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Lysin und Arginin werden in einigen Proteinen (Histone, Myosin, basischem
Myelinprotein) in geringem Umfang N-methyliert. Die in der Literatur angegebenen
siulenchromatographischen Trennverfahren sind bei Anwesenheit grosser Lysin-
und Argininmengen zur quantitativen Bestimmung N¢f-methylierter Lysine und
methylierter Arginine nicht ausreichend. Entweder erscheint NeMonomethyllysin
nur als Schulter des Lysins'~3 oder bei Gegenwart grosser Argininmengen liegt N°-
Monomethylarginin unter dem Arginin®. Man ist daher gelegentlich dazu iiberge-
gangen, vor der Analyse der methylierten Aminosiuren Lysin durch Lysindecar-
boxylase® und Arginin durch Arginindesimidase®’ zu zerstéren. Die vorliegende Ar-
beit beschreibt siulenchromatographische Verfahren, die es gestatten, N-methylierte
Lysine, methylierte Histidine und methylierte Arginine auch in Gegenwart eines

grossen Uberschusses der entsprechenden unmethylierten Aminosiuren quantitativ
zu bestimmen.

MATERIAL UND METHODEN

Materialien

Lysin, Ornithin, Hydroxylysin (allo -+ threo), Histidin und Arginin wurden
von Sigma (St. Louis, Mo., U.S.A)), N*-Monomethyllysin (MML), N¢-Dimethyl-
lysin (DML), 1-Methylhistidin und 3-Methylhistidin von Calbiochem (Los Angeles,
Calif.,, U.S.A.) bezogen. N*-Trimethyllysin (TML) wurde nach Hempel ¢t al® syn-
thetisiert. N-Methylharnstoffe lieferte Merck (Darmstadt, B.R.D.), Dowex 50W-X8
(200400 mesh) Serva (Heidelberg, B.R.D.) und sphirisches Kationenaustauscher-
harz Typ M82 Beckman (Miinchen, B.R.D.,).

Synthese methylierter Arginine

Monomethylarginin (N -MMA), N%NS-Dimethylarginin (NS,N9-DMA),
und NS,N’G.Dimethylarginin (N%, N'GS-DMA) wurden aus Ornithin und den ent-
sprechenden O-Methylisoharnstoffderivaten hergestellt'?. Radioaktive Methylarginine

wurden auf demselben Wege aus DL-[*H]Ornithin'® synthetisiert. Die Reinigung
erfolgte iiber Dowex 50W-X8.
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Abbaurealktionen mit Ba(OH), -~

Die Reinheit der synthetisierten Methylarginine wurde durch alkalische Spal-
tung mit Ba(OH), iiberpriift'. Die sdulenchromatographische Auftrennung der Hy-
drolyseprodukte ergab bei NE,N'GS-DMA und bei N6 ~-MMA Ornithin, Methylamin
und Ammoniak, wihrend bei der Hydrolyse von NS,N-DMA anstelle von Methyl-
amin Dimethylamin gefunden wurde.

Herstellung von Plasmaproben

Plasma wurde mit Trichloressigsiure (TCA) enteiweisst. Die freien Amino-
siuren des s#dureldslichen Uberstandes wurden anschliessend an Dowex 50W-X8
(H*) (4.5 X 6.0 cm) gebunden, durch Waschen mit Wasser (1000 ml) von stérenden
Begleitstoffen befreit und schliesslich mit 3 N NH,OH wieder eluiert. Nach Entfernen
des Ammoniaks durch wiederholtes Einengen bis zur Trockne wurde der Riickstand
hydrolysiert (6 N HCI, 110° 24 h). Die Kontrolle der Wiederfindungsrate durch
Zugabe von ["“C]Arginin vor der TCA-Fillung ergab, dass durch die beschriebenen
Operationen, einschliesslich der Hydrolyse weniger als 59 des urspriinglich im Plasma
vorhandenen Arginins verlorengehen. Der Verlust an Methylargininen diirfte sich in
der gleichen Gréssenordnung bewegen.

