adszorpeidjit, JOMaS /39/
8 vvs-eket izotdnids, “°p=t tartalmazé ortofosafit
oldattal kezelte. Megillapiteotta, hogy a fészfit adszorpeid
Preundlich-féle adszorpeids izoterma szerint jAtszfdik
le. Az adszorpeid fokdbdl 48 a vve ismert slkotirészeibll
kiindulflag felitételezi, hogy az adszorpeid olyan komplex
képzidésivel Jdr, amel y kalcium ionokdil, proteinbll ée

lecitin molekuldkbil 411, % komplex csak abban az esetben



keletkezhet, ha a vve felillet egyardnt tartalmazza az

emlitett komplex Geszes alkotirészeit,

4, 5 felllleti sajitsipgok értékelése,

A vvs morfoliglail felépitéeséril ismertetett irodale
mi adatokbdl kitlinik, hogy & vvs bieldfgiai funkeifiért
eladdlegesen Telells vve-menbrin kim!ei alkotirészeire,
illetfleg morfoligiai Allapotira két hipotézis 411 fenn.
Az egyik szerint & vvs Usszefiiggd lipoid burokben fogleal
helyet, & kiilsd felilletként szerepld hirtyin belill teldl=-
haté{ & vizszerkezetd sztromatin fehérje és a sejt 4llo=-
minyit képezd epyéb slkotirdezek, A misik feltevis elvetdi
seszefiiggd, & feliileti sajitsigokért kizdrilagosan f+lelds
lipoid burok létezésdt, s killtndbied vizsgdlatok ezerint
clyen vizszerkezaetet tételez el a membrin esetében, amely
fehérje vazbil, 8 e viz firegeiben helyetfoglald lipoid

molekuldkbdl 4ll.

B kérdés vizsgdlaetdt ezideig féként fizikai, k.sebd
mérté kben Bidldigial midszerek alkelmazisa Jellemezte.
Peltehetd « az ismertetett torekviseken kiviil « a vve-
membrin alkotirészeinek kémiami uton torténd vizegilate
tovabbi megkidzelltisét, esetleg megoldisit jelentheti
ennek az alspvetd bieligial ée egyarint kémiai prob-

l‘aiﬂ&k .



S5« A membrim vizsgilatinek kémisi lehetisége,

A vve=membrin felépitQSének & tamulminycosisdt a
nativ vvs-membrin lipeid partikuldinak vagy fehérjéinek kb
gelebtril, netiv 41lapotban tirténd kééisi vigsgdlata
jel entheti, Mivel egy bioldgial szubsztritumban jelenlévd
lipoidek funkeils csoportjainek, egpéb slkotdirészeinek
é5 mol ekul a-elrendezddéeének meghetirozdsa ezideig nehige
séget jelent lipoidezerili anyagok nagy ezima ée megfeleld
vizegilati midszer hiﬁnya»Qiatt, eélszertibbner 14tszik
& tulnyoméréseben /esatenkint kizdrdilag/ aminosevakb’l
£114 proteinek kémiai uton tirténd tenulmdnyozdsa.

A fendrjéknek egyik legjellemz8bb alkotiréeme azok karboxil-

ée amino-vigcsopoertis.

He feltitelezzilk, hogy & vve OSsszefiy 6 lipoid
burokban foglal helyet, akior & meubrdnefehérjik nativ
41lapotukban nes adjdk & jellemzd 48 j4ldefinidlt fehdrje-
reakeidkat, e¢sak abbansz esetben, ha & lipoid hdrtya
valamely oknil fogva denaturilidott, megsziint kontinuusan
el fedni & meabrdn fendrjéit, vegy esetleg & vvs-rdl levdlt.
Ha létezik olyan kémiai midszer, amely nem idéz el§ a
lipoidckban vagy fendérjékben denaturdlddist, de fékdnt
morfollgial elvdltozdsckat, és azon Athetolni nem képes,
akkor & probléime megkizelitésére alkalmasnsk bilzonyulhat.
¥ivel & fehérjdk kémiai Lehatdsckra nagymeértékben szenzibi.

lisek, azok végesopertisinak & meghatdrozdsdra szolgdld



midszerek csak kiméletes behatist jel enthetnek, Hazért
fel tehetd, hogy & végesoportmeghatirezisck reakeidkdril-

ményei & fenti fel tételeket kieldgitik,

Yelen munkink ilyentermdszettl vizsgdletok {ismer.

tetésdt cdlozza,
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v,
PPRORIAE VEQOSATORTMMIRAM ROZI 8i84 e2rr.ofté

#hnsrER K,

l. inzimatikus médazerek,

E médszerek lényege sbbhan 411, hogy valsmely enzim
valamely protein epyvik vagy misit végesoportjit hordozd
aminosavat szelektive lehasitja, ® ez & végesoportra jel.
lemz8 hasaddsi termék ez eggyel kevesebb aminossv szeke

vencidt tertalmazd protein mellett kimutathatd.

® médszerek slapidt LINDERSTHIM-Y, ANC /40/ kiséire
letei képesték, smely ezerint tiszta {llspotban *j/1defie
"nidlt specifitisecale® £11litotta €18 a proteinizt erre s
eélra, ABDERHALD™ de ARDERHALDEM 41/ »dlddul hasonld
cé1bi1 tisztitottik, vizscdltdk és alkelmaztik végesoport-

meghatiresds ofljeirs a karboxipeptiddz enzimet,

Meg kell jegyesni, hogy &z enzimatikus médszerek
esak speciflis ssetekben é5 nem mindig megfelell specifi-

tissal smolgdltak végesoportmeghetirozisck céljaira.

2. Pizikai-kémial midszerek,

2«1, Titrdlisi 4llandik mérése,

L glutation szerkezetdrl alkotott helyes kéyp

kizlekuldsdt nagymértikben eldsegitették a vegyilletben



szerepld dieszocidbilis ceopertok titrdldei 4llandliinak
HARRIS, SIMUS, PIRIE é8 PINHEY /42,43,44/ f1tal tértént

tanulminyogisa,

2mZe Rucemiricil,

% vizsgdlat lényepét & termindlies aminosavek racee
mizdciival szemben tanusitott relativ ellenflldképeseégé-
nek a tenulminyozdsa képezi., DAKIN é8 munketdrsai /45/46,47/
nagyszdmu protein termindlis aminossvainek racemizicids
“készedgdt vizegdltdk hideg lug Jelenlétébern., Azt tapasztalték,
hogy & lénck¥ei aminosavaek sokkal kinnyebben racemiezd) dnak,
mint & lincvégierk, Ilyen midon & luges reakeid utin & proe
toineket hidrolizdltik, a keletkezett amincsaveket elvie
lasztottdk, ée megvizegdltik sz egyes aminosavek ontikal

forgat képességd t.

2=3. Egyensulyi 4llandék mérése.

FRANKAL é8 EAT HALSKY /48,49,50/ szt dezlelték,
hogy killsnbied, feudrlékkel végrehajtott reakeidk egyen=
sulyi 4liandéi bizonyos mértékben filggnek a termindlis
aminosavek tulajdensdigaitdél, arra bizonyos kiriilmények
kijztitt Jellemzlek, ¥ mogillapitis vizsgilataik 4rtelmében
el sdsorban igaz glicin, alanin, leucin ssetében, de kevissé
& példdul peptidpkomplexekban.alérordulé fenilalaninra

vagy glutaminsavra.



¢ kéwmiai midezersk,

J-1. Aminovégesoport meghatirozdisok.

8. -neftossulfosevkloridos médszer.
A 0 -naftoszulfonil cecport & médszer Srtelmében
kopuldcids reskciiba lép a fehérje aminocsoportjdval lugos

kzegben & Schotten-Bauman féle el jdris szerint.

(/j/ =800k  $  Hpl=CHR=(O=!Hewee=
N

E;(;'So ZMH=CHR=CO=Nmmman &  [CL

/\[/' - 80 pNH=CHR-COCH
k/\/
A képeldstt G ~naftoszul fonil.peptid hidrolizise utjsin

a megfeleld rminosav sgirmezék képaddik, amely & hidroe-

l1izis termékbdl izoldlhatd,

izz6l a mdédszerrel hatirostdk meg WISCHER, BERGELL
/51/, FISCHER, ABUIRHALLYN /52/, ABRDIRHALDYN /53,54/ a
gelyemfibroinban 1évd glicilalanin és slanilglicil-tirozin

gzerkezetét,

b Penzolezul fosavkloridos midszer.
A reakcid hasonld médon jAtszidik le mint &

A -naftoszul fosavklorid esetében:

\( — 50201 ¢ HMeCHRe(OelHeeses
=



- P =
4
| 1
O" 80 2?3 HesCHRe CO-(-N T oo o
{
Bzzel a midszerrel 4llapitotta meg GURIN &8 COF ARKRE /55/,
hogy a zselatinnek lincvégi aminovégemoportjs nincsen,

mig & molekulidban 8 «11zinb8l szdrmazd linckizi aminocso=

portok talflhatdik,

c. Renzoilklorides mddszer,
ABRDERHALDY 48 HEYNS /56/ & selyem slaniltirozin

csoportjdt benzoilkleoriddsl reagdltatték:

[::]-COCI + HZN~CHR-CO-§H---

'

C"l ~ GO N He O COm W How e =

i

4 proteinben jelenlevd fenolos hidroxil csovort is benzoi-
lezdddtt, 20 T-o0s kéneavval vizhezvitt 4 Jris hidrolizis
utin ¥-benzoilalanil-p«benzoil-tirozinbil 3 termlk,

benzoilalanin, tirozin, bensoesev kelstkezett 74,82 e

91 J-0s nyeredékkel,

d. Clicineszinreakei’,

ABRDERHALDEN é8 NHUMANY /57/ o-ftdlaldehiddel
szinreskeilt hoztak végre, amikoris a reagens proteinek
glicin-tagjdnek karboxil csoportjdval 1épett &l regiszta
rilhatd reskeilba. R. ARDFRHALDIN /58/ alloxAnt és

ninhidrint hasznilt hasonld eredménnyel.



@e Degamindlis,

CONSDEN , aoﬁaoﬁ. MARTIN /58/ kie ldnchosszusfigu
peptidek strukturenalizisére & salétromossav scgitségivel
végrehajtoit dezamindliet alkalmastdik, ¢s a keletkezett
‘OHe-savat eikillonitettik papirkro;atogréfiéa miédszer sogite

gégivel a tébbi ninhidrinepozitiv aminosavtdl.

!

