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

L A P I S K ` R O L Y , az MTA levelezı t a g j a , J E N E Y A N D R ` S , az o r v o s t u d o m Æ n y o k kandi -

d Æ t u s a , T Y I H ` K E R N Õ , K O P P E R L`SZLÓ, SZARVAS T I B O R , B U R S I C S L`SZLÓ, 

Ú J H E L Y I E S Z T E R Øs S Z E N D E B É L A , az o r v o s t u d o m Æ n y o k k a n d i d Æ t u s a 

KözlØsre Ørkezet t : 1976. V. 27. 

Az Ølı szervezetekben k ö t ö t t Øs szabad f o r m Æ b a n e g y a r Æ n t elıforduló 

N-met i leze t t , bÆz 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 jÆ ró l mØg nagyon keve-

set t u d u n k (Pa ik Øs K i m 1971; T y i h Æ k Øs mtsa i 1976a). A leg több i smere tünk 

� az u tóbb i Øvek biológiai v izsgÆla ta i a l ap jÆn � az N-e-met i lezet t lizinek 

közØ ta r tozó N-e-tr imeti l -L-l iz inrıl (L-l izin-betain; TML) v a n . Elızı kísØrle-

t e i n k b e n azt Øszlel tük, hogy T M L kezelØs h a t Æ s Æ r a a dagana tos Øs n e m dagana-

tos se j tpopulÆc iók œn . � n y u g v ó " Æ l lapo tban levı se j t j e inek egy rØsze a DNS-

szintØzis, m a j d a se j tosz tódÆs fÆz i sÆba kerül (Szende Øs mtsa i 1970; Kopper Øs 

m t s a i 1971; S to tz Øs mtsa i 1974). MÆsik je len tıs megÆl lap í tÆs az, hogy a 

biológiai fehØr je-met i lezØs t e r m Ø k e k Ø n t szabadon is elıforduló TML-bıl a 

zs í rsav-anyagcserØben különösen fon tos szerepet j Æ t szó ka rn i t i n kØpzıdik 

(Tanpha ich i t r Øs Broquis t 1973; Ñîı Øs HoppØ i 1973; Vi l lanueva Øs Lederer 

1975). 

A TML se j tprol i ferÆc ió t fokozó h a t Æ s Æ b a n szerepet j Æ t szó tØnyezık 

közelebbi megismerØse cØl jÆból t a n u l m Æ n y o z t u k a 3 H-TML beØpülØsØt , megosz-

l Æ sÆ t Øs Æ t a l aku lÆ sÆ t az N K / L y ascites tumoros se j t ekben . 

A 3H-TML-el vØgzet t eddigi vizsgÆlatok k i m u t a t t Æ k , hogy az egerek i.p. 

kezelØsØt köve tı elsı kØ t ó r Æ b a n a beado t t T M L 70%-a k iürü l Øs ezen belül a 

8 0 % pedig vÆ l t oza t l an f o r m Æ b a n a vesØn keresz tü l vÆ lasz tód ik ki. A TML 

clearance Ør tØke az inulinhoz közel Ælló, mely a r ra u ta l , hogy az a tubu lusokból 

n e m reabszorbeÆlódik (Löwer Øs mtsa i 1974). 

Anyag Øs módszer 

Metilezett lizinek elıÆllítÆsa: 1,82 g L-l izin-hidrokloridot 18 ml vízben oldot-

t u n k Øs 660 mg bÆzikus r Ø z - k a r b o n Æ t hozzÆadÆsa u t Æ n keverØs közben fØl-

ó r Æ t 100 °C-on t a r t o t t u k . A reakcióelegyet l e h ß t ö t t ü k Øs 0 °C�5 °C közö t t 

egyszerre becsepeg te t tünk 12 ml 10%-os nÆ t r i um-h id rox id o lda to t Øs 3,78 g 

d imet i l - 3 H-szul fÆ to t (faj lagos ak t iv i t Æ s 258,2 mCi/mmól) 45 perc a l a t t . E z u t Æ n 
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t o v Æ b b i 4 órÆt k e v e r t e t t ü n k ezen a hımØrsØkle ten . A reakcióelegyet 3 X 30 ml 

Øterrel ex t r ahÆ l tuk . A vizes fÆzis t v í z s u g Æ r v Æ k u u m b a n való sz ívatÆssal Øter-

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 Æ t . E z u t Æ 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 luÆ l tuk � a rØzionok a g y a n t Æ n m e g k ö t ı d v e m a r a d t a k . Az e l u Æ t u m o t 40� 

50 °C közö t t i hımØrsØkle ten v ízsugÆrsz iva t tyœn b e p Æ r o l t u k . 2,58 g sÆrga színß, 

olajos a n y a g marad t vissza, amelye t 3 ml vízben o l d o t t u n k Øs 2,9 g f u m Æ r s a v 

50 ml alkoholos o l d a t Æ n a k hozzÆadÆsÆva l a T M L - f u m a r Æ t o t -�- egy Øjszakai 

hß tıszekrØnyben való ÆllÆs u t Æ n -� k iszßr tük . A n y e r t t e r m Ø k sœ lya : 1,85 g. 

0 . p . : 142�145 °C. F a j l a g o s ak t i v i t Æ 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)] 

szintØzissel Æ l l í to t tuk elı (PuskÆs Øs T y i h Æ k 1969; Benoi ton 1964; Matsuoka 

1972). 

