
Semmelweis Orvos tudomány i E g y e t e m L sz. K ó r b o n c t a n i In t éze t , Magyar Tudományos 
Akadémia Izotóp In t éze t és G y ó g y n ö v é n y k u t a t ó In t éze t , B u d a p e s t 

N-e-3H-TRIMETIL-L-LIZIN FELVÉTELÉNEK VIZSGÁLATA 
NK/Ly ASCITES TUMOROS EGEREK SZERVEIBEN 

L A P I S K Á R O L Y , az MTA levelező t a g j a , J E N E Y A N D R Á S , az o r v o s t u d o m á n y o k kandi -
d á t u s a , T Y I H Á K E R N Ő , K O P P E R LÁSZLÓ, SZARVAS T I B O R , B U R S I C S LÁSZLÓ, 
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Közlésre érkezet t : 1976. V. 27. 

Az élő szervezetekben k ö t ö t t és szabad f o r m á b a n e g y a r á n t előforduló 
N-met i leze t t , báz ikus aminosavak (N-e-meti lezet t l izinek, N G -met i lezet t argini-
n e k , imidazol-N-met i lezet t h isz t id inek) biológiai funkc ió já ró l még nagyon keve-
set t u d u n k (Pa ik és K i m 1971; T y i h á k és mtsa i 1976a). A leg több i smere tünk 
— az u tóbb i évek biológiai v izsgála ta i a l ap ján — az N-e-met i lezet t lizinek 
közé ta r tozó N-e-tr imeti l -L-l iz inről (L-l izin-betain; TML) v a n . Előző kísérle-
t e i n k b e n azt észlel tük, hogy T M L kezelés h a t á s á r a a dagana tos és n e m dagana-
tos se j tpopulác iók ún . „ n y u g v ó " á l lapo tban levő se j t j e inek egy része a DNS-
szintézis, m a j d a se j tosz tódás fáz i sába kerül (Szende és mtsa i 1970; Kopper és 
m t s a i 1971; S to tz és mtsa i 1974). Másik je len tős megál lap í tás az, hogy a 
biológiai fehér je-met i lezés t e r m é k e k é n t szabadon is előforduló TML-ből a 
zs í rsav-anyagcserében különösen fon tos szerepet j á t szó ka rn i t i n képződik 
(Tanpha ich i t r és Broquis t 1973; Сох és Hoppé i 1973; Vi l lanueva és Lederer 
1975). 

A TML se j tprol i ferác ió t fokozó h a t á s á b a n szerepet j á t szó tényezők 
közelebbi megismerése cél jából t a n u l m á n y o z t u k a 3 H-TML beépülését , megosz-
l á sá t és á t a l aku lá sá t az N K / L y ascites tumoros se j t ekben . 

A 3H-TML-el végzet t eddigi vizsgálatok k i m u t a t t á k , hogy az egerek i.p. 
kezelését köve tő első ké t ó r á b a n a beado t t T M L 70%-a k iürü l és ezen belül a 
8 0 % pedig vá l t oza t l an f o r m á b a n a vesén keresz tü l vá lasz tód ik ki. A TML 
clearance ér téke az inulinhoz közel álló, mely a r ra u ta l , hogy az a tubu lusokból 
n e m reabszorbeálódik (Löwer és mtsa i 1974). 

Anyag és módszer 

Metilezett lizinek előállítása: 1,82 g L-l izin-hidrokloridot 18 ml vízben oldot-
t u n k és 660 mg bázikus r é z - k a r b o n á t hozzáadása u t á n keverés közben fél-
ó r á t 100 °C-on t a r t o t t u k . A reakcióelegyet l e h ű t ö t t ü k és 0 °C—5 °C közö t t 
egyszerre becsepeg te t tünk 12 ml 10%-os ná t r i um-h id rox id o lda to t és 3,78 g 
d imet i l - 3 H-szul fá to t (faj lagos ak t iv i t á s 258,2 mCi/mmól) 45 perc a l a t t . E z u t á n 
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t o v á b b i 4 órát k e v e r t e t t ü n k ezen a hőmérsékle ten . A reakcióelegyet 3 X 30 ml 
éterrel ex t r ahá l tuk . A vizes fázis t v í z s u g á r v á k u u m b a n való sz ívatással éter-
m e n t e s í t e t t ü k , m a j d D o w e x 50 gyan taosz lopon v e z e t t ü k á t . E z u t á n 1000 ml 
vízzel m o s t u k a gyan taosz lopo t , m a j d 2,5%-os a m m ó n i u m - h i d r o x i d o lda t ta l 
e luá l tuk — a rézionok a g y a n t á n m e g k ö t ő d v e m a r a d t a k . Az e l u á t u m o t 40— 
50 °C közö t t i hőmérsékle ten v ízsugársz iva t tyún b e p á r o l t u k . 2,58 g sárga színű, 
olajos a n y a g marad t vissza, amelye t 3 ml vízben o l d o t t u n k és 2,9 g f u m á r s a v 
50 ml alkoholos o l d a t á n a k hozzáadásáva l a T M L - f u m a r á t o t -—- egy éjszakai 
hű tőszekrényben való állás u t á n -— k iszűr tük . A n y e r t t e r m é k sú lya : 1,85 g. 
0 . p . : 142—145 °C. F a j l a g o s ak t i v i t á s : 221,35 mCi/mmól . 