AC=CHR} = CO=NHeCHR g=C0me= & H 0 + Ny

v
HC=CHRy -COOR - HQB-CHRQGOQH P

f. Aninocsoportok metilezdiee,

ZIMUERM ANN /6o/ dimetilszul fAtot, ARD¥RHAL DN
és S10vEL, /61/ nitrometint alkalmaztak szsbad aminocsoportck
metil ezésére, A terméket azutdn a szokisos midon hidre«

1iz41ték &8 a dimetilamino szidrmazdkot izoldltdk,

[CHs/280, 4  HgN=CHopmCO=NH=CHR=(0=Nfw=-~

- v |

g+ Hipobromitos midszear,

Hipobromit proteinek aminové csoportjaived
kilénbszdképen reagdl, attdl flgglen, savanyu vagy lugos

kizegben jdtszidott le a reakeid /62/:



Hy =CH/WH p/=CO=NFeCIIR = COOH
/ Ry=CHNBF p=CO=NH=CHR ,=COCH /

Ry =C/SNBY /= CC=NHeCHR 4= COOH

|
Ry = CO0=CO= 1 H~CHF g= COOH
f
A képzbabtt ketosav azutin ki¥nnyliszerrel identifikdlhat’.

Alk£l4 hipobromit esetén a reskeid a kivetkezlképen
Jatezddik le;

Ry =CH/VH 2/-00-3}{- CHR ,=COCR

Ry -CHaNEr + HOCC=NE=CHR =COOH

|

h. Arilizociandtos midszer,

Ryp-0u

iminovégesoportok meghatirozdsdra BIRCMANE, HINe
KELRY, Ea¥N /63/ fenilizociandtot alkselmaztaek. A kondene
zdeils reakeil szobahdfokon j& hatdsfokkal lejditszddik.

A kondenzicifis tersdk hidrolizise utjldn fenilhidantoin
képzidik,

O-nsce +  HN-CHR=COCH

!
L

o Nl 0 =i e CHR= QOO H
— Nliw 00 =NH= CHR=COOK
s



CpHg=ti — 0O
0C._ NH

PN
g0y

Jobb hatdsfokkal slkalmazhatd fenilizocianit helyott
fenilizotiociandit, amel ynél a hidrolizis termékek elvia

lasztisira kényvelmeesbhen ée biztonsigosatban nyilik lehew

t58g.

1. Trinitrotoluclos midszer,
fehezen hidrolizdld peptidek aminovégesoport mege

hatirozdsira haszndljdk & trinitrotoluclos mdidszert /64/,

CH3=CgH,/N02/5 4  HgNeCHAR=00ew=-

C'.Hy- ¢ 6“ 2 /No 2/ Twﬁucm- 0 e wie + HYO 5

A xdpzda¥tt dinitrotolilepertid azutdin hidrolizdlhatd,

48 a megfeleld hidrolizistermék 1dentifikilhatd.

je Dinitroklérbenzolos midezer.
Zeh=dinitroklirbenzollel resgidltatta peptidek

sminocsoportjait ABDARHALDMN és BTIX /65/:

51-9533/202/2 +  H=CHRw(0ceux

l

A keletkezett kondenzdcids termékek hidroiizise nem vezew

CgH/B0 5/ #NHeCHRA=00=em" +  HCL

tett a szdrmazékok megfeleld kitermelésédhes,



k. Dinitrefluorbenzolos médsger,

A ragkel! sordn keletkezd cdinitrofenil seirmazékok
hidrolizise nagysigrandben jobb kitermelérhez vezet, mint
Bz elGbhhi midszer easetében / & midoger részletes leirdedt

14584 kés3vh /,

B 2o

arboxilvécesonert maghatiroziseck

a. Benzilaminos midszer,

A benzilemines mddezert karboxilvigesoport meghstie
rozdsként APDERHALDTN é8 RROCKM&NYT /66/ vezették be.
A reekcid sordin a peptidek karboxil csoportjal sezterifi-
kilddnak, amely emsterek azutdn benzilaminos kiizeghen

peptid-benzil eminnd alakulnak.

Hol=CliReCO=NH=CHR  =C0NCHg «  H N=CH~Cglig

| |

E zz-x-czm-c{z-:- NHe=CLy = CO=NH=CH 5CgHg

Hidrolizis utdn & benzilanino szdrmazdikol azutin kristi=-

1yes 4llapotban izoldljdk.

b, B «naftolos midszer,
Xzt 2 mfdszert LICHTHNETEIN, RESTRIA, DIVANT és
BRZCZA /67/ slkelmeszta eldszir, & midezer igen j{1

bevalt tripeptidek gzerkezetvizegdlatirea.

H = CHRa CO= N R CHRy = 00=1}w CHR = COOH



HoN-CHRp=CONH ¢ m-CHF!-C}C
l

Ha & reakcis értelmében valamdy tripeptidet 5 -naftol
Jelenlétében 135«150% -0on hevitiink, a szabad karboxil
végesoportot hordeozd aminossv el gzabadul , miz a melekula
t3bbi része szubsztituilt diketopiperszinni salakul, amely

azutdn & reakeid termikeidbdl izeldlhatd.

¢. Tiohidantoinos midszer,

N2 & wmidszer nagymértékben hesonlit az izocianditos
eminové gesoport meghatirozdshoz. SOBLACK é8 ¥uuTy /68/
vezette be benzoilleucil-glicin é& benzoll-trigliein

elemzdednél,

EBenzoilleueilglicin + WHNCS ¢ /OHA00/ 0

|

E:::Tco-wn-nﬁ~/c439/-cn-a — CH,
| t

sc_ 00

: W
i H
/-—14buH-CH-/C4H9/CCOH + tiohidantoin

el
d. Orignard-roeakcid,

E midszert ekkor szoktik slkalmazni, ha & vizsgie
landd szubsztritum loo mg-ndl kisebb mennyiségben 41l
rendelkezéere. ¥zért a midszer szemimikrd méreti. #ldészir

RETTZIECHE ée MFNGER /69/ alkalmaztik peptidek esetéiben,
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e végtermékként a megfeleld ketont nyertik.

-

HollwCHpO0= HeCHe/CHy/«000=CoHs & 2 Cglighghr
H gM=CH g= CO=HH=Cii=/CH3/=C/0MgBYr//Cgls/ g /+CgHgOugRr/

HgNeCH g=C0=NHa=Cli= /CH3/-C/0H/ /CeHs/, /+MgOHBr/

|

HoNe(HQCO0H 4 NH3 4  CHae000H-/CeHs/p

4 Jelen példdban & szerzlk & difenilacetont 52 dwos

nyeredékiel tudtik eldAllitani,

e, Fergmann-Zervae lebontde,

Karboiil végcsoportek identifikdldAséire a legele-
ginsabb médezer & Curtius lebontdison alapuld RIROMANKN-
C ZERVIS lebentée /To/. i reekeif 1ényesét a k3vetkezd rcakeide

eg yenl etek srzemléltetil:

Cglige CO=MH=CH=/CyHg/=CCCCH
CpH guCl= N CH= fe 43’(9/‘-00-’.‘3?{*\?!‘{ 2
CoHg=C0=NH=Ci=/C4Hg/=C0ON

CgHgm CO=NH=Cle/C gHg/=NHe OO0« CH gmCgH
6g 9 et i

'
C6R5-CO-NHz + O4Hg=CHO + ¥H3 + 002 + CHyCgls



4 reakeidfegyenletek ertelmiben & peptidesztert benzoildl jdk,
hidrazinnal &zidcd, majd benziluretinni al:kitjdk, amelyet
vigill hidrogéneznek, & nz eredeti terminilis sminosavnak mege

felell eggyel ¥ileobl tagszdmu sldehidet nyerik,

4 reskeid sordn szaldehid lo “-cs mennyiségben
keletrezett & kiindulisi Y-benzoill-leucin metilesztierhesg

viezonyitva,

4, Jgysd médszerek,

4~1, Modell ehtkel tirtind Ssszehasonlitis,

He erre wmid nyilik, ismeretlen peptidoket véjcso-
portjaik azonosit’se céljdbil szintetikus eredetil modelle

vegyill etekkel hasonlitjdk Bseze,

42e Van Siyks - analizis,

DIRR é8 PULIX /71/ klupeindbSl 1zoldlt hidroxiprolin-
argiﬁtn dipeptid eminosavainek & meghatdrozdsira & ¥an
Slyke-féle reakeidt slkelmazta eredménnyel. % vizsgélat
sordn csak & jelenlévd, illetfleg kitdtt £llapotu aminow
csoportok szdmit hatdroztik mep, d¢ ezekbil &z adatokbil
kivetkesmtetteok & sz banforgd dipeptid ée mis kism

mileulyu termékek Uoszetételire,



v.
A VIZAGITLATT MEDEZIR ATE AT MAZS BEN AR

IMDOFYS SA.

Ismereios & vvs=-ok izoelektromos pontjabil és el ektroe
foretikus nmozgékonysigiblil, hogy felill otiikdn nagyezimu kare
boxil ceoportot tartaimaznak., ¥ karbexil ceoportok legnagyobbe
résgt zeirsavak slkotdészei /21/. Hzfrt célszerinek 14tseik
az ismertetett fehérje-végcroportmeghatiroziel midezereck
ktzill val amely eminovégesoportemeghatirozisi midszert alkale

mezni a2 koritbiskban iemertetett cdlokres,

Ha tehdt - » leirt megzondoldsok el:pjin « a vvs
Benzefliggd Beezefilogd 1ipoid hdrtydval rendelkezik, a felile
leten fehérjékbdl eredd aminovigesoport nem foglalhat helyet,
Me & véipecsoport meghetirozds végeroportok jelenlétére
utal, ez elébbivel ellentett hipotézis e valdezinil, mono=
vagy pelimolekulde lipoid hirtya nem Hvezi a vve-t, &
membrin lipoidjai é8 sztromatin-fenér éi ogyardnt hetdromzdk
meg & felliletot velamely mdeféle rendezd elv gleplin. 2
megillaie természetszerlileg esak abben az esetben helyéne
valé, ha bizonyitotinak tudhatjuk, hogy az aminovég csoport
meghatirozds reagense adott reakeilkiritlméinyek molletf
ceak a felillettel 1ép reakci’ba, annek & vvs belsejébe
tsrténd diffuzidjdra, igy vvs-en belilli fehérjékkel val/

k#lestnhatdsra nince lehetdség.



