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Az 618 szervezetekben kotott és szabad formaban egyarant elgfordulé
N-metilezett, bazikus aminosavak (N-¢-metilezett lizinek, NC-metilezett argini-
nek, imidazol-N-metilezett hisztidinek) biolégiai funkeciéjarsl még nagyon keve-
set tudunk (Paik és Kim 1971; Tyihak és mtsai 1976a). A legtébb ismeretiink
— az utdébbi évek biolégiai vizsgalatai alapjan — az N-e-metilezett lizinek
ko6zé tartozé N-e-trimetil-L-lizinrgl (L-lizin-betain; TML) van. El§z8 kisérle-
teinkben azt észleltiik, hogy TML kezelés hatasara a daganatos és nem dagana-
tos sejtpopulédciék dn. ,,nyugvé” allapotban levd sejtjeinek egy része a DNS-
szintézis, majd a sejtosztédas fazisaba keriil (Szende és mtsai 1970; Kopper és
mtsai 1971; Stotz és mtsai 1974). Masik jelent8s megallapitds az, hogy a
biolégiai fehérje-metilezés termékeként szabadon is eléfordulé TML-bsl a
zsirsav-anyageserében kiilonosen fontos szerepet jatszé karnitin képzddik
(Tanphaichitr és Broquist 1973; Cox és Hoppel 1973; Villanueva és Lederer
1975).

A TML sejtproliferaciét fokozé hatasdban szerepet jatszé tényezdk
koézelebbi megismerése céljabdl tanulmanyoztuk a SH-TML beépiilését, megosz-
lasat és atalakulasat az NK/Ly ascites tumoros sejtekben.

A SH-TML-el végzett eddigi vizsgalatok kimutattik, hogy az egerek i.p.
kezelését kovetd els6 két 6raban a beadott TML 709,-a kiiiriil és ezen beliil a
809, pedig valtozatlan formaban a vesén keresztiil valasztédik ki. A TML

. clearance értéke az inulinhoz kézel all6, mely arra utal, hogy az a tubulusokbdl
nem reabszorbealédik (Lower és mtsai 1974).

Anyag és médszer

Metilezett lizinek elodllitdsa: 1,82 g L-lizin-hidrokloridot 18 ml vizben oldot-
tunk és 660 mg bazikus réz-karbonat hozzdadasa utin keverés kozben fél-
orat 100 °C-on tartottuk. A reakcidelegyet lehtitottitk és 0 °C—5 °C kézott
egyszerre becsepegtettiink 12 ml 109%,-0s natrium-hidroxid oldatot és 3,78 g
dimetil-*H-szulfatot (fajlagos aktivitas 258,2 mCi/mmél) 45 perc alatt. Ezutan
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tovabbi 4 érat kevertettiink ezen a hGmérsékleten. A reakcidelegyet 3 x 30 ml
éterrel extrahaltuk. A vizes fazist vizsugarvakuumban valé szivatassal éter-
mentesitettiik, majd Dowex 50 gyantaoszlopon vezettiikk at. Ezutan 1000 ml
vizzel mostuk a gyantaoszlopot, majd 2,5%-0s amménium-hidroxid oldattal
elualtuk — a rézionok a gyantan megkétédve maradtak. Az eluatumot 40—
50 °C kozotti hdmérsékleten vizsugarszivattyin beparoltuk. 2,58 g sarga szind,
olajos anyag maradt vissza, amelyet 3 ml vizben oldottunk és 2,9 g fumarsav
50 ml alkoholos oldatdnak hozzdadéasaval a TML-fumaratot — egy éjszakai
hiit6szekrényben val6 allas utan — kisziirtiilk. A nyert termék silya: 1,85 g.
O.p.: 142—145 °C. Fajlagos aktivitas: 221,35 mCi/mmdl.

A nem radioaktiv N-e-metilezett lizineket [(N-e-monometil-L-lizin HCI
(MML), N-g-dimetil-L-lizin HCl (DML), N-e-trimetil-DL-lizin-2-HCl (TML)]
szintézissel allitottuk el§ (Puskas és Tyihdk 1969; Benoiton 1964; Matsuoka
1972).

Az L-lizin HCl a REANAL Finomvegyszergyar (Budapest) és az L-carnitin
HCl a PIERCE Chemical Co. terméke volt.