A n e m rad ioak t ív N-e-met i leze t t lizineket [(N-e-monometi l -L-l izin HCl 
(MML), N-e-dimetil-L-lizin HCl (DML) , N-e-tr imeti l -DL-l izin-2-HCl (TML)] 
szintézissel á l l í to t tuk elő (Puskás és T y i h á k 1969; Benoi ton 1964; Matsuoka 
1972). 
Az L-l iz in HCl a R E A N A L Finomvegyszergyár (Budapes t ) és az L-carn i t in 
HCl a P I E R C E Chemical Co. t e r m é k e vo l t . 
3H-TML vizsgálata sejtfrakciókban : N K / L y ascites t u m o r t 5 x 106 s e j t számmal 
1.p. t r a n s z p l a n t á l t u n k C F L P n ő s t é n y egerekre, amelyeke t présel t t ápon 
(LATI) és csapvízen t a r t o t t u n k . 8—10 nappa l a t r anszp lan tác ió u t á n az állato-
ka t 80 mg /kg 3H-TML-el , f u m a r a t t a l i.p. kezel tük, amely 58,16 mCi/kg-nak 
felel meg . Kísér le te inkhez összesen 120 egeret h a s z n á l t u n k , a vizsgál t időpon-
t o k b a n csopor tonként 4—7 egeret gáznarkózisban megö l tünk . Az e l távol í to t t 
sze rveke t (agy, m á j , csontvelő) és a lecent r i fugál t t u m o r s e j t e k e t hideg, 0 ,9% 
NaCl o l d a t t a l mos tuk és n e d v e s s ú l y u k a t m e g h a t á r o z t u k . 

Minden szövetből 0,1 g/ml-es szuszpenziót k é s z í t e t t ü n k fiziológiás NaCl-
o lda t t a l , illetve a c y t o p a r t i c u l u m o k előáll í tásához 0,25 M szacharózéval tef lon 
fejes Po t t e r -homogen i zá to rban . A t u m o r s e j t e k b ő l B e c k m a n L—2 ul t racent r i -
f u g á b a n dif ferenciál -centr i fugálással c y t o p a r t i c u l u m o k a t á l l í t o t tunk elő; to-
vább i t i sz t í t á s nélküli m a g o t 600xg-vel 10 percig, m i t o c h o n d r i u m o t 15 OOOxg-
vel 20 percig, a mik roszómát 105.000xg-vel 60 percig ü l ep í t e t t ük . K r o m a t i n t és 
nuk leo lusz t Bhorjee és Pederson (1973) módszerével á l l í t o t t unk elő. A liomoge-
n á t u m o k és a cy topa r t i cu lumok feldolgozását Scott (1956) módszere szerint 
végez tük . A sorrendben hideg 0,5 N PCA-val (4 °C), alkohol-éter (3:1, v/v) 
elegyével, N N a O H — 6 N HCl (5:1, v /v) elegyével, 0,5 N forró PCA-val (70 °C) 
és 0,1 N NaOH-va l kész í t e t t f r akc iók az alacsony molekulasú lyú a n y a g o k a t 
( „ p o o l t " ) , l ipideket, R N S - t , DNS- t és f ehér jéke t t a r t a l m a z t á k . A rad ioakt iv i -
t á sá t fo lyadék szcintillációs spek t rométe r re l (Beckman LS-100 C) m é r t ü k , 
to luol -2-e toxyetanol a l a p a n y a g ú szcint i l lá tor f o lyadékban , a dpm-re t ö r t énő 
á t s z á m í t á s a külső s t a n d a r d módszer re l t ö r t é n t (Koppe r és mtsa i 1976, 
H igosh imura és mtsai 1962). A f ehé r j e -megha tá rozás t Loivry (1951) módszerrel , 
míg a D N S - m e g h a t á r o z á s t Burton (1956) módszerével , az R N S - t pedig OD2C0-
on m é r t ü k . 
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Analitikai módszerek : A 3 H - T M L á t a l a k u l á s á n a k v izsgá la tá ra az egyes szövet-
f rakc ióka t v é k o n y r é t e g - k r o m a t o g r á f i á v a l vizsgál tuk 0,25 m m vas tag Kieselgel 
(G) ré tegen , amelyen deszt i l lá l t vizet f u t t a t ó szernek használva a met i l á l t 
lizinek e lkü lön í the tők egymás tó l (Tyihák és mtsai 1976). A 13 cm-es f u t á s u t á n 
megszár í to t t rétegről cen t imé te renkén t — a fu tás i r á n y á r a merőlegesen — a 

Front 

Start 
1 2 3 i 5 6 7 

1. Lys; 2. MML; 3.DML; L.TML; S.Carnitin, 
6.Betain; 7. ? 
1ЩД) ninhidrin-pozitív ninhidrin es 

Dragendorff-pozitív 
Dragendorff-pozitiv 

1. ábra: Metilált-l izinek elválasztása vékonyré teg-kormatográ f ián . 
Réteg: Kieselgel G. F u t t a t á s : deszt . víz. Lys : L-lizin-HCl, MML: N-e-monometi l -L-l iz in , 

DML: N-e-dimetil-L-lizin, T M L : N-e-tr imeti l -DL-l izin-HCl. 

ré tegsávoka t l ekapa r tuk és a rétegporok r ad ioak t i v i t á s á t szcintillációs spek t ro -
méterrel m é r t ü k . A ré t egsávoka t 2 ml v í z b e n szuszpendál tuk és a szuszpenziós 
Aerosol MA t a r t a l m ú szc in t i l l á to ro lda tba v i t t ü k , és a r ad ioak t iv i t á s t szcinti l-
lációs spek t romé te rben m é r t ü k (Szarvas és mtsai 1971). 

