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A rividitdsek dltalaban megfelelnek az IUFAC jevas~
latdnak /J. Biol. Chem., 247 977 /1972/, & ritkdébben
hesgnélt réviditések a kivetkezlk:

THF
Dep
SDS

BOC,0
z‘
Bzle
DCC

FucC~
iFa
DCHA

tetrahidrofuran

dimetilformamid
natrium-dodecil-azulfét

terc. butiloxiksarbonil csoport
di-terc. butil-pirokerbondt
benziloxikarbonil csoport
benzil csoport
diciklohexil~karbodiimid

terc. butil ceoport
fluorenilmetiloxikerbonil caoport
trifluorecetsav
diciklohexilamin



Az é16 szervezet rendkivil bonyolult mikddését, az
egyes szervek és funkcidiknek Hsssgehangelasut sz ideg~
rendsger ¢és hormonok irdnyitjék. Az idegrendszer a gyors,
nem tortdés vialtozdeokért felelds, Vizsgdlate az élettan,
& biofizike és & biokémia targykirét egyerdnt érinti.

A vegetativ idegrendszer mikidésdének elemzése veze~
tett & kémiai transzmisszid mechenizousdnak felismerésd-
hez /Langley, 1901/ /1/. Az els® lépés ezen sz uton ideg-
rendszeri Jjelenségek kivéltasirs képes anyagok létezéaé-
nek a felisnerdse volt. 1894-ben Uliver és Schifer & bore
Jju mellékveseveld kivonsténak vérnyomésniveld hetdsdét mu-
tatts ki. 1897-1€99 k8z8tt & kivonat esktiv enyagdt, az

adrenslint Abelnek sikerilt izoldlnia. £z volt az elsl
kristilyosan kinyert hormon, smelyet kdéalbb, 1904-ben
Stolz eszintetikus uton is elddllitoti.

Az scetilkolint mdar 1867-ben ssintetizaltdk, az ideg-
rendaszeri folyamstokban betdltitt szerepét visgont csak
sokkal kéadSbb Hunt é8 munkatdrsei, mejid Dale 1914-ben
ismerték fel.

A neurokémiasi trenszmisszid elméletének alapjat
Loewinek /1921/ az a felismerédse Jjelentette, hogy @ boly-
géideg /nervus vagus/ ingerlésekor az idegvégzidéseken
egy anyeg, ag un. "Vegusstoff" sgabadul fel. £z az anysg
az acetilkolin, ez vesz rdszt az ingeriilet tovébbitasa-
ban., Kéalbbi kutatdsok sordn & poredrenslin és egyéb
neurotrsnsznitter-funkeidt elldaté enysgoknsk & létezdse
éa élettoni hatdsa is ispertté wvilt.

Egy enyagot ekkor tekintink neurotrunszmitternek, ha
ez alébbi kritériumoknsk megfelel /2/:

e./ Mennyisége idegingerlds hatdsérs & nyugelmi érték-
heg képest Jjelentlsen megndverszik.
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b./ Jelenléte faermakoldgiai, fizioldgiai é8 kémiei mdéd-
sserekkel egyerdént igezolhatd,

c./ Bizonyithaté, hogy = sgervezetbe tirténs adagolése
az idegingerléssel ezonos hstdst vdlt ki.

d./ Bizonyos vegyliletek azonosaen befolydsoljik az ideg-
ingerlést, ill, az injicidlt anyag hatdsdt,

@./ Az edott idegeejtben kimutathatd & neurotrasnszmit-
ter szintéziséért feldls specifikus enzimrendssers

f./ A neurotrsnszmitter enysgot enzin vagy enziuwrend-
szer hatdstalanitje.

A fenti kritériumcknek mai ismereteink szerint az acetil-
kolin, adrenalin, noradrenalin, dopamin, hisztemin és e
szerotonin felelnek meg. Ujebb kutatdsi eredmények alapjén
bizonyos aminosavek, igy pl. & gluteminsav, aszperaginsav
éa a glicin is az agy legfontcsebb gyors hatisu neurotranssz-
mitter anyagei kzé tertoznak /1/.

Mivel sz emlitett anyagok realis feltételezések alapjan
neurotransznitter-funkcidval rendelkeznek, ezért ezekkel
az anyagokkel végeztem kisdérleteimet.

A neurotrasnsszmitterek életteni szerepének kutatdsdhosz
elengedhetetlentil szliksdges, hogy ezeknek & kis molekuldju
enyagoknak &z 618 ogzervezeten beliili lokelizdcidjat és
pontos koncentracidjat meg tudjuk hatérozni., Hasonld fel-
adatok megolddsdrs a megns specificitdsbeli és érzékenysé-
gi igényeket is kielédgitl immunoldigiai mdédszerek bizonyul-
tak legalkalmesabbnek, Ilyen médszerek kidolgozdsdhoz, ill.
elkalmeszdsdhoz elengedhetetleniil szilkkséges azonban & neuro-
transzmitterek entigénjeinek elfdéllitédsa.

A kbvetkezd gélokat tUztlk kit

a./ Bl8allitjuk & fent emlitett antigéneket, smelyek
lehetdvé teazik az edrenslin, noredrenslin, dopa-
min, ecetilkolin, hisztamin é8 sgzerotonin immun~
fluorescens kimutatdésdt és meghatirozdsat,
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b./ Az immunizélds utdn kepott asntiszérumok ellendSrzé-
gére, ill, specificitdeuk nivelédsére effinitds
krometografids adszorbenseket dllitunk eld,

A neurotransgmitterek sz idegsejtekben keletkeznek és
ang idegvégeldéseken hetnak, az ingerllet tovdbbitdss spe-
cifikus kémiei reskeidik eredménye. Az ingerilet tovibbi-
tésa bonyolult folyematok sorén tirténik. A neurotransz-
mitterek sz idegsejtek membranjan végbemend bicelektromocs
véltosdsokkel , iontranszporifolyemetokkel , mechanizmusok-
kal Sssgehargoltan fejtik ki hatdsuket.

Biosgzintézislik tBbb reakeidlépésben tirténik. Az scetil-
kolin pl. két egymést k8vetl reakeid eredményeként kelet~-
kezik:

1./ Acetdt + OOAJ”'S’&ilh£n£&> acetil-CoA

2./ kolin + scetil-CoA -531‘9::33$L§l>-noctilkolin»CoA
pse

i, ébra

Az scetilkolin szintézise a neuron citoplazmd jéban tir-
ténik, majd & keletkez8 acetilkolin sz ugynevezett kolinerg
idegvégafddseken felhalmosdédik é8 inger hstdasdérs robbands-
sgeriien szabadul fel, A szabaddd valt ecetilkolin bomlését,
i11. inaktivéldsit 2 kolinédszterdz-enzim katalizdl ja.
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A mechanizmus helyessdgét iszotdp Jelzéunsel ecgydértelmi-
en sikerilt igszolni.

A ketekoleminok ez adrenerg idegvégzlidéseken rektirogdd-
nzk, Szekrecidjuket & mellékweseveldSben Pelazebeduld ace=-
tilkolin viltje kxi! EZmberi melldkvesevell-gzekrétumben 431
g2 adrenslin-noradrenclin erdny. 4 pleagmiban dopsmin is ta=-
ldlhetd, ennek fisioldgisi szerepe még nem ismert, A kstekol-
eninok metsbolizmusinak véglerméke & 4-0H-%-MeC-mandulasav,

A neurckémiai trsnssnissszid folyemstét sz atkapesoldsi
helyeken specifikue mediatorok segitik, Feltételezhetd,
hogy szdmos snyag létezik, amely e folysmeirs moduldlld he-
tést gyakorol. Sok kisebb tagszdmu peptidmek is tuls/doni-
tensk moduldtor hatist. Jogos & Teltételezds, hogy a neuro-
trensemitterek hatdsmechanizsusdban negyon fontos sgerep
jut & mediitorok mellett 2 moduldtor anysgoknsk is.

A neuroirenszmitter snyegok kuteidss kvelitativ és kven-
titativ kimuistési wmédezerek kidolgozdsit iginyelie. A
neurotranszmitterek egyes sgervekbeén, sejtekben vald jslen-
létét, koncentracidjuk wvaltozdedt, atalskuldsasik kivetdaét,
pajd késfbb izoldlasuk ercedményességéi tlbbLIéle wddszerrel
prébaéltik mérhetdivé tenni.

Tekintettel & meghetirosandd anyagok rendkivil kis kon-
ecenirdeidjare /ez emberi mellékvese vellallouményaban 1 g
sabvetben kb. 0,5 mg az afrenalin-tartelom, de egyéb szer-
vekben ennél nagységrendexkel kisebb/ és a viazsgdlt biold-
giai kbzegben végbemens gyors é8 bonyolult atalakuldsoxrs,
bomlési folyensmtokras, a kisutatési médsseresnek specifikus~
nek és igen érzdkenynekx kell lennilk.

Az eddig elkalmegott kimuteiési wnddaperek & kivetkeslk:

1./ Biosssay. A "bioldgiei titrilds" miédszerével rend-
kivil nagyfoku érzékenység érhets el, amelyet a fizikai
é8 kémisi médegerek mep sem k¥izelitenek. lgy pl. az acetil-
kolin mér 10744 m61/1 koncentrécicbsn ie kimutsthatd. A
bioldgiai titrdlds rendkivill nsgy dérazdkenysdge a vigsgdlt
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anyag specifikue hatusdnek /pl. toxicitdesinak/ mérésén
alepszik. A médszer nem igdényli e mérendd minte elfzetes
tisztitdedt, viszont Jjellemslje a kémiei dés fizikei méd-
szerekhez képest & nagyobb szérds is.

Példaként megemlithetjik, hogy adrenslin "titrdldskor”
a denerviélt macskasgivre hatéd frekvenciagyorsitd hatde
mérése alkslmeghaté., Az acetilkolin biszonyos kegylok szi-
vére kifejtett kontrekeid csbikkentl hatdse elapjén 100
williérdszoroe higitdsben /0,00001 pg/ml/ is kimutethatd!

2./ s=adenc ’ : ne t, K.Bngel~
man és B, Portnay 1970-bcn uJ, rudioonnimatixul médsgert
dolgozott ki @ katekolaminok egymés melletti meghatirosgi-
sarae. Késfbdb P.G., Fesson és J.D. Fenler /3%/ fejlesztette
a médszgert rutin el jdrdssd, majd tibben kisebb-nsgyobdb mo-
doaitdet slkelunaztak,

NapJjainkben Da Frade és G. Zircher ~ féle viltozatot
/4/ alkalmazzdk leginkdébb, Eszerint mindhirom katekolamint
OMe-sgdrmazékkd alakitjik katekol-oxi-metil-transzferdiz
/COMT/ segitsdgével, triciummal Jjelsett S-adenczil-metionin
/SAN/ jelenlétében, majd tetra-fenil-bordt hozzdaddsa és
extrakeid utdén & hiromféle terméket vékonyrétegkromatog-
rifie segitsdgével vélssstjdk el. A folitok radiocektiviti-
sénak mérésével lehetsdges ag adrenslin, noredrenalin és
dopsmin mennyiségének meghsatdrozdsa; ntnxaa; 10715 mél/1
éraékenysdgi hatérral,

Rutinszerl enalitikei célokrs Da Ffrede és G, Zircher
ndrdési elvét slkelmazsga az Upjohn-edg radicensinetikus
kdsglete, amely segitadgével az adrenslin 3, a noradrena~-
lin % és a dopemin 20 pikogrems/50 ul minte érzdkenysdgi
hatérral hatdirozheté meg. A metodika 40-4% minta snelizi-
8ét teszi lehetdvé két nap slatt.

Utdbbi évek eikeres kisérletei slapjén E., Endert /5/
& fenti médszerben ealkeluazott vékonyrdétegkromstografiat



-7-

intenziv folyadfk kromatogréfidvel cserélie fel. A kroma-
tografdlds eldtti niveletek vdltozatlenul hegydea mellett
ezuttal tibbssiri extrakeidrs van sszilkség. A radioasktiv
komponenseket tertelmeszd kromstografids csucsokat elkii-
1l8nitve Na-perjoddttel egyerdnt venillinné oxiddlja ds a
frekeidk rediocesktivitisanek mérésével hatarozze meg & hié-
romf'éle katekolamint.

Bz & médeszer nspi 45 minte anslizisére alkaslmea, mikige
ben ag érzdkenysdg noradrenslin és adrenslin esetében 32
pikogremm/ml, ill. 16 nsnogremm/ml. E médositds ellnye,
hogy & krometogrifids lépds automatizdlase esetén az eana-
lizisek szdma nivelhetd,

A SAl-ot alkelmezd metodikék igen jol beviltek & kate-
kolaminck snslizisére., Bzt bizonyitje, hogy az elapelv
meghegydes és felhasgndlise mellett kisebb widltoziatdsok-
kal ujabb médszereket dolgostak ki - pl. F. Hjemdahl /6/
és ¥, Yoshiki /7/ is.