E kisérlatek elvégzisére megfeleldnsk litsszott
8 SANGTRe /72/ 4Altal kidolgozott, 8 az ARDVPHALDIN-féle
dinitroklidrbenzoles mifdazerbdl kislekitott dinitrofiuire

banzoles JUNFR/ aminovdgesopert-me hatdrozisl midszer,



¥I.
A SANCTR-FPHLT AUINCOVEACSOTORTLYFAHAT RO2S S

LEIRf SA /73-08/.

r
Sl

RO

Trotain -RH2 +

NO .
MO

NH=CHR=CCCH
+ gzabad sminosavak

T RO o
t‘\/J + € -pur-aminosavek

ne o

A fenti kondenzdeile reskeid végrehajtisire meghae
tdrozott mennyisdigli /41teliban So-S500 mg/ proteint
P 7,0-9,5 kbzhtt INFB S5-l0 “-os etilalkoholos oldatival
20-40°C~0on 1=6 4rin keresztiil reagdltatjuk enyhe l'ceveré-
kBzben, 2 rc-ekciﬂnak & lugoe pHe-tartominy kedvez. [life
14ban & vizszdland’' aminosev vagy fehérje természete
szabjn weg, hogy & megedott pHe, himéredéklete, reskci idfe

tertominyon belill melyik bizonyulhat & legmegfelelibbnek,



Reakeid utdin az oldatot vagys szuezpenziit 5,7 M
8isevvel pii J,c-ra savanyitluk, a Dire-prot=int vAkuumben
Bap&rolju@ vagy lecwntrifugéljﬁk attfl fizplen, milyem
Allapotu a kondenzilt termék, majd éterrel, etilalkohollal
vagy acetonnal messuk & felsslegben alkalmazott DNVE
eltivolitdsira. & mosfst mindaddig megilsmitel ik, amig a
mesifolyaddék sirga szinll, ¥osis utdin a proteint 2.12 ¥

sieavvel hidrelizdljuk 37-105%C.on 0,1512,0 napig szintdn

& protein vagy & DiP-sminosav terméezetétlfl fligglen,

A képzbadtt DNy-szirmezdkok hidroliziese kipezi sz
el Jérds egyik leglényegesebd Yépéadt. TORTR 2 SANOTR
vigsgilva a hidrolizie termikek 41lapotdt, kémiei tulaje
donsdiguit, megéllapitotték,-hngy & TMYe-aminossvak siegsvas
kzsgben & hidrolites reskei’ alatt torhé vapy kevdsbd
bomlanuk, ¢8 & bomlékenyeipuk Talépitéstie Miggvinye, Adatat=

kat & 3. tibldget foglaljs besze,

1 Hidrolizise W Hidrolizis
5,7 N !ICleal | ¥itermelés | 12 N HCleel
DNP-aminosavak 1l05°C-on
146/ ra < 16 4ritg
Fitermelés ¢

DNF=al anin 12 8o 15
DNPearginin 12 90 75
MP=aszpursginsav 4 60 75
‘dieDNTecisztiin 1< 5 o
[ DNP=glutaminsav 12 75 75
[ DNP=glicin 8 40 50
DNP=Oxiprolin 4 40 50
DNP=izoleucin 12 8o 75
DNP=leucin 12 8o 75
di=DNP=1izin 8 95 75
DXP=lizin 12 95 75
DNPemetionin 12 75 15
DNP=fenilalanin 1¢ To So
DNF=prolin < lo S50
DNreszerin 12 9¢ 75
DNT=treonin PL 90 75
Dretriptefin 12 90 °
DNF=tirozin 32 75 50
DNlevalin 12 Bo 75

30 t‘gblésatc
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divel & hidrolizie utjin kel etkezd Wr-szdrmazékok
legnagyobbré szt éter, etilacetdt, etilaelkohol oldékonyek,
& hidrolizétumnak ezen noliroe oldiszerekkel tBrtind
extrakcidje, é8 ezdltal a MT-szirmazikoknsk a hidrolizdtéme
bdl torténd kinyerdse kinnyen kivitelezhetl, /6-8-szoros

kil‘é!’il/o

Ismeretesek olysn NP-aminosavak, smelyek az emlitett
oldiszerekben nem cldddnek. A DNPehisztidin, DNPetriptofan
példiul eterven egyiltalin nem, a DNP«afnlnin csak kismértéike
ben oldddik, a leggvakrabban alkalmazott dteres extrakeid
ecelében & vizee oldatban marad oldva. Nzek & tényazdk &
médszer szempont!abil tovAbbi figyslmet Lgényelnek, &
adoit esetben e.ysbb extrekcidknak ez eldbbivel tirténd kome

bindl4isdt teszik szilkedpessd,

4 bidrolizitumb/l ezen az uton elvilasmgtott Dik-
gzirnuzikok keveréke tovabbi eivdleusgtiist igényel., Loge
gyakrabben cszlopkromaetograifidt vaegy papirkromatograiiit

alkalmeznak.

i bazikus sminosavekb’)l & DNPEecs® reskcid sordn
keletkezé, legtdbb esetben nem aminovigeseportot jelentd
L~ mre-szdirmazékok, fiként Comireltzin e1dzetes olvi-
lasztisdire talkumon savsnya kizesben végrehajtott eszlop-
kromatogrifidvel nyilik lehetdség, FPavirkromatogrifia al-

kalmazisa esetin ilyen eldzetes elvdAlasztds nem tirténik,
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BY ii-nmruar&rmazékoknak a ezlirdpapiren elfoglslt diczkrét

helye jelzi azeok jelenlftée,

A DiP-gzirmazé kok el vilasztisira alkelmazott oszlope
kromatogralia eceliben adszorbenskint ezilikagilt, talkumot,
diatdmafdldet, celitet, alloprént, kiiléinbdzd puffer-clde-
tokkal kezelt egyéd anyapgcokat hasandlnek. Szolvensként
pedigp etilacetétct; etilacetdtebutancl slegyét, kicrefeormet,
dtert, kiltnbizl pl-ju fcszfﬁt pulbfercket, etb, alkalmeznak.

Tapirkromatogrifids uton térténd elvilasztds esetiben
fGként whatman Mo 4. ¢ Schleicher<Schiill 2043 & &8 b =t
aikalmnznak termiszeter 4llapotban vagy kilind3zd anyazoke
kel tirtind eldkezelds utdn. 0ldlszerként padig vizzel
telitett n-butanelt, n-butencl-n-butilacetit-yHs0H,
benzoleecetsay, n-butanclejégecet-viz, n-butsnol-y! OH-viz
elegyét, e a legkillvnbiizdbd speeidlis 2l adatok elvigeisére
pedig & legklilontt 28vb esvéd oldlszersket vegy azok &l e-
gyft. Ismeretesek clysn eljirdeck, amelyeknél - eladsorben
kétdiﬁenz&éz futtatis esetében « mind & 20-22 emincsav
egymistll #1térd nf-értékkel vindorel, mindegyik egyetlen
ké tdimengisban tirtéind futtatissm) epvmistil elkiilBnithetd.
Az ®aldtbi 4. tibidfzat sz eminosavak Rf-értékeit tinteti fel

killinbs 28 oldiszerexdben,

Mivel a NFB ée szdrmazékai finydrzikenyeck, célszeri

& kondeonzdells reakeidt de a termékek szdtvdlasztiedt
fénytSl védett helyen végezni.



INP-ssirmasikok

DNP=amin
DNP-leucin
di-DNP=tirozin
DNP=-izcleucin
die-DNP=lizin
INP=fenilelanin
DNP=triptofin
DNP=vealin
DNP=metionin
INP=hidroxid
NpP=alanin
DNP=prolin
D¥T=treonin
DNP=glicin
DNP=szerin
DNP=glutaminsav
DNP=agzpuraginsev
di-NP=hieztidin
DNP-arginin
INP=X%-lizin

| NPes-lizin

4.

tiblizat,

Cldéiszerek
e e
B c D
s
97 ] 96 88
n | To 75
90 ' 33 To
To To -
81 | b3 § 61
To | 55 | 8
68 | 28 | -
47 63 66
48 47 59
25 99 59
18 28 48
17 44 So
12 ° 39
8 7 36
6 o 25
o [d 12
o o 11
50 o b) !
o | o S50
5 o -
[ o -

Ahol & tiblAzstben szerepld olddszerek:

e

Be

Ce

Do

benzel:ld ecetsav

1:1

vizzel telitsett n-butanol.

n-butanol ;1% N 0H = 1:1

nebutancl in-butilacet t:14 BH40H = 1:2:3

hasznilat eldtt 18 drdvel készitink el/

/emelyet



YIils
PRLAASZNALT ANYAGCK, 78 AZCK BLOLLLITESA.

1. VYorgsvérsejt,
Kegfeleld kisérleti efljainkra bidrmely vércsoporte

ba tartezé nermil 4llapotu emberi vér, amelyet citrit
pufferben fogtunk fel alvaddis elkeriilédse ¢:134bél. 4
citritos vért azutéin szobahdmérsékleten Zooo ford/perc
sebessdgpel lecentrifugdltuk, és fiziolligids konyhasival
mostuk femételt centrifugdlde utjdn mindaddig, amig a
mosdfolyadék valamely fehérie reskeidval nem jelezte a
vérplazme~fehdridk tel jes eltdvelitdsdt. ¥zutin a mosott
vvs-eket fizlolégids konyhas’ oldatben hilitdszekrényben
téroltuk. Lehetlséghez mérten mindig frise készitményt

hasznal tunk fel kisérleteinkhesz,

¢s Dinitro prhengo 3

¥ /
/\[ O o ¥s. 186,10
k/ ep. 2‘,’“6
N,

Juerckekészitmény./

3. Pizioldlgiss fllapotu karbonitehidrogénkerbonit puffer,

0,1 M WaHCCs é8 0,05 M N32003 oldatokbdl pH 8;o~éa
puffer oldatot késmitettink el, é8 annyi NaClect oldottunk
fel benne, smennyi a Tiziolfgides oldat ienerfeséginek
felel meg /0,125 M, 0,95 £ NaCl/,



4, fiterben 0ldddd lipoidoktdl wentes sztrima,

lo ml lecentrifugdlt vvs-péphez hozzdadtunk
20 ml fizloldgifs, karbondt mentes konyhass oldatot éde
lo ml étert. ¥ rendszert 5 pereig rdzdgépben rdstuk,
majd Jooo ford/perc sebessdggel lo pereig centrifugiltuk.
A centrifugdlis utdn 3 fiziet nyertiink, & felsd lipoid
tartelmu éteres fdzist, az ale’ vizoldékony hewolizis-
termékeket /fOként Hb-t/ tartelmasz’ vizes fizist, s e
két folyadék hatirfelilletén rizsaszin gylirtl lalekjiben
2 szildrd sastrimit. A sztrimit & kiét B ly«dikfizistil
elvilasztottuk, é8 & fenti kegeldést még Stszir megise
mételtilk, éd¢ az oldatokat Bsszegyiljtbttik, Végezetill
sargis-fehér éteroldhat’ lipoidokt’l és Hb-t ]l mentes
sgtrimdt nyertink, ezt fiziolfgids konyhas’ oldatban
gzuszpenddltuk, 37%e-on lo~-15 percig szdritottuk, és

hiitSszekri nyben téroltuk.