Más ese tekben a r ad ioak t iv i t á s t m u t a t ó metabol i tok kémiai t e rmésze té -
nek je l lemzésére a réteget n inhidr in- reagensse l (0,2 g n inh id r in 80 ml m e t h a n o l 
és 20 ml 9 6 % - o s ecetsav elegyében - | -0,05 g CuS0 4 5 H 2 0 ; 100 °C-on melegí tés 
10 percig), v a g y et i lacetát t a r t a l m ú Dragendor f f - reagensse l (Tyihák és Vág-
uj fa lv i 1970, T y i h á k 1975) f ú j t u k be (1. á b r a ) . 

Eredmények 

A 3H-TML aktivitásának eloszlása NK/Ly ascites tumoros egér különböző 
szerveinek frakcióiban 

Az I . t á b l á z a t a r ad ioak t iv i t á s v á l t o z á s á t m u t a t j a a 3 H-TML kezelés 
u tán i k ü l ö n b ö z ő időpon tokban az N K / L y ascites t u m o r s e j t b e n és a n n a k kémia i 
f rakció iban. Az egész sej t v izsgála takor legnagyobb r ad ioak t iv i t á s t a kezelés 
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u t á n i másod ik ó rában észle l tünk, ezzel szemben a DNS és a f e h é r j e f r a k c i ó b a n 
a kezelés u t á n i 6. ó rában vol t a maximál is beépülés . A 48 órás megfigyelési i d ő 
a la t t az egyes f r akc iók r ad ioak t i v i t á s ának a csökkenése e l térő képe t m u t a t o t t . 
A kezelés u t á n i 2. órá tól kezdve a hideg pe rk ló r savva l e x t r a h á l h a t ó ún. , , p o o l " 
f r akc ió á l landóan csökkent , ugyanakko r a l ipid f rakc ióban a 24. óra, a nuk le in -

I. Táb láza t 

Radioaktivitás időbeli változása 3H-TML-el kezelt TSKjLy tumoros sejtekben 

Idő [órában] 

Frakció 
0,5 2 6 12 24 48 

Savban oldódó 4 893 000 14 311 960 2 214 580 738 320 392 760 158 360 
+ 1 731 360 ± 1 731 360 ± 7 2 7 500 ± 9 6 500 ± 6 1 750 ± 2 4 726 

Lipid 148 680 616 760 87 760 42 080 27 880 30 200 Lipid 
+ 80 075 ± 2 0 1 080 ± 2 5 750 ± 9 825 ± 7 800 ± 1 2 400 

R N S 28 585 145 040 53 580 21 880 21 520 22 560 
± 8 750 ± 1 600 ± 2 0 200 ± 3 900 ± 2 245 ± 1 0 800 

DNS 26 660 10 380 32 600 14 060 13 560 14 560 
± 1 1 800 ± 3 5 0 ± 1 4 675 ± 4 635 ± 6 850 ± 8 100 

Fehérje 19 670 14 475 21 000 11 400 8 585 8 220 Fehérje 
± 8 200 ± 1 275 ± 5 850 ± 3 270 ± 1 970 ± 4 020 

Összesen 5 116 595 
± 1 930 000 

15 098 615 
± 1 927 505 

2 409 520 
± 2 4 0 750 

827 740 
± 9 6 500 

464 305 
± 5 4 000 

238 900 
± 4 6 200 

Megjegyzés: 25 — 30 g súlyú C F L P nős tény egereket 5 X 106 N K / L y ascites tumorra l t r anszp lan -
t á l t u n k . 10 nappa l később 80 mg/kg 3 H-TML-el i. p. kezel tük őket (részletesebben 
lásd Anyag és módszer fejezetben). I d ő p o n t o n k é n t 4—6 ál la tból tö r t én t a r ad ioak t i -
v i t á s megha tá rozása . E redményeke t 1 g nedves súlyú t u m o r r a vona tkoz ta tva d p m -
ben fe j ez tük ki. ± = S. E . 

sav és f ehé r j e f r akc iókban pedig 12. óra u t á n m á r gyakor la t i lag nem v á l t o z o t t 
a r ad ioak t iv i t á s . A se j t ekben levő r ad ioak t i v i t á s t ú ln y o mó része a v i z sgá l t 
időpontok mindegy ikében a PCA-ban o ldódó, ún . pool f r akc ióban t a l á l h a t ó , 
t ehá t szabad f o r m á b a n , makromoleku lához n e m t á r s u l t a n . A savban n e m 
oldódó csapadékbó l az e g y m á s t köve tő k ivonásokka l előál l í tot t l i p idek , 
nuk le insavak és f ehé r j ék a se j tben levő összes r a d i o a k t i v i t á s n a k egyre k i s e b b 
százalékát t a r t a l m a z z á k . E z é r t a r ra lehetne gondolni , hogy a T M L a s e j t e k b e n 
kizárólag s zabad f o r m á b a n v a n jelen és a makromoleku lákhoz csak adszorbeá-
lódnak, így a TML- t csak szennyezésként t a r t a l m a z z á k . A m a k r o m o l e k u l á k a t 
t a r t a l m a z ó f r a k c i ó k b a n észlelt kis menny i ségű ak t iv i tás azonban m é g s e m 
t ek in the tő kizárólag a s avban oldódó f r akc ió n e m kielégítő el távolí tása m i a t t i 
m a r a d é k á n a k , mivel a kezelési idő e lő reha lad táva l a m a k r o m o l e k u l á k h o z 
t á r su l t r ad ioak t i v i t á s viszonylagosan emelked ik , t o v á b b á az egyes f r a k c i ó k 
r ad iok romatográ f i á s v izsgá la ta eltérő szerkezethez t a r tozó r ad ioak t iv i t á s r a 
u ta l ( I I . t á b l á z a t , 2, 3, 4, 5, 6. ábra) . 