%./ Fluoreszecensg technika, A fluoreszcencia mérésének
médszere dltalében felillmul ja az abszorpeids spektrofoto-

metrids midszerek érzékenysdgét dés szelektivitdsdt, mivel
viszonylag kevéds anyagrdl mondhatd el, hogy az elnyelt
fény hullémhosszdval sgonos hulldmhosszusagut képes kibo-
esétani. '

Kotekolaminok mérésére elfszdr 1957-ben B. Cohen és M,
Goldenberg /€/ alkelmsztak e fluoreszecensz technikdt, a
katekolaminokat tri-OH-indol-ssérmazdkké oxiddlt formaban
mérték. 1962-ben A.H, Anton és D.F. Shyre /9/ az adrena-
lin és a noradr.nali@kitforonoiil enalizise ©él jabdl oxi-
ddlt szdrmazdkait kilsnblzd pHen, de szonos hulldmhosszon
pérték. Bzt & médsgert 1970-ben C. Vslori és C.H. Brunori
/10/ médositotta, ill, tovidbcbfejlesztette. A két katekol-
amin differenciédl snaligzisdét azonos pH mllett az oxiddlt
szdrmaszdkok kildnb8zf hulldmbosszon térténd fluorometrids
mérésdvel waldsitottik meg.



- -

Korabban, 1962-ben Falk ¢s Hillerp vizudlis mddszert
fejlesztett ki /11, 12/; elfsazir slkalmszott formaldehid
g8ats el jérdst e kisponti idegrendszeri katekolaminck
kinutatdsdra, Kisérleteikkel ki tudtdk mutatni & dopamin,
& norsdrenslin és bizonyos mértékben s szerotonin neurc-
non belili megosgldsdt, Bz & midszer szonbaen mér nem al-
kalmes a hdrom ketekolamin elklildnitésére kizel azonos
gerjesztési ée emicspids hulldimhosszuk miatt.

A médszer a neurotrenszmitterek kisutstésdban jelentls
elfrelépdat Jjelentett, mert ezeknek &z anyagoknsk & sej-
teken, szdveteken belili Jjelenlétét ldthatdvé tudts tenni.

4./ lumunc ‘misi médsszerek, Coone é» munkatdrsai /1%/
éltal korébban kifojlesztatt médszert Geffen, Livett és
Rush /14/ wmédositotts é8 a periférids katekolamin-tasrtalmu
neuron é8 & melldkveseveld ketekclamin-tertelmu mirigy-
sejtjeinek kisutstdsérs hoszndlts fel, Médagerik elvi slep-

Ja az, hogy a ketekoclaminck biossintézisében résatvevd
sdott enzimmel ezemben termelt eantiszdérum specifikusan re-
agil sz enzimmel. Ennek elapjén ez enzis a megfeleld ka-
tekolamin-tertalmu sejt, ill., neuron jelsfjévé valik, Az
el jdrdanek az ag egyik nsgy elfnye a Hillarp-miédsszerrel
sgemben, hogy & katekolsminok kizitt differsncidlni is
képes: elkildnithetlk egymastdl a dopamin, & noradrenalin
é8 adrenslin-tertelmu sejtek. A médsrer mésik negy elfnye,
hogy bérmely neurotrenszmittert szintetisdld enzimmel
szemben nyerhetd antitest, igy ez eljirds segitadgével el-
vileg bérmely transzmitter léthatdévé tehetd,

A médszer hatrinysként kell szonban megemliteni, hogy
a2 issunizélishoz negy tisstasdgu enzimkdezitudényekre van
aslikedg.Ezek iz0ldlésa negyon hosszadalmes folyemet, @
ugyenskkor nem zdrhstd ki, hogy més enzim vegy fehérje asz
antiszéraumal nem specifikus reaskeidbe lép.

Az anslizist fejspecifikusscg is nehezitheti, ami ebbdl
adodik, hogy kildnbizd dllatfsjok azonos funkcidt véged
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enzivei kigitt antigenitdsbeli kil8nbség lehet. Elvileg
ahény dllatfejjel kivénunk dolgozni, ennyiféle antiszérum~
mal kellene rendelkesznink.

A kapott eredmény & neurotranszmitter mennyisdgi meg-
hatérozdsét nem teszi lehetlvé, nem ad vdlaszt srra & kérdés-
re, hogy az adott sejtben mennyi neurotranszmitter talél-~
haté a vizsgélet pillenstédban. Az eredmény alepjén nem
d8nthetd e¢l, a kimutstott enszim aktiv wvagy inektiv éllapot~
ban volt jelen - csupén egyetlen kérdés vilaszolhetd meg
biztonsdggel: a vizagélt sejtben & neurotrenszmitter szin-
tézishes ozlksdges enzim rendelkezdsre éll-e, vagy sem.

Problémét jelenthet & metszetek vizmentesitdse is: a
bedgyezds vegy 2 liofilizélds megviltoztathatjs sz engin
antigenitdedt. A fenil-etanolamin-N-metil~-trenssferds
/PNNT/ esetében ilyet nem éssleltek /1%/, mig a dope~
dekarboxilds /DDC/ és dopamin-/? ~hidroxilés /DBH/ eseté-
ben bedgyagist kBvetfen tibbé nem Jjelentkezett immunfluor-
escencia /16/. Bz utébbi tapassztalat is hengsulyozza a
fixdldsi médszer jelentfségét az immunhissztoldgidban. A
fixdldei médszerek megfeleld megvilasztdsdval a kimutatds
specifikussdga nbvelhetd,

Kevesebb hibalehetfséggel kell szémolnunk, ha kizvel-
leniil 2 neurotranssmitterek antiszérumeit 4l1litjuk eld.
Ez esetben a szlvet vizmentesitéoe nem jdr & neurotransgs-
mitterek antigenitdsdénak megvidltozdsdvel, mivel ezek rend-
agerint & fehérjéknél jovel egyszeribb térszerkezeti kis
molekulik., & médsger ki; il & r LI Ens am] &
mutatis ki, ezért nincs csﬂkodg & asintoti:élé onsinnk
igoldlésdra,., A szintetizdld enszimekkel ellentétben & neu-
rotranszuitterek szinte minden dllatfsjban azonosek, ezért
fojespecificitissal nem kell szdmolnunk.

Mivel & médszer kizvetlenil neurotrensszmittereket tesz
léthatdvé, e fluoreszecencia mértéke felvilagositdst ad
az adott sejtben sktudlisan jelen 1lévd neurotranszmitter-
tartalomrdél, A médsger kidolgogésdhoz sgzilkedg ven olyan



mestersdégesen szintetizilt entigénekre, smelyekkel szem=
ben specifikus neurotrsnszmitter-ellenes antiszérumok
termeltetnetSk, A dolgozstban Bsszefoglalt munke ¢éljsa
éppen sz adrenelin, noradrenslin, dopamin, acetilkelin,
hisztenin éa szerotonin megfeleld antigénjeinek @lfdlli-
tadsa volt,

B./ Antigének szintézise
l./ Az antigének elddllitdsdnak 4ltaldnoe szempontjai.

Az entigénex - definicid szerint -~ olyan saysgox, ame-
lyek & fejlett és dp immunrendszerrel bird gerincesek
sgervezetében specifikue immunv.lesgt eredményezd folye-
metot képesek inditani és ennek sordn ellenanysg - anti-
teat képefdik., Bizonyos leegyszerisitdssel ez immunvi-
lasz evedményekdént kapott immunglobulinek két helyen kon-
centréaldédhatnek:

1, Humordélis immunviélasz eseién sz ellenanysgtermelés
sorén keletkezd glcobulinck az immunizalt egyén vérdben Jje~

lennek meg ¢s ez antigént in vivo, vagy in vitro reskeid
sordn semlegesitik,

2, Celluldris immunvilsoszkor a szervezetbe juttatott
antigének dlteldban 1-2 nap elteltével valtjdk ki az anti-

testek termeldsdét és ezek sz anyagok nem & vérbe kerllnek,
hanem sejtekhez, fSként limfocitdkhoz kitSdnek.

Immunbioldgiai kutetdsok sorin kisutettdk, hogy & meg-
velésuld immunvilesz tipusdért & limfocitdk feleldsek,
emelyek & nyirokkel tolyamatdaan 8 vérdérsmbs jutnek és ez~
4ltal dllendd enyasgtrenszportot létesitenek 2 sejilek, s28-
vetek és a vér kBzidtt. Az immunreskcidkért felelfSs limfo-
citdk, 2z ugynevezett immunociték kialakuldasuk, képzldésilk
helyétsl fuggfen "I"-, ill, "B"-limfocitdk lehetnek.

Negyon Jjelent8s volt sz & felismerds, amely szerint a
humordélis immunreakcidkért a "B"-, mig a celluléris immun-
reskcickért & "T"-limfocitdk a felellsek,



L

Bédrmilyen immunvilesz létrejittéhez megfeleld immuno-
genitésassl rendelkes’ antigénekre ven sslkség. Az immuno-
gén tulajdonsdgot régebben kizdrdleg & molekulatimeg flgg-
vény ének tekintettdk. A legkisebb, Unmagiben is sntigén-
sajatedgot nutetd molekula ap l082-e¢s molekuletimegl vezo-
presasin, bir igen gyenge immunogén.

1921-ben Lendsteiner ismerte fel, hogy ennél kisebb mo-
lekulék is rendelkezhetnek sntigén tulajdonssgokkel, he
negy molekulékhoz, pl. fehdridkhnez kepesol juk. Ezeket e
viszonyleg kis molekuliju enyegoket Landsteiner hapténeknek
nevezte,

Az entigéneket negyfoku fajlagosadg Jjellemzi, amelyért
ez antigénmolekuls ugynevezett determinins cesoportjei fe-
lelfsek, A fajlegossag és & kdémiai szerkezet kialtt szoros
tsegefliiggés van, a determinéns csoportok szerkezetének meg-
vidltozdes mage utin vonje sz antigén fsjlegossdginak vdlto-
zésdt ie.,

A legjobb sntigének a fehdrjék, de JjO immuncgenitdsesl
rendelkeznek & nogymolekuléju poliszsheridék is, ilyenek
pl. & véresoport-antigének.

Kimutsttdk, hogy az entigédn ssjitedgokst nemcssk & mole~
kulatimeg, henem & molekuldk merevadge is befolydsol ja.

Specifikus antitestek nyerdsdhez egysdyes, megfeleld
minfsdgii entigénre ven ssiksdg,

Midglay és Niswender /17/ nevéhez flzddik sz antigének
és antitestek néhiny fontos tulsjdonsdgédnak tisztizdsa. Az
antigének tisztesdge ssikedges, de nem eldgsdges feltétel-
nek sgimit. Megéllapitottdk; az sntitest legtilbb esetben
nem ismeri fel & heptén fehdrjéhez veld kepcsolasi helyd-
hez kizeli csoportok minfsdégdt, vegyis "messzelitd” -
“for sighted". Az sntitestek masik tulejdonsége, hogy &
fehérjéhez wveld kaposoidsben réssivevd csoportok kitds
elftti szerkezetét sem ismeri fel - "nem emlékezik" =~
"non remembered”, Ezek & megéllepitdsok kétsdgtelentl
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negy mértékben helytdlldak, de néhiny specidlis esetben
eltérd viselkedés ie tapesztalhatd.

A haptének fehérjékhez veld ksposolisakor az elfafek
ismeretében, olysn megoldast kellett kereenl, smelyekkel
ez eredeti furkeids csoportokat lehetdleg érintetlenil
hegy juk é8 @ kepescldst uj funkcids ceoportok bevdtelével
veldeitjuk meg. A gyskorlat ezémdre is nagy Jjelentlségl
ag antigén sajitsigok é8 & vérhetd immunvilssz tipuse ki-
slitti Usszefliggde vimsgdlota, E problémaxlr kutetdsansk
gyakorleti Jjelentfsdgdt ez edje, hogy tudnunk kell, hogy
& kisérleteinkkel kapesolsotban slkalmeszott immunoldgisi
médsgerekkel cssk celluldris, vagy humordlis ismunvilesst
is fogurk kepni, Nekink humordlis immunkreakeicdk kisleki-
tdsdra kell torekednink, mert igy sokkal kinnyebben lehet
oz sntitestképelfddést ellenfrizni. A humordlis inmunviélassz
eldnye sz is, hogy & keletkez{ antitesteket, ill., snti-
szérumokst visgonylag negyobb mennyisdgben, egyszerien sz
immunigaléshoz hasgnalt kisérleti {llatokbdl levett vér-
b8l tudjuk imoldlni,

D.E. Nitecki é8 munkatirsei /18/ visgsgdltdik ez entigén-
determininsok és s humordlis inmunwilssz Usszeflggéseit
egy viszonylag kis molekula - sz L-tirozin-pers-aso-ben~
golaerszendt /RAT/ esetében., Ugy teldlték, hogy ez & mole-
kule 2 tengerimslacban csak celluldris immunvilaszt velt
ki, ugyenugy, mint dinitrofenil /DNF/ -szérmezéka, smely

aggimmetrids bifunkcionilis antigén. Két KAT-molekulinsk
egy rigid-spacerhez - a dekeprolinhoz - vald kaposolisd-
vel szimmetrikus bifunkciondlis entigént &llitottek eld,
amellyel czemben celluldéris és humordlis immunvélesszt is
‘kaptak.