Az L-l iz in HCl a R E A N A L FinomvegyszergyÆr (Budapes t ) Øs az L-carn i t in 

HCl a P I E R C E Chemical Co. t e r m Ø k e vo l t . 
3H-TML vizsgÆlata sejtfrakciókban : N K / L y ascites t u m o r t 5 x 106 s e j t szÆmmal 

1.p. t r a n s z p l a n t Æ l t u n k C F L P n ı s t Ø n y egerekre, amelyeke t prØsel t t Æpon 

(LATI) Øs csapvízen t a r t o t t u n k . 8�10 nappa l a t r anszp lan tÆc ió u t Æ n az Ællato-

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 . KísØr le te inkhez összesen 120 egeret h a s z n Æ l t u n k , a vizsgÆl t idıpon-

t o k b a n csopor tonkØnt 4�7 egeret gÆznarkózisban megö l tünk . Az e l tÆvol í to t t 

sze rveke t (agy, m Æ j , csontvelı) Øs a lecent r i fugÆl 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 Øs n e d v e s s œ l y u k a t m e g h a t Æ r o z t u k . 

Minden szövetbıl 0,1 g/ml-es szuszpenziót k Ø s z í t e t t ü n k fiziológiÆs 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 elıÆll í tÆsÆhoz 0,25 M szacharózØval tef lon 

fejes Po t t e r -homogen i zÆ to rban . A t u m o r s e j t e k b ı l B e c k m a n L�2 ul t racent r i -

f u g Æ b a n dif ferenciÆl -centr i fugÆlÆssal c y t o p a r t i c u l u m o k a t Æ l l í t o t tunk elı; to-

vÆbb i t i sz t í t Æ s nØlküli 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 roszómÆt 105.000xg-vel 60 percig ü l ep í t e t t ük . K r o m a t i n t Øs 

nuk leo lusz t Bhorjee Øs Pederson (1973) módszerØvel Æ l l í t o t t unk elı. A liomoge-

n Æ t u m o k Øs a cy topa r t i cu lumok feldolgozÆsÆt Scott (1956) módszere szerint 

vØgez tük . A sorrendben hideg 0,5 N PCA-val (4 °C), alkohol-Øter (3:1, v/v) 

elegyØvel, N N a O H � 6 N HCl (5:1, v /v) elegyØvel, 0,5 N forró PCA-val (70 °C) 

Øs 0,1 N NaOH-va l kØsz í t e t t f r akc iók az alacsony molekulasœ lyœ a n y a g o k a t 

( � p o o l t " ) , l ipideket, R N S - t , DNS- t Øs f ehØr jØke t t a r t a l m a z t Æ k . A rad ioakt iv i -

t Æ sÆ t fo lyadØk szcintillÆciós spek t romØte r re l (Beckman LS-100 C) m Ø r t ü k , 

to luol -2-e toxyetanol a l a p a n y a g œ szcint i l lÆ tor f o lyadØkban , a dpm-re t ö r t Ønı 

Æ t s z Æ m í t Æ s a külsı s t a n d a r d módszer re l t ö r t Ø n t (Koppe r Øs mtsa i 1976, 

H igosh imura Øs mtsai 1962). A f ehØ r j e -megha tÆ rozÆs t Loivry (1951) módszerrel , 

míg a D N S - m e g h a t Æ r o z Æ s t Burton (1956) módszerØvel , az R N S - t pedig OD2C0-

on m Ø r t ü k . 
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Analitikai módszerek : A 3 H - T M L Æ t a l a k u l Æ s Æ n a k v izsgÆ la tÆ ra az egyes szövet-

f rakc ióka t v Ø k o n y r Ø t e g - k r o m a t o g r Æ f i Æ v a l vizsgÆl tuk 0,25 m m vas tag Kieselgel 

(G) rØ tegen , amelyen deszt i l lÆ l t vizet f u t t a t ó szernek hasznÆlva a met i l Æ l t 

lizinek e lkü lön í the tık egymÆs tó l (TyihÆk Øs mtsai 1976). A 13 cm-es f u t Æ s u t Æ n 

megszÆr í to t t rØtegrıl cen t imØ te renkØn t � a fu tÆs i r Æ n y Æ r a merılegesen � a 

Front 

Start 
1 2 3 i 5 6 7 

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

Dragendorff-pozitív 
Dragendorff-pozitiv 

1. Æbra: MetilÆlt-l izinek elvÆlasztÆsa vØkonyrØ teg-kormatogrÆ f iÆn . 
RØteg: Kieselgel G. F u t t a t Æ 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. 

rØ tegsÆvoka t l ekapa r tuk Øs a rØtegporok r ad ioak t i v i t Æ s Æ t szcintillÆciós spek t ro -

mØterrel m Ø r t ü k . A rØ t egsÆvoka t 2 ml v í z b e n szuszpendÆl tuk Øs a szuszpenziós 

Aerosol MA t a r t a l m œ szc in t i l l Æ to ro lda tba v i t t ü k , Øs a r ad ioak t iv i t Æ s t szcinti l-

lÆciós spek t romØ te rben m Ø r t ü k (Szarvas Øs mtsai 1971). 