Vorbereitung der Urinproben
10 m! Urin wurden mit dem gleichen Volumen 25%iger HCI verdiinnt und
1 h im offenen Kolben auf dem siedenden Wasrerbad erhitzt. Anschliessend wurde
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Fig. 1. Auftrennung eines synthetischen Aminoséuregemisches (a) und 200 #! Urinhydrolysat (b).
Bedingungen: lTonenaustauscherharz M 82 (Beckman, Miinchen, B.R.D.), 0.9 x 57 cm: Puffer 1,
0.35 NV Na-Citrat pH 6.92 (0 bis 250 min bei 30°): Puffer 2, 0.47 N Na-Citrat pH 4.44 (250 bis 570
min bei 55°); Pufferfluss 60 ml/h, Ninhydrinfluss 30 ml/h; Druck 12-14 atm. 1 = Tyrosin: 2 = Phe-
nylalanin: 3 = Histidin: 4 = Hydroxylysin (allo, threo); 5§ = 1-Methylhistidin: 6 = Ornithin; 7 =
Lysin; 8 = 3-Methylhistidin: 9 = MML: 10 = DML; 11 = TML: 12 = Athanolamin; 13 =
Ammoniak; 14 = NS,NCS-DMA; 15 = NE,N'C-DMA; 16 = NS-MMA; 17 = Arginin.
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der Urin filtriert, mehrmals im Vakuum zur Trockne eingeengt und dann mit Wasser
auf 10 ml aufgefiillt, :

ERGEBNISSE

Fig. la zeigt die Trennungeines synthetischen Aminoséduregemisches, das ausser
den methylierten Lysinen (N--MML, N%DML und N®TML) noch Histidin, Hy-
droxylysin (allo, threo), 1-Methylhistidin, Ornithin, Lysin, Athanolamin, Ammoniak,
NE,NCE-DMA, NEN'G-DMA, NS-MMA und Arginin enthielt.

Grossere Mengen an Athanolamin und Ammoniak stéren nicht, da der Atha-
nolamin- bzw. Ammoniakpeak erst 30 min bzw. 40 min nach dem N*-TML eluiert
werden.

Fig. 1b gibt die Auftrennung von 200 ul Urinhydrolysat wieder. Ausser den
methylierten Lysinen (N*-MML, N¢-DML und N*-TML) wurden nur NS,NS-DMA
und NE,N'6.DMA im Urin gefunden. Selbst bei Anwendung von § ml Urinhydrolysat
war N6-MMA nicht nachweisbar,

Auch basisches Myelinproteinhydrolysat wurde aufgetrennt. Bei einer An-
wendung von 3.35 mg Proteinhydrolysat ist unter den gewiihlten Analysenbedingun-
gen noch eine sehr gute Auftrennung zwischen NS~-MMA und Arginin moglich, ob-
wohl hier extreme Mengenverhiiltnisse vorliegen. Neben NS-MMA trat als weiteres

Argininderivat nur NY,N'6-DMA auf. Methylierte Lysinderivate waren nicht vor-
handen.
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Fig. 2. Auftrennung von 2.4 mg basischem Myelinprotein (a) und 100 xl Urin (b). Bedingungen:
Ionenaustauscherharz M 82 (Beckman, Miinchen, B.R.D.), 0.9 x 23 cm: Puffer, 0.49 N Na-Citrat
pH 4.44: Pufferfluss 60 ml/h; Ninhydrinfluss 30 ml/h; Druck, 4-5 atm; Temperatur, 55°. Bezeich-
nung der Verbindungen, siche Fig. 1. '
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Ein weiteres Testobjekt fiir die Giite der Trennung und die Anwendung grésserer
Hydrolysatmengen war Humanplasma. Bis zu 40 ml Plasmahydrolysat wurden ange-
wandt. Auch hier wurde die Trennung durch grosse Lysinmengen und den unter-
schiedlichen Mengenverhiiltnissen zwischen N*-MML, N*-DML und N*%TML nicht
beeintrichtigt. Neben Ne-MML, N~DML und N-~TML war noch NS NCS-DMA
und NS ,N'6-DMA nachweisbar,

Die beschriebene Methode hat den Nachteil, dass zur Auftrennung methylier-
ter basischer Aminosduren eine Analysenzeit von 9 h erforderlich ist. Sofern nur die
Auftrennung methylierter Arginine interessiert, ldsst sich die Analysenzeit durch
Anderung der Bedingungen auf die Hailfte verkiirzen.

Fig. 2 zeigt zwei Anwendungsbeispiele unter den geinderten Analysenbe-
dingungen. Die Beispiele zeigen, dass diese Schnellmethode wohl zur Trennung me-
thylierter Arginine, nicht aber zur Bestimmung von methylierten Lysinderivaten aus-
reicht.
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