A specer hajlékonyedge, ill. merevsdge meghatdroszd
sgerepet Jategik, bizonyitjs é2t ez a kirllmény, hogy
amikor szintén két RAT-molekuldt flexibilis spescerre, &
6-amino~kapronsavra /¢-ACA/ vittek fel, az igy elféllitott
antigén cesk celluldris immunvéleszt véltott ki. Fentiekbll



kfvetkezik, hogy kisérleti kirilményeinkhez szilksdges tel-

Jes immunvilasszt akkor érhetink el, he mi is rigid spescert

aslkelmazunk és antigéninknek legeldbb két determininst

- haptént - kell tertalmesznia, Nitecki ¢o munkatérsei sge-

rint legeldbb két hspténre ezért van sszikedg, hogy ezek hi-
det tudjensk képezni & "B" de "I" - limfocitdk kisdtt.

Kisérleteink sordn hordozd fehérjének slkalmsgott marha-
szérum-albumin /BSA/ nemecsak neurotrenszmitterek, hanem
egyéb heptének - pl. bizonyos szteroidok - esetében is ide-
4lis hordozd-fehér jének bizonyult. & hordozdé molekulénak
Snmagdéban is jé immuncgénnek kell lencie, mert gyenge innu-
nogenitésu hordozd haszniélstakor csck aslacsony titeri eanti-
szérumot kaphatunk, '

A haptének BSA-hoz tirtén’ kspeesolése & fehérjemolekula
ye=-¢ -hi, esoportjein keresztlil tirtdnik, & mivel s BSA
Lys~-tertelme ismert, k. 1linbtizé médszerekkel meghatérozhatd
ez acilezett é8 a szebedon maradt aminoceportok szime ¢s
ez alepjin kisgdmithatd az antigén jellemzésdre is alkel-
mas haptén/BSA hinysdos., A hényados megmutatje, hogy egy
hordogdé molekuldre hdny haptén kapesolddott fel, Az iroda-
lomban cgymdsnek ellentmondden itélik meg & mutstd jelen=-
tfsédgét, eredményeink azonben arra utslnak, hogy egy kon-
Jugdtum antigenitdsae anndl Jjobb lesz, mindl megesabb a
haptén/BSA ardiny.

Az entigénsgintézieek Ysszetett és specidlie problémék
megolddedt igénylik, biszonyos tirvényszerledgek szem ¢litt
tartisa, megvaldésitdse szonben dltelénce drvénnyel elfse-
giti jo wminSedgl antigének, ill, entitestek, antiszdrumock
eldallitdesit,

Nemesak sz segiti elf a jé immunvileszt, hogy minél na-
gyobb szdému haptént kitink & hordogd fehérjéhez, henem
egyéb szempontok figyelembe vétele is sazllkadges. Igy, Je-
lentfséggel bir a kapesoléshoz heoszndlt Ueszekitd léne
hossza is, smelynek bizonyos tdvolasgot /7-10 1 / kell el-
érnie shhoz, hogy & heptén mintegy “"kiemelkedjék" a fehdrje-
molekuls felszindrdl.



Tapesztelateink sgerint kildnbes jelentfedge van a
fehér jéhez tirténd kepceclds technikd jiénak,

Ezen kisérleti kirtlmények mindl Jjobb megvilagztisdvel
calkkenthetjik ag ugynevezett keresztreakeick wveldszini-
ségét, ill. szémat.

Az antigénszintézisek és sajétsdgok fenti, dlteldanocs
Jellegll leirdsa csesk érinti e problémekdrben rejld sok-
féle, megolddsra vird feladat Usazetettsdgét. Az antigén-
szintdézisek ds élteldben as entigénekkel kapcsolatos ku-
tatdsok -~ ezen bellil & neurotrenszaitter-funkeidval ren-
delkezd anyegok antigénjeinek kutatdse is - folyamstosen
jelentkez8, specifikus problémik megolddsdt igénylik. 4
neurotranszmitter-antigének eddigi irodelmébsn is taldl-
koghatunk bizonyos kizle, dltaldnos érvényl megéllapité-
sokkal, de ugyenskkor az egyes neurotr:nszmitterek kuta-
tdadben & véged célok elérdséhez tibbnyire egyedi, speci~
élie problémikat is meg kell oldani,

A neurotrsnszmitterek entigénsszintégiseinek ircdalmi
dttekintdsekor ssiikadgezeriinek ldtszik e kizds tirgyelds~-
méd, amit egyrészt az indokol, hogy & kutatdk nemceek
egyes neurotranszmitterek sntigénjeivel, hanem tibbnyire
ezen anyagok mindegyikdével foglalkoztak, mierdsst kétedg-
telenlil fellelhetdk ag antigénszintézisek problémekirében
bizonyos kizls vondsok., A peptidkdémidban hessndletos kap-
¢soldei nddegerek &z sntigdénszintézisek sordn is slkelmag-
hatdk, de figyelembe kell vennink, hogy peptidek szintézi-
sekor o gavemid-kitdes kislakitdedt dltelében egyszeribb
technikai megolddescl tudjuk megvaldsitani.

Az antigénszintégisek sordn elkalmegzott kapcsoidsi mid-
szereket - a tel jessdg igénye nélkil - az aldbbiek szerint
esoportosithet juk:

1. formaldehides kapcsolds

2. vegyes-gnhidrides kapcsolus
%. karbodiimides kapesolss
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4, eoktiv-dészteres kapesoldis
Y« azokités kielokitdse
6. egyéb miédsgerek.

Az sntigéneszintézisekndl feltétlenll figyeleabe kell
vennink, hogy az antigéneket bioldgisi kisdrletek céljé-
ra dllitjuk eld,

Példaként emlithetjik, hogy 22z azokspesoldsndl kiela-
kuld azokBtées testidegen Jellege mioatt ez antigénesinté-
zisekhez nem kivénstos megoldds,

a./ Katekolsmin entigének

A ketekolamin-ontigénszintdégisek idfrendi dttekintése-~
kor eltsglr S, Went é8 L, Kesstyle /19/ sunkéit kell meg~-
emliteni. Az emlitett szersedk 19%9-ben pirokatechinbll ki-
indulve ennek nitroszdrmezékdét, mejd redukcidvel amino-
pirokatechint szintetizdltek. Egutin a Stolz-sgintdézis sna-
légidjére amino-sdrenslint dllitottek el8, amit diezotilas~
sal kepesoltek marhaszérumhos. Bér sg igy nyert antigénnel
szemben az immunizdlds sordn enti-adrenslin hatést mutetd
antiszérumot sikeriilt nyernilk, mégis mddszerik hibsjéul
réhaté fel, hogy &z ezokitéssel nyert antigének a kitée
testidegen Jjellege mistt nem tokinthetdk Jjo minfedglieknek,
tovibbé o diszotilés mistt szémolni kell sz alifdés amino~-
esoportok reskeidjdvel is. Az entiszdérum specificitdsdat
nem vigegdl tdék,

Jelentfs metodikei ujitdenak szémitott & formaeldehiddel
tirténd kepesolss elkalmezdsa., A formeldehides kondenzdei-
68 reskeid mér 1876. ots ismert volt, de fehérjék de heptének
Sssgekspesoldsdre 1945~ben H. Frankel-Conrat /20/, mejd
R.L. Wormell és munkstirsei /21/ elkalmestdk ellaszir. A
reakeid sorén s haptén smino- /22/, guanidino- /2%/, indol-
/24/ esoportjidn kerseztil tirténik & kepcsolés a fehérjét
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alkotdé aminosavkomponensek eromés gylrijéhez, Elsfsorban

@ hisztidinen és tirozinen keresztiil jon létre a kapeso-

lat, de kisebb mértékben & Fhe és a Irp is reakeidba lép~-
het.

E médsger legnagyobb eldényét az Jjelenti, hogy a létre-
jott kttés nem testidegen és a reskeid megfelelden megvé-
lasztott /3-8 kizdtti/ pH-értéken egy lépdsben jatszddik
le,

A formeldehides kondengzicids reskeid mechanizmusénsk
13¢ N¥R-spektroszképidval térténd vizsgdleta /25/ ezt mu-
tatte, hogy a formaldehid a fehérje lizinjeinek NH,-cso0-
portjavel metilol-szérmazdékot képez, 8 ezen keresztil tire
ténik & kapesoléds az sromds gylriihéz - adott esetben orto-
helyzetben:

Ny + CH0 = - CHz O

OH _@
%»NH—CHon . @ — bNH-o;

OH

2o Gbra

A 130 NUR médszer segi.. é; $'el - amelyhes 130-bon dusitott
formaldehiddel végzik = key scldsi reskecidt - azt is ki-
mutattdk, hogy polimerizdciv. 1 is szamolni kell:



cHy N> chy
oH OH

4. sbra

A 1"t'.' NMR snalitikei médszer lehetivé teszi & kislakitott
k8téaek kvantitativ mérését is.

D, Tome é8 munkstirsai /26/ &z elfzfektfl eltérfen,
nem egy-egy eminossvvel modellezve tanulményoztédk & form-
aldehid-kétés mechenizmusét, hanem a kapesolasi viszonyok-
nak Jjobben megfeleld kisdrleti kirilményt vilsssztottek:
komplett fehdérjén vizegdltidk - szintén 3¢ NMR médsg er se-
gitesdgével - 8 kapescldsi mechsnizmust. Megdllapitotték,
hogy elel lépésben valdban addicids reakeid jatsgddik le
éa ennek eredményeként metilolszérmagékok keletkeznek. A
reakeid sz amino-, guanidino-, hidroxil-, indolil- és
imidenel -csoportokkal nem tel jes, a szulfhidril- és amido-
csoportok visgont kventitstive reskcicba lépnek. Azt ta-
paszteltik, hogy aszperagin, treonin, hisztidin és triptofén
u~0<-OB~085 - «ydymazékei az oldallane bdazikus csoportjei-
val ciklikus vegylleteket képeznek.

Mivel a ketekoiaminok kdnnyen oxiddldéének és ez & ki-
rilunény Onmagébsn is neheziti antigénjeik eldfllitdsdat,
L.Grota éa2 G,d. Brown /27/ 1976~ben olyan megoldést ke-
resett, smellyel az oxiddeid &ltel okozott problémét ki
lehet kisatbdlni. Kisérleteikben & dopamin, noradrenalin
és adrenelin helyett & nem oxidaldédd, J-as helysgetll OH-
csoportot nem tartelmezd enaldgjeiknek, & tireminnek, okto-
paminnaek és szinefrinnek agz antigénjeit dllitottak eld



formeldehides kapcsolésssl, Ezek oz antigének e dopeming
noradrenal in-és edrenalin entigénekhez hssonldan slkelma-
sek eantiszérum nyerésére, de 100 %¥-ot megheladd mértéki
keresztreakcidket adtak a %-88 helyzeti metoxilélt szér-
magdékokkael, A szinefrin - metanefrin vegylletpdr eseté-
ben a kerceatreakecid 800 %-o0s volt!

Elméleti és gyakorleti jelentfsége mistt is meg kell
emliteni A, Miwa ¢é8 munkstdarsainek entigénszintégzisét
/28/. Eldezér meleil-csoporttal védték a katekclaminok
eaminocsoportjat, majé ag igy védett hapténeket formalde~
hides kondensécidéval kapesoltdk BSA-hoz. A védlcsoport
eltdvolitdsdt 60 °C-on 3 drdm &t 0,01 n HCl-vel térténé
kezeléssel oldottdk meg. A haptén/BSA hdnyadosckra Doty-
médsgerdvel /29/ 18-30 k¥zbtti értékeket kaptak,

Az antiszérumok specificitdasdt sz immundiffuzids elven
alapuldé Ouchterlony-modszerrel ellenfrizték és komoly mér-
tékil kercegtreakeidkot mutattek ki.Kdadbdb az ugyanigy
sgintetizdlt entigének heptén/BSA hényadossit aminosav-
enalizis segitedgével hatdiroztdk meg /%50/. Véleménylink
szerint eminosavanslizis slepjén csak megbizhatstlan ads-
tokat kaphatunk & hényedosok értékére voneatkozdan, mivel
& formeldehides kapecsolaesi mdéd sordn nemcsak & haptének-
kel, hanem & reakcidelegy egyéb - pl. amido -, guanidino-,
indol-ceoportokat tartalmesd molekuldival is létrejin
kepcsolds.

A. Miwa é8 munketérsei tovébbi kisérleteikben /31/
egyszeriibb vegylleteken - 1,2-dihidroxi-4~metil-benzoion és
etilaminon modelleztdék & kordbbi antigénszintdziseik ki-
rilményeit. Megéllapitotték pl., hogy ez etilaminowcsoport
ez aromésgylri S-Us helyére kapesol. A norsdrenelin ese-
tében a kapott antigén segitségével RlA-médsgert is leir-
tok. Kellfen mages titert tudtsk eldrni ds igy 0,1 piko-
gremm edrenelint tudtek meghstérozni ensldgok jelenlété-
ben.