SH-TML vizsgdlata sejtfrakciokban: NK/Ly ascites tumort 5 X 10° sejtszammal
i.p. transzplantiltunk CFLP néstény egerekre, amelyeket préselt tapon
(LATI) és csapvizen tartottunk. 8—10 nappal a transzplantécié utan az allato-
kat 80 mg/kg *H-TML-el, fumarattal i.p. kezeltiik, amely 58,16 mCi/kg-nak
felel meg. Kisérleteinkhez osszesen 120 egeret hasznaltunk, a vizsgalt id6épon-
tokban csoportonként 4—7 egeret gaznarkézisban megéltiink. Az eltavolitott
szerveket (agy, maj, csontveld) és a lecentrifugalt tumorsejteket hideg, 0,99,
NaCl oldattal mostuk és nedvessilyukat meghataroztuk.

Minden szévethdl 0,1 g/ml-es szuszpenziét készitettiink fiziologias NaCl-
oldattal, illetve a cytoparticulumok elgallitasahoz 0,25 M szacharozeval teflon
fejes Potter-homogenizatorban. A tumorsejtekb§l Beckman L—2 ultracentri-
fugaban differencial-centrifugalassal cytoparticulumokat allitottunk eld; to-
vabbi tisztitas nélkiili magot 600xg-vel 10 percig, mitochondriumot 15 000xg-
vel 20 percig, a mikroszémat 105.000xg-vel 60 percig iilepitettiik. Kromatint és
nukleoluszt Bhorjee és Pederson (1973) médszerével allitottunk el6. A homoge-
natumok és a cytoparticulumok feldolgozasat Scotr (1956) médszere szerint
végeztiik. A sorrendben hideg 0,5 N PCA-val (4 °C), alkohol-éter (3:1, v/v)
elegyével, N NaOH—6 N HCI (5:1, v/v) elegyével, 0,5 N forr6 PCA-val (70 °C)
és 0,1 N NaOH-val készitett frakciok az alacsony molekulasilyd anyagokat
(;,poolt”), lipideket, RNS-t, DNS-t és fehérjéket tartalmaztak. A radioaktivi-
tasat folyadék szcintillaciés spektrométerrel (Beckman LS-100 C) mértiik,
toluol-2-etoxyetanol alapanyagi szcintillator folyadékban, a dpm-re torténé
atszamitas a kiils6 standard médszerrel tortént (Kopper és mtsai 1976,
Higoshimura és mtsai 1962). A fehérje-meghatéarozast Lowry (1951) médszerrel,
mig a DNS-meghatarozast Burton (1956) médszerével, az RNS-t pedig OD -

on mértiik.
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Analitikai médszerek: A SH-TML atalakulasanak vizsgalatara az egyes szovet-
frakciokat vékonyréteg-kromatografiaval vizsgaltuk 0,25 mm vastag Kieselgel
(G) rétegen, amelyen desztillalt vizet futtaté szernek hasznalva a metilalt
lizinek elkiilonithet6k egymastél (Tyihak és mtsai 1976). A 13 cm-es futas utan

megszaritott rétegrél centiméterenként — a futds iranyara merdlegesen — a
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1. abra: Metilalt-lizinek elvalasztdasa vékonyréteg-kormatografian.
Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz. Lys: L-lizin-HCl, MML: N-e-monometil-L-lizin,
DML: N-e-dimetil-L-lizin, TML: N-g-trimetil-DL-lizin-HCI.

rétegsavokat lekapartuk és a rétegporok radioaktivitasat szcintillaciés spektro-
méterrel mértiik. A rétegsavokat 2 ml vizben szuszpendaltuk és a szuszpenziés
Aerosol MA tartalmi szcintillatoroldatba vittiik, és a radioaktivitast szcintil-
laciés spektrométerben mértiik (Szarvas és mtsai 1971).

Mas esetekben a radioaktivitast mutaté metabolitok kémiai természeté-
nek jellemzésére a réteget ninhidrin-reagenssel (0,2 g ninhidrin 80 ml methanol
és 20 ml 969,-0s ecetsav elegyében +0,05 g CuSO, 5 H,0; 100 °C-on melegités
10 percig), vagy etilacetat tartalmi Dragendorff-reagenssel (Tyihak és Vag-
ujfalvi 1970, Tyihak 1975) fidjtuk be (1. abra).