MÆs ese tekben a r ad ioak t iv i t Æ s t m u t a t ó metabol i tok kØmiai t e rmØsze tØ -

nek je l lemzØsØre a rØteget n inhidr in- reagensse l (0,2 g n inh id r in 80 ml m e t h a n o l 

Øs 20 ml 9 6 % - o s ecetsav elegyØben - | -0,05 g CuS0 4 5 H 2 0 ; 100 °C-on melegí tØs 

10 percig), v a g y et i lacetÆt t a r t a l m œ Dragendor f f - reagensse l (TyihÆk Øs VÆg-

uj fa lv i 1970, T y i h Æ k 1975) f œ j t u k be (1. Æ b r a ) . 

EredmØnyek 

A 3H-TML aktivitÆsÆnak eloszlÆsa NK/Ly ascites tumoros egØr különbözı 

szerveinek frakcióiban 

Az I . t Æ b l Æ z a t a r ad ioak t iv i t Æ s v Æ l t o z Æ s Æ t m u t a t j a a 3 H-TML kezelØs 

u tÆn i k ü l ö n b ö z ı idıpon tokban az N K / L y ascites t u m o r s e j t b e n Øs a n n a k kØmia i 

f rakció iban. Az egØsz sej t v izsgÆla takor legnagyobb r ad ioak t iv i t Æ s t a kezelØs 

5* OrvostudomÆny 27, 1976 



1 5 0 JENEY�DZURILLAY� KOPPER�LAPIS 

u t Æ n i mÆsod ik ó rÆban Øszle l tünk, ezzel szemben a DNS Øs a f e h Ø r j e f r a k c i ó b a n 

a kezelØs u t Æ n i 6. ó rÆban vol t a maximÆl is beØpülØs . A 48 órÆs megfigyelØsi i d ı 

a la t t az egyes f r akc iók r ad ioak t i v i t Æ s Ænak a csökkenØse e l tØrı kØpe t m u t a t o t t . 

A kezelØs u t Æ n i 2. órÆ tól kezdve a hideg pe rk ló r savva l e x t r a h Æ l h a t ó œn. , , p o o l " 

f r akc ió Æ l landóan csökkent , ugyanakko r a l ipid f rakc ióban a 24. óra, a nuk le in -

I. TÆb lÆza t 

RadioaktivitÆs idıbeli vÆltozÆsa 3H-TML-el kezelt TSKjLy tumoros sejtekben 

Idı [órÆban] 

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 

FehØrje 19 670 14 475 21 000 11 400 8 585 8 220 FehØrje 
– 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 

MegjegyzØs: 25 � 30 g sœlyœ C F L P nıs tØny egereket 5 X 106 N K / L y ascites tumorra l t r anszp lan -
t Æ l t u n k . 10 nappa l kØsıbb 80 mg/kg 3 H-TML-el i. p. kezel tük ıket (rØszletesebben 
lÆsd Anyag Øs módszer fejezetben). I d ı p o n t o n k Ø n t 4�6 Æl la tból tö r t Øn t a r ad ioak t i -
v i t Æ s megha tÆ rozÆsa . E redmØnyeke t 1 g nedves sœlyœ t u m o r r a vona tkoz ta tva d p m -
ben fe j ez tük ki. – = S. E . 

sav Øs f ehØ r j e f r akc iókban pedig 12. óra u t Æ n m Æ r gyakor la t i lag nem v Æ l t o z o t t 

a r ad ioak t iv i t Æ s . A se j t ekben levı r ad ioak t i v i t Æ s t œ ln y o mó rØsze a v i z sgÆ l t 

idıpontok mindegy ikØben a PCA-ban o ldódó, œn . pool f r akc ióban t a l Æ l h a t ó , 

t ehÆ t szabad f o r m Æ b a n , makromoleku lÆhoz n e m t Æ r s u l t a n . A savban n e m 

oldódó csapadØkbó l az e g y m Æ s t köve tı k ivonÆsokka l elıÆl l í tot t l i p idek , 

nuk le insavak Øs f ehØ r j Øk a se j tben levı összes r a d i o a k t i v i t Æ s n a k egyre k i s e b b 

szÆzalØkÆt t a r t a l m a z z Æ k . E z Ø r t a r ra lehetne gondolni , hogy a T M L a s e j t e k b e n 

kizÆrólag s zabad f o r m Æ b a n v a n jelen Øs a makromoleku lÆkhoz csak adszorbeÆ-

lódnak, így a TML- t csak szennyezØskØnt t a r t a l m a z z Æ k . A m a k r o m o l e k u l Æ k a t 

t a r t a l m a z ó f r a k c i ó k b a n Øszlelt kis menny i sØgß ak t iv i tÆs azonban m Ø g s e m 

t ek in the tı kizÆrólag a s avban oldódó f r akc ió n e m kielØgítı el tÆvolí tÆsa m i a t t i 

m a r a d Ø k Æ n a k , mivel a kezelØsi idı e lı reha lad tÆva l a m a k r o m o l e k u l Æ k h o z 

t Æ r su l t r ad ioak t i v i t Æ s viszonylagosan emelked ik , t o v Æ b b Æ az egyes f r a k c i ó k 

r ad iok romatogrÆ f i Æ s v izsgÆ la ta eltØrı szerkezethez t a r tozó r ad ioak t iv i t Æ s r a 

u ta l ( I I . t Æ b l Æ z a t , 2, 3, 4, 5, 6. Æbra) . 
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II. T Æ b l Æ z a t 