8. Spector /32/ 19€69-ben & peptidkémidban haszndlatos
kerbodiimides kapesoldési mdédszer mintdjdras vizoldhatd
etilkerbodiimid /EDC/ segitsdégdével noradrenslint kapesolt
BSA~hoz, Nem védeit gsoportokon keresztil tirtént tehdt
a kepceolds és a haptén/BSA hanyados is alecsony; & voit.
A kepott antitesat hetdsossagét noradrenslin dltel kivél-
tott pressor-valssg gatldsdvel Jjellemezte, 1972-ben /33%/
e fenti iDC-8 kapcsolsst a ketekclaeminok mindegy ikével
elvégezte é8 ezuttal is £-ss haptdn/BSA mélerdnyt kapott.
Az antiszérum hetasossdgdat ezuttal & noradrenslin altsl
kiviltott lipolitikus sktivitde giétlasdvel mérte. 4 mérée
2 noradrenalinnek ezon ez élettani hatdein slepszik, smely
sgerint e szsbed norasdrenslin ez igoldlt gsirsejteken is
gyorsitje & zeirok lebontdsdat, mig & kapcsolt noradrena-
lin nem. Hatdsos antiszérum tehdt a gzsirbontdsi felyamat
gétlését idézi eld.

Spector katekolaminok dimetil-acetamidos oldatének
poli=-"7=benzil=-L~gluteminsevval tirténd reekecidjit kive-
tfen is elfallitotta azok antigénjeit. Az immunizéléds utéan
nyert antiszérum entiteatjeit azonben csek molekulatdme-
guk alepjén szonositotia. Bg azonben nem kielégitd mddazer,
tekintettel errs, hogy egy szérumban mindig jelen van ve-
lamennyi immunglobulinosztily képviselédje.

197%-ban Spector ¢8 munkatdrsai /34/ (=Z-L-Lys-NCA-t
és 7 =benzil-L-Glu-NCA-bCl kopolimert képeztek, majd eze-
ket dimetoxi-fenil-etil-aminnel resgéltattak. A véddeso-
portok BBr5~ual torténd eltdvolitasat kévetlfen olyen anti-
gént sikerilt elfSélliteni, smelynek segitsdégével nyert
antiszérum normetanefrin, feniletilamin és tiremin meg-
kbtésére volt képes. B entigénezintézis hibdjéul réhatd
fel, hogy & kapesolisi reekeid igénybe veszi az aminocso-
portokat, mejd tekintettel a ketekoleminok savérzékenysé-
gére, a BBrs-dal térténd védSeszoport eltavolitdsakor a
katekolaminok k¥nnyen kérosodhatnek,
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J.B. Richardson /35%/ glutdreldehid segitségével primer-
aminocsoporttal rendelkezf biogén aminok polimerdét &lli-
totte elf. A polimerek & reakcidelegyb®l nem 014046 csa-
padék forméjaban véltak ki.

L.T. Cheng és munketdrsai /96/ mages titeri; nagy spe-
eificitdsu entissérum képszdsdére alkalmes smphetsmin-anti-
géneket dllitottak els, Bled lépédsként sz ampheteminoket
N/ 4-Br-butil/-ftéliniddel resgdliatidk, mejé hidrozinoli-
sissel tdvolitottdk el e védlesoportokat, A kapott anysgot
igoldldse utdn, ez aminoceportokon keresztlil EDC-vel BUA-
hoz kapesoltik, Hzek & kisdrleti kirilmények kstekolamin-
antigének szintézisét nem teszik lehetSvé/a forrelds, mejd
a bdzikus klgegben végzett hidrozinolizis e kestekolaminok
bomlését okozndk/.

S$.J, Grose /37/ pers-emino-bengoesavat diazoidlt, mejad
lugos kizegben adrenelinhoz kapesolte. 4 reakcidelegyet
cszlopkromatografidval tisstitotta. A4 kepott adrenalin-
ezobenzoesavat heemocianinheoz kapesolte és dielizissel
tisgtitotta, majd liofilizdlta. A testidegen azokitdeek
és a nem egyedges, nehezen tisztithatd termékek miott ez a
médager nem tinik elfnydsnek,

B.A. Faraj /%8/ pasrs-smino-hippursavet EDC-vel kapcsolt
haemocianinhoz, a kapott komplexet diszotdltia de F-Ole~
~Gihidroxi-fenil-alenin-t kapcsolt hozzé, & igy heemoci-
enin-molekulénként 20-2% haptén felvitelét tudte elérni.
Kéafbb & kapott antiszérum segitségdvel RIA-t dolgozmott
ki,

A legutdbbi irodalmi kigzlések slapjin T.K. Keeton és
munkatdrsai /39/ 198l-ben a noradrenalin metabolitjinsk
a - metoxifeniletilén-glikoinek /MOPEG/ antigénjét késszi-
tették el ugy, hogy elfsaldr a MOPEC és 6-brémhexénsav re-
skeid javel 3-metoxi-4/S-karboxipentoxi/~feniletilénglikolt
éllitottik eld, majé EDC-vel thyregglobulinhoz kapesol tdk.
Ismunizdlés utén & nyert antiszérum aogitaég&vol WlA-mid-
szert is kidolgoztek.
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b./ Hisztemin antigének

A hisztamin lényegesen egyszeribb vegyllet, mint a
katekoleminok, 8 ebbfl eredfen kevesebb kapcsoldisi lehe-
tdadget kindl, Oxidédeidre koréntsem érgékeny ennyira,
nint a ketekolaminok. A problémét az imidazolgyiird kilin-
leges kémiei tulajdonsdga okozhatje. A gyirl kveternisgdl-
haté nitrogénjének acilétvivl ssjitsdge miett nehezen kap-
csolhaté, A hisgzteminnal végzett kildnbisd reskcidk sordn
tibbnyire szdamos melldktermék keletkegik é8 a kivint ve-
gylilet cssk alacsony termeléssel képzddik, ugyenez az
antigénszintézisekre is érvényes,

A hisztamin entigénszintdézisek idfrendi dttekintdésének
élére L., Kesztyls ée 8§, Went /19/, valamint N, Fell és
munketereeinak /40/ kisérletei kivénkoznak, akik egyerdnt
egokités kislakitdsavsl kivintsk hiszteminentigént elddil-
liteni., Fell az 194l-ben végzett kisérletek folytatdsaként,
194%~ban hiszterin és para-hitro-benzoil-klorid reakeidja-
val pers-nitro-benzoil-hisztamint dllitottek elf, majd ezt
perasminobenzoil-hiszteminné redukdaltik és disgotdlést k-
vetden fehérjéhez kapcsoltdk, Az immunizdlédsi folyeamatot
az entigén-antitest reakcidt kivell csapadékkivdlis alep-
Jjan vigegéltik., A kepott sntiszérugben csak "bizonyos foku"
entihisztemin aktivitdst éezleltek. KésSbb, 1947-ben K.B.
Cohen és munkstarsei /41/ a Fell mddszerdvel ellallitott
antiszérumot kUldnbiz® klinikai kdrképekben prébalték ki
és urticdridben és az ssztme kildnbidzd eseteiben hetésos-
nak taléltdk.

G. Hodney és N. Fell 1943-ben /42/ (3 -/5-imidezolil/etil-
-karbemido-proteint allitottek eld hisztemin és foszgén
reskeidja sordn keletkezd hiszteminizocisndtbil, A nyert
antisgérumot in vive é8 in vitro kSrilmények kiz8tt is hatd-
sosnak taldltdék. Az entiszérumot asnafilaxids /ellergiés/
sokk kivéddesdre gyekorolt élettani hatdscn keresstil vizs-
gélték, Fell 2 fenti médezereken kivil még tovdbbi megol-
déaokat is kizllt sg imidezolgylri fehérjékhez vald kapcso-
léséra /4%/.



8. Spector és tSle fiiggetlenil T.R.A. Davis /44/ EDC-
¢8 kepoeolassal dllitott elf antigént. Devis nyul-szérum-
albuminhoz valdé kepcsolédssal Jjutott entihisztemin sktivi-
tdes kivdltaséra alkelmse antigénhez, mig Spector BSA-t
hasznalt hordozdéfehér jéul.,

A formaldehidee kapcsolédst C.J, Martin /45/ slkelmag-
te, 8 szt tepasgtelts, hogy & formaldehid az imidaezolil-
gylirl nitrogénjével K-OH-metil-szdarmezékot képez.

Kovdes F. és Csaba Gy. /46/ pare-smino-bengzoil-azo-
~hisztemint kepesoltak huménszérum~slbuminhoz, 8 ag anti-
génnel szemben nyert sntiszérumot fluorescein-izo-tiocia-
néttal /FITC/ jeldlték meg. Kidolgozték & hisztemin direkt
ismuneitoldgiai kimutatdsét formalinnel, ill. Cornay-
médszerrel fixdlt metszetekre egyesrént.

0./ o

A kstekolaminokndl mér korsdbban slkalmszott kil8nbdazl
kepcsoldsi médszerekkel a szercotonin antigének szintégzisei-
nél §s taldlkozunk. A kisérleti kirilamények kislakitdsd~
ndl feltétlenil Ugyelni kell arra, hogy a kapcsolds nem-
csak a léncvégi Ni,-esoporton, hanem &z indolilgylrd nit-
rogénjén, 8ft egyédb helyeih is létrejBhet. Ezdltal fenndéll
2 lehetlség, hogy nem egysdges antigént kepunk, asmibll pe-
dig az ie kivetkezik, hogy immunizdlés utan ez antiszérum=-
ban tibbféle sntitest jelenik mejd meg.

Sgerotonin antigének azok¥tés kielakitdsin keresztil
tirténd eldallitdsa G, Filipp és H, Schneider nevéheg fi-
28dik, skik elsd reakcidlépésben parc-helyzetben diszotalt
acetanilidet kespcsoltisk szerotoninhoz és ez ecetil véds-
csoport eltdivolitdse utén sgabaddd véld HHy-csoport ujabb
disgotdlisat kbvetfSen valdsitottik meg & fehérjéhez veld
kapesolast /47/.

A kapesolési reskcidbs 1lépd csoport alkelmes megvdlasg-
tdsdre irdnyult ag & médsger is, emelyet N.S. Kenadive éds
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S.H. Sehon dolgozott ki /48/, ekik sntigénszintézielkhbz
kiinduldei snyagként a szerotoninhoz nagyon hasonlé szer-
kezetll 5-0OH-indol-ecetsavat vilssztottik, Elsd lépésben
DCCI segiteédgével ez S5~0H-indol-ecetssv anhidridjét ké-
pezték és szzel acileszték & fehérje molekuldik NHZ-°.°port-
jeit. A kapcsolést elbumin é8 globulin molekuldikras is el-
végezték d8 igen kedvezdnek mondhatd l8-ss haptén/albumin,
ill. heptén/globulin hényadost értek el., Az antigéneket

& vellk szemben termeltetett antiezdérumnak snefilexids
sokk kivédésére gyakorolt hatdsdn keressztil, tovibbd
Ouchterlony-médagerdvel Jjellemezték.

Az elfzf két médsger sordn alkalmegott reakcidlépések
segitedgével p-smino-fenil-alaninbdl kiindulva 197%-ban
8. Spector ¢és munkotérsai készitettek szerotonin antigént
/49/. ElSszdr o kiinduléei anyagot vizoldhaté EDC segit-
ségével BSA-hoz kepcsoltik, mejd e komplexum disgotdldsé-
vel Jjutottek & célvegyllethez /50C/.

A katekolaminok entigénsgintézisére, valamint ssivetek-
ben tirténd fixdldsdrs ie igen jél beviélt formeldehides
kapceoldsi médesger alkelmazésé a szerotonin-antigének ell-
éllitésdre is kézenfekvinek mutatkozott.

A kapesoldst Ransedive és Sehon klasszikusnak mondhatd
kbrilmények klzftt - semleges pH-ju Na-scetdt pufferben,
formaldehid, szerotonin ée & hordozifehérjéiil hasznilt
BSA elegyének reagiltatdedvel végezték /51/. Bzuttal azon-
ban az szokités kislakitdsdvael Jjard megoldéshoz hasonlden
- pnemessk &2 oldelldne, hanem 2z indolgylri nitrogénjén
keressztlil is létrejdtt kapceolds. Erre a kiridményre &
nyert entiszérumok keresgtreskeidibdl kivetkeztettek. Az
antigénnel szemben termeltetett antiezdérum alacsony ti-
tere misti nem volt alkalmes RIA médaszer kidolgozédsérs, 8
ezt ezért ie érdemes megemliteni, mert egyes kutetdk vé-
leménye szerint /52/ ez éppen a kétféle -~ vagy még tovib-
bi - kapesolési lehetfaédg kdvetkezményeként adddott.