Eredmények

A 3H-TML aktivitisinak eloszlisa NK/Ly ascites tumoros egér kiilonbozo
szerveinek frakciéiban

Az 1. tablazat a radioaktivitas valtozasat mutatja a “H-TML kezelés
uténi kiilsnb6z8 idépontokban az NK/Ly ascites tumorsejtben és annak kémiai
frakciéiban. Az egész sejt vizsgilatakor legnagyobb radioaktivitast a kezelés
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utani masodik 6raban észleltiink, ezzel szemben a DNS és a fehérje frakcioban
a kezelés utani 6. 6raban volt a maximalis beépiilés. A 48 oras megfigyelési id6
alatt az egyes frakciok radioaktivitasanak a csokkenése eltérd képet mutatott.
A kezelés utani 2. 6ratél kezdve a hideg perklérsavval extrahalhaté dn. ,,pool”
frakci6 allandéan csokkent, ugyanakkor a lipid frakciéban a 24. éra, a nuklein-

I. Tablazat
Radioaktivitis idébeli viltozdsa *H-TML-el kezelt NK/Ly tumoros sejtekben

T 6 [6rdban]
e 0,5 2 6 12 24 48
Frakeié T

~—

Savban oldédé 4.893 000 14311 960 2 214 580 738 320 392 760 158 360
41 731 360 41731360 | +727500 | £+96500 | +61750 | 424 726

Lipid 148 680 616 760 87 760 42 080 27880 | 30200
+80 075 4201080 | 425750 | +9825 | +7800 | +12400

RNS 28 585 145 040 53 580 21 880 21 520 22 560
+8 1750 +1600 | 4+20200 | +3900 | +2245 | 410800

DNS 26 660 10 380 32 600 14 060 13 560 14 560
+11 800 £350 | 414675 | £4635 | 16830  +8100

Fehérje 19 670 14 475 21 000 11 400 8 585 8 220
+8 200 +1275 +5850 | +3270 | +1970 | +4020

Osszesen | 5116595 | 15098615 | 2409520 | 827740 | 464305 | 238900
+£1930000 | £1927505 | £240750 | +96500 | 54000 | 46 200

Megjegyzés: 25—30 g salyt CFLP néstény egereket 5x 10¢ NK/Ly ascites tumorral transzplan-
taltunk. 10 nappal késébb 80 mg/kg SH-TML-el i. p. kezeltiik Gket (részletesebben
l4sd Anyag és modszer fejezetben). Id8pontonként 4—6 4llatbél tortént a rddioakti-
vitds meghatdrozdsa. Eredményeket 1 g nedves sialy tumorra vonatkoztatva dpm-
ben fejeztiik ki. + = S. E.

sav és fehérje frakciokban pedig 12. 6ra utan mar gyakorlatilag nem valtozott
a radioaktivitas. A sejtekben levd radioaktivitas tdilnyomé része a vizsgalt
idépontok mindegyikében a PCA-ban old6dé, tin. pool frakciéban talalhaté,
tehat szabad formaban, makromolekuldhoz nem tarsultan. A savban nem
0ldédé csapadékbél az egymast kévet8 kivonasokkal -elGallitott lipidek,
nukleinsavak és fehérjék a sejtben lev§ 6sszes radioaktivitasnak egyre kisebb
szazalékat tartalmazzak. Ezért arra lehetne gondolni, hogy a TML a sejtekben
kizarélag szabad formaban van jelen és a makromolekuldkhoz csak adszorbea-
lédnak, igy a TML-t csak szennyezésként tartalmazzak. A makromolekuldkat
tartalmazé frakciékban észlelt kis mennyiségli aktivitis azonban mégsem
tekinthet§ kizardlag a savban 0ld6dé frakeié nem kielégit8 eltavolitasa miatti
maradékanak, mivel a kezelési id6 elGrehaladtaval a makromolekulakhoz
tarsult radioaktivitas viszonylagosan emelkedik, tovabba az egyes frakciok
radiokromatografias vizsgalata eltér§ szerkezethez tartozé radioaktivitasra

utal (II. tablazat, 2, 3, 4, 5, 6. abra).
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II. Tablazat

3H-TML szdzalékos megoszlisa mdj, agy, csontvel6 és NK|[Ly ascites tumor sejtfrakcisi kozote