3 H-T ML szÆzalØkos megoszlÆsa mÆj, agy, csontvelı Øs NK/Ly ascites tumor sejtfrakciói között 

Szövet 
JelzØsi idı 

órÆban 
Savban 
oldódó Lipid RNS DNS FehØrje összesen 

MÆj 0,5 96,13 3,10 0,43 0,08 0,20 1 0 0 % MÆj 
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 % 

Csontvelı 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 % 

MegjegyzØs: KezelØs Øs feldolgozÆs u g y a n œ g y , m i n t az I . t Æ b l Æ z a t b a n f e l tün te t e t t k í sØ r le tben 

2. Æbra: 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 Æ n a k r Æ d i o k r o m a t o g r a m j a 
a 3 H - T M L kezelØst köve tı 2. órÆban. R Ø t e g : Kieselgel G. F u t t a t Æ s : deszt. víz. 
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7.5 -, 

5 . 

2,5 - Lru 
1 Start 

10 13 cm 
Front 

3. Æbra: N K / L y ascites t u m o r s e j t e k alcohol-Øteres k ivona tÆnak r Æ d i o k r o m a t o g r a m j a a 3 H -
T M L kezelØst követı 2. ó r Æ b a n . RØteg: Kieselgel G. F u t t a t Æ s : deszt. víz. 

8 . 

9 7 

5 -

í. . 

Lí 
-|�I 1 P 1 1�I�r-

Start 
10 13 cm 

Front 

4. Æbra: 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 Æ n a k r Æd iok roma tog ramja 
a 3 H - T M L kezelØst k ö v e t ı 2. órÆban. R Ø t e g : Kieselgel G. F u t t a t Æ s : deszt. víz . 
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5. Æbra: 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 Æ n a k r Æ d i o k r o m a t o g r a m j a 
a 3 H - T M L kezelØst k ö v e t ı 2. órÆban. R Ø t e g : Kieselgel G. F u t t a t Æ s : deszt. víz . 

10 

13 cm 
I Start Front 

.Æbra: N K / L y ascites t u m o r s e j t e k fehØr jØ t t a r t a l m a z ó k i v o n a t Æ n a k r Æ d i o k r o m a t o g r a m j a 
a 3 H - T M L kezelØst k ö v e t ı 2. órÆban. R Ø t e g : Kieselgel G. F u t t a t Æ s : deszt. víz. 
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A 3 H - T M L közel azonos mØr tØkben Ø p ü l t be a kü lönbözı szöve tekbe . 

Je lentıs e l t Ø rØs t csupÆn a vese Øs az agyszöve t v izsgÆla takor Øszlel tünk, mive l 

az elıbbiben 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 beØpülØs , mint a t ö b b i 

szövetben ( m Æ j , lØp, tüdı). Az egyes szöve tekbı l elıÆl l í tot t f rakciók k ö z ö t t i 

rad ioakt iv i tÆs -megoszlÆs t e k i n t e t Ø b e n a z o n b a n a különbözı szövetek e l tØ rı 

kØpe t m u t a t t a k , amely kü lönöskØppen k Ø t proliferÆló ( t u m o r , csontvelı) Øs 

k Ø t nem-prol i ferÆ ló (mÆj, agy) összehasonl í tÆsakor szembe tßnı . 

III . TÆb lÆza t 

A radioaktivitÆs szÆzalØkos megoszlÆsa a 3H-TML-el in vivo kezelt NK/Ly ascites tumor cytoparti-
culumaiban 

Frakciók Savban oldódó Nukleinsav FehØrje 

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 % 

MegjegyzØs N K / L y ascites tumoros egereket (CFLP 20 � 25 g nıstØny) 10 nappa l a t r anszp lan-
t Ænc ió u t Æ n 80 mg/kg 3 H - T M L i. p. keze l t ük Øs a cy topar t i cu lumokat az A n y a g Øs 
módsze r fejezetben le í r t ak szerint v izsgÆ l tuk . 

A I I . t Æ b l Æ z a t o n f e l t ü n t e t e t t k ísØr le t i ada tok Æ t t ek in tØ sekor l Æ t h a t ó , 

hogy a kezelØsi idı e lı reha lad tÆva l a csontve lıben Øs 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 Æ k h o z (kötöt t) t Æ r s u l t r ad ioak t iv i t Æ s 

re la t ív szÆza lØka , mint a m Æ j b a n Øs az a g y b a n . A mÆj- Øs agyszöve t ese tØben a 

f ehØr je f r akc ió , míg a csontve lıben Øs a t u m o r b a n a fehØr je Øs 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 Æ k a legnagyobb mØr tØkß r e l a t í v f e lha lmozódÆs t . 

Kü lönöskØppen kiemelendı a csontvelı 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 Æ s relatív t a r t a l m a 24 óra a l a t t közel szÆzszorosÆra eme lkede t t . 