Szerotonin asntigénszintézisek eddig ismertetett méd-
szerei sordn probldmat okozott, hogy & hordosdéfehérjéhez
vald kapesolésra & szerotonin molekule kildnbdald csoporte-
Jjein kervoztil tObb lehetfség is mutstkozott. Zzeknek a
lehetfedgeknek & megisnerdse cél jubol tibben wvizegdltdk
& sgzerotoninhoz hseonld sgerkezceti melstonin /5-lel-N-
~agetil-triptemin/ kapesoldei kérilményeit, mechenizmu~
seit. A pelstonin azért slkalunes ez egyéb kepesoldsi le-
hetfségek tonulmdnyozédsdre, mert nem rendelkezik a szero-
tonin lanevégi szebad NH,-csoportjavsl, viszent az indolil~-
gylirin keresztil létesild kapcsclstok kislakuldsénsk ta=-
nulményogésdrs idedlis lehetdsdget nyujt. 4 kisérletekbll
az & kivetkeztetés vonhetd le, hogy & melstonin nem & 6.
helyzetben reagil formaldehiddel. 18bb kutatdesoportnak
ie sikerilt specifikue melstonin-antiszérumot elfallite-
ni és iommunhisztoldgiaban felhesznilni.

A szerotonin immunhisgtokémiai meghstdirozdsdnak eél jé-
ra Resnsdive ¢s Sehon kerbodiimides kspesolasi médszerével
H.W.¥. Steibusch ¢s munkatérsei /5%/ éllitottak eld szero-
tonin entigént, amely felhessgndldsivel o sgerotonin kimu-
tetdsst patkany kdzponti idegrendszerében kriocsztit-met-
szetek mlkslmegdsdval végezték, Hdsok, igy pl. K. Buffa is
kidolgozott 1CC-médszert a szerotonin lokalizdcidjénak ki-
mutatdssre /94/. Az éltela slkalmezott megoldds még érzé-
kenyebbnek bigonyult, mint & klseeszikus Falk-Hillarp tech-
nika, A nyert entiszdérum kersztreakeidt sdott sz S-iiel-
-tripteminnal,

RIA mérési célckra 8, Spector és B, Peskar &ltsl ell-
é1litott entigén 749/ /50/ /p-amino-fenil-szlanin EDC-es
kapesolass BSA-hoz, majé az igy nyert komplexum diazotalé~
se/ immunizdlést kbvetfen olysn zntiszérumot eredményesett,
smely 100 pikogrsmm anyag meghstirozasdt tette lehetdvé,
bér titere egyszer sem érte el az 50-et, mégis alkelmes
vof%‘ﬂér & szerotonin vérben térténs wmérdésdre /55/.
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Ismert és &ltelunk is alkalmazott cz ez elv, amely sze-
rint jobb tulajdonsdgu entiszérumokst nyerhetiink, ha &
haptén és a hordozdéfehérje kBz8tti tdvolssagot nivel juk.
Tovébbi elfSnyss hetdst eredményez, ha a meghosszabbitott
léne egyuttsl merev is /merev specer/. Ennek a2z ez oka,
hogy igy & heptén jobban kiemelkedik a hordozdéfehérje fe-
liletérdl és 2z immunreakeid sorin Jjobban "felismerhetd™
lesz,

A fenti elv hasznositdsdval 198l~ben M,A, Delaage és
J.Jo Puizillout /56/ is elfdllitott RIA médszerrel torté-
né mérésre is alkelmas szerotonin antigént. Elsd lépdsben
82 ON-disgzukeinil-szerotonint ll-es pH-n hidrolizdlték,
mejd G 25-8s8 oszlopon sdmentesitették &8 utdne DCCL se-
gitedégével kapcsoltédk BSA-hoz. Az immunizdldst nyulben
végezték és 104 titeri antiszérumot ksptek, RIA mdédszer
kidolgozdsdhoz az eldzfekhegz hssonldan a glicinasmid-szér-
mazékok elfdllitdssire volt ssilkség,

d./ Acetilkolin antigének

Acetilkolin elleni sntiszérumot elészdr Spector és mun-
katérsai dllitottak eld 197&-ben /57/. Antigénszintézisre
elkalmas szdrmezékot igen bonyolult médon nyertek:

CI-CH2CH2 NCHR? 7. £-ACA- OICHR~ NCHI2 —~

te-ACA OHZEL 7-£:ACA-OH

HBr 4 e ACA- _ﬂ “
350, <D CH 5, _AcA-O(CH22~RkCHY3 o Hre-ACA-O(CHR CHz

e &brs



A négylépéses szintizis végén kepott £ —-aminckeproil-
-kolint vizoldhetd ksrbodiimiddel kspesoltik BSA-hoz,

Az immunizdléas utén kepott antiszérum felhssznaldsdvel
rediocimpun~ansl itikei el jérdet dolgoztsk ki scetilkolin
meghatdrozésare. Annsk ellenére, hogy & publikdcid mér

4 éve megjelent, sehol nem olveshetdé a szekirodalomban,
hogy & Spector-antiszérumnmel ecetilkolint hatéroztek meg,
ezért & médszer slkslmazhatisige kérdd jelesnek timik,

Az acetilkolin KlA-meghatdirozdse és kilszvetlen immun-
hisztoldgiei kimutatédsa negyon Jjelentfs médezertani ug-
rds lenne asg ascetilkolin-kutatds teriletén. Bzért nem
csoda, ha Spector publikdcicja utdn mée kutotdcsoport is
megprébélkozott acetilkolin-KIA kidolgozdsdvallsd/iz anti-
gént jovel egyszeribben éllitotidk eld, mint Spector:
kolint piridinben glutdranhidriddel ecileztek, majd &
gluteril-kolint vizoldhaté kerbodiimiddel kapcsolték
BSA-hoz. Az entigénnel szemben termeldditt entiszérum
alkalmss volt az acetilkolin RiA-meghetdrozdsara,.

3./ Neurotrenszmitter antigének elfdllitdsa /sajat eredményeink/

A neurotranszmitterek entigénjeinek szintdézisét, majd
antiszérumaik elddllitdsét hdrom £4 kisérletesoport cél-
Jéra kivintuk megveldsitenis

1./ Az utdébbi években rendkivili fejlfdéssel jellemez~-
heté HIA mérdési mdédszer c¢éljérs, mivel & mddszer
mér rutinfeladatok megolddsdre ie idedlisnsk bi-
zonyult. Neurotrensamitterek RlIA-médsgzerrel tér-
ténd meghstirozéséhoz ezért & mindennapi gyekor-
lat is igényelte & ssziksdéges antigének elfdlliti-
adt.

2./ Antigéneket kivintunk elfilliteni immunfluoresz-
cencis-mikroszkdpos kisérletekhez is, mivel ennek
eredményei & HlA-médszer adateivel jol kiegéeszit-
hetik egymést és kizisen atfogéd anslitikei drté-



kelést képesek adni. lmmunfluoreszcencis-mikrosg-
képos vizsgdiletok segitsédgédvel ugyanis & neuro-
trenszmitterek nemcsak kimutathaték, hanem egyut-
tal helyi lokalizdeidjuk is lathatévd tehetd de
egyuttal kvantitativ meghstérozdsukrs is lehet’ség
nyilik,

3./ A kapott entiszérumok tisztitdsait effinitds krome-
togrifids mddszerrel tervesgtik megoldeni., Erre a
célra pedig sziksdges oz asntiszdérumck alkelmes hor-
dozdékhoz kapecsolt immobilizdlt szdrmezdkainak ell-
éllitasa,

Bredeti elképzeldseink szerint RIA, ill. a fluoresz-
cencia-mikroszkdpos kisdérletek cél jérs ugyenszon kisérle-
ti kOrllmények kizétt elddllitott entiszérumok fel hesznd-
lését tervestik, de késlbb tapesztalatsink alapjén nyil-
vinvaldvé vélt, hogy oz entiszérumok egyidejileg nem el-
kelmaghatdék mindkét médsserre. Ugy teldltuk, hogy a RiA-
hoz més szempontok szerint kell antigént szintetizdlni;
ée pedig m determinins esoportok viltozetlanul hagydsdvel.

A neurotrenszmitterek szbvetekben tirténd kimutetasdrs,
ill. meghatirozdsérs tibb médszer ismeretes. A bevezetés-~
ben mér részletesebben volt 826 ezekrll a megolddsokrdl,

E médezerek kizls és lényeges lépdsének szdamitsé fixdlds~
sal kapcsolatban ezuttel is érdemes megemliteni, hogy
fixdldskor lényegében ugyenaz & kapcsolasi reekeid jétszd-
dik le, mint az sntigénszintéziskor. Ezért & neurotransgz-
mitterek mindkét esetben ugyanabban a forméban lesznek
Jelen: 2z antigének sserkezete hassonld a szivetben fixdlt
fehérje-neurotranszmitter szerkezethez.
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6. dore

A fenti megdéllapitds teljes mértdkben helytdilld a
formaldehides kapesolésrs, Ezt & kapcsolasi mdédsgert mi
is gyekren elkelmesgtuk, mert fixdlési vegy antigén ell-
éllitdei célokra egyerint eldnyds. A formaldehides kap-
cs0lés egyozeri kisérleti feltételek mellett, JjoO kiter-
meléssel valdsi thatd meg és BOC-védett haptének kupeso-
lédsdra is alkalmasnak bizonyult.

Katekolaminok esetében problémat okozott & kapott an-
tigének gyenge vizolddékonysdga, tovébbe ezen anyagok oxi-
déecide hajleme. Ezt ez antigénszintégis szempont jdbdl ise
hatrinyos kirdlményt Grota és Brown sokkel kevésbé oxi-
241686 katekolamin-analdgok /tiramin, oktopemin, sgzinef-
rin/ alkslmezdsdvsl igyékesztek kikiszibilni /27/.

Mi antioxidéns anyag alkelmegdsével kivintuk a kate-
koleminok oxiddecidjat visszesgoritani. A szdmba vehetd
antioxidénsok kisil & legoptiuslisabb kivilessztassrs
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ill., Ne-dodecil-szulfdt /SDS/ segitségdivel eikeriilt a 10-20
kizftti értédkeket 20~40-re nivelni. A nivekedés a két de-
neturdld dgens hatésdének eredményeként jelentkezett., Hatd-
suk a fehérjeldne "kifeszitéedét” eredményezi és ez az dl-
lapot ezédltal kedveslbb feltételeket teremt s kapcsoldera,
mivel & fehérjemolekuls mind az 59 lizin komponensét & mo-
lekula felszinére irdnyitja. Bz a beavatkozas nem érintet-
te az antigének olddédési visszonyait, azok tovébbrae is vig-
oldékonyak marsdtak.

Formaldehides kapcsoléssal - hegyoményos mdédon - & hisze
temin~-formaldenid-BSA entigént ie elfdllitottuk. Kiinduldsi
ehyagként hisztemin x HCl-t hesznélturk. Antigénink vizold-
heténak bizgonyult. Dislizissel tisztitottuk, majd liofili-
zéltuk. UV-spektrofotometrids mdédez errel hetéroztuk meg &
hordozdéfehér jére felkapcsolddott hisztemin tlbbletet. Az
snalizis eredményeként cesk € hisztemin molekule nivekedést
tudtunk kimutetni egy-egy BSA molekulén., Tekintettel arra,
hogy & hisztamin és a BSA elnyelési maximume igen kizel
esik egyméshoz, mi is ugy itéltik meg, hogy az UV spektro-
fotometrids mdédszer ezuttal csak tdjékoztatd Jellegl infor-
mécidét edhet a BSA-ra kepesolt hisztemin wmolekuldk szdmét
illetfen. Szért 14C~izot6ppa1 jelzett hiszteminnal is terv-
be vettik 2z antigénezintézist, smelynek er«dményességét
igyrmdr egyszeri redicaktivitds méréssel megbizhatdan le-
het ellenfrizni.

A szerotonin-formaldehid-BSA antigént C~vitemin enti-
oxidéns jelenlétében szerotonin-kreatinin-szulfat kiinduld-
8i anyegbdl éllitottuk els. A kapcsolést fénytSl védve és
lényegesen hosszabb ideig kellett végezni., UV-spektrofoto-
metrids médezerrel hatdroztuk meg & haptén/BSA arényt, ered-
ményként 10-12-e8 értéket kaptunk.

Kedvezlbb tulsjdonsdgu antigének szintdézise érdekében
tapasgteleteink figyelembevitelével ketifs kivetelményt
tiiztiink ki:

1./ A heptének valamennyi funkcide csoportjit érintet-
lenlil hagy juk a kespcsolas sorén,
2./ Egyértelmil kémiai kepesolasi mdédseert alkelmazunk.