Szdvet b vl By Lipid RNS DNS Fehérje | Osszesen

Maj 0,5 96,13 3,10 0,43 0,08 0,20 1009,
2,0 95,50 3,15 1,10 0,10 0,10 1009,

6,0 93,64 4,88 0,59 0,23 0,60 1009,

24,0 91,26 6,32 0,88 0,24 1,21 1009,

Agy 0,5 | 94,97 4,42 0,38 0,08 0,13 | 1009
2,0 93,95 4,67 0,54 0,29 0,54 1009,

6,0 91,70 6,64 0,88 0,18 0,50 1009,

24,0 88,18 8,26 1,52 0,31 1,69 1009,

Csontvel6 0,5 98,02 1,60 0,24 0,10 0,04 1009,
2,0 97,00 3,75 0,24 0,48 0,30 1009,

6,0 88,39 3,75 1,75 6,21 1,95 1009,

24,0 73,94 12,23 2,56 9,82 1,43 1009,

NK/Ly tumor 0,5 95,66 2,89 0,55 0,52 0,38 1009,
2,0 94,78 4,11 0,96 0,06 0,09 1009,

6,0 92,00 3,53 2,22 1,33 0,92 1009,

24,0 84,55 6,00 4,65 2,93 1,87 1009,

Megjegyzés: Kezelés és feldolgozds ugyanigy, mint az I. tdbldzatban feltiintetett kisérletben
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2. gbra: NK/Ly ascites tumorsejtek hideg Perklérsavas kivonatdnak radiokromatogramja
a SH-TML kezelést kovetd 2. rdaban. Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz.
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3. @bra: NK/Ly ascites tumorsejtek alcohol-éteres kivonatdnak radiokromatogramja a 3H-
TML kezelést kovets 2. 6raban. Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz.
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4. dbra: NK/Ly ascites tumorsejtek RNS-t tartalmazé kivonatdnak rddiokromatogramja
a SH-TML kezelést kovetd 2. érdban. Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz.
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5.dbra: NK/Ly ascites tumorsejtek DNS-t tartalmazé kivonatinak ré&iokromatogramja
a 3H-TML kezelést kovetd 2. 6rdban. Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz.
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6. abra: NK/Ly ascites tumorsejtek fehérjét tartalmazé kivonatdnak radiokromatogramja
a SH-TML kezelést kovets 2. 6raban. Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz.
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A SH-TML kézel azonos mértékben épiilt be a kiilonb6z6 szovetekbe.
Jelentds eltérést csupan a vese és az agyszovet vizsgalatakor észleltiink, mivel
az el6bbiben nagyobb, az utébbiban pedig kisebb volt a beépiilés, mint a tobbi
szévetben (maj, 1ép, tids). Az egyes szovetekbdl eldallitott frakcick kozotti
radioaktivitas-megoszlas tekintetében azonban a kiilonb6z8 sziovetek eltérd
képet mutattak, amely kiillsnosképpen két proliferalé (tumor, csontvels) és

két nem-proliferalé (maj, agy) dsszehasonlitasakor szembetting.

III. Tablazat

A radioaktivitds szdzalékos megoszlasa a *H-TML-el in vivo kezelt NK/Ly ascites tumor cytoparti-

culumaiban
Frakciék Savban oldédé Nukleinsav Fehérje

Mag 1 6ra 24 6ra 1 6ra 24 ora 1 éra 24 ora

0,99 3.2 4,2 25,8 16,8 35,5
Mitochondrium 5,30 3.6 35,0 33,9 16,7 30,7
Microsoma 0,77 1:9 30,5 20T 21,9 19,1
Hyaloplasma 92,90 91,3 30,3 12,6 44,6 14,7
Osszesen: 1009, | 1009 1009, 1009, 1009, 1009,

Megjegyzés NK /Ly ascites tumoros egereket (CFLP 20—25 g néstény) 10 nappal a transzplan-
tdncié utdn 80 mg/kg 3H-TML i. p. kezeltiik és a cytoparticulumokat az Anyag és
modszer fejezetben leirtak szerint vizsgdltuk.