Orvostudomány 27, 1976 



N-e-3H-TRIMETIL-L-LIZIN VIZSGÁLATA NK/Ly ASCITES TUMOROS EGEREKBEN 151 

II. T á b l á z a t 
3 H-T ML százalékos megoszlása máj, agy, csontvelő és NK/Ly ascites tumor sejtfrakciói között 

Szövet 
Jelzési idő 

órában 
Savban 
oldódó Lipid RNS DNS Fehérje összesen 

Máj 0,5 96,13 3,10 0,43 0,08 0,20 1 0 0 % Máj 
2,0 95,50 3,15 1,10 0,10 0,10 1 0 0 % 
6,0 93,64 4,88 0,59 0 ,23 0,60 1 0 0 % 

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

Agy 0,5 94,97 4,42 0,38 0,08 0,13 1 0 0 % Agy 
2,0 93,95 4,67 0,54 0,29 0,54 1 0 0 % 
6,0 91,70 6,64 0,88 0,18 0,50 1 0 0 % 

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

Csontvelő 0,5 98,02 1,60 0,24 0,10 0,04 1 0 0 % 
2,0 97,00 3,75 0,24 0,48 0,30 1 0 0 % 
6,0 88,39 3,75 1,75 6 ,21 1,95 1 0 0 % 

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

N K / L y tumor 0,5 95,66 2,89 0,55 0,52 0,38 1 0 0 % N K / L y tumor 
2,0 94,78 4,11 0,96 0,06 0,09 1 0 0 % 
6,0 92,00 3,53 2,22 1,33 0,92 1 0 0 % 

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

Megjegyzés: Kezelés és feldolgozás u g y a n ú g y , m i n t az I . t á b l á z a t b a n f e l tün te t e t t k í sé r le tben 

2. ábra: N K / L y ascites t u m o r s e j t e k hideg P e r k l ó r s a v a s k i v o n a t á n a k r á d i o k r o m a t o g r a m j a 
a 3 H - T M L kezelést köve tő 2. órában. R é t e g : Kieselgel G. F u t t a t á s : deszt. víz. 
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7.5 -, 

5 . 

2,5 - Lru 
1 Start 

10 13 cm 
Front 

3. ábra: N K / L y ascites t u m o r s e j t e k alcohol-éteres k ivona tának r á d i o k r o m a t o g r a m j a a 3 H -
T M L kezelést követő 2. ó r á b a n . Réteg: Kieselgel G. F u t t a t á s : deszt. víz. 

8 . 

9 7 

5 -

í. . 

Lí 
-|—I 1 P 1 1—I—r-

Start 
10 13 cm 

Front 

4. ábra: N K / L y ascites t u m o r s e j t e k RNS-t t a r t a l m a z ó k i v o n a t á n a k r ád iok roma tog ramja 
a 3 H - T M L kezelést k ö v e t ő 2. órában. R é t e g : Kieselgel G. F u t t a t á s : deszt. víz . 
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5. ábra: N K / L y ascites t u m o r s e j t e k DNS-t t a r t a l m a z ó k i v o n a t á n a k r á d i o k r o m a t o g r a m j a 
a 3 H - T M L kezelést k ö v e t ő 2. órában. R é t e g : Kieselgel G. F u t t a t á s : deszt. víz . 

10 

13 cm 
I Start Front 

.ábra: N K / L y ascites t u m o r s e j t e k fehér jé t t a r t a l m a z ó k i v o n a t á n a k r á d i o k r o m a t o g r a m j a 
a 3 H - T M L kezelést k ö v e t ő 2. órában. R é t e g : Kieselgel G. F u t t a t á s : deszt. víz. 
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A 3 H - T M L közel azonos mér tékben é p ü l t be a kü lönböző szöve tekbe . 
Je lentős e l t é rés t csupán a vese és az agyszöve t v izsgála takor észlel tünk, mive l 
az előbbiben n a g y o b b , az u t ó b b i b a n pedig k i s e b b vol t a beépülés , mint a t ö b b i 
szövetben ( m á j , lép, tüdő). Az egyes szöve tekbő l előál l í tot t f rakciók k ö z ö t t i 
rad ioakt iv i tás -megoszlás t e k i n t e t é b e n a z o n b a n a különböző szövetek e l té rő 
képe t m u t a t t a k , amely kü lönösképpen k é t proliferáló ( t u m o r , csontvelő) és 
k é t nem-prol i ferá ló (máj, agy) összehasonl í tásakor szembe tűnő . 

III . Táb láza t 

A radioaktivitás százalékos megoszlása a 3H-TML-el in vivo kezelt NK/Ly ascites tumor cytoparti-
culumaiban 

Frakciók Savban oldódó Nukleinsav Fehérje 

Mag 1 ó r a 24 óra 1 óra 24 óra 1 óra 24 óra Mag 
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 27,7 21,9 19,1 

Hyaloplasma 92,90 91,3 30,3 12,6 44,6 14,7 

Összesen: 1 0 0 % 100% 100% 100% 100% 1 0 0 % 

Megjegyzés N K / L y ascites tumoros egereket (CFLP 20 — 25 g nőstény) 10 nappa l a t r anszp lan-
t ánc ió u t á n 80 mg/kg 3 H - T M L i. p. keze l t ük és a cy topar t i cu lumokat az A n y a g és 
módsze r fejezetben le í r t ak szerint v izsgá l tuk . 