A k ö v e t k e z ı kísØrletben megvizsgÆ l tuk a szabad Øs k ö t ö t t f o r m Æ b a n levı 

rad ioak t iv i t Æ s megoszlÆsÆt a different ia l cent r i fugÆlÆssa l elıÆll í tot t egyes 

c y t o p a r t i c u l u m o k között ( I I I . tÆb lÆza t ) . Az N K / L y asci tes t umor 3 H - T M L 

kezelØsØt k ö v e t ı 1. Øs 24. ó r Æ b a n a s a v b a n oldódó f r akc ió 9 1 � 9 3 % - Æ t a 

105.000xg fe lü lœszóban, t e h Æ t a hya lop l a smÆban t a l Æ 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 rØsze 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 

hÆnyado t k Ø p v i s e l t a kezelØs u t Æ n i elsı ó r Æ b a n , mint a 24. órÆban, mive l a 

m a g Øs a mic rosoma savban n e m oldódó r ad ioak t iv i t Æ sa ezen megfigyelØsi 

i d ı 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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Øs a D N S - t t a r t a l m a z z a , az 1 órai kezelØs u t Æ n egyenlıen oszlot t meg a mito-

c h o n d r i u m , mikroszoma Øs a hya lop l a sma közö t t Øs csak kis h Æ n y a d a (4,2%) 

vol t a magban . E z a megoszlÆs fe l tßnıen megvÆ l tozo t t a kezelØs u t Æ n i 24. 

ó rÆ ra , mivel a m a g b a n lØnyegesen emelkede t t , a hya lop l a smÆban 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 Æ s re la t ív mennyisØge. 

Hason lókØppen a fehØr jØhez t Æ r s u l t r ad ioak t iv i t Æ s is el tØrı megoszlÆst m u t a -

t o t t a 3 H-TML kezelØs u tÆn i 1. Øs 24. ó rÆban ; kora i i dıpon tban a hya lop lasma , 

IV. TÆblÆzat 

RadioaktivitÆs idıbeli vÆltozÆsa 3H-TML-el kezelt NK/Ly ascites tumor nukleolus Øs chromatin 
nukleinsav frakcióiban 

Idı 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 kØsıbbiben pedig a mag t a r t a l m a z t a a s e j t ben levı fehØ r j Økhez t Æ r su l t 

r ad ioak t iv i t Æ s l egnagyobb rØszØt. 

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 Æ s legnagyobb mØr t Økß r e l a t í v emelkedØsØt (hatszoros), rØszletesebben 

t a n u l m Æ n y o z n i k í v Æ n t u k a nukleolusz Øs a k r o m a t i n nukle insav f rakc ió inak 

r ad ioak t iv i t Æ sÆ t kü lönbözı ideig t a r t ó 3 H-TML kezelØs u t Æ n (IV. t Æb l Æza t ) . 

MegÆ l lap í to t tuk , hogy a kezelØst k ö v e t ı 2. órÆig a k roma t in nuk le insav f rakció-

j Æ n a k specifikus ak t i v i t Æ sa nagyobb , min t a nukleoluszØ. A 6. ó rÆban azonban a 

nuk leo luszban ugrÆsszerßen emelked ik a r ad ioak t iv i t Æ s Øs mØg a 24. ó rÆban is 

t o v Æ b b i emelkedØs 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 Æ b a n Øszlelt l egmagasabb Ø r t Øk u t Æ n a 24. ó rÆ ra m Æ r a 30 

perces Ø r tØk sz in t jØre csökkent . 

T o v Æ b b i a k b a n megvizsgÆl tuk , hogy a 3 H - T M L kezelØs u t Æ n az egyes 

s e j t f r akc iókban Øszlelt r ad ioak t iv i t Æ s a TML-bıl vagy a n n a k Æ ta laku lÆs i 

t e r m Ø k Ø b ı l szÆrmazik . A TML Øs a vele rokon vegyüle tek k i m u t a t Æ s Æ r a Kiesel-

gel (G) rØteget a l ka lmaz tunk , ame lyen desztil lÆlt vizes f u t t a t Æ s s a l a lizin Øs a 

h Æ r o m N-e-met i lezet t szÆrmazØka jó l e lkülöní thetı . 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 Ø r t Øknek megfelelı helyen je lent -

kezik . EgyØbkØn t az összes többi aminosav a r Ø t egk roma tog rÆ f i Æ s rendszerben 

a r Ø t egmezı felsı h a r m a d Æ b a n he lyezkedik el (1. Æbra ) . 
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MegÆl lap í to t tuk , hogy a s avo ldha tó f r akc ióban , mely a se j t összes akt ivi-

t Æ s Æ n a k 8 4 � 9 4 % - Æ 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 sØgben mÆs 

vegyü le tek is k i m u t a t h a t ó k , ezek közül f e l t ßnınek t a r t j u k azt , ame ly ik radio-

a k t i v i t Æ s t 0 ,75�0,85 R f Ø r t Ø k t a r t o m Æ n y b a n m u t a t , t o v Æ b b Æ Dragendor f f 

poz i t í v Øs N inhyd r in nega t ív reakc ió t ad (2. Æbra ) . A lipid, R N S Øs DNS 

15 

li 

13 

12 -

11 

10 . 