A TI. tablazaton feltiintetett kisérleti adatok attekintésekor lathato,
hogy a kezelési id8 el6rehaladtaval a csontvel8ben és az NK/Ly ascites tumor-
ban jobban emelkedett a makromolekuldkhoz (kétott) tarsult radioaktivitas
relativ szdzaléka, mint a majban és az agyban. A maj- és agyszovet esetében a
fehérje frakeié, mig a csontveldben és a tumorban a fehérje és a nukleinsavakat
tartalmazé frakeiék mutattak a legnagyobb mértéki relativ felhalmozédast.
Kiilonosképpen kiemelendd a csontvel§ DNS-t tartalmazé frakeciéja, amelyben
a radioaktivitas relativ tartalma 24 éra alatt kozel szdzszorosara emelkedett.

A kévetkez§ kisérletben megvizsgaltuk a szabad és kotott formaban levé
radioaktivitas megoszlasat a differential centrifugalassal elGallitott egyes
cytoparticulumok kézott (III. tablazat). Az NK/Ly ascites tumor 3H-TML
kezelését kovetd 1. és 24. 6raban a savban oldédé frakeié 91—939%,-at a
105.000xg feliiliszéban, tehat a hyaloplasméaban talaltuk. A fennmaradé
7—99, legnagyobb része a mitochondriumban volt, azonban ez nagyobb
hanyadot képviselt a kezelés uténi els§ 6raban, mint a 24. éraban, mivel a
mag és a microsoma savban nem old6dé radioaktivitdsa ezen megfigyelési
idé alatt relative emelkedett. A forré perklérsavas frakeié, amely az RNS-
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és a DNS-t tartalmazza, az 1 orai kezelés utan egyenlen oszlott meg a mito-
chondrium, mikroszoma és a hyaloplasma kézott és csak kis hanyada (4,29,)
volt a maghan. Ez a megoszlas feltiinden megvaltozott a kezelés utani 24.
orara, mivel a magban lényegesen emelkedett, a hyaloplasméaban pedig csok-
kent a forré perklérsavval kivonhaté radioaktivitas relativ mennyisége.
Hasonléképpen a fehérjéhez tarsult radioaktivitas is eltérd megoszlast muta-
tott a *H-TML kezelés utani 1. és 24. éraban; korai idépontban a hyaloplasma,

IV. Tablazat

Radioaktivitas idébeli valtozasa *H-TML-el kezelt NK/Ly ascites tumor nukleolus és chromatin
nukleinsav frakciéiban

146 Nucleolus dpm/OD 4, 3}',‘;;,’3;‘;":
30’ 79,74-23,9 138,0+36,3
2 6ra 136,54-46,8 217,64-38,7
6 6ra 445,6+60,8 329,6+60,0
12 éra 396,2+94.9 389,6+33,0
24 o6ra 645,5+84,7 100,0+32,2

+ =85

a kés6bbiben pedig a mag tartalmazta a sejtben levd fehérjékhez tarsult
radioaktivitas legnagyobb részét.

Minthogy a sejtmag nukleinsav frakciéja (forré6 PCA) mutatta a radio-
aktivitas legnagyobb mértékii relativ emelkedését (hatszoros), részletesebben
tanulmanyozni kivantuk a nukleolusz és a kromatin nukleinsav frakciéinak
radioaktivitasat kiillonboz6 ideig tarté *H-TML kezelés utan (IV. tablazat).
Megallapitottuk, hogy a kezelést kovetd 2. 6raig a kromatin nukleinsav frakeio-
janak specifikus aktivitdsa nagyobb, mint a nukleoluszé. A 6. 6raban azonban a
nukleoluszban ugrasszertien emelkedik a radioaktivitas és még a 24. éraban is
tovabbi emelkedés volt tapasztalhaté. Ezzel szemben a kromatin nukleinsav
frakciéja a 12. éraban észlelt legmagasabb érték utén a 24. 6rara mar a 30
perces érték szintjére csokkent.

Tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a *H-TML kezelés utan az egyes
sejtfrakciékban észlelt radioaktivitds a TML-b8l vagy annak atalakulasi
termékébél szarmazik. A TML és a vele rokon vegyiiletek kimutatéasara Kiesel-
gel (G) réteget alkalmaztunk, amelyen desztillalt vizes futtatassal a lizin és a
harom N-e-metilezett szdrmazéka jol elkiilonithetd. Ebben a rendszerben a
TML a start felett, a karnitin pedig 0,5 Ry értéknek megfelel§ helyen jelent-
kezik. Egyébként az 6sszes tobbi aminosav a rétegkromatografias rendszerben
a rétegmezd fels§ harmadaban helyezkedik el (1. abra).