A I I . t á b l á z a t o n f e l t ü n t e t e t t k ísér le t i ada tok á t t ek in té sekor l á t h a t ó , 
hogy a kezelési idő e lő reha lad táva l a csontve lőben és az N K / L y ascites t u m o r -
b a n jobban emelkede t t a m a k r o m o l e k u l á k h o z (kötöt t) t á r s u l t r ad ioak t iv i t á s 
re la t ív száza léka , mint a m á j b a n és az a g y b a n . A máj- és agyszöve t ese tében a 
f ehér je f r akc ió , míg a csontve lőben és a t u m o r b a n a fehér je és a n u k l e i n s a v a k a t 
t a r t a lmazó f r a k c i ó k m u t a t t á k a legnagyobb mér tékű r e l a t í v f e lha lmozódás t . 
Kü lönösképpen kiemelendő a csontvelő D N S - t t a r t a lmazó f rakc ió ja , a m e l y b e n 
a r ad ioak t iv i t á s relatív t a r t a l m a 24 óra a l a t t közel százszorosára eme lkede t t . 

A k ö v e t k e z ő kísérletben megvizsgá l tuk a szabad és k ö t ö t t f o r m á b a n levő 
rad ioak t iv i t á s megoszlását a different ia l cent r i fugálássa l előáll í tot t egyes 
c y t o p a r t i c u l u m o k között ( I I I . táb láza t ) . Az N K / L y asci tes t umor 3 H - T M L 
kezelését k ö v e t ő 1. és 24. ó r á b a n a s a v b a n oldódó f r akc ió 9 1 — 9 3 % - á t a 
105.000xg fe lü lúszóban, t e h á t a hya lop l a smában t a l á l t u k . A f e n n m a r a d ó 
7 — 9 % l e g n a g y o b b része a m i t o c h o n d r i u m b a n volt, a z o n b a n ez n a g y o b b 
hányado t k é p v i s e l t a kezelés u t á n i első ó r á b a n , mint a 24. órában, mive l a 
m a g és a mic rosoma savban n e m oldódó r ad ioak t iv i t á sa ezen megfigyelési 
i d ő alatt r e l a t í v e emelkede t t . A forró pe rk ló r savas f rakc ió , amely az R N S -
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és a D N S - t t a r t a l m a z z a , az 1 órai kezelés u t á n egyenlően oszlot t meg a mito-
c h o n d r i u m , mikroszoma és a hya lop l a sma közö t t és csak kis h á n y a d a (4,2%) 
vol t a magban . E z a megoszlás fe l tűnően megvá l tozo t t a kezelés u t á n i 24. 
ó rá ra , mivel a m a g b a n lényegesen emelkede t t , a hya lop l a smában pedig csök-
k e n t a forró perk lórsavva l k i v o n h a t ó r ad ioak t iv i t á s re la t ív mennyisége. 
Hason lóképpen a fehér jéhez t á r s u l t r ad ioak t iv i t á s is el térő megoszlást m u t a -
t o t t a 3 H-TML kezelés u tán i 1. és 24. ó rában ; kora i i dőpon tban a hya lop lasma , 

IV. Táblázat 

Radioaktivitás időbeli változása 3H-TML-el kezelt NK/Ly ascites tumor nukleolus és chromatin 
nukleinsav frakcióiban 

Idő Nucleolus dpm/OD2e0 
Chromatin 
dpm/OD i eo 

30' 79,7 + 23,9 138 ,0+36 ,3 

2 óra 136,5 + 46,8 217,6 + 38,7 

6 óra 4 4 5 , 6 + 6 0 , 8 329,6 + 60,0 

12 óra 396,2 + 94,9 389,6 + 33,0 

24 óra 645,5 + 84,7 100,0 + 32,2 

+ = S. E. 

a későbbiben pedig a mag t a r t a l m a z t a a s e j t ben levő fehé r j ékhez t á r su l t 
r ad ioak t iv i t á s l egnagyobb részét. 

Minthogy a s e j t m a g nuk le insav f rakció ja (forró PCA) m u t a t t a a radio-
a k t i v i t á s legnagyobb mér t ékű r e l a t í v emelkedését (hatszoros), részletesebben 
t a n u l m á n y o z n i k í v á n t u k a nukleolusz és a k r o m a t i n nukle insav f rakc ió inak 
r ad ioak t iv i t á sá t kü lönböző ideig t a r t ó 3 H-TML kezelés u t á n (IV. t áb l áza t ) . 
Megá l lap í to t tuk , hogy a kezelést k ö v e t ő 2. óráig a k roma t in nuk le insav f rakció-
j á n a k specifikus ak t i v i t á sa nagyobb , min t a nukleoluszé. A 6. ó rában azonban a 
nuk leo luszban ugrásszerűen emelked ik a r ad ioak t iv i t á s és még a 24. ó rában is 
t o v á b b i emelkedés vo l t t a p a s z t a l h a t ó . Ezzel szemben a k r o m a t i n nuk le insav 
f r a k c i ó j a a 12. ó r á b a n észlelt l egmagasabb é r t ék u t á n a 24. ó rá ra m á r a 30 
perces é r ték sz in t jére csökkent . 