Az elsd kbvetelményhek ugy kivintunk eleget tenni, hogy
a neurotrasnszmitter-molekuldkat karboxil«caoporttal bvie
tettik, vegyis & new 3 X < 261 T8 2
kaivel végeztik az antisénnzintézilt. Az adrenalin aaeté—
ben szliksdégessdé vélt a %,4~dihidroxi-fenil-N-metil-szerin
- az ugynevezett "adrenslin-ksrbonssv" - elfillitdsa. A do-
pamin helyett & dihidroxi-fenil-slenint /DCFA/, noradrens-
1lin helyett a dihidroxi-fenil-szerint /00PS/, sgzerotonin
helyett az 5-Oli-triptofént, hisztemin helyett 2 hisztidint
és "7 -auino-ve jsav /GABA/ helyett & gluteminsavat kapceol-
tuk hordozdéfehérjéhez. Ez2t 2 megoiddst azért tartottuk ész-
sgerinek €8 hesznosnak, mert a karboxil-csoporton keresztil
stabil ¢é8 new testidegen kBtés kialakitdsdrs van lehetlsdg.
Bgyuttel & mésodik kidvetelmény megvaldasitdsire is jo lehe-
téaség nyilik, mert a kerboxil-csoport egyértelmi kémiai
kapesolot kislekitisaras ad alkelamet,.

A kspesolés elftt a haptének aminocsoportjit dtmepetileg
védeni kellett pl. terc.-butiloxi-karbonil csoporttal /BOC/.

Az scetilkolin helyett - &z entigenitds Jjevitdsa cél ja-
bél - & hosszebb ldncu szukeinil-monokolin antigénjét ké-
p“‘ltuko

A peptidkémiei kapesoldsi mddezerek kizll & jol iswmert
yegyes-snhidrides moédszerrel végeztik a kapesoldst. bz a
megoldds tekinthetf & legjobbnsk. Bldnye, hogy & karboxil-
-gsoporton nem kell elfzetesen 4telekitdet végezni, A kap-
caoléei reekeié gyorsen, kiméletes kiriilmények klizdtt ela-
csony himérsékleten jatszddik le és daltaldben jo termelés-
gel Jér, & & vegyes-anhidrid kizvetlenil izolilas nélkiil
elkelmezheté, A t8bbi médezer slkelmezdsekor legaldbb egy=-
egy olyen kedvezdStlen kiridlmény Jjelentkezik, amely =2 enti-
génezintézgis gyekorleti megveldsitdsat jelentfsen neheziti,

Igy pl. & ksrbodiimides kspesolds sorén bonyolult sser-

kezetll oligomerek kislakuldasival kell szdmolnunk, mert s
kapesolus nemecsak & haptének és a fehérjemclekuldk amino-
casoportjei kdzdtt jlhet létre,henem fehérjemolekuldk intra=-
é8 intermolekulés kepcsold@drs is lehetlség van.
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Az gktiv-észteres mdédszerhez szilkeéges az sktiv-észter
elSzetes elfdllitdsa és ezen kivil & kspesoldsi reakeidt
szerves kiézegben kell lefolytetni.

Az ggidos médsger alkalmezdséhoz elfszdr szilikeég van a
neurotranszmitter-sey hidrazidjdnak elddllitisira., 82z né-
mely neurotranszmitter-sav esetében nehezen veldsithatid
meg. Ez a mdédazer alkelmazhatdsdgdt is korldtozza, bdr to=-
vébbiskban hidrazidbdél az azid elfédllitdss mér nem szokoit
problémét okozni.

Kisérleteink sorin az egyértelml kémiai kspesolat kia-
lekitasdhoz 2 neurotiranszmitter-savek amino-csoportjit véd-
tik, hogy ezédlial a kapcsolds cssck a neurotranszmitter-sav
kerboxil-csoportje és a fehérje amino-csoportja kizdtt joj-
Jén létre, A peptidkémidben alkslmezott védlcuoportokat
heszndltuk, smelyek ez antigdnszintézist kivetden - az an-
tigén sgerkezetdt mir nem érintf - egysseri kiérilmények ki-
g8tt tdvolithatdk el /védScsoportrs az secetilkoiin esetében
azért nincs szliksdg, mert nem rendelkeszik reakeidképes amino-
gsoporttal/.

Az alkelaoazott véddScsoportok a kdveitkezdk:

$H3 9 9
gL~ 0-C- {O)-cHp-0-¢-

CH3
“terc.-butil-oxi-karbonil benzil-oxi-karbonil
(BOC) (Z)
‘ CH3
e LG
3 | Y
CHp-0-C-
terc-butil . ? o
ty fluorenil-metil-oxi-karboni
- (FMOC)
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Ag-adrenslin és norecdrenslin kivételével - eredetileg
optikeileg insktiv neurotranszmpitterekbd®l a ksrboxil-cso-
port bevitelével optikailsg sktiv neurotranszmitter-ssvek
keletkeznek, ill., az edrenslin és & norsdrenslin esetében
mésodik sszimmetriscentrum slekul ki, Eszdért a lehetsdges
D~ és L-mddosuletok k¥gil sz entigenitds kifejezettebbé
tétele érdekében e D-agérmezékokbdl is elfdallitotiuk a vé-
dett hapténcket. A D-konfigurdecidju kerboxilélt neuro-
trensamitter-antigénekt’l az aldébbi hetiscok Jjelentkezédsét
vartuk:

l./ Elsfsorban sz sntigenitds fokozdéddedét, mivel a D-
szdrmazékok feltehetden erisebd antigénekx /test-
id.ganlk/ ° :

2./ A D-szérnaszékok a peptiddzoknak jobbsn ellensllnek,
ezalteal hosezabb ideig mutethatok ki a keringdsben
és igy tibb esdllyel teldlkoznek immunkompetens sej-
tekkel,

3./ Awmint mér tibbszdr emlitettik, a karboxildlt medid-
torok i-mddosulatai a szervegetben ie elffordulnak,
igy vérhatien sg L-izomér formiben kepesolt medidto-
rokkal szemben termelt antisszérum keresgtreakeidt ad
a trensgmitterek prekurzoraivel ie., A D-mddosulstek
a szervezetben nem fordulnsk elf, igy e keresztresk-
¢id mértéke viarhatdsn kisebd lesz. A medidtorokkel
adott reeskcict e2 & viltoztatas ellrelathatdan nem
befolydsol ja, mivel ezek cszimmetriscentrumot nem
tartealmaznak, ill. & viltoztatés eredetileg inaktiv
sgénatomon tirténik,

8./ A kapcsolders alkelmes heptének, ill, neurotranszmit-
terek karboxildélt ssdomazdkeinak elfédllitdsa:

1./ Adrenslin: Kisérleteink céljes ag adrenslin kerboxi-
lalt szérmazékdinek, ez "edrenalin-kerbonsevnek”, kémiai
nevén a 3,4-dihidroxi-fenil-N-metil-szerinnek az elddalli-
téss volt,




QH (l)H ¢
*CH- CHy — NH-CH3 *CH-QH-COOH
NH-CH3
HO
HO L% OH
Adrenalin 34-dihidroxi-fenil-N-metil-szerin

"adrenalin-karbonsav”

8, &ébra

Célkituzdalink megvnldésitisihoz tibb lehetdhép is kindlko~
zott. lgy elfezbr o Hegedls-féle recept /99/ armldg meg~-
oldéseként glicin helyett, snnek metilegett szérmasékdval,
a szerkcsinnal hajtottuk végre & reakeidt.

OH

P i

% CH - CH- COOH

NH-CH3
+ CH3-NH-CHp-COOH —x~
BzlO BzlO
0Bzl OBzl
S, sbra

A vért uj termék, ag "adrenslin-ksrbonssv" ezonban csek
nyomokben keletkezett és a szikedges mennyisdgben nem volt
izelélheté, Sajnos a2 reakeidfeltdtelek médcaitisaivel sem
sikerdlt kedvezdbb ercdményt eldérni.

Hasonldképpen, nem volt eredményes & Knoevenagel-Cope
szintézis sem, amely egerint dibenziloxi-benzaldehidet re-
pgéltattunk Nemetil-N-acetamido-melon-éazterrel.
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P OH COOEt ¢
Gy COOEt CH~48r-N
. HC-N T —E— COOEt C~CHg3
BzlO I -CH3 B2l0
OBzl COOEt OBzl
£bra

Ezek utdin ugy ddntittink, hogy célvegylletinket védett
noradrenalin-karbonsav /3,4~-dihidroxi-fenil-szerin;ors/
metilezdsével prébal juk meg eldéllitani,

Elfszbr diazometinos k¥zvetlen metilezdssel kivintuk
célvegylletinket ¢l8élliteni, E megolédde sorin sajnos ssé-
mos t8bbogirBsen metilezett termék is keletkezett és ezek
mellél ez adrenalin-kerbonsav védett szérmezékdnak izolé-
lését nem sikerilt kelld mennyiségben megoldsni.

OH OH
1 ]
CH—QH-COOH CH—QH-COOCH3
NH, CH2N2 O NH—-CH3
BzlO BZO
OBzl OBzl
il. sbre

Ezt kivetien a2z Olsen-féle metilezdsi el jérdsssl /6o/
prébéltuk célunket elérni. Ez & médszer DiF-es kizegben
Ag,0 kstelizdtor és metiljodid metilezl dgens alkelmaze-
savel dltzlében jé termeldssel erclményesen alkalmazhatd,
Esetinkben ezonbsn feltéhetfen béte-eliminccid miestt cssek
nyomckben szolgiltette & kivént vegylletet,



e

| OH

| - e

| CH~ CH~COOH = gg;)c”?’
| o N_

| NH-BOC -9‘—5‘?—”-—7 @ N
| B2IO AgOiMel 5210

"valdszindsitett termeék”

12, ébra

Jobb eredményt vértunk & hidroxil-csoportokx eldzetes
védéaétfl, A szerin és treonin hidroxil-csoportjeinak ben-
zilesoporttal tirténd védését Hruby irta le /61/ és treo-~
nin esetében csak 6 %-os termelds t tudott elérni. A szerin
és treonin Bssgehasonlitdsdt az indokolta, hogy a treonin
szekunder OH-csoportjdhoz hesonldan & sgerin - eredetileg
primer - OH-csoportje pl. a fenilszerin, vagy DOIS eseté-
ben is sgekunderré vdlik., Igy e treconinhoz hasonléan az OH-
csoport védése DOFS esetében is csek rosez termeléssel ment
végbe, amihez az aromés gyirid térbeli gdtlé hatdsa is hoz-
géjérult. A hidroxil-csoportok védésére Jjobb termelédst
igérd megoldés is szdba keriilt. Schrider terc-butiléter
védScsoportot alkelmeszd médszere /62/ azonban 3-4 reaskeid-
lépéssel hosszebb és ez mér eleve megkdérdsjeleztie plkalme-
zdadt,

UJjabb lehetSséget Jjelentett a Coggins-féle metilezédsi
el jérds /63/. Bzt Z-védett aminosvekres irtik le és jo ki-
termel desel Jjellemezték,

OH OH
s CH - CH - COOH
A COGGINS N-CO-?
NH-Z COGGINS -
NaH Mel 5 CHz
BzlO 3 0
0Bzl s

1 abre



A regkeid THF-ben Nall és metil jodid jelenlétidben megy
végbe. Szerin de treonin metilezdsekor ugy telaltdk, hogy
& kivant N-metilezfdés mellett O-metilezddés is lejéisad-
dik. Ezek alepjin kétféle metilezldésre szimithattunk. A
varskozassal Gsszhengben két kristilyos frekeidt nyertink,
amelyeckril feltételeztik, hogy N-, ill. O-metil szdrmegékok~
rél ven ezé, A kerboxil-ecsoportek szebedon meradtek, ill.
esek igen kie mértdékben meotilesfltek., A két kristalyos
frekeidt tisgtitde utén NMA-gpektrum felvételdével snsli-
zaltattuk, A 60 MHz-es felbontisu kéeziilékkel ceank vald-
szinlisiteni lehetett & kérdéses vegyliletek ezerkezetét,
ezért 90 VHg-ee felbontdésu késszilékkel i felvettik & spek=-
trumot. Bzen kiviil, miutin D, L-treo-mdédosulatbdél indule-
tunk ki, vilesszt ezerettiink volne kepni errs a kérddare is,
hogy tirtént-e konfigurdciodvaltozdée velemelyik szdnatomon.
Sajnos, & negyobb felbontdsu kdsallékkel sem leheteti a
kérdést egyértelmien eldinteni., Ezért & treo-eritro moédo~-
sulstok erdnyénsk eldintésdére tervbe vettlk %60 MHz-es
felbontisu késziléken Ldrténi szerkezetvizegalatukat is.

Az egyik Trakeidrdl 90 kHz=-es protonon RMR spektrum
/14, ébre/ slepjin sikerilt igegzolni, hogy C-metil ezdr-
nazé¥. Uz e vegyllet kb. 1% #~ben keletkezett /Op. 195-196
)

/.