Orvostudomdny 27, 1976



156 JENEY DZURILLAY KOHR LARS

MegAtlap tottuk, hogy a savoldhat frakci ban, mely a sejt sszes aktivi-
tAAnak 84 94%-/& tartalmazza, *H-TML mellett nagy mennyis@gben m/s
vegy letek is kimutathat k, ezek k z | feltBni nek tartjuk azt, amelyik radio-
aktivitAst 0,75 0,85 R; @rtgktartomAhnyban mutat, tovAbb/AE Dragendorff
pozit v & Ninhydrin negat v reakci t ad (2. Abra). A lipid, RNS & DNS
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10 13 cm
AStart Front

7. Bra. A sejtmentes ascites folyadgk r/Eiokromatogramja a SH-TML kezel@t k veti 2.
rAban. R&eg: Kieselgel G. FuttatAs: deszt. v z.

frakci k r&@egkromatogramjai nagyon vAEozatos kpet mutattak, s a pontos
azonos tAsokhoz tovAbbi vizsgAtatok sz ks@dgesek. A sejtek feh@je frakci jApak
logos vagy savas hidrolizAumAban a radioaktivitAS a TML-nek megfeleli
helyen jelentkezett a radiokromatogramon (6. Abra). Az ascites folyadk,
sz@rum @ avizelet vizsg/atakor a*H-TML v/Etozatlan formAban kimutathat

volt. Az ascites folyadZkban @& a sz&umban a TML mellett egy@ radioaktivi-
tAst ad vegy leteket istal Aktunk, amelyek mennyis@Zge meghaladta a TML-@.
Ezzel szemben a vizeletben a radioaktivitAs elsi sorban TML formAAban tal A-
hat @& a 0,18, ill. 0,85 R, &tk Aalakul Ai term@kek csak kis hAhyadA k-
viselt@k a radioaktivitAnak (7., 8., 9. Abra). A vd&sz@&um & a vizelet eltd
radiokromatogramja arra utal, hogy a TML metabolitjai sokkal jobban reab-
szorbeAt dnak a vesZkbil, mint a TML.
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1 . Ill

5 10 13 cm
‘Start Front

8. Mbra: Sz@rum r/giokromatogramja a *H-TML kezel@t k veti 2. r/Aban.
R&teg: Kieselgel G. FuttatAs: deszt. v z.

10 13 cm
start Front

9. Mbra: Yiziet r/Aiokromatogramja a *H-TML kezel@t k veti 2. r/Aban.
R&teg: Kieselgel G. FuttatAs: deszt. v z.

5% OrvostudomAgy 27, 1976



158 JENEY DZURILLAY KOPPER LAPIS
Megbeszd@

Ell z1 vizsgAtatainkban megAtlap tottuk, hogy TML kezel@ utAni mAso-
dik rAban az NK/Ly ascites tumorsejtek nukleolaris RNS szint@ise fokoz dik,
a nukleoluszok megnagyobbodnak @& szAmuk megni. A DNS szint@is foko-
z dASa a TML adagolAs utAni 18., a mitozisok szAmAnak emelked@se pedig a
24. rAban volt @zlelheti (Szende & mtsai 1976).

A *H-TML-el véyzett vizsgAtainkkal cdabb adatokat k vARtunk szerezni
a sejtproliferZi t stimul/£ hatASce TML hatASm djAa vonatkoz an.

A ®H-TML Aalakul /B | L wer @& mtsai szAmnoltak be a k zelmadtban
(L v&& & mtsai 1972, 1974, 1975), akik azt tal AtAk, hogy emberekben az i.v.
adott H-TML jelentis r#ze 2 ra alatt vAtozatlan formAban a vizelettel
ki r I, ugyanakkor kutyAban @& egdben a MML @& a DML nagyon jelenti s
katabolizmus/Z figyeltZk meg.

Jelen vizsgAtataink, amelyeket a metil csoportban jelzett TML-el vdgyez-
t nk, rAmutatnak a TML gyors Atalakul ASAEa @& a radioaktivitAS megoszl &
sApak idibeli vAtozASAEa az egyes sejtfrakci kban.