S¢ fterben oldddd lipoidok,

A 4, slatt nyert éteres extrektumot 35-37%Ceon
bepiroltuk, & terméket exikdtorben szdritottuk, és

hiitészekrinyben tdreltuk,

6. “teres hemolizdtum.

A 4, alatt ¢18411litott nagy Hbetartalou vizes

oldetot 35370C-~on lowl5 percip sziritottuk az dter



eliizésélg, ® & tovibbiakban e vizes cldatot dolgosztuk

ol

T. A papirkromatogrs fidndl slkelmezott Szolvensek.

&. Azonos mennyiségll n-butanolt é& o,1 sulyi-os
vizes WH,0H oldatot Ssezeriztunk, a két fdzist egymistil
elvilacztottuk, ég a felsd fizist oldiszerként, az elsit

pedig telitdként alkalmaztuk,.

be 6,0 pHeju foszfdt puffer elkdszitése cdljibsl
1 ¥ NaHpr0O4-ot é8 0,5 M Na HPO, ~ot looe ml desztillilt

vizben cldotiunk f-=1.,

e. Tgyenld sulyré szhen Boszerdztunk i-amilslkoholit
ée S5S7-08 ecetsavat, ég a két elkilénild fizist olymidon

slkalmaztuk, mint a, esstiben,

8., Felhaszndlt epyéb anysgoke

5,7 ¥ sisav és 0,88 fs.u WH40H oldat hédrolizis
céljdra. 1 “eos ninhidrin vizes, illetdieg n-butanclos

oldata aminosavak 4s Tehdérjék kimutatdsdra.
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YIil.
A SAORR-FPFLE MODSZIR ALK ALMAZISEN AW
HERTZ8*GRI.

Az ismertetett SANOIHeféle midezernek vvs eaétébon
tirténd elkalmazisa, & végesoport-meghetirozds kivitel e
zése tibbhelylitt & vvs kirosodisit, hemolizisit, azas
denaturdl ddisdit jelenti, %zért e midszer midositisra

gporul «

1., Reakcil-kizeg,

Az elsd nehézeiget a kondenzdeile reakeld kiszege
jel@nti..ﬁ midszer szerint a reagene alkoholos oldata
vesz réiszt & reakeilban, ugyenis & DHPR vizben esak
igen kismértikben cldddik. =z az oldat azenbanﬁa VG-
csoport-meghatirozdist céflzd reskel’ n kivill & vvs
feltileti lipoidjeinek igen szédmottevd riszét ig képes
kioldani, smely természetsrzerileg & fellileti esajiteigok
megvéltozdsit, hemolizist eredminyez. ’nnek kikilezibiliw
sére a kondenzicist feltétleniil vizee oldatban kell
végrehajteni, & reagensen kivill mdis orgenikus komponens

taveoilétében,

¥bbdl & célbdl megkiséreltilk & INPR olysn vizes
oldatfit elkdeziteni, emely mig koncentricidijira nizve
a reakci’ szempontidbil kedvezfnek bizenyul. Ant tapaszsé

taltuk, hogyha ¥t 237°C-o0s tormosztitbsn viz jelenlé-



tében 1 §rin 4t keveriink, elkéezithet§ a reagens 1 7T-os

vizes oldata.

Zzutin kisérleteket végestilnk abblil & ¢£1bdl, hogy
& DNPB 1 deos vizes oldata slkalmas-e, 8 ha igen, mily
nyeredikkel 1lép reaskecidba killsnbiz8 aminosavakkal, Vizs-
ghlat tirgyivd tettiink néhdny neutrdlis, bizikus és
savanyu karakterid aminosavest, igy alanint, szerint, valint,
1encint, hieztidint, arginint, cilszteint, aszparagine
savat. Azt tepssztal tuk, hogy bdrmely DNP~szirmazék
T0-90 F-os kitermeléssel ilyen hig oldatban is el8illit.
haté, ée ezek az értékek nem alacsonyabbek az aslkoholos

oldatban nyert értékeknél.,

2. A reakeil hémérséklete.

A4 vvs-ek igen glacsony hémérsékleten /0OC elatt/
és relative magss hémirsékleten /46-60°C.on/ hemoli.
zédlnek. ¥indemenmii himérsfklet utjdin bekivetkezd kiroe
sodhds elkeriilése cfljabdl reakeid hémirsékletil a fizi-
0lé gids 4llapot himéreékletét, s a fent leirt 1 -os
DNFR oldat telitési himéredkletét /amely azonosnek

adddott/, 37°C-t vdlasztottunk,

Je A reskeid pH-ja,

Mint midr emlitettilkk, & kondenzdcids reskeilnak &

pH 7,0-9,5-58 tartomény kedvez, A vvs esetiben azonbm



& reekeid piej& nem nivelhets tetszés szerint, mivel

pH 9,0 fEl8tt hemolizissel kellszdmolni, Hzért a reakeid
pH=-jdul k#zbillel frtéket, pH 8,0-t vilasztottunk, melyet
a koribbiakban leirt hidrogénksrbeondt-kerbendit puffere

rel 4llitottunk be,

4, A reakegé idejes

A vveenek a reakcl! sorin - mint emlitettilk -
bédrmely ef fektus eredményeként bekivetkezd hemolizise
nem értékelhetd kisérletet jelent, mivel a hemolizie sordn
felszinre kerild sejt-alkotirészek /elslsorban & Hb/
aminové gcsoportokkal rendelkezd fehdérjdket vagy sminoe
savakat tartalwaznak, Zzért kiséirletet végeztiink abbfl
a ¢élbdl, & fenti kisérieti kirillmények kBzitt véghezvitt
¥ Be0s kezelée okoz-e egydltaldn, s ha igen, mely
iaSben hemolizist, Az VII. fejezetben leirt mddon
ellkészitett lo ml +vs-péphez 50 ml 1 Y-08 DNFR é8
vallera nézve fizioldgids /izotdnids/ oldatot adtunk,

g 37%°C.0s termosztitban enyhén kevertilk. ¥ kisérlethfl
kiderillt, hogy 60 percig semminemil hemolizis nem
kvetkezik be, & sejtek nem kirosodnsk, & rendezer
lecentrifugdlésa utin nyert felilluszd folyadik fehérjét
vegy sminos: vet nem tartslmaz /ninhidrin-priba/.

& 65«To. percben & vvs belseidbll Hbemolekuldk jutnak

ez oldatha, 2 tény slapjdn tehit a reakeid iddtartama



nem haladhatjsa meg & 60 percet 37%C-on, Ha figyelembe
vessgilk, hogy & szobahimérsékleten 2.3 dra a kondenzicid
gyekorlatilag Reljes /32/, 37%C«on 6o perc alatt is
gyekorlatilag tel jesnek tekinthetd, % feltevést LEVY

kisérleti mdatai is slitdmasztottik /83/.
Se kondenzalt termék tisztitdeas

Az emlitett okokndél fogva & kondenzdcid utdn
filislegben visszamaradt DNPR eltivolitdiea /tehdit a
kondenzicids reakeld lettiréese/ sem térténhet organikus

oldiszerrel vecy a pH megviltoztatisival,

% probléme megolddisira kisérleteket végeztiink
a foléslegben visszamaradt D¥PB.nsk fizioldiglds konyhas:
oldattal tsrténd eltdvolitdiedra., szt tapasztaltuk, hogy
& kondenzdcide terméknek 37°C-0s hémérsikletil fiziold-
gids konyhas’ oldattal tirténd mosidsa /a vve-ek 6«8«
szori szuezpendilisa é8 centrifugdldies/ a tisztitis olysn
hatdsfokdval jér, mint agegyibként szckisos 6.8.szoroe
dteres vagy alkoholos extrakcid, tehit a papirkromatogrie
fia sordn szdtvilasztott, {e a kiasdbbiek sorin leirt
Mp-szdrmazdkok kizitt & fil¥slegben visgzamaradsd
dinitrofencl /INFR hidrolizisterméke/ e termékek kizitt

nem volt fellelhets.

6. 4 DivPevvs hidrolizise,

A DiPevve-et 68 & vys killBnbizd réezeinek NPa
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szdrmazikait minden esetben 5,7 ¥ sisavvel 105%°C-on
6 Srén keresztil hidrolizdltuk. Az ilymddon resktiv
hidrogénion-koncentricis, & hidrolizis reakcifideje
az irodslomban leirt feltétel ek kizdipértékének tekinte
hetd, 48 egyben a legiltaldnosabban alkalmazott fele

tételeket elégiti ki,

7o & Np-gzirmezékok elvilassztiss,

A Miveszirnazikeok elvilasztdisira, miniedgi
meghatirozdedire legegyszeriibbnek &8 leggyorsabbnek
pavirkrometogrifids médszer slkalmazisa litszott.

Bzért kisérleteink sorin & KOCH és WRIDARL /99/ 4ltal
leirt kétdimenzile m dszert alkalmaztuk, amelynél
gzolvensként & Vil. felezet B, pontjdnak a, fe b,
. anysgit alksimesztuk. A termékek identifikdldsa kétféle-
képen tirtént:

&s Koch és weidel Altal, tovAbbd Levy 41tsl/83/
kiiz5lt D¥P-aminosavak lefutdsi térkdpei alapjidén.

b. Modellvegyilleteknek a kiérdises DNP-szidrmasdikok

mellett €8 azokkal egyiitt tirtént futtatise 4ltal.

A KocheWeidel féle t rképen szerepld INP-

aminossvak kiépét az B. Abra mutatje,
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IX.
A WATIV VV8 KBZYIASYE DNFB-AL.

A fenti szempontok figyel embevételével & nativ
/normil Allapotu/ vvseeken 8 kivetkezdkipen hajtottunk

végre SANGER-féle aminovigcsoport-meghatirozdsts

A Vil. fejezetben leirt mddon eldkészitett vvee
Pép lo mleédhez hozzdadtuk & INFB olyan 1 7-o08 vizes
oldatit, amely Nalletartelomra nézve fiziollgiis 4llapotu
volt, és amely hidrokarbondt-ksrbondt tartalme 8,0 pHet
eredminyezett /0,15 ¥/. A rendszert 37%.os termosztitben
pontosan 60 percen keresztiil enyhén kevertiik, 60 perces
reakeid utdn a terméket 37%°C-os centrifugiban /HSEerende
szeril hiithet8-flithetd szupercentrifuga/ 3oo0 ford/perc
sebességgel lecentrifugdltuk, s & felllluszd folyadikot
eldntsttiik. Zzutdin 8 kezelt vve-eket 37%.cs fizioldgiis
konyhasd oldattal a f3lisleges DMPR el tdvelitdedra B-szor
mostuk, és ismételten centrifugdltuk, Az utolsd centrie
fugdlds utdn a moséfolymddk MR-t mAr nemtartalmazott,
& kezelt vye-péphez skkor hozziadtunk S50 ml 5,7 ¥ sde
savat, & leforrasztott cstdben 105%C.on 6 drén keresztiil
hidroliz4dltuk, Hidrolizis utdn a termék pH-jAt szildrd
NaoH-&l hiités kBzben pH 3,0-ra 4llitottuk be, Sooo ford/

perc sebességgel lecentrifugiltuk, s a sdrgeszinii felille

uszd folyadékot 6xlo ml éterrel extrahiltuk. A BArgas

Oy

Nr-szAarmazikokat tartelmaz’ dteres oldatot




1/lo-ére bepiroltuk, s ezt &z oldatet haszniltuk fel a

termék szdtvdlasztisit cdlz’ pepirkromatogrifia cdljeiras.