A proton-NMR spektrum /15. &brs/eslepjin megallapitottuk,
hogy & 2,9 ppu-nél jelentkez’ csucs megfelelhet agy N~
metil csoportnak, Az 1ntcgrélgérbq#1értéke1éee S aromés
proton és egy benzil-metilén-csoport hidnydrs utalt, Ez
megerdsitette feltevésinket & benzil-csoport kihasaddisa-
rél. A spektrumbél viszent ner deriilt ki, hogy honnan he-
sadhatott ki, Némi témpontot nyujtoti, hogy & két Ci-cso-
port kdzétt léve csetolédsi &llendd megfelelt egy Uttegu
gyiri cisg-helygetl protonjainsk. A negyobb mennyiségben
nyert enyagrdél bigonycssé vélt, hogy tisgtén N-metll szdr-
magdk 48 nem tartelmez O-metil szennyesfdést.,
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Az elkészitett 12C-NMA spektrum /16, dbre/ részletesebb
elemzdéasckor azonben kideriilt, & ezénjelek szdame egy
CGKS-CHa-/benzil/eaoperttal kevesebb & vartndl., Kémisi vi-
selkedése is eltérést mutetott, igy pl. & Z-védlceoportot
nem sikeriilt eltavolitanunk.,

A spektrum slepjan felvetett kérdés megvilaszolasars
célezerinek tartottuk anysgunk egyenértéksulydinsk titrd-
ldssel t¥rténd meghstarozdsdét /17, dbra/.

A fogyds/ H érték egyértelmlien errs utalt, hogy & moleku=-
lén csek egyetlen savas csoport van., Az egyendrtéksuly kb,
90 egysdggel bizonyult alacsonyabbnak a vartndl ée ez Sssz-
hangben is voit egy benzil-csoport hidnydvel, vagyis fel-
vetotte egy benzil-casoport lehasaddsinek lehetfségét.

A molekuléban uj, titrélhats savee, vagy bdzikus csoport
Jjelenléte nem volt igezolhetd., Az & tény, hogy & benzile-
casoport lehesaddsa nem Jért egylitt uj saves csoport meg-
Jjelendadvel, egyéb szerkezeti viltozdsok lehetfségét ve-
tette fel. Infrevirds spektrum felvételébll két ksrbonil-
csoport Jjelenlétét lehetett kimutstni.

Az elemi snslizie eredménye CpgH,4N0¢ Usszegképletd ve-
gyllet mellett szdlt, ami egy 0787-030portta11kcvosobb a
szémitottndl, A végss bizonyitékot ezonban & ¢ K id=-rel
végzett vizegalat ezolgdltatta.

A 156 spektrum értékelésébll hérom rdéazletet érdemea
kiill8n kiemelni. Az elsl, hogy & %1,7 ppm-nél jelentkezd
eltolddds egyértelmilen Németil szdérmazékre utalt, ugysnis
az O-metil csoport jele 51,0 ppm-nél jelentkezett volna.
Mésodagor, 172,2 ppm-nél a szabad sav kerbonil-szén elto-
lédésérs jellemzd jelet kaptunk. Hsrmadik tényezdként
oxazolidin-gyliribe zdrt karbonil-csoportnek megfelell el-
toldddst teléltunk. Ezek alapjén bizonyitottnak tekin-
tettik termékiink sgerkezetét /18, ébra/.
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TARESH(CH) = 1.0
JFFSET(dZ)= 23.9

RF FRA(MHAZ)= 25.2030

N3. INT. AFFSET(HZ) PP4

i 17 4339.3 1724133
e 15 3938.4 153.259
3 0 3734.4 150557
“ 3z 3783.2 1504117
S 39 3494.0 133.639
o as 3343.6 132.674
7 ce4 3274.5 129.70i1
3 136 3258.2 129.243

99 3251.3 129.003
10 46 3054.3 121.192
11 52 2%27.2 116.152
12 4z 2837.5 114.574
13 Se 1963.4 77.909
14 58 1520.4 72.232
15 53 1812.2 71.903
16 53 1686.6 66.923
17 19 1033.3 43.000
13 348 1062.6 42.106
19 46 1041 .6 41.330
20 39 1020.3 40.506
el 16 399.7 39.669
ce 33 KEETRY 31.685
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frdekesnek tertottuk ez eritro-mdédosulattsl is elvégesz-
ni késdbbiekben majd ezt a reakeidt, mert a két eredmény-
sor alapjén véirhatdan & reskcid finomabb, résgletesebd
mechanizmusdra tudunk k¥vetkeztetni.

Az irodelombdl is ert, hogy a benziloxi-kerbonil-csoport
nukleofil reagensekkel témedhatd, mikdezen kerbamid, ill.
hidantoin szdrmezékok képzdidnek.

Vélenényilink szerint a szokatlen gylrigdrdsnek kedvez a
szabad alkoholos hidroxilesoport Jjelenléte, valamint & fe-
sziilésmentes Htds gylri kiasleskuldsi lehetdsége.

2./ Noradrenelin: Kisérletiink célja ezuttal a noradre-
nelin karboxildlt szérmazékdnek, a J,4-Hihidroxi-fenil-
-azerinnek /DOFS/, ill. védett szérmezékinak ez elfdlli-
tésa volt.. .

o s

CH — CH, CH — CH—COOH

] |
™ o ™

HO HO

OH OH ’
noradrenalin 34-dihidroxi-fenil-szerin

DOPS
19, ébra

Ezuttal is szémolnunk kellett oxigén- és fényérzékeny-
8égzgel. Ezenkivil azonban ujabb lényeges probléma is add-
dott - csak nédhany mg kiinduldei anyeg éllt rendelkegé-
glinkre ¢8 ennek kdvetkezményeként a védett szirmezédk tiszsi-
tésdt nem sikeridlt megoldanunk. Ezért elhatiroztuk, hogy a
TOFS-t ill. ennsk védett ezdrmezékat totil-szintézissel dl-
litjuk eléd.
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A DOPS~t Hosemund mdér 50 éve ellallitotta. Kedvezl fel-
tételek melletti szintézisét Lrlenmeyer valdsitotte meg
benzil-véddcsoportok slkalmazasdval., A szintézisek sordén
kapott termékek pontos sztereoviszonyait pedig Hegedis
tisztdzte 1975-ben /64/.

Hegedls és munketérsainek moédsgerét kivettiik, akik
dibengiloxi-benzaldghidet reagdlinttax vizes-etanolos ki-
zegben glicinnel /59/. Az irodelmi adatokkal egyezlen a
DOPS treo-eritro médosulaténak 3:1 eranyu keverékét Laop-
tuke A treo-eritro médesulatokat & Z-védett sziruazékok
DCEAedinek frekeiondlt kristélyositdsdvel vélesztottuk
szét., Igy JjO kitermeléssel, megfeleld tiszteadfgu Di-treo-
médosulatot tudtunk izoldlni, emit & kéadbbi szintézisek-
hez heszniltunk fel. A POC-védlesoportot BOC,0 segitsdgé-
vel vittlk fel & molekula szabad RBiH, csoport jéire. Keteli-
tikus hidrogénezédesel /1é/C/ tovolitotiuk el & benzileso-
portokat és igy Jjé termeléssel kapcsoldars elkelmss tisz-
ta terméket kaptunk. Anyegunk DCHA-gd formdjiben hosszu
ideig boml&s nélkil térolhatd.

treol/eritro

/0 OH szétvalasztds
CeH CH-CH-COOH .G
@ HN-CHy-COOH NHy o
BzIO BzIO f\ OH

1
NH-BOC

OH BzlO

CH- CH- COOH 0Bzl

H? NH-BOC
—_
Pd/C 1o
OH



%3¢/ Dopamin: Dopamin helyett kerboxililt szérmazékdt, a
dihidroxi-fenil-alsnint /DOFA/ kivintuk hordozdfehér jénesz
kepesolni,

*
CHZ—CH-COOH
- CHp-NH2 _
@ ) Foks
HO
HO
OH OH o .
dopamin 3 4-dihidroxi-fenil-alanin
(DOPA)

21, gbrs

A DUOPA is igen érszdkeny oxidaciora, hire és fényre.
Bzért a BOC-védlcaoport felvitelédét & gyorssebb reakeidt
biztosito BOC,0-tal, nitrogén etmoszfériban, fénytll véd-
ve végeztik, Nyers termékiinket DCHA-86 jén keresztil tisz-
titottuk., Az irodalomban casak BOC-N3~ma1 végzett védéds le-
irdsdval teldlkoztunk /65/. Ez 2 megoldds a szerzlk sgze-
rint is csak rossz hatdefokkal jellemezhetl. Mi ezzel
szemben - B80C ,0-tsl - 80 %~08 termelést értlnk el, ami
igen jénak mondhatd,

A D-igomerrel vald szintéziseket sz L-DOPA-val szemben
potencidlisan fellédpd keresstreskeid elkerilése indokolta,

4./ Hisztamin: Az ellgfekben kivetet elv ezerint, esut-
tal is & kerboxilélt sziérmaezék antigénjét kiviéntuk képez-
ni, vegyis hisztamin helyett a hissztidint vélssztottuk ki~
induldsi anyagunknak.

*
N CHp—CHy —NH2 N. CHp—CH — NHp
ek § || I
k_,.,j u co-
H

hisztamin His-BSA

(hisztamin - antigén)

22, &bra
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A hisztidin oxiddeidra kevéabd érzdkeny, mint a kate-
kolaminok, de reaskeidiben dlteldben sgdmoe melldkteradk
keletkezdsdvel kell szdmolni. Brre a kedvezitlen kiril-
ményre antigénssintéziskor is szimithattunk. Kepesoldshoz
a reakeidkirlilmény ektdl flggfen nemcsak az X -helyzetil
aminocsoport védéedre volt szikedg, henem - mivel nem le-
hetett szdmitdson kivil hagyni sz imidazolgylrin keressz-
tg} %gfrejavﬂ kapceoloddst sem ~ szlkedyesad vilt az
N. =N _~B0C-védett szdirmazdk eldallitdes is. A BOC,-His-OH
szintégise korantsem egysseril felesdat, Az l1'~BDCucl0port
savra és8 lugre egyarent érzdkeny, kinnyen lehased mér a
BOC-csoport bevitele késgben. Ezért dltaldban csak rosssz
termel éssel sikerdlt a BOC,His-OH-t elddllitani,

Attél fuggSen, hogy N -BOC-His-OH-t, vagy BOC,-His-OH-t
kivintunk el8£llitseni - alkslmassn kellett megvilaszteni a
pi=t és & védScsoport felvitelére hasznilt BOC-gzirmazék
mennyiadpgdét, Asz N védett szdrmazék ellsllitdsdhoz BOC-
azidot heszndltunk kétszeres feleslegben éeg & pH-t allan-
ddan 10-es értéken tertottuk. A BOC,-szirmezdék készitésé-
hez BOC,0-t hessnaltuak 4-gzeres felealegben és & reakecid-
elegy pH-jat ezuttal 7,5-8,0 kBgitti értéken kellett tar-
tanunk azért, hogy 8z imidezolgylirin levd védfecsoport le
ne sszekad jon.

Fenti miiveleteket L= ¢é8 D-midosulattal egyarant elvé-
geztilk., A D-igomerrel végrehsjtott sntigénszintézist pedig
ezuttal is ez elvileg lehetodges kereszireakeid kiklszi-
bilése indokolta, :

5./ $zerotonin: A mér ismertetett elv eslkelmezdsdvel
- a sszerotonin kerboxiklt ssirmszékinak, sz S5-OH-triptofin-
nek képeztik az eantigénjét.
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*
HO T-CHg—Chz = NHz m@:rB—CHZ-qH-COOH
N NH2
H H
5-OH-triptamin 5-OH -triptofdn

(Szerotonin)

23. Gbra

Az 5-0OH-Trp aminocsoportjdt BOC-csoporttal védeni kel-
lett . divel kiinduldsi anyagunk hé-, fény- és oxigénérzé-
keny, ezért & gyorsabb véddat biztositd Boczo-ot hesgndl-
tunk & véddfceoport felviteléhes., Méz igy is jelentls el-
szinezfdés kisérte & reakcidt. A BOC-DL~5~0H-Trp-OH-n
kivlil elféllitottuk & D-izomerek BOC-védett sziarmazdékait
is. Bér ezek szilardaek voltek, mégis célsgerinek tesldltuk
DCHA-86juk képzését és azok dtkristélyositdsdval tisgti-
tottuk termékeinket., A DCHA-sdk felszebaditdsdit csek kisz-
vetlenlll & hordogd fehdérjéhez veld kepcsolds eldtt hej-
tottuk végre.

6./ Acetilkolin: Az acetilkolin helyett 2 szukeinil-
monokolin /SuC/ antigénjének eldfallitdsdat tartottuk cél-
sgeribbnek, Elképzeldaiinket 2z motivéalta, hogy ez & meg-
oldds ez entigenitds Jjavitdésdt szolgdld két tényezl egy-
idejl megvalésitasét is Jjelentette. Az acetilkolin és a
szukcinil-monokolin szembetind szerkezeti hesonldésdge mel-
lett egyuttal éppen & sgerkezeti eltérdések voldszinlsitet-
tek & Jjobb immunogenitdsssl Jjellemezhetd antigén keletke-
zését, Mivel a szukeinil-monckolin hoeszabb léncu moleku-
la, mint az ecetilkolin, igyaz ismert elv szerint jobben
kiemelkedik a hordozé fellilletérdl és eziltsl Jjobban "fel-
ismerhets" lesz. A szsbad karboxil-csoport pedig alkal-
pasabbé teszi a hordozdhoz ¥ald kapcsolésra. "Funkcids
csoportjai” intaktek, amelyek az sntigén-antitest illesz-
kedés ezempontjébél lényegesek.