A TML-bi|l szAmaz radioaktivitAS legnagyobb r&ze (80 90%) a sejt
hyaloplasmAAban @& szabad formAban tal Ahat . A TML fi Atalakul ASi term@ke
Dragendorff pozit v @& Ninhydrin negat v reakci val jellemezheti, tovABbAE a
metilezett lizinekti| & a carnitinti| eltd1 Rg @t@ket mutat. gy feltdelez-
heti, hogy a TML AtalakulAAAban meghatAEoz  szerepet jAEsz  téhyezi K
(enzim?) az NH, csoport oldalAn, elibb dezaminAASsal, majd az om. -
oxidZi val has tjAk a molekul Z&, a kvaterner csoportot hordoz molekular@sz
pedig @intetlen | marad. T bb szerzi hasonl megfigyel@ri| szAmolt be
mikrobAkon, Atlati @& emberi sz veteken v@hzett vizsgAtatok alapjAp (Tanpha-
ichitr & Broquist 1973; I & Hoppd 1973; Villanueva & Lederer 1975;
L wer & mtsai 1975). Ezen AtalakulASi term@kek val sz nllleg igen reakt v
jelleggel rendelkeznek s elk@pzelheti k tid@s k a makromolekul &khoz vagy
rgszvdel k a biol giai metilezgsben. Erre utal egy@k@ht az, hogy mg a 48

rAs vizsgAati peri dusban a szabad formAban levi radioaktivitA (savban
old d frakci ) a maximAis @&t@kri|l 1%-ra cs kken, addig a makromolekul A&
kat tartalmaz frakci kban ez a cs kken@s |Zhyegesen kisebb m@t@k 3 (lipid =
= 5%-ra, RNS = 15%-ra, DNS = 45%-ra, feh@&je = 39%-ra). Ez a k | nb-
s nem magyarAzhat KkizA lag az egyes frakci k elt@ retineal kpessdy@vel
vagy lebomlASAZal, mivel a DNS & a feh@je frakci ban a maximAis bedp 1
k@s bb k vetkezett be, mint a savban old d frakci eseté@ben. A sejtmag
kromatin @& nukleolusz nukleinsav-frakci jApak a vizsgAkata a metil csoportok
k tiddséhek abszolod emelked@&e szolgAtatott bizony tgkot. Ezen adatok
alapjAn arra lehet gondolni, hogy a hyaloplazmAban szabad formAban levi
TML-metabolitok"” a kezel@i idi elirehaladtAral, bA elsisorban az extra-
cellularis t@&be jutnak, egy r@&sz k reakci ba I a sejt k | nb zi makromole-
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kulAtval. Ennek k vetkezt@ben a makromolekul Zis frakci k (lipid, nukleinsav,
feh&je) az eg@sz sejtben levi rakioktivitAS nagyobb hAayadZA k@pviselik a
TML kezelgs k@i bbi idi pontjaiban, mint a korAbbiakban. A cytopartiku-
lumok vizsgAata sorAa arra a k vetkeztet@sre jutottunk, hogy ez a felhalmo-
z dAS, amely a hyaloplazma terh@e t rt@hik, a sejtmag @& mitochondrium
feh&rje frakci jAban, de legkifejezettebben a sejtmag nukleinsav frakci jAban
gvzhyes |. Az egyes sejtfrakci kban @zlelt radioaktivitAs elt@1 kromatogrAi-
/B viselked@se k | nb zit TML metabolitra, illetve k | nb zi molekul & hoz
val k tid@sre utal. A lipid frakci ban a carnitin jelenl@@ val sz nf3sti a
radiokromatografi A k s&letben vdyzett megfigyel@ nk.

L wer & mtsai (1974) arra a k vetkeztet@bsre jutottak, hogy a TML a
fehdrjkbe nem @ | be, illetve annak m@tcke 1% alatt volt. R vid idejR
®*H-TML kezel@kor mi is igen alacsony radioaktivit/t m@t nk a makromole-
kulA&at tartalmaz frakci kban. A kezel@i idi elirehaladtAzal azonban mA
IZhyegesen megnitt a sejtben levi *H-TML-bil sz&maz radioaktivitAs
k t tt, tehZAE makromolekulAkhoz tAEsul formAban levi hAayada.