T o v á b b i a k b a n megvizsgál tuk , hogy a 3 H - T M L kezelés u t á n az egyes 
s e j t f r akc iókban észlelt r ad ioak t iv i t á s a TML-ből vagy a n n a k á ta laku lás i 
t e r m é k é b ő l származik . A TML és a vele rokon vegyüle tek k i m u t a t á s á r a Kiesel-
gel (G) réteget a l ka lmaz tunk , ame lyen desztil lált vizes f u t t a t á s s a l a lizin és a 
h á r o m N-e-met i lezet t származéka jó l e lkülöní thető . E b b e n a rendszerben a 
T M L a s t a r t fe le t t , a karni t in ped ig 0,5 R F é r t éknek megfelelő helyen je lent -
kezik . Egyébkén t az összes többi aminosav a r é t egk roma tog rá f i á s rendszerben 
a r é t egmező felső h a r m a d á b a n he lyezkedik el (1. ábra ) . 
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Megál lap í to t tuk , hogy a s avo ldha tó f r akc ióban , mely a se j t összes akt ivi-
t á s á n a k 8 4 — 9 4 % - á t t a r t a l m a z z a , 3 H-TML mel le t t n a g y menny i ségben más 
vegyü le tek is k i m u t a t h a t ó k , ezek közül f e l t űnőnek t a r t j u k azt , ame ly ik radio-
a k t i v i t á s t 0 ,75—0,85 R f é r t é k t a r t o m á n y b a n m u t a t , t o v á b b á Dragendor f f 
poz i t í v és N inhyd r in nega t ív reakc ió t ad (2. ábra ) . A lipid, R N S és DNS 
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7. ábra: A s e j tmen te s ascites fo lyadék r á d i o k r o m a t o g r a m j a a S H-TML kezelés t köve tő 2. 
ó rában . Ré teg : Kieselgel G. F u t t a t á s : deszt . víz. 

f r akc iók r é t e g k r o m a t o g r a m j a i n a g y o n vá toza to s k é p e t m u t a t t a k , s a pontos 
azonosí tásokhoz t o v á b b i v izsgá la tok szükségesek. A se j t ek fehér je f r akc ió j ának 
lúgos vagy savas h id ro l i z á tumában a r ad ioak t iv i t á s a TML-nek megfelelő 
he lyen j e l en tkeze t t a r a d i o k r o m a t o g r a m o n (6. áb ra ) . Az ascites fo lyadék, 
s z é rum és a vizelet v izsgála takor a 3 H-TML vá l toza t l an f o r m á b a n k i m u t a t h a t ó 
v o l t . Az ascites f o l y a d é k b a n és a s zé rumban a T M L mel le t t egyéb rad ioakt iv i -
t á s t adó vegyü le t eke t is t a l á l t u n k , amelyek mennyisége megha l ad t a a TML-ét . 
Ezze l szemben a vizeletben a r ad ioak t iv i t á s e lsősorban T M L f o r m á j á b a n talál-
h a t ó és a 0,18, ill. 0,85 R r é r t é k ű á ta laku lás i t e r m é k e k csak kis h á n y a d á t kép-
vise l ték a r a d i o a k t i v i t á s n a k (7., 8., 9. ábra) . A vé r szé rum és a vizelet eltérő 
r a d i o k r o m a t o g r a m j a ar ra u t a l , hogy a TML m e t a b o l i t j a i sokkal j o b b a n reab-
szorbeá lódnak a vesékből , m i n t a TML. 
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8. ábra: Szérum r á d i o k r o m a t o g r a m j a a 3H-TML keze lés t követő 2. ó r á b a n . 
R é t e g : Kieselgel G. F u t t a t á s : desz t . víz . 

2 . 

1 Start 
10 13 cm 

Front 

9. ábra: Yiziet r á d i o k r o m a t o g r a m j a a 3 H-TML keze lés t követő 2. ó r á b a n . 
R é t e g : Kieselgel G. F u t t a t á s : desz t . v íz . 
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Megbeszélés 

Előző v izsgá la ta inkban megá l l ap í to t t uk , h o g y TML kezelés u t á n i máso-
dik ó rában az N K / L y ascites t u m o r s e j t e k nukleolar is R N S szintézise fokozódik, 
a nukleoluszok m e g n a g y o b b o d n a k és számuk megnő . A DNS szintézis foko-
zódása a TML adagolás u tán i 18., a mitozisok s z á m á n a k emelkedése pedig a 
24. ó rában volt észlelhető (Szende és m t s a i 1976). 

A 3 H-TML-el végze t t v izsgá l ta inkka l ú j a b b a d a t o k a t k í v á n t u n k szerezni 
a se j tprol i ferációt s t imulá ló h a t á s ú T M L h a t á s m ó d j á r a v o n a t k o z ó a n . 

A 3 H-TML á ta laku lásá ró l Löwer és mtsa i számol tak be a köze lmúl tban 
(Lövér és mtsa i 1972, 1974, 1975), ak ik azt t a l á l t á k , hogy e m b e r e k b e n az i .v. 
a d o t t 3 H-TML je len tős része 2 óra a l a t t v á l t o z a t l a n f o r m á b a n a vizelettel 
k iürü l , u g y a n a k k o r k u t y á b a n és egérben a MML és a DML n a g y o n jelentős 
ka t abo l i zmusá t f igye l t ék meg. 

Je len v izsgá la ta ink , amelyeke t a meti l c sopor tban je lzet t TML-el végez-
t ü n k , r á m u t a t n a k a T M L gyors á t a l aku lá sá ra és a r ad ioak t iv i t á s megoszlá-
sának időbeli vá l tozásá ra az egyes s e j t f r a k c i ó k b a n . 