4 papirkromatogrifift Schleicher-Schilll 2043 b
papiron hejtottuk végre kétdimenzi'ban, ahol mindkdét die
menzid leez4115 frontot jelentett. A papir mérete a
atartpontokt;?i szdmitva 76x36 ce volt. Az elsd dimenzi-
éban nutancl-H4N, & miscdik dimenzidben 1,5 ¥ foezfit
puffer sz0lgilt oldfezerill. A nativ vve.bfl elfdllitott

kétdimenzidle kromatogrammot a 2. 4bra tiinteti fel.

2. Abra



Az Abrin l4thatd kromatogramm csek hozzdvetdleges
drtékelésre nyujtott lehetdséget, A killBnbizd INPe
szdrmarékok identifikdldsa cdljdbdl tovdbhi vizsgilatok
elvégzése, feltételezd seink megerfeitése bizonyult
szilkeé gesnek., A foltok egyenként térténd tovibbi érté-

kelését a kivetkezd fejezetek tirgyel jdk.

le A-jelzési termék vizsgilata,

Az g foltot képezd DNF-szdrmezék butanocleH,N-ban
egydltaldn nem vegy csek kevéssd fut, Rf-értdéke tovibbi
megismételt futtatisck alkalmival o-95 kizdtt viltozik
/& fronttdl futé anyeg Rf-értéke loo/, mig mozgédkonysiya
foezfit pufferben kizepes., Hzutdn & foltot & kromato-
grammbdl kivdgva megkiséreltitk {terrel eludini, amd y
azonban sikertelernek, mig visges extraekeld sikeresnek
bizonyult., Az extrahilt termdéket ezutdin 0,88 fe-u
HH4CH-81 105%°C~on 6 érin keresztil hidr-lizdltuk a
kondenzicid utjdn képzlastt kitée elbontdedra, &
szabad aminovegylilet el d4llitdsa érdokébenfloo/.
Hidrolizis utdn a terméket vizflrddén bepiroltuk, &
bepiridiei maradékot vigben oldottuk, ée& ninhidrin
pré bdnak vetettik ald, amely ez esetben pozitivnak bl
zonyult, bizonysdgdul ennek, hogy aminosavval Allunk

szemben,

Szemligyre vive & IWP-aminoesvak oldékonysigit,



ldthatd, hogy & D¥P-hisztidin, a DiP-triptofin egyile
taldn nem, mig a INP-arginin csak csekély mirtékben
oldédik éterben., 4 THP-triptofin mozgdkonysiga butanole
Hi¥-ban 8 Koch-Weldel féle térkép alapidin jivel nagyobd
az Altalunk 4ds8zleltnédl, mig & misik kit aminosev DiPe
szédrmazéka egyiltalin nem vindorel. Tlymédon elkiszitettiik
modellvegyilletként & INP-hisztidint é8 WPearginint, de
geszehasonlitotiuk & nativ vve-bdl nyert 4 folttal,
Mivel az emlitett olddszerben a vegyillet mezgékohységa
nulla, ®0CK /lol/ szerint i-amilalkohol:57 ecetsav -

- 1:1 arinyu el egy organikus fizisiben futtattuk a
terméket felszdllé front utidn. Az ilyawd don egydimen

zidban kifejlesztett kromatogrammot a8 J.4bra mutatja.

§ @D imeMut

DNP-HifT

A

J. dbra
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A 3. Abridn feoltiintetett kromatograma f8 minden
tovAhbi Bsezehasonlitd egydimenzide papirkromatogrifids
vizegilat esetdben & kérdises vegviiletek 3 sorban
futottak, amelynél balrdl jobbre az ismeretlen-, illea
téleg a modellvegyillet, illetfles az ol 728 kettd epviite

tesen foglalt helyet & startpontokon.

A gzébanforgd 4brin lithatd, ho:y a modellvegylle
letkini alkslmazott DiP-hisztidin nem azonos jp-val,
Hzért k¥vetkezlként zz ismerstlen A aminosavat INPe

grgininnel hasonlitottuk deesze, 48 &z eldbbl kromatogram-

mot nyertik;

a - ’= -~ 1
& ; _

s ‘ |
"A

§ i

4. Abra



Az 4brdbél kitlinik, hogy ez 4 enysg & INP.
arginin modellvegyllettel azonos moggékonysigral rone
delkezik., A fentl megfigyeldeck slepjin tehdt, amelyek
szerint ar A D@Pa&zérmazék & Yoch.%eidel féle butanole
'333 cldéezerben epyiltaldin nem vindoroel - amelyet
& TNP-hisztidinnel egylitt ezrdét a szerzdk tdrképliksn
nem is tiintettek fel -, tovédbbd, mivel ez e wesyilletek
ezdimdra speciflis olddszerben azonos lefutisusk, megdllsa-

pithatjuk, hogy &2 A vegylllet INPearginin bdzikus

aminosav,

2e Bojelzésil termék vigsgilats.

A B MP-gzirmazék Rf-értéke butanol-H,N-ban
22-24enek bizonyult, & kétdimenzids aminosav-térkép
slapjin TNPeszerin, B megdllapitdie sldtdmasztisira
elkémzitettiink modellként INPeszerint, s & modell-
vegyiilet mellett, 11letfleg egymdsban futtettuk a
termékek 2t butanol-Hieban, A kromatograzmot az 5.

ibra.tﬁnteti fel.,

LAthatd, hogy a B folt egylittesen fut &
Mpesgerinnel. Zzért, ha & mdsodik dimenzilt jelentd
foszfit pufferben is azoncs mozgékonyedggel rendelkezik
& két vegylilet, megdllapithatd, hogy & nativ vvs
B szérmazike & D¥p-szerinnel azonos, A 6. Abrén
feltintetett kromatogremm e feltételezde igemolfieit

Jelenti.
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5. Abra




e

6. dbra,.

3¢ Cmjolzésli termék vizegdlsta,

A norm?l Allapotu vve kondenzfeidle reakeilija
utjin nyert ¢ szdrmazék a féntiekben leirt 4teres extrak-
c¢iéd 48 lugees hidrolizis utdn ninhidrin-negativnek bi-
ronyult, Ennek alapjin két feltevée lehetséges. i ¢ folt
Ffedrtéke alapjin, anely 52-nek bizonyult vegy & kone
danziciﬁa reakeis utén nem teljes egészében eftdvolitott

D8 hidrolizis termékeként dinitrofenolt jelent, vagy-

pedig - mivel a2 aminossvereakeil” negativnak bdbizonyult -



o N L

velamilyen mds, fﬁltaﬁetéun a vve lipoidjuibﬁl eredd
amin DNP-szirmazékit jelenti. A kdvetkezlkben fel tine
tetett 7. é8 B, Abrdbfl - amelyskon DNP-OH modelle
vogylilettel egylittesen futattul aAkezwlt TV Seszirnazéko-
kat butanolelisieban, illetfleg foszfit pufferben -

kitlinik, hogy & keletkezett C vegyillet nem szonos

DiP=0H=al, f5itehetfen karboxil croportot nem tartale
mazd velanilyer mis emine vepyilettel Allunk sgemben,
¥ivel kezdeti cflkitlzdslink drtelmében e vegyill et

tov4bbi tulajdonmigel kUztmbd¥sek, ezl{rt tovibbi eleme

z248ét81 eltekintettink,

vA i UA

l e

7. Abra
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8. 4Abra

4, D-jelzdeli termék vizegdl sta,

% vegylilet elemzését hasonldkdpen vigeztilk,
mint ¢ esetében. Megdllapitottuk, hogy e 68-as Rf=

értékkel rendelkezd ezdrmazék nem aminosav kargkteril

veavillet, tenit valdsziniedg szerint & vvs-nek nenm

valamely proteinje, hanem felfileti lipoidja foglelja

mag!&bm .



S¢ Buielzdali termik vizepdlets,.

Eint emlitettilk, & DNP-proteinek hidrolizisekor
azok tobbé veagy kevésbé® bomlanak, A D lysmset egyik
legseimottevibb boml ‘stermike & DMiP=-anilin, amely
csaknem minden ilymterméezetil elemzis esetén jdldefli-
nidlt, negy mozgékonysigu sirga foltot eredményez &
kromatograasmon, Tovabbi jelleunzdje, hogy mig butancle
Hyll=ban 83-85-3s Hf-értékkel vindorol /9. dbra/,
foszafit puiferben vagy egyviltaldn nem vagy elmosddd

ce’viajhaval vAlik ismerttéd flo. dbra/.
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lo. 4bra

4 nativ vve-bdl képmett kremastogramm E foltja

az Abrik szerint szinién DNPeNH.-t jelent, ninhidrin.

negativ, vindorldsi sebessige aronos a modollvegyill ve

té?ﬁln

A nativ 4llapotu vve-eknek & fentiekben leirt
kezelését Heszesen lo a&lkalommal kil¥nbizad egyénekbidl
eredd vér vvsejeivel /ekik vércsoportje kiltntind
volt/ negisnételtik, & az eredminyeket minden esetben

azonosnak taldltuk.



B
HTERERY OLDEDG LIPOIDOKTEY, WONTSS
PTROBA VIZECLL ATAe

4 VIl. FTejezetben leirt m&&on olkiszitett £ter-
ben oldédd lipoidoktidl menter sztrimin hasonilkdpen
hajtottunk végre kondenezicife reakei’t, mint a normil
dllapotu mosott vve-ekem, auely reakeldt azutin tovdhbi
9 esetben szintdén megiemdétel tlink. A normdl vve-ekhern
t3rténd Beszehssenlitis drdekében lo ml wve-pspbsl
{11itottuk 01& megfeleld médon & lipoid mentes sztrimit,
A kondenzdceid, hédrelizie, tisztitds utéin a sztriminak
hasorld elv szerint elkéezitett kétdimenzile kromatogramm.