9 

8 

7 _ 

6 

5 -I 

Ł 

3 

^Start 
10 13 cm 

Front 

7. Æbra: A s e j tmen te s ascites fo lyadØk r Æ d i o k r o m a t o g r a m j a a S H-TML kezelØs t köve tı 2. 
ó rÆban . RØ teg : Kieselgel G. F u t t a t Æ s : deszt . víz. 

f r akc iók r Ø t e g k r o m a t o g r a m j a i n a g y o n vÆ toza to s k Ø p e t m u t a t t a k , s a pontos 

azonosí tÆsokhoz t o v Æ b b i v izsgÆ la tok szüksØgesek. A se j t ek fehØr je f r akc ió j Ænak 

lœgos vagy savas h id ro l i z Æ tumÆban a r ad ioak t iv i t Æ s a TML-nek megfelelı 

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. Æb ra ) . Az ascites fo lyadØk, 

s z Ø rum Øs a vizelet v izsgÆla takor a 3 H-TML vÆ l toza t l an f o r m Æ 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 Ø k b a n Øs a s zØ rumban a T M L mel le t t egyØb rad ioakt iv i -

t Æ s t adó vegyü le t eke t is t a l Æ l t u n k , amelyek mennyisØge megha l ad t a a TML-Øt . 

Ezze l szemben a vizeletben a r ad ioak t iv i t Æ s e lsısorban T M L f o r m Æ j Æ b a n talÆl-

h a t ó Øs a 0,18, ill. 0,85 R r Ø r t Ø k ß Æ ta laku lÆs i t e r m Ø k e k csak kis h Æ n y a d Æ t kØp-

vise l tØk a r a d i o a k t i v i t Æ s n a k (7., 8., 9. Æbra) . A vØ r szØ rum Øs a vizelet eltØrı 

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-

szorbeÆ lódnak a vesØkbıl , m i n t a TML. 
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6 . 

4 . 

3 . 

÷ 1
 ˆ~ 

5 
’Start 

�I I 1 

10 13 cm 
Front 

8. Æbra: SzØrum r Æ d i o k r o m a t o g r a m j a a 3H-TML keze lØs t követı 2. ó r Æ b a n . 
R Ø t e g : Kieselgel G. F u t t a t Æ s : desz t . víz . 

2 . 

1 Start 
10 13 cm 

Front 

9. Æbra: Yiziet r Æ d i o k r o m a t o g r a m j a a 3 H-TML keze lØs t követı 2. ó r Æ b a n . 
R Ø t e g : Kieselgel G. F u t t a t Æ s : desz t . v íz . 
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MegbeszØlØs 

Elızı v izsgÆ la ta inkban megÆ l l ap í to t t uk , h o g y TML kezelØs u t Æ n i mÆso-

dik ó rÆban az N K / L y ascites t u m o r s e j t e k nukleolar is R N S szintØzise fokozódik, 

a nukleoluszok m e g n a g y o b b o d n a k Øs szÆmuk megnı . A DNS szintØzis foko-

zódÆsa a TML adagolÆs u tÆn i 18., a mitozisok s z Æ m Æ n a k emelkedØse pedig a 

24. ó rÆban volt Øszlelhetı (Szende Øs m t s a i 1976). 

A 3 H-TML-el vØgze t t v izsgÆ l ta inkka l œ j a b b a d a t o k a t k í v Æ n t u n k szerezni 

a se j tprol i ferÆciót s t imulÆ ló h a t Æ s œ T M L h a t Æ s m ó d j Æ r a v o n a t k o z ó a n . 

A 3 H-TML Æ ta laku lÆsÆ ró l Löwer Øs mtsa i szÆmol tak be a köze lmœl tban 

(LövØr Øs mtsa i 1972, 1974, 1975), ak ik azt t a l Æ l t Æ 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 tıs rØsze 2 óra a l a t t v Æ l t o z a t l a n f o r m Æ b a n a vizelettel 

k iürü l , u g y a n a k k o r k u t y Æ b a n Øs egØrben a MML Øs a DML n a g y o n jelentıs 

ka t abo l i zmusÆ t f igye l t Øk meg. 

Je len v izsgÆ la ta ink , amelyeke t a meti l c sopor tban je lzet t TML-el vØgez-

t ü n k , r Æ m u t a t n a k a T M L gyors Æ t a l aku lÆ sÆ ra Øs a r ad ioak t iv i t Æ s megoszlÆ-

sÆnak idıbeli vÆ l tozÆsÆ ra az egyes s e j t f r a k c i ó k b a n . 

A TML-bıl szÆ rmazó r a d i o a k t i v i t Æ s l egnagyobb rØsze ( 8 0 � 9 0 % ) a sej t 

h y a l o p l a s m Æ j Æ b a n Øs szabad f o r m Æ b a n t a l Æ lha tó . A T M L fı Æ t a l a k u l Æ s i termØke 

Dragendor f f pozi t ív Øs Ninhydr in n e g a t í v reakc ióva l je l lemezhetı , t ovÆbbÆ a 

met i leze t t l iz inektıl Øs a carn i t in tı l el tØrı R F Ø r t Ø k e t m u t a t . í g y feltØtelez-

he tı , hogy a T M L Æ t a l aku l Æ sÆban megha tÆ rozó szerepet j Æ t s z ó tØnyezık 