A TML-ből szá rmazó r a d i o a k t i v i t á s l egnagyobb része ( 8 0 — 9 0 % ) a sej t 
h y a l o p l a s m á j á b a n és szabad f o r m á b a n t a l á lha tó . A T M L fő á t a l a k u l á s i terméke 
Dragendor f f pozi t ív és Ninhydr in n e g a t í v reakc ióva l je l lemezhető , t ovábbá a 
met i leze t t l iz inektől és a carn i t in tő l el térő R F é r t é k e t m u t a t . í g y feltételez-
he tő , hogy a T M L á t a l aku l á sában megha tá rozó szerepet j á t s z ó tényezők 
(enzim?) az — N H 2 csoport o lda lán , előbb dezaminálással , m a j d az ún. ß-
oxidációval h a s í t j á k a molekulá t , a k v a t e r n e r c sopor to t hordozó molekularész 
pedig ér in te t lenül m a r a d . Több szerző hasonló megfigyelésről számolt be 
mik robákon , á l la t i és emberi szöve teken végzet t vizsgálatok a l a p j á n (Tanpha-
ichi t r és Broquis t 1973; Сох és H o p p é i 1973; Vil lanueva és Ledere r 1975; 
Löwer és mtsa i 1975). Ezen á t a l a k u l á s i t e r m é k e k valószínűleg igen reak t ív 
jelleggel r ende lkeznek s e lképzelhető kö tődésük a makromoleku lákhoz vagy 
részvé te lük a biológiai meti lezésben. Er re u ta l egyébkén t az, h o g y míg a 48 
órás vizsgálat i pe r iódusban a s zabad f o r m á b a n levő r ad ioak t i v i t á s (savban 
oldódó f rakció) a maximál i s é r tékrő l 1 % - r a csökken , addig a makromoleku lá -
k a t t a r t a l m a z ó f r a k c i ó k b a n ez a csökkenés lényegesen kisebb m é r t é k ű (lipid = 
= 5 % - r a , R N S = 1 5 % - r a , DNS = 4 5 % - r a , f e h é r j e = 39%-ra) . E z a különb-
ség nem m a g y a r á z h a t ó kizárólag az egyes f rakc iók el térő re t inealó képességével 
v a g y lebomlásáva l , mivel a DNS és a fehér je f r a k c i ó b a n a max imá l i s beépülés 
később köve tkeze t t be, mint a s a v b a n oldódó f rakc ió ese tében. A se j tmag 
k r o m a t i n és nukleolusz nuk le insav- f rakc ió jának a vizsgálata a m e t i l csoportok 
kö tődésének abszo lú t emelkedésére szo lgá l ta to t t b izonyí tékot . E z e n ada tok 
a l ap j án ar ra lehet gondolni , hogy a hya lop l azmában szabad f o r m á b a n levő 
„ T M L - m e t a b o l i t o k " a kezelési idő e lő reha lad táva l , bár e lsősorban az extra-
cellularis t é rbe j u t n a k , egy részük reakc ióba lép a se j t különböző makromole-
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kuláival . E n n e k köve tkez tében a makromolekulár i s f r a k c i ó k (lipid, nuk le insav , 
fehér je ) az egész sej tben l evő rak iok t iv i t á s nagyobb h á n y a d á t képvisel ik a 
TML kezelés későbbi i d ő p o n t j a i b a n , m i n t a k o r á b b i a k b a n . A c y t o p a r t i k u -
Iumok vizsgála ta során a r ra a köve tkez te t é s re j u t o t t u n k , h o g y ez a f e lha lmo-
zódás, amely a hya lop lazma terhére t ö r t é n i k , a s e j t m a g és mi tochondr ium 
fehé r j e f r a k c i ó j á b a n , de l egk i fe jeze t t ebben a sej tmag n u k l e i n s a v f r a k c i ó j á b a n 
érvényesül . Az egyes s e j t f r akc iókban észlelt r ad ioak t iv i t ás e l térő k roma tográ f i -
ás viselkedése különböző T M L metabo l i t r a , illetve k ü l ö n b ö z ő molekulákhoz 
való kötődésre u ta l . A l ipid f rakc ióban a carnit in j e l e n l é t é t valószínűsí t i a 
r ad iok roma tog ra f i á s k ísér le tben végzet t megf igyelésünk. 

Löwer és mtsa i (1974) a r r a a köve tkez te tés re j u t o t t a k , hogy a T M L a 
f ehé r j ékbe n e m épül be, i l l e tve annak m é r t é k e 1% a l a t t vol t . Rövid i d e j ű 
3 H-TML kezeléskor mi is igen alacsony r ad ioak t iv i t á s t m é r t ü n k a makromole -
k u l á k a t t a r t a l m a z ó f r a k c i ó k b a n . A kezelési idő e lő reha lad táva l azonban m á r 
lényegesen m e g n ő t t a s e j t b e n levő 3 H-TML-ből s z á r m a z ó r ad ioak t iv i t á s 
k ö t ö t t , t e h á t mak romoleku l ákhoz tá rsu ló fo rmában l evő h á n y a d a . 