JAt & 11. 4brin feltiintetett fénykép szemlil tetdi.

1l. 4bre
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Az 4bribdl kitiinik, hogy & lipoid mentes eztréma
& nativ vve=hez hasonldan 5 MWP-szirmazdk foltjit tare
talmezza, &zonban € foltoknak nem mindegyike azonos az
¢lGbbiskkel, Mint l4thats, a sztrime A, B, 0, E, foltja
nelyében dg természetében megezyezik u nativ vvs hasone
1¢ betiivel jelzettl foltjaival, tehit DNpPearginin,
DiP-8zerin, egy ismeretlen NP-amin és DNP=NHy jel enlée
tével kell szimolnunk. 4 kill¥nbség egyedil abban mutate
kozik meg, hogy egyrészt & sztrime HP-szerinje a nativ
vys-éhez viszonyitvae hozzdivetdlegesen 3-szorog mennyi-
ségii, mig az ismeretlen amin mennyisige a vve-lipoid
fteres extrakeidla alkalmival hozzdvetilegesen a felére
cedkekens Mivel & jelen munka csak elvi, srerkezeti
problima megkdzelitését, kizdrilagosan kvalitativ vizee
gilatok elvégzéedét célozza, & keletkezett DNP-szirmezdkok
kvantitetiv vizsgdilatdra kisérleteoket nem végeztiink,
Wnnek ellenére azonban & kromatogrammokon kifejlesztett
foltok terjedelmébll /4tmérijébdl/, szinintenzitdsibil
ilyentermészetil Usszehssonlit) megfigyeldsekre nyilott
lehetSeéyg, anndl is ink4bb, mert ezeknek elvi jelentdsé-

get kellett tulajdonitenunk,

1., polelzésl termék vigspilata,

A nativ vve é8 az éteres sztrima 4., H itja mozgie
konysigiva ndzve egymistil nagymértéikdben kiilénbizik,
mig & nativ vves esetiben ez 68-nsk, & szirima esetiben

T3-nak adddott.



Ismerotes, hogy & vva-monbrin lipoidjel nayye
mennyisigben tartalmaznak foszfatidikat, igy el efsorban
kefelint, % glicerin-foszgfatida valemifile életfunkeidt
véiged szubsziritumban Alteldban kétféleképen vesz risszt,
ugymint azerin-kafaiin, illetfleg koleminekefalin alake

jiban a kivetkezd képletek szerint;

OH o= = 007 O O O0=R

LH =C= 00T AH ~Nw(0=R

LH?-G-?-63H~/CH2/2-”32 éﬁ2—0~P~F3ﬂ-Cﬂg-?ﬁ-Qﬁz
COCH

kol aminekefalin szerin«kefalin

Peltéitel ezhetd, mivel & vvs-lipoidok legnagyobbe
részt & vvs«feliil eten talilhatdk, e kefalin ie a membrint
bizonyoe részhen felépitd lipoidek egyik alkotdrésze,
Ezért elfogadhatinak l4itszik &2 a Teltevis, miszerint
- ha netiv vve feliil etén nem i8 - a sztrdimin képzdad
Mr=-aninovegyiiletek egyike a kefalindb’l hidrolinis
utjdn lehasadt DMIekolamin /INP-etanclemin/ less. innek
értelnéiben a szdbanforgé MP-szirmazékot a leirt midon
extrahil tuk, lugosan hidrolizdl tuk, bap&foltuk /neute
ralizgdl tuk/, @ ninhidrin reaccidnak sldvetve, azt negative
nat taldltuk. szutin modellként INPekolamint készitettiink,
g & megfeleld kit oldészerben futtattuk & sztrdimival

pirbuzamosen, illetbe avval epylitt, % két kromatogramm

képét a 12, 1lletdleg 13. Abra mutatje.
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A

12. 4bra

13, 4bra



" Az Sbrikbdl kitinik, hogy & szirdma ismerotlen

Z foltje mind butanol-H-N-ban, mindpedig foszfit

puf ferben ezyiitt fut 2 INp-kelaminnal, amely drtelmiben

& fenti feltevisinket ipazcl tnak mondhatiuk,

Jieg kell Jegyezni, hogy & TMreszdrmazékok
identifikdldsa ¢41jabdl elddllitott modell vegyliletek
esetében & kondenzicids reakeidt, a termékek tisztdtiedt
hasonld mddon veégeatik, mint & nativ vve, illetve vves

alkotdelomek esetdben,/



X1.

$TTREIN OLDODC LIPOIDOK VIZSGALATA »

He & nativ 41lapotu vve-sket dterrel extrehdltuk,
&8 vve-ck feliiletén 14ve e er eleoktroforetikus mozgékenye
edgért elefdlegeser felelds lipoidek tetomes része &
vvs-menbrinril leoldfdott. Idézett szerzlk szerint e li-
poidok tel jesren vagy egy résegilkben fehdrjikhez Hémialleg
ktititt formidban, tehit lipoproteidek formijdban fordule
nak el8, Noha a sztirime-fehiridk {dterben nem oldédnak,
migis feltételezhetd, hogy egyves zeirezeri enyagok
fterben tirténd nagy olddkonysige folytdn a lipoproteidek
egy risze éteres extrekeilval képes a satrdima folilletérdl

lﬂé.lﬂic

kzért csak akkor mondhatjuk teljesnek & sztiringe
fenérjék eminoceoportjairil slkotott kdplinket, ha vizsgi-
lat tirgydva tesszik, hogy ez éterben oldddd frakeid
& lipoid aminocsoportjain kivill tartalmaz-e olyan
aninovégesoportokat, amelyeket fendrjékbil fehérjékhes
rendelt aminosavak hordoznak. innek érdekiben & VIT,
fejezetben leirt midon ellkészitett ¢ter-extraktibilis
lipoidoket ha'onldiképen DNVB-al kezeltilk, s az iemertetett

vizeghlatot szen & terméken is végrehajtottuk,

P termék kétdimenzifs kromstogremmjdt a 14,

dbra eremiflteti /sz 0ldé zzerek mindkit dimenzi ban
megegyeziek az eldbbiekkel/.
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14, 4bhra

LAthatd az 4brdbdl, hogy & kérdises lipoide
frakcidban 4 szabad eminoccegoport szerepel. DMP-gzerin,

egy ismereilen nsm amincsav karakteril amino usirxﬁazék,

Inpekolamin és DNP=NH,, melyek mindegyike az ellbbl termée

kek velamelyikében midr szerepelt. ¥ DNP-szdrmazékok

kdelll csak az egylk, & NP-szerin amincosav, mivel

szonban e termék feltehetfen & lipoideokban meglévd kefae

lin egyix slkotdirésze, tovibbi mivel e frakciiban fehére

Jeszerii anysg jelenlétében epydb aminovegyill eteket,

MP-sminosavakat kellett volna nyerniink & szerin mellett,

ebben & frakeidbsn tehit fehérje természetili anyagok

jelenlétével nem kell szimolnunk,



XIX.

A HAHOLIZIS TERMPERINEK VIZESOLLATA.

Végezstlil INVPHeal tortind aminovégesoport meghatie
rozdsokat rajtottunk vigre olysn vvsenemolizdtumon,
nelynek kémzitésméajit a VII., fejezetben irtuk le.

A wégrehejtott kondenzicdd, eldzotes tisztitis é8 hide

rolizis utén nyert kromatogrammot & 15, 4bra tiinteti fel,

‘
IV

15. 4bra

Az 4brin 6 INP-seirmazék 14thatd, melybdl 5
/B, €, D, B, P/ megegyezik az e#l8bbiek valemelyikével,
@ 6, g folt pedig nem, % folt Rf-értéike S6-nak adédott,
ninhidrin-pozitiv, &z amincsav-térkdp alapjdn valin.

Mivel SANGIR egydirteimii vizsgilatai ért<lmében /lo2/



az emberi vér Hb-ja 2 mdl velin végesoperttal rendrele
kezik, tovibbd mivel & vvsehemolizdtum természetszerilleg
tulnyomdéreezben Hb, krometograsmunk ezen uralkedd folte

jAnak tovibbi ol emzédaltll eltekintettink, s o foltot
o ]

DP=-valinnak fogadtuk el,.

-

A fenti tinyek értelmcben megillapithatjuk, hegy
& leirt uton eléfllitott hemclizdtum 2 szabad aminocfoe
portot jelentd aminosavval, a gzerinnel és yalinnel
rendslkezik, ezen tulmenden pedig megtalilhatd wnig &

kolamin szebad aminoceoportja ¢ mieik ismeretlen aming-

vegyilet kisdretiben,




X1il.

VIZOLDOKORY INDP=SZIRMAZIKOK VIZSGLL AT Ae

A SAM0ER-f3le aminovégesoport-meghatirozds 1eiria
gdndl emlitettiik, hogy & reskeld sorin kelstkezs 1shetw
gdgee termdkek k3zUl néhiny az 4ltalunk axtreh’ild dpense
kint glkalmazott Sterben nem oldddik, tehdt extrakeld utdn
& sisavas hidroliris vizes oldatiban mprad viesza., Ilyen

eledsorban a Mp-hisztidin ég DDPetriptoféne

Mivel & leirt kisérleteink sorin kigirilsg dtert
haszandl tunk INP-szdrmazékok kinyerdsére, sziiksigesnek
bizonyult ez elfbbi két csekis vizben 01d4dd termék
jelenlétére megvizsgilni az dteres extrakciéd utéin

vigsgzamaradt viges oldatot.

nem célszeril & papirkrometogrifidngk sldivetett oldatok
ionereidit megfaleld drtédk fHlé niivelni, a jslzett cldatet,
anely sésavra nézve 5,7 ¥ volt, vikuumban sdsavesepda kize
beiktatisival bepircltuk, a visszmmeradt szildrd ter-
méket desztillAlt vizben oldottuk, 8 papirkromatografile
tuk & mir ismert mdden. A leirdisunkban szerepld 4 vvea
freakcis mindegyikivel ezt wigrehajtva szt ésglel tilk,

hogy a mir lsmert aminc-vepyil eteken kiviil ujabbal,

igy MP=hisztidinnel é8 MP=triptofinnal nem kell szdi-

molnunk, a vizes oldatokbdl czak egyetlen termék izoldle



hatd, az fterben kismértékben 0lddds, de az dteres exte
rektunban is megtaldlhatd MiP-arginin. i vizes elemzdséde
nek eredménydt sz L14bbi Bsszefogleld 1Abldzat tinteti

Tel:

VVs=frakeidk DNP-g8zarmazekok
|
‘ Nativ vvs DNP-arginin
Sztrima DNP-ar ~inin
Lipoidok -
Hemol iz tum -

Se t”lblizat



XIv.