(enzim?) az � N H 2 csoport o lda lÆn , elıbb dezaminÆlÆssal , m a j d az œn. ß-

oxidÆcióval h a s í t j Æ k a molekulÆ t , a k v a t e r n e r c sopor to t hordozó molekularØsz 

pedig Ør in te t lenül m a r a d . Több szerzı hasonló megfigyelØsrıl szÆmolt be 

mik robÆkon , Æ l la t i Øs emberi szöve teken vØgzet t vizsgÆlatok a l a p j Æ n (Tanpha-

ichi t r Øs Broquis t 1973; Ñîı Øs H o p p Ø i 1973; Vil lanueva Øs Ledere r 1975; 

Löwer Øs mtsa i 1975). Ezen Æ t a l a k u l Æ s i t e r m Ø k e k valószínßleg igen reak t ív 

jelleggel r ende lkeznek s e lkØpzelhetı kö tıdØsük a makromoleku lÆkhoz vagy 

rØszvØ te lük a biológiai meti lezØsben. Er re u ta l egyØbkØn t az, h o g y míg a 48 

órÆs vizsgÆlat i pe r iódusban a s zabad f o r m Æ b a n levı r ad ioak t i v i t Æ s (savban 

oldódó f rakció) a maximÆl i s Ø r tØkrı l 1 % - r a csökken , addig a makromoleku lÆ -

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 csökkenØs lØnyegesen kisebb m Ø r t Ø k ß (lipid = 

= 5 % - r a , R N S = 1 5 % - r a , DNS = 4 5 % - r a , f e h Ø r j e = 39%-ra) . E z a különb-

sØg nem m a g y a r Æ z h a t ó kizÆrólag az egyes f rakc iók el tØrı re t inealó kØpessØgØvel 

v a g y lebomlÆsÆva l , mivel a DNS Øs a fehØr je f r a k c i ó b a n a max imÆ l i s beØpülØs 

kØsıbb köve tkeze t t be, mint a s a v b a n oldódó f rakc ió ese tØben. A se j tmag 

k r o m a t i n Øs nukleolusz nuk le insav- f rakc ió jÆnak a vizsgÆlata a m e t i l csoportok 

kö tıdØsØnek abszo lœ t emelkedØsØre szo lgÆ l ta to t t b izonyí tØkot . E z e n ada tok 

a l ap j Æn ar ra lehet gondolni , hogy a hya lop l azmÆban szabad f o r m Æ b a n levı 

� T M L - m e t a b o l i t o k " a kezelØsi idı e lı reha lad tÆva l , bÆr e lsısorban az extra-

cellularis t Ø rbe j u t n a k , egy rØszük reakc ióba lØp a se j t különbözı makromole-
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kulÆival . E n n e k köve tkez tØben a makromolekulÆr i s f r a k c i ó k (lipid, nuk le insav , 

fehØr je ) az egØsz sej tben l evı rak iok t iv i t Æ s nagyobb h Æ n y a d Æ t kØpvisel ik a 

TML kezelØs kØsıbbi i d ı p o n t j a i b a n , m i n t a k o r Æ b b i a k b a n . A c y t o p a r t i k u -

Iumok vizsgÆla ta sorÆn a r ra a köve tkez te t Ø s re j u t o t t u n k , h o g y ez a f e lha lmo-

zódÆs, amely a hya lop lazma terhØre t ö r t Ø n i k , a s e j t m a g Øs mi tochondr ium 

fehØ r j e f r a k c i ó j Æ 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 Æ b a n 

ØrvØnyesül . Az egyes s e j t f r akc iókban Øszlelt r ad ioak t iv i t Æs e l tØrı k roma togrÆ f i -

Æs viselkedØse különbözı T M L metabo l i t r a , illetve k ü l ö n b ö z ı molekulÆkhoz 

való kötıdØsre u ta l . A l ipid f rakc ióban a carnit in j e l e n l Ø t Ø t valószínßsí t i a 

r ad iok roma tog ra f i Æ s k ísØr le tben vØgzet t megf igyelØsünk. 

Löwer Øs mtsa i (1974) a r r a a köve tkez te tØs re j u t o t t a k , hogy a T M L a 

f ehØ r j Økbe n e m Øpül be, i l l e tve annak m Ø r t Ø k e 1% a l a t t vol t . Rövid i d e j ß 
3 H-TML kezelØskor mi is igen alacsony r ad ioak t iv i t Æ s t m Ø r t ü n k a makromole -

k u l Æ 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 kezelØsi idı e lı reha lad tÆva l azonban m Æ r 

lØnyegesen m e g n ı t t a s e j t b e n levı 3 H-TML-bıl s z Æ r m a z ó r ad ioak t iv i t Æ s 

k ö t ö t t , t e h Æ t mak romoleku l Ækhoz tÆ rsu ló fo rmÆban l evı h Æ n y a d a . 

F e l t ß n ı n e k t a r t j u k , h o g y amikor a s a v b a n oldódó œ n . , ,pool" f r a k c i ó b a n 
3 H-TML- t vÆ l toza t l an f o r m Æ b a n csak kis mennyisØgben t u d t u n k k i m u t a t n i , 

a fehØr je f r akc iók savas v a g y lœgos h id ro l i zÆ tumÆnak k r o m a t o g r a m j a T M L 

jelenlØtØre m u t a t o t t rÆ. E n n e k okÆt p o n t o s a n nem i s m e r j ü k , a megf igyelØs 

elemzØsØnØl k Ø t lehetısØget k í v Æ 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 Æ n y a d Æ t a fehØr jesz in te t izÆ ló- rendszer gyorsan hasznosí t ja , azaz a 

po lypept id l Æncba beØpül, míg a TML m o l e k u l Æ k nagy rØsze metabol izÆ lódik 

v a g y vÆ l toza t l an fo rmÆban k iü rü l , b) A T M L kezelØs u t Æ n a TML m e t a b o l i t o k 

meti lezik a m Æ r sz in te t izÆ lódot t fehØr jØk � N H 2 c sopo r t j a i t . MindkØt l ehe tı -

sØgnØl f igye lembe veendı az, hogy a r Ø t egk ro ma to g rÆ f i Æ s v izsgÆ la tokat a 2. 