FeltBni1 nek tartjuk, hogy amikor a savban old d om. ,,pool” frakci ban
*H-TML-t vAtozatlan formAban csak kis mennyis@gben tudtunk kimutatni,
a fehje frakci k savas vagy logos hidrolizAumAnak kromatogramja TML
jelenl@d@e mutatott rA& Ennek okAE pontosan nem ismerj k, a megfigyelds
elemz&hd k@ leheti sdhet k vAaunk figyelembe venni: a) A sejtbe jutott
TML kis hAhyadA a feh&jeszintetizZA -rendszer gyorsan hasznos tja, azaz a
polypeptid |Aacba be I, m g a TML molekul & nagy r@ze metabolizA dik
vagy v/Atozatlan formAban ki r |, b) A TML kezel@& utAh a TML metabolitok
metilezik a mAE szintetizAE dott feh@djgk NH, csoportjait. Mindk@ leheti -
sggnd figyelembe veendr az, hogy a r@&egkromatogr/iAs vizsgAatokat a 2.

rAban vett sz vetmintAk kivonataival vgezt k, sakkor a feh@jefrakci kban
csak TML-t talAttunk. Lehets@jes, hogy a feh@je frakci knA tapasztalt
elhoz d bedp I&viszont TML-metabolitok metilezZs@vel Atlhat sszef gg@sben.

BAE vizsgAataink cdjAE k@pezi, munkAbk jelenlegi szakaszAban nem
tudjuk megAtlap tani, hogy a TML biol giai hatASa az eredeti molekul AAak
vagy Atalakul Ai term@k@hek tulajdon that , tovAbb/Zliogy ez a hatAS melyik
sejtanyagcsere-c¢ befolyAsol ASAR kereszt | j n Iddre. A TML proliferAi t ser-
kenti biol giai hatASAwal sszef gg@sben Atlhat az, hogy a gyorsan prolifer4
csontvell @& tumorsejtek makromolekul & jobban visszatartjAk, illetve idivel
t bbet &b tenek be aTML-bi 1, ill. annak metabolitjaib |, mint a nem-proliferAt
mA- & agysz vet sejtjei. Ezen megfigyel@ kapcsolatban Atlhat azzal, hogy a
gyorsan proliferA& daganatos sejtek DNS-@Zben a metil A&t bAisok eli fordul As-
gyakorisAga igen magas (D@bsai @& mtsai 1971). A metil &i kban r@szt vevi
makromolekul & (DNS, feh@j@k) k zelebbi megismer@se @& azok metilezI d&BS
nek a sejt proliferA€i jAban bet It tt jelenti sdhhek a rdszletes tanulmAnyo-
z/Ba jelenleg foly kutatAsaink tAEgy A& k@pezik.
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sszefoglal A&

Ellz1 vizsgAtatainkban azt @kzlelt k, hogy a N-e-Trimethyl-L-lysin
(TML) a sejt prolifer/i jA daganatos @& normA sejtpopul A£i kban fokozni
kZpes. Jelen tanulmAnyunkban megvizsg4tuk, hogy a*H-TML milyen m@rt@k-
ben @ | be az NK/Ly ascites tumoros Atlatok egyes szerveibe, @& hogyan oszlik
meg a k | nb zi makromolekul A&k at tartalmaz sejtfrakci k, valamint a dif-
ferenciA-centrifugAEABssal nyert cytoparticulumok k z tt. A *H-TML Aalakul &
SAE vikonyr@&teg-kromatogrAEi A5 m dszerrel k vett k. MegAtlap tottuk, hogy
a radioaktivitAS legnagyobb r@sze a hyaloplasmAban, mZgpedig a makromole-
kulA&kat nem tartalmaz frakci ban talAthat . A TML igen jelentis része a
sejtekben gyorsan metabolizA dik &fi1 k@nt ninhydrin negat v & Dragendorff-
pozit v term@bszetl3 anyag k@pzi dik. Emellett azonban mindegyik makromole-
kul ZAis frakci ban radioaktivitAs volt @&zlelheti, amelyek k z | jelenti snek tart-
hat az, hogy a feh@&jk hidrolizAumAban radioakt van jelzett trimethyllysin
iskimutathat volt. A kezel@i idi elirehaladtAval asejtben maradt radioakti-
vit/AsS egyre nagyobb hAhyada volt talAhat a makromolekulA&hoz k t tt Atla-
potban, k | n sen figyelemre m@dt a sejtmag nukleoluszAban az emelkeds.

K sleteinkkel elsi bizony t@&kA szolgAtattuk a methylezett lysinek
makromolekul A&khoz val kapcsol dAsApak @ gyors sejten bel |i Atalakul ASAbak.
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