A KISPRLETI UREDMERYEE KIPRTOKELESE.

¥isérieteinkben aminovigcesoportemeghutirozisokat
végeztink natiy dllapotu emberi vvseen, &8 errak kiil%ne
bzl frakeidin a cf1lbél, hopy kémial metodika alkaslmazdsa
utjin limpontot nyerjink m vve feltlleti strukturijira
vonatkozdan., i vigceoport meghatirezdsokat WP seritsée
gével vépeztiik el, e & SANCER 4ltal leirt médszert
kériilmény einknek magfelellen mddositottuk, Bunk volt
& jelen médszer glkalmazdsdvel clditimesztani ez ircdsalome
bfl ismert azon feltevéisek egyikét, awely e vvs-membrin
alepvetd kimial strukturdjira vonatkozik., Mint leirtuk,
2 hipotdzis lehetséges, Ygyik pzerint a vve felille'én
kizdrilagosen lipoid molekuldk domindlnek, a vve-membrdn
geszefticef lipoid hirtyibél 411, amely telies egészdben
elfedl & vvs vizezerkezetédrt felelds sztrima-fendriiket,
A mieik feltevés kiteipbe vonja ilyen hirtya létezdeét,
év mzt tételezi fel, hogy & vve feliiletédn nagyszimm
karboxil ceoportial rendelkezd lipoidok e amfoter karake
teril fendrjdk egylittesen 1-teznek, & & kUl¥nbizd sajftedign
vegylll etek egyiittesen feleldsek a fellletl tulajden-dgok

kialakuldsdirt,

Eisérleteinket megeldzfen Teltdtel eztilk, hogy ha.

az aminovig csoport-meghatirozds eredminyecként bizonyithat!



médon fehérjébll ereds amincsev vegy eminosavak szsabad
aminoeseportjit fezlel jik, akkor sz emlitett feltételew

zgéeek kdazll az utibbit kell valdszininek tartanunk,.

®redménveink kidrtékelése cf134bdl a 6, tiblizate
ban feltilntettilk a nativ 21levotu vveafelill etnek <2 &
vwe-hfl 2184114tott Beezee frekeilknak az 4ltalunk
heerndlt SANGTR-midszer utjin nysrt termdkeit, amelyek

gzehad aminocsoportokkal rendeliceznek.

Lipoiad
DNP-szirmasikok Rf % loo Nativ mentes Extr. vvs
‘ But-NHy vvs sztréima | lipoidnk hem,
‘ ey | | ST |- )
; DNP-arginin  /a/ 0=5 + i & - -
i DNP-szerin /B/ 22-24 + S 4 e
Ism.an.vegy. /C/ 50=52 + § + + i e
Ism.am.vegy. /D/ | 66=68 & : - ~ +
DNP-amin /=] | .83-85 + S 4 +
DNP=kolemin /=)L Te=T4 - i + + +
DrP=valin /6/ | 55=57 - | - - +
i - o Ve ] — 1y i

6. tibl dzat

A zhréielben 16vE nagybetiik smrint jelsltik az
glébriek sorin kbzilt kromatogrammokon & szdbanforgd

vegylil etekat,



le Hativ vve,

A terméeszetes 41llapotu vvs kezelésex sorin 5
sminovegylil etet nyertiink, amelyek kizill 2 eminosav,
¢ ismeretlen, de bizonyosan nem eminosav karakterii PP

szdrmazék, 1 pedig & meghe tirozdss:l jird melldktermik,

4 ¢ eminosav szdrmaezdk k¥zlil & ONP-szerin egyarint
szdrmazhat sztromatin-fehériékbll de lipoidokbsl, ugyee
nie & vvs-ben tetemes men-yiségben talflhatd kefalin
/osszlivoidok 40 Zea/., % kefalin egyik megjeleniési formi-
jiban alfa vegy bita helyzetben szerint tsrtalmaz a
foszforsav molekul a-ré szhez kHtiitt 41lapotban. ®pen ezdért
8 MPeszerinnek a kel etkezése, tehit & vvs-felilleten
szerinbdl eredd sminocsoportnak & jelenldéte nem tekinte
hetd bizonyitéd erejiinek & vvs felllletén esetlegesen helyete
foglald fehérje molekuldkre vonatkozdan, 4 jelenlevd
MP-szerinen kivill azonban jf1 definifdlhsté mennyiségben
Mp-arginin keletkezik, tehdt sz arginin bdzikus aminosav
aminovégesoportjival & vve-felillsten foglal helyet,

% vegyiilet 1 karboxil csoporttal, 2 amino csoporitel ée
1 imino csoporttal rend lkeszik, tehit 4, de killtnisen az
e188 3 funkcils coportjival a fefhrjék felépitisében
szerepld peptia kitds kialakitésdban egysrint szerepelw
het, % ezerint az a tény, hogy IWP-srginin keletkezik,
nem jelent okvetleniil fehérje ldne végén helyetfoglald

aminovizesoportot, & szebad aminocsoporot ldnckizi



arginin is tartslmeazhatja, Bz azonban & felvetett kirdals
szempontjdbél kipdiablensk tekinthetd, mert az arginin
mindké t lehetsiges eliforduldsa esd én & vve felfiletén
kizvetleniil funkeiondld arginin molekulival, s igy

- minthogy e molekula eddigil ismereteink szerint szinte
kizdrilagosan fehérjék slkotdeleme - fehdérjével kell
szédmolnunk. % megillapitde tehit kizdrjs a vvs felilletin
dsszeftiggl l1ipoid hirtya létezdedt kisirletdnk drtelmében
a2 a&litett‘két hipotdézis kizlll az utd bbit kell alitie

masztanuni,
Ze Sme

Mint ismertettiik, az 4teres extrikeid utjén
elf41llitott éteroldhatd lipoidoktdl mentes sztrimiban
szintén 5 szabad aminocsopert taldlhatd. fpek kizHHl 2
aninosav, emel yek megesyeznek & nativ 4llapotu vve
egetében nyert aminosavakb’l szdrmazd &minocsopﬁrtakkal,
1 nem amincsav karakteril INP-szdrmazik, amely szintén
megtaldilhaté a normdl Allaspotu vve feltiletén, 1 sairmezék
pedig a meghatirozdsb’l eredd melldktermék, az 5. pedig

MP-kolamin,

Az ilyen uton #1841litott, & nagyrészt fehérjékbél
4114 satréma szintén tartelmaz DVP-arginint,a papirkroe
matogrifia utidn nyert hasonls terjedelmil folt drtelmében

& natly vveeel megesyerd mennyiségben, % szerint a mindkét



esetben megteldlhat! arginin molekuldkat e sztrima-fehire
Jék épié&kﬂvelnek kell tekinteniink, %zt alitimesztjiae
BLOCK é8 BOLLING kBzlése /flo3/ is, mely szerint ez emberi
vérbSl eredd sztréma-fenéridk hisztidinen, lizinen,
tirezinon, triptofinon, eciezteinen, metioninon kiviil

ezen Yeszes wminosavak k¥zll legnegyobb mennyiseégben

arginint tartalmaznek,

Hivel mind & szerin-kefalin, mindpediz & kolanine
kefelin igen j&1 oldddnak éterben 1/, feltételezhetd
volt,hogy he a nativ vvs kefelinbdl eredd szerint tartelmaz,
vvs édteres extrareisja utjdn el841litott eztrima kromae
togrammjan & DNP-szerin foltjdt nem fogjuk megtaldlinig,
Bzzel ezemben azonban azt észlel tik, hoiy IMNP.ezerin
szirdima esctdben kirdlbhelill J-szoros mdnnyiaégben kelete
kezik 8 nativ vvs.hez viszonyltva. “nnek magyarizata tibb
okban kereshetd. lsérendl oka lehetedéges, hogy mivel
éteres extrakcid utjin nemtdvelithrtd el a rendszerdsl,
85t & lipoidoknak & vys Telilletéril tirtént bizonyes mérvil
leclddsa utdn nagyobbrészben vdlik & DNFR reagens szidmira
hozzdfé rhetvé, a szerin sztrima-fehérjik alkotdieleme,
egyrd seé ben & netiv veve feluk tén is megtalilhatd, nagyobd
részében csak enyhe lipeid extrakxeid kivetkeztiben wilik
hozzdférhetivé, uzzel ellentétben felmeriilhet snnak is &
lehetdedge, hogy & szerint hordazd kefal in molekulik

iz ¢sak egy résszilkben taldlhatdik meg a vvse-membrin felile



T«

letén, nagyobb résziiket azonban egyéb fterben olddéd
lipoidok & vvs termégzetes 4llapotiban el fedik. ¥ mellett
szdl az is, hogy mig & nativ vve esctiben DNP-kolamint
nem nyertink, & sztrime esctében ennek foltje szdmottevd
mennyisdigben jelentkezett. Mindkét 41lmpetu kofalinn@k
ilyen elhel yezkedése termésretszerileg csak abban az
esetben vilik leh«tdvé, he & kefalin molekulik vagy
proteinekhes kémiailag rendelt lipoideok, tehit lipoproe-
teidek slkotirészel, é8 efrt nem képee az 4ter azokat &
vv-menbrdnbdl kicldeni, vagypedig & viz szerkezetil
sztromatin-fehérjék sztérikus okokndl fogve jdtol jdk a
kefal in molekulik tAvozdisit & szirdma valemely részébdl,
4 kefalinoknak lipoproteidekben tirtind eldfordulisit
alédtdmusztia az 18, hogy elyen DWFB-el reagild, f5ltehe-
téen lipoidokbél eredd ismerctlen amine vegylilet taldle
hatéd mind a nativ vve, mindpedig a sztréma esetiben,
amely lipoid sxtrakeid utjén sem tdvolithatd sl a vvs

felill etdrsl,

30 ﬁftarbﬂﬂ Qldédé llagidc ®

Hint irodalmi Hsszefoglalisunkban emlitettlik,
PRICKSON e munkatdrsai vizegilatal drtelmében a vvs-et
kbérilvevs membrin proteinjei kipesek nemoclizis sordn
bizonyes mennyisigben & vvs.rdl levdlni, ég & lipoidokkal
egylitesen olatbe menni, FRICKSCNYAK d8 munkatérsainak

ezen adatal iz azt & megfi,yeldist timasztjdik ald, miszerint



& lipoidok egy réeze proteinekhez kimisilag kititt

4llapotban, lipoproteidek slekjdben fordulnak el8.

Zzek eredményeként kisérleteink sordin felmerilt
ennak a 1ehétaségo,vho£y az éter segitségdvel tirtént
lipoid extrakeid & sztromatin-fehérjék egy részének
& lecldddisit ie Jelentette, Uzért sziikeigesnsk ldtszott
ezt & frakeidt ie megvizegileni szabad aminocsoportok
Jelenlé tére vonatkozian, Mint enlitcttﬁk, 4 szabad
eminocsoport jelenldtéivel kell szimelni, melyek kiziil
ceak 1,8 szerin amincsav, & minthogy ez feltehetlen ez
kefalinbdl szArmazik,melyet az ugysn ebben & frakcidiben
hagonldké pen megtaldlt MMP-kolamin jelenléte is aldtimaszt,
valésziniinek mondhatjuk, hopy e vvs frakcid lipoprotei.

deket, illetdleg proteineket nem tartalmaz,

4, Hemoligdtum,

A normdl Allapotu vve DNFBeoe kezeldse sordn
- mint 1a1r£uk « f& meriilhet annrk & lehetdsége, hogy =
DNPB nemcsak & felilleten 14vd a,inoceoportok sl rea-
gil, hanem & nagy permeibilitdssal rendelkezd membrinon
dtdiffunddlve a vve belsejében 14p kil estinhatisba
valamely szabad aminccsoporttal, Ha e sejt belsejibe
tirténd TFRe-diffuzié bekdvtkezik, & midezer termiszeteze-

rill eg & membrin kéimiai strukturdjdnak a tanulminyozdésira

nem slkelmas, He diffuzil & reekeid sorin bekbvetkezik,



akkor a vve belsejiben 14v§ Hb molekuldknak a jelzett
irodalmi adatok slerplfin 2 mil walin végzcsoportja is
elreagil, & & hidrelizis termékeibdl kimutsthatd.

¥inthogy azonban 8 nativ vvs 5 szirmgzéka kizil egyik sem
DiPevalin, val ‘eziniivé vilik, hegyv diffuzidval nem kell
szimolnunk. Teljes bizonyossdggal ezt skikor 4llithatjuk,
he & kondenzdicid ilyen reskeidlkirillméinyei ktzbtt modell-
ként szerepld valinbdl a MWr.sgirmaezék kbnnyliezerrel
elédllithats, misrfezrdl pedig, he & vve-hemolizdtum
kondenzdeidja utdn & Hb valin vigeseportjai jé1 definidle
hatd mértékbeny & hidrolizdtumbil kinyerhetdk., 4 15. Abrédn
feltiintetett kromatogreamm j&1 mutstja a hemolizdtumbdl
nagy koncentricidéban keletkezett Wp-valin jelenldtét,
mely szerint most mir megdAllapithatjuk, hogy & nativ vve
kezelése sorin csak & felilleten lejdtezddl kilesinhatisrdl
l=hetett e24, nativ vvs esetdében MPe.valin nem, nig a

hemolizdtum esetében nagy mennyisighben keletkezott,

fmlitésre miltd mig, hogy e hemolizdtum DHP-szire
nazékai kizstt & HNP-szerin £é8 Np<kolamin hasonlde-

képen megtaldl i atd.



C8SZEPOCLALY 8.

Jelen munkdnkban megkisérel tink timpontot nyerni
& virssvirgejt-membrin szerkezetéire vonatkozdan., (élkie
tizéslink annsk & megkizelitise volt, va)lion a virisvire
eeltemembrin kiilsd feldpitésdért kizirdlagosan lipoidok,
vegypadig lipoid molekuldk 4fe fehérjék egyiittesen felew
lések, Vizeggilatainkset a SANCHR-T5le midszerrel vigeztilk,
lényege enyhe reakcilkirtilmények kizitt aminovéigcsoporte

meghetirozisok elvégzdee fehérje molekuldkon,

Célkitiizdeaink elérisire normdl fllapotu emberi
virisvirsejteket 48 mzok egyes frakeifit kezoltﬁk dinitroe
fluorbenzollal, & sanger-féle midszer reagensdvel.
Vizegdlatainkndil az eredeti midszer nem volt haezndlhatd,
ezért az midositiera szoruit. A virisvirselt egyes frake
cifit dteres frakciondldissal 4llitottuk eld, TZredményew

inket & kivetkezdkipen foglalhatjuk Yesze;

1. A normil 4llapotu virisvérsejt esetiben 5
szabad aminocsoportot nyertiink., "gen aminocsoportek
kiziil 2 aminosavnek sz aminocsoportjdt jelenti, amslyek
kiziil az egyik /DNPesrginin/ bizonyosan sztrimeefehére
Jéxbdl ered, mig a misik /DNP-szerin/ egyarint szirmazhat
proteinbfl é& a negyszdmu lipoid egyik leglényegesebd
ké pvisek§jébSl, & kefalin glicérinufaazfatid&bﬁl. A

nyert 5 DuP-ezirmaezédk kizill tovdbbi két iemerectlen



Baezgetitelll, nem aminosav jellegll amino vegylilet, 1 pedig

& meghatirozde sordn keletkezd melldktermdik,

2. ¥lkészitettiink olyan virsevéree)t-sztrimit,
amely & virtsvérsejt hemolizis termékeit e as éterben
0ldddd lipoidokat nem tartalmaezta, ¥ termik sminovégcfoe
poert anelizise értelmében szintén 5 DIP-szirmazdk volt‘
izoldlhatd, 2 hasonldké pen megegyezett az eldzd termik
2 eminosavjdval, az egyik DMP-koleamin /amely az ilyenalaku
kefalin alkotirésze/, 1 ismeretlen amino vegyiilet, 1

pedig a meghatirozdsael jirs melliktermik,

3. 4ir Sterextrahilhatd lipoid frakeild hasonl
elemzise sordin 4 termdk kelreotkezett., "zek & feltchetlen
kefalinbdl ezdrmezd TWP-szerinen kivill mis aminosavat
nem tartelmsztak, jeléill annek, ohgy e frakeid fehirjleszeril
anyagokat, amelyek & sztrims-fohirjik £ szei iennénak,

nem foglal magdban,

4, A vbrisvérsejtehemolizie vizes frakciéjénak,
& hemoglobin tartaimu hemolizdtumnek az elemzése sordn
keletkezett termikek & Eﬁp-argihinen kivill az Seszes 218bbi
szirmazékokat tartalmaztik, %zen tulmenfen pedig igen
nagy koncentriciiban izeldlhats volt e frakeiibdl e

hemoglobin aminovégcsoportjekint ismeretes DMP-valin.

Fzeknek & kKisérleteknek sz eredményeként megile

lapithatjuk, hogy & virisvérsejt-membrin strukturijjire



vonatkozian az ircdaslomban leirt hipotisisek kiziil asmt
tekinthetjiik vallsziniinek, amky szerint a virisvirsejte
reakeidlkért elsddlegesen felells membrin felfiletének

az Spitdkivel fehdriékbll &8 lipoid molekuldkbil egylittew

sem tevidnek Sssze,



ZUS AN RN ASSIING .

In vorliegender Arbeit suchten wir einen Hinweis
zu finden {lber die Struktur der rotsn Rlutkdrpermemdbrin.
Die Zielsetzunlg unseres Versuches war annihernd festzue
gtellen, ob fiir den susseren Aufbau der roten Plutkir-
permembran ausschliesslich die Lipolde, oder die
Lip@idmolekeln und die #iweissstoffe gemeinsam verant.
wortiich sind. Unsere Versuche wurden mit der Sal0ERschen
¥ethode durchgefithrt, Das Yesentliche dieser ¥Methode
ist unter wilden Heaktionsverhsl tnissen die Restimmung

der Amincendgruppen a&an Eiweissmol ekeln,

Zu diesem Zweck behandel ten wir normalkonditio-
nierte rote Blutk’rper und deren einzelne Praktionen
mit Dinitrofluorbenzol, dem Reagens der {ANGYHRSchen
#ethode, Bel diesen Untersuchungen war die urspriingliche
¥ethode nicht anwengbar und musste dieselbe mecdifigiert
werden, Die einzelnen Praktionen der roten Flutkire
per wurden mit Aetherfrasktionierung hergesstellt, Unsers

Brgebnisese kiinnen im Folgenden zusemmengelasst werden:

1. mit nernalkonditionierten roten Flutklrpern
erhiclten wir 5 freie Aminogruppen, Von diesen Aminow
gruppen zelgen zwel die Aminogruppen der Aminsturen an,
von welchen die eine/TMPesrpginin/ sicherlich von Stromee

piweigestoffen etammt, wogegen die andere /MMrTeferin/



gowohl ven Frotein, sls auch von dem wichtigeten
Vertreter des in Lipeiden in grossen idengen vorhandenen
Kephalin«Phosphatides stammen kann, Von den 5 TP
Derivaten ®ind wellere zwei Derivate Aminoverbindungen
von unbekannter Zusammensetaung Jjedoch von keinem
Minoceiurecharskter, und eines ein wihrend des Versuches

entastandones Webenprodukt,

2. %2 wurde rotes Hlutkiirperstiroma hergestellt,
dag die Hemolysenprodukts der roten RBlutkiirper und die
in pether l1%slichen 1.ipoide nicht enthielt, Im finne
der aminocendgruppenanal yee dieses T“roduktes waren
ebenfalls 5 DNPeDertvate isolierbar, von denen zwel
mit den zwei Aminosiuren des vorherigen Froduktes
fibereinstimuen, eines war MWr.Kolamin /ein Bestandteil
des ¥ephalins in dlieser 7orm/ eines ein unmbekanntes
iminoderivat und einesg ein bei der Restimmung gebildetes

Hebenprodukt,

3¢ Im Laufe der nhnlichen Anglyse der mit Aether
extrahierbarsn Lipoidfraktion bildeten sich 4 Produkte.
Niese enthielten ausser dem vorauseichtlich von Kephalin
herrilbrenden INP=Serin keine andsren Aminceruren alse
Zelchen doessen, dare diese Frektion esiwelissmussige
Gteffe, die Telle der Etromaproteine sein kinnten,

nicht enthrlt.

4, Die wrhrend der snalyse des h*moglobinhaltigen



Himolysats, die wissrige Praktion der roten Blutkirper=
himolyse, entstandenen Produkte, enthielten, sueser
DiP=irginin, dle simtlichen vorherigen Derivate., jiusserdeom
war aus diaser Praktion in grosser EKonzentration das

als dle Aminoendgruppe des Hemoglobing bekarnte MNP

VALIN isoclierbar.,

Auf Orund disser Versuchsorgebniese keam feste
¢gestellt werden, dass von den in der Titeratur beschrie=-
tenen Hypothesen hinsiechtlich der sStruktur des roten
Plutkdrpermeabrans Jjene ale die Wanrscheinlichste
angenommen werden kann, wonach die Baustelne der fir die
roten Flutkirperreaktionen in erster lLinie verantworte
lichen yembranebérflrche sowochl au® Tiweigsetoflen

wie such aus l.ipoidmelckeln bestcshen,
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