ó rÆban v e t t s zöve tmin tÆk k ivona ta iva l v Ø g e z t ü k , s akkor a f ehØr je f r a k c i ó k b a n 

csak TML-t t a l Æ l tunk . LehetsØges , hogy a fehØrje f r a k c i ó k n Æ l t a p a s z t a l t 

e lhœzódó beØpülØs viszont TML-me tabo l i t ok metilezØsØvel Æ l l h a t összefüggØsben. 

BÆr v izsgÆ la ta ink cØ l j Æ t kØpezi, m u n k Æ n k jelenlegi szakaszÆban n e m 

t u d j u k megÆl lapí tani , hogy a TML biológiai hatÆsa az e rede t i mo leku lÆnak 

v a g y Æ ta laku lÆs i t e rmØkØnek t u l a j d o n í t h a t ó , tovÆbbÆ l iogy ez a hatÆs m e l y i k 

se j t anyagcsere -œ t befolyÆsolÆsÆn keresztül j ö n lØtre. A T M L proliferÆciót ser-

k e n t ı biológiai ha t Æ sÆva l összefüggØsben Æ l l ha t az, hogy a gyorsan prol i ferÆ ló 

csontvelı Øs t umor se j t ek makromoleku lÆ i j o b b a n v i s s z a t a r t j Æ k , illetve idıve l 

t ö b b e t Øpí tenek be aTML-bıl , ill. annak metabo l i t j a ibó l , m i n t a nem-prol i ferÆ ló 

m Æ j - Øs agyszövet sej t jei . E z e n megfigyelØs kapcso la tban Æ l lha t azzal, h o g y a 

gyorsan prol i ferÆló dagana tos se j tek D N S - Ø b e n a meti lÆl t bÆzisok elıfordulÆs-

gyakor isÆga igen magas (DØsa i Øs mtsai 1971). A met i l Æc iókban rØszt v e v ı 

makromoleku lÆk (DNS, f e h Ø r j Ø k ) közelebbi megismerØse Øs azok meti lezıdØsØ-

nek a sej t prol i ferÆc iójÆban be tö l tö t t je lentısØgØnek a rØsz le tes t a n u l m Æ n y o -

zÆsa jelenleg folyó k u t a t Æ s a i n k t Æ rgyÆ t kØpez ik . 

5* OrvostudomÆny 27, 1976 
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ÖsszefoglalÆs 

Elızı v i z s g Æ l a t a i n k b a n azt Øsz 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 rÆc ió jÆ t dagana tos Øs n o r m Æ l s e j t popu lÆc iókban f o k o z n i 

kØpes . Je len t a n u l m Æ n y u n k b a n megvizsgÆ l tuk , hogy a 3 H - T M L milyen m Ø r t Ø k -

ben Øpül be az N K / L y asci tes t umoros Æ l l a t o k egyes szerve ibe , Øs hogyan oszl ik 

meg a k ü l ö n b ö z ı m a k r o m o l e k u l Æ 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 -

ferenciÆ l -cent r i fugÆlÆssa 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 Æ t a l a k u l Æ -

s Æ t v Ø k o n y r Ø t e g - k r o m a t o g r Æ f i Æ s módszerrel köve t t ük . MegÆ l l ap í t o t t uk , h o g y 

a r ad ioak t iv i t Æ s legnagyobb rØsze a h y a l o p l a s m Æ b a n , m Ø g p e d i g a makromole -

k u l Æ 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 Æ l h a t ó . A TML igen jelentıs rØsze a 

se j tekben g y o r s a n metabo l i zÆ lód ik Øs f ı k Ø n t n inhydr in n e g a t í v Øs Dragendo r f f -

pozi t ív t e r m Ø s z e t ß anyag k Ø p z ı 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 -

kulÆr is f r a k c i ó b a n r a d i o a k t i v i t Æ s volt Øsz le lhetı , amelyek k ö z ü l je lentısnek t a r t -

h a t ó az, h o g y a fehØr jØk h i d r o l i z Æ t u m Æ 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 kezelØsi idı e lı reha lad tÆva 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 Æ s egyre n a g y o b b h Æ n y a d a v o l t t a l Æ lha tó a makromoleku lÆkhoz k ö t ö t t Æ l la-

p o t b a n , k ü l ö n ö s e n f igye lemre mØl tó a s e j t m a g nuk leo luszÆban az emelkedØs . 

KísØr le te inkkel elsı b i zony í t ØkÆ t s zo lgÆ 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 Æ k h o z való k a p c s o l ó d Æ s Æ n a k Øs gyors sej ten be lü l i Æ t a l a k u l Æ s Æ n a k . 
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