H2C
3\ 0
H3C;N—CH2—CH2—C%-C—CH3
H3C 7R

Acetilkolin
H~C
3\ @ 9 9
H3C- N = CHy~ CHp ~0~C ~CH, ~CH, - C-OH
HaC - i 5
. L 604 k

Szukcinil-monokolin

24, ébra

Az SHC elf&llitéséra & kolint borostyanklsevenhidrid-
del észteresitettik, piridin-DHF megfeleld erényu elegyé-
ben, forralds kdgben. A tisztitott termék ezerkezoetét
19¢ mux spextroszképia segitségével igazoltuk.
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e, P

Q 9
(CH3)3(T3-CH2'CH2‘O'C'CH2'CH2_ G
5 3 & 21 & 1

25, ébre
A spektrum slapjén e k¥vetkesd értékelést olvsshsttuk le:
1. 176,9 ppm -COOH
B - 174,88 " ~CH,0L0~
J. 65,0 AT § 7 4 -N/+£§H2-
4. 58,9 * ~CH,0C0~
5. 5‘., b /t/ /gﬂ,/”"/’
6. 29 » 3 - -QKZGOOK
7. 29,1 ° -OC.QQﬂz-

A 2. és 5. Jjelek triplettre headadnak fel e 130-14N csa-
tolas miett: J = 3,5 - 3,7 Hs.

A 6. é8 7. Jelek ilyen sorrendben t¥rténs esszignilése a
monometil-szukcindt spektrume snalégivjére /Ssdtler Stan-
derd Cerbon - 1% NMR Spectra, No. 351% C/ tirtént, csek-
ugy, mint & karbonil-szensk jelei.
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A esillaggal megjeldlt aprd jelek wvaliészinilleg szabad
kolintdl szdrmsznek.

A felvétel D,0-ban készili, & vonsikoztatdsi vegyilet
irs,

A készllék VARIAN XL-100-12 tipusu voit.

Mdsik elképzelédelink sgerint kedveszd eredményt vartunk
& Muk=-/-Ala-kolin, ill. antigénjének ellfallitdsatdl
/26, dbrs/. Azért vélasztottuk kiinduldei vegyliletnek & Muk-
kolint, mert & mukonsev /butedién-dikerbonssv/ két szén-
atommal hosszabb, mint & borostydnkdsev, & egyuttal két
kettfis kitése miatt merev is. Egzek a sserkezeti tényeszdk
& mér ismert elvek mieott kedvezdbdb antigenités elérdaét
segitik elf., A kolint mukonssvvel kizvetlenll cssk rosssz
kitermeléssel lehet ésgteresiteni, s s keletkezf kevés ter-
mék még bomlékony is és & mellékilermékek kizll csek nene-
zen igoldlheté, Ezzel szemben, he eldbb /3 -Ala-nal észte-
resit jik, ekkor a g -Ala NH,~-esoportjéhoz & mukonsav mar
lényegesen kinnyebben kapesolhetd,

A p-Ale-kolin elfallitdisdhoz elsd kisérleteink sordn
eldbb 2~/ -Ala-kloridot skaertunk eldfalliteni, de vérskoza-
sunkkel ellentétben ez & megoldés nem vialt be, mert a tio-
nilkloridos savklorid képzéskor a Z-védScsoport lehasadt.
Ilyen elfzmények utin a 2~/F-Ala-Cl-t rendkivil nehezen
és c¢sak rossz termeléssel lehetett igolélni. Bzért Z-védl-
csoport helyeit az utdébbi idfben elterjedten alkalmazott
flucrenil-metiloxikerbonil /FuOC/-védfcaoport elkalmazise
mellett ddntdttink. £ védlesoport hasznalote kedvezlnek
bizonyult, igezolte virskozdésunket. J¢ kitermelés mellett
kBnnyen megveldeithatd igolédldst és védlesoport eltéivoli-
téast is lehetdvé tett,

Ftalil-védfesoport slkelmazéss is felumeriilt, de mi &
FROC k¥nnyebb eltavolitisi lehetfsdgei mistt ez utdbbi
mellett 46ntittink.
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Ezek utén & FROC-/3 -Ala-Cl-dael végeztik & koiin ész-
teresitdését DiF-ben. Az észteresitést szért nem lsehetett
szokdsos médon - lugos kdzegben végezni, mert a védfcso~
port lugos kbzegben kinnyen lehesad. Az igy elddllitott
FROC=- /5 -ala~kolin fehédr, nsgyon higrosskdpos, kristilyos
anyag, ezdért kizelebbi jellemzdsre nem adott lehetdsdget,

A FuOC-védScsoportot lugos klzegben téavolitottuk el,
8 ezt kivetfSen a SB-Ala-kolint prepsrativ vékonyrétegen
tisztitottuk.
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ACETILKOLIN ANTIGEN SZINTEZISE
(Mukonil-/3-Ala-kolin-BSA-konjugdtum )

I. Haptén elédllitasa

+ HN-CH,-CHy-COOH =28, —

H CHy-0-C-ClL DOXGNHZO H  CHp-0-C-NH-CH2-CHz-COOH

2 e 2"V LNATLRR

_FMOC-CL 0 H-/-2ka OH 5
Kolin- FMOC-/5-Ala OH
=02, QLo ord__- QL TO) g
HgS H CHy0-C-NH-Chy-CHp-CO-Cl H CH2-O-CI-NHCHZCHZCOO-CHZCHZ-I;J-CH;;
0 0 CHs
FMOC-/3-Ala-Cl FMOC-/3 -Ala-kolin cf
<) CH3@

OH

o HyN-CHp-CHy-COOCH,- CHZN CH3 (P

CH3

'Gg“
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I1. Kapcsolds

1] 1] /Cl"‘|3
COOH ('Z-O-C-O-CHZ-CQ
|
| CH &
0 75k . " H-3-Ala-kolin
L, c2oegoompcd — Cé: NMH/DMF' ”
& 0 CHy i
- klérh i A
érhangyasav- e e
COOH i-butiészter CO0-G-0-CHy C!j
Mukonsqv 0] CH3
mukonsav-vegyes-anhidrid
CH3
l (CH
(E-NH-CHzCHz—COOCHz—CHz-r\ll—CH3
CH CHy CP
CH BSA
e & 1 ————?—y
|C|H HpO /dioxan
CH

|
COO-COOCH,- CH(CH3),

"mukonsav- félamid-fél- anhidrid ”’

— BSA>WCH2- CHy- NH- CO- CH=CH- CH-CH-(E—LNH-CHZ-CHZ-COJ:OCHZ-CHZ—ﬁ-(CH3);

Lys-€-NHp
csoport

"mukonil-rész” ”/5-Alc1-rész 5 " kolin-rész"

—Ig-
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T/} -emino-vejsev /GABA/: A GABA-entigén elfdllitded-
nek ninceenek irodslmi eldfzményei. 4 GABA végeredményben
dekarboxilezett glutaminsav, ezért a GABA kepesolasat
ROC-L-0lu/0Bub/-0H 48 BOC-D-Glu/0Bub/-0H alskjdban végez=-

tlk el.

NH
| o
HyN- CHo-CH2-CH2- COOH HoN-CH - CHp- CHp - COOH
GABA Glu-BSA

(GABA -antigén)

2. sbrs

A védett haptént glutaminsevbél kiindulwva dllitottuk
eld, Eldssbr vizes kizegben a Glu aminocsoportjat Z-Cl-dael
acileztik. Lzutdn & J-védett glutsminsav mono-metilészte-
rét képestlik. Ggyidejlleg kb, 60 X~ ill. 40 % 7 -metil-
éaster keletkezett, amelyeket DCHA-sdiknak frakcionalt
kristilyositdsavel védlssztottunk el. lgy csek kb, U %-08
F-metilészter dzennyezte az anyagot, emitil vizes atkris-
télyositéssal szabadultunk meg. Szek utdin a JP-kerboxil-
csoportot szelektiven izo-buténnel resgiltatva terce~butil-
észterré slekitottuk., Kdvetkezl reakcidlépés ag « -metil-
dazter hidrolizissel veld eltavolitdes volt, majd ezt ki-
vetfen ez amino-csoport Z-véddigsoporijat DOC-ra kellett
csardélni. frre agzért volt ssikség, mert a BOC véddcsoport
e hordozifenédrjére kapcsolést kbvetlen ez antigdén kéroso-
ddse nélkil tévolithatd el. A védlcsoport cserdjénez eld-
sgdr PA/C ketulizdtor Jelenlétében hidrdldsssl tdvolitot-
tuk @l a Z-védScoeoportot, majd & ozabaddd vélt amino-cso-
portot 300~N3-da1 agileztlk.



2-Glu-OH
e OMe
H-Glu-OH <=4 —7.Glu-OH M_;g:_gt._, 7-Glu-OMe x DCHA —>—
" . H /
ﬂ"—e—"—»z-ellu-ori 2/Pd | Glu-on BOENS, poc- Giu-OH
|
oBut OBut OBut
28, abra

Az igy elallitott BOC-Glu/0Bu/-0H hordozdre vald kep-
csoldaars kiizvetleniil elkalmes volt., Ezt & kisdrletsort L-
éa D-glutaminsavval egyarént elvégestik., A D=glutaminsavval
végzett munkdit 22 indokoljs, hogy & glutaminsav-antigén
feltehetSen elsdsorban GABA-ellenes entitestek termelését
indukil ja, de keresztreakeid ie fellépfhet, s az antiszdrum
& szintén neurotransgmitter glutsminsasvat is meogkiti, Es
nagyen zavardé lenne, szdrt kapcsocltunk D-glutsminsevaet ia
B3A-hoz, hogy 2 képz4d8 antitest ne ismerje fel az L-glu-
tanineavat, coask a GABA-t,

Miutin a védett medidtor szdrmazdkokat - az adrenalin
kivételdvael - sikerilt ellillitenuni, kivetkezd légdaben
fehérjéhes kapesoltuk Sket. Altsldban vegyes-annidrides
kapecsolaat alkalmsatunk,
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@) @)
i il TEA
R-CH-C-OH + Cl-C-OCH2CH(CH3)p —
I

NH-BOC KHIBE

0O 0
5 R-CH-C-0-C-OCH CH(CHplp + (G HINXHCI
i
H-BOC
N "vegyes anhidrid”
® 0
R-CH- C-0-C-OCH, CH(CHp)2 + H2N-Lys€BSA—
NH-BOC

0
s R-CH-C - NH-LysCBSA) +C07 +(CH3)2~CH CHz0H
|
NH-BOC

29, &brs

Hordogd fehérjének legilbb esetben BSA-t hsszndltunk,
mert lizinben relative gesdag. A kspcsolds eredményességét
Jelzd heptén/BOA hényadost tibbnyire UV-spektroszkdépidwal
hatéroztuk meg. Amikor ez nem volt lehetedges, akkor amino-
sav snalizissel, Ebben az esetben visgzont & DOFA ée a DOFS
bo m lékonysdge hidrolizis alett nagyfoku problémat okozott.
A vissszanyerds mértékét kildn kisdérletekben hatircztuk meg.
Haptén/BSA hénysdosnak tbbbnyire 10-20 kéz8tti értékeket
kaptunk. Kedvezfbb, nagyobb értékek elérése céljibél a



fehdérjeline lizinkomponenseit igyekeztink a haptének
szémdre hogzdaférhetibbé tenni. Bz a2 megoldus sgaltel te-
remt kedvezlbb feltételeket @ kapesoléera, hogy & fehérje~
molekula HSeszes lizin komponensdét & moliekule felszindre
"irdinyitje", Bnnek elérdse c¢él jabol denaturdld dgensként
8 M -o8 karbemidot, ill. Ne-dodeeilszulfdtot hasszndiltunk,

Ilyen kirilmények kSz8tt a hdnyedosok 20-40 kbzltti ér-
tékekre enelkedtek., Ex # bLesvatkozde nea érintette sz an-
tigének olddddei viezonyeit, ezok ugy, mint & kbevetlen
fornaldehides kapesoldssel nyert entigének, szintén vig~
oldhotdk mersdtek,

A konjugdtumokat dimlizissel tisztitottuk, mejéd liofi-
ligaltuk, Az eanelitikei vizegdletok minden esetben liofili-
zétumokbdél tirténtek.

A neurotrenszmitter-funkcidval rendelkezd anyagok cso~-
portjén bellil & katekolaminck nemcssk kémiai szerkezeti-
ket, hanem sntigénezintégiseik ds ezok kirilményeit ille-
tden is sgzembetind hasonldