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Note 

Verbesserte slulenchromatographische Bestimmung N”-methylierfer Lysine 
in physiologischen Fliissigkeiten 

Die Tatsache, dass NE-mctllylicrte Lysine erst spiit in biologiscllen~ lMatcrin1 
(Plagcllin, I-Iistone, Plasmn, Cytochrom c, Urin, Myosin, Actin)l entdeclst wurden, 
aeigt, dass cinc Auftrcnnung diescr basischen Aniinoshuw sclwierig ist. Unter den 
Bcclingungen dcr I~onventioncllen Aminos~ure-Analyse nach MOORE UNII Srarx 
werdcn NE-mcth~*lierte L~*sinc nicllt gctrcnnt. Aus diescm Grund wurden von den 
einzelnen Untersuchern die vcrsclliedenstcn Moclilil~ationen zur Restirmmmg dieser 
L’erbinclungen angcgebcn. Diesc Methoden haben aber cntweder den Nachtdil, dass 
sic einc lnngc Annlysenzeit+J r bcansprucl-len oder nur bei idealen Mengcnvcrl~iiltnissen 
der Aminosiiurcn~ bzw. bei Abwcscnheit cinzclncr Aminos(iuren wit I- oder 3- 
Metllylllistidin7 einc ausreichcnde Trermung gew~ihrleistcn. 

Wir fandcn, dass sic11 das K~tionenaust;~uschcr-Hari), M-S2 van cler Firnw 
Beclcman, Mhcl~n, wesentlich bcsscr ftir dicse Trcnnung eignct als bisher benutnte 
Harzsorten (LB. Amines A-g, M-SI, PA-35, Durrum DC-2). Durch die KorngrSsse 
des M-S2 van rund 20 ,LL gegentlbcr lo-15 p-4 dcr nnderen Haxze konntc trots tiefer 
Tcmperntur (307, holler Durcllflussrate (60 ml/ll) und grosser S~iulenlhge (O,CJ x 
gS cm) mit geringen Druclten (1042 Atnl) gcnrbeitet werden. 

Fig. I zcigt die Trennung tines synthctischcn An~inos~uregcmisclles, das 
nusser den mcthylierten Lysincn (NE-Monomcthyllysin, NE-Dimctl~yllysin, und 
N@-Trimctllyllysin) noch Ornithin, Hydrosylysin, Lysin, Histidin und I-Methyl- 
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Fig. I, Auftrcnnunfi cincs synthctischcn r\nlinostlurcRcnliuchca. SLlulc, 0.0 x gS cm : Hnrs, 
M-82; Pul?ier, Nn-Citrilt, PI-E. = G,gz, o-35 N: Tcm~xxxtur, 30”; Durchflussr;Wz, Go ml/h; 1Q.b 
vcttcnschichtclickc, IO mm. Uns Gcmisch cnthiclt ca. O,I~ /~&Iol jcdcr Arninosiiurc. 
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histidin enthielt. 3-Methylhistidin wird unter den von uns gcwahlten Bedingungen 
zusammen mit Histidin und Tryptophan mit Trimethyllysin eluiert. GrBssere 
Mengen an Ammoniak stijrcn nicht, da der Ammoniak-Peak erst 75 nun nach dem 
NE-Trimethyllysin eluiert wird. Die Reproduzierbarkeit des s#ulenchromatogra- 
phischcn Verfahrens betrtigt ZIZ 2 %. Die Trennung wurde mit dcm Aminos!i.ure- 
analysntor “Unichrom” der Firma Beckman, Munchen, ausgeftihrt. Es ist wichtig, 
dass dcr pH-Wert des Puffers eingelralten wird, da sich sonst dicTrennung zwischcn 
Ne-Dimethyllysin und NE-Trimethyllysin stark verschlechtert. 

Fig. z zeigt zwei Anwendungsbeispiele, hbbildung A gibt cincn Ausschnitt 
der Analyse basischer Aminos!iuren einer Urinprobe wicder. Die Probe wurde vorher 
durch Dowes 5oW-XS, H+-Form (Sgule 0.9 x 5 cm), von stijrenden Beglcitstoffen 
sowie von neutralcn und sauren Aminosguren befreit und anschliessend hydrolysiert 
(G N I-ICI, lloO, 24 11). Die Hvdrolyse zerst.iSrt enter anderem Tryptophan, das die 
Bestimmung von Trimethylly& beeintrtichtigen kijnnte. 
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Fig. 2. (A) Analysc oinor Urinprobc (= 3.5 rng Krcntinin), (B) hnnlyso oincs Histonhyclrolysats 
(7.28 my I?,-Fmktion EWS Ascitcszcllcn). Annlyscn-Bcrlingungon sicho Fig. I, 

hi?-’ 
In Abbildung I3 der Fig. 2 wurden 7.28 mg I?,-Histonhydrolysat von 

‘I ., Asciteszellkernens aufgetragen. Eine Vortrennung an Dowex sow-X& war nicht 
erforderlich, da bier ein reines Protein vorlag, 

I?,-Histone aus Asciteszellen enthalten nach LANGI@ 10~3 Mol “/b Lysin, 
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0.20 8101 y0 N”-BIonometllyllysin, 0.63 Mol % NE-IXmetl~yllysin und 0.35 3101 yO 
NE-Trimethyllysin. We Fig. 2B zcigt, khnen nlcthylierte Lysine selbst in Gcgenwart 
ekes zo- bis 5o-fnchen Uberschusses an Lysin gut bestimmt werden. 

Selbst bei Plasmaprobcn, die estremstc MengenverhKltnisse zwiscllen Lysin 
und N%netllylierten Lysincn aufweisen, er@t dir beschriebene Methode sehr gute 
Trennun~eno. 
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