F e l t ű n ő n e k t a r t j u k , h o g y amikor a s a v b a n oldódó ú n . , ,pool" f r a k c i ó b a n 
3 H-TML- t vá l toza t l an f o r m á b a n csak kis mennyiségben t u d t u n k k i m u t a t n i , 
a fehér je f r akc iók savas v a g y lúgos h id ro l i zá tumának k r o m a t o g r a m j a T M L 
jelenlétére m u t a t o t t rá. E n n e k okát p o n t o s a n nem i s m e r j ü k , a megf igyelés 
elemzésénél k é t lehetőséget k í v á n u n k f igye lembe v e n n i : a) A sej tbe j u t o t t 
T M L kis h á n y a d á t a fehér jesz in te t izá ló- rendszer gyorsan hasznosí t ja , azaz a 
po lypept id l áncba beépül, míg a TML m o l e k u l á k nagy része metabol izá lódik 
v a g y vá l toza t l an fo rmában k iü rü l , b) A T M L kezelés u t á n a TML m e t a b o l i t o k 
meti lezik a m á r sz in te t izá lódot t fehér jék — N H 2 c sopo r t j a i t . Mindkét l ehe tő -
ségnél f igye lembe veendő az, hogy a r é t egk ro ma to g rá f i á s v izsgá la tokat a 2. 
ó rában v e t t s zöve tmin ták k ivona ta iva l v é g e z t ü k , s akkor a f ehér je f r a k c i ó k b a n 
csak TML-t t a l á l tunk . Lehetséges , hogy a fehérje f r a k c i ó k n á l t a p a s z t a l t 
e lhúzódó beépülés viszont TML-me tabo l i t ok metilezésével á l l h a t összefüggésben. 

Bár v izsgá la ta ink cé l j á t képezi, m u n k á n k jelenlegi szakaszában n e m 
t u d j u k megál lapí tani , hogy a TML biológiai hatása az e rede t i mo leku lának 
v a g y á ta laku lás i t e rmékének t u l a j d o n í t h a t ó , továbbá l iogy ez a hatás m e l y i k 
se j t anyagcsere -ú t befolyásolásán keresztül j ö n létre. A T M L proliferációt ser-
k e n t ő biológiai ha t á sáva l összefüggésben á l l ha t az, hogy a gyorsan prol i ferá ló 
csontvelő és t umor se j t ek makromoleku lá i j o b b a n v i s s z a t a r t j á k , illetve időve l 
t ö b b e t épí tenek be aTML-ből , ill. annak metabo l i t j a ibó l , m i n t a nem-prol i ferá ló 
m á j - és agyszövet sej t jei . E z e n megfigyelés kapcso la tban á l lha t azzal, h o g y a 
gyorsan prol i feráló dagana tos se j tek D N S - é b e n a meti lál t bázisok előfordulás-
gyakor isága igen magas (Désa i és mtsai 1971). A met i l ác iókban részt v e v ő 
makromoleku lák (DNS, f e h é r j é k ) közelebbi megismerése és azok meti leződésé-
nek a sej t prol i ferác iójában be tö l tö t t je lentőségének a rész le tes t a n u l m á n y o -
zása jelenleg folyó k u t a t á s a i n k t á rgyá t képez ik . 
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Összefoglalás 

Előző v i z s g á l a t a i n k b a n azt ész le l tük, hogy a N-e -Tr ime thy l -L- lys in 
(TML) a s e j t p ro l i fe rác ió já t dagana tos és n o r m á l s e j t popu lác iókban f o k o z n i 
képes . Je len t a n u l m á n y u n k b a n megvizsgá l tuk , hogy a 3 H - T M L milyen m é r t é k -
ben épül be az N K / L y asci tes t umoros á l l a t o k egyes szerve ibe , és hogyan oszl ik 
meg a k ü l ö n b ö z ő m a k r o m o l e k u l á k a t t a r t a l m a z ó s e j t f r a k c i ó k , va lamin t a di f -
ferenciá l -cent r i fugálássa l n y e r t c y t o p a r t i c u l u m o k közöt t . A 3 H-TML á t a l a k u l á -
s á t v é k o n y r é t e g - k r o m a t o g r á f i á s módszerrel köve t t ük . Megá l l ap í t o t t uk , h o g y 
a r ad ioak t iv i t á s legnagyobb része a h y a l o p l a s m á b a n , m é g p e d i g a makromole -
k u l á k a t n e m t a r t a l m a z ó f r a k c i ó b a n t a l á l h a t ó . A TML igen jelentős része a 
se j tekben g y o r s a n metabo l i zá lód ik és f ő k é n t n inhydr in n e g a t í v és Dragendo r f f -
pozi t ív t e r m é s z e t ű anyag k é p z ő d i k . E m e l l e t t azonban m i n d e g y i k m a k r o m o l e -
kulár is f r a k c i ó b a n r a d i o a k t i v i t á s volt ész le lhető , amelyek k ö z ü l je lentősnek t a r t -
h a t ó az, h o g y a fehér jék h i d r o l i z á t u m á b a n r ad ioak t ívan j e l z e t t t r ime thy l lys in 
is k i m u t a t h a t ó vo l t . A kezelési idő e lő reha lad táva l a s e j t b e n m a r a d t r a d i o a k t i -
v i t á s egyre n a g y o b b h á n y a d a v o l t t a l á lha tó a makromoleku lákhoz k ö t ö t t á l la-
p o t b a n , k ü l ö n ö s e n f igye lemre mél tó a s e j t m a g nuk leo luszában az emelkedés . 

Kísér le te inkkel első b i zony í t éká t s zo lgá l t a t t uk a me thy l eze t t l y s inek 
m a k r o m o l e k u l á k h o z való k a p c s o l ó d á s á n a k és gyors sej ten be lü l i á t a l a k u l á s á n a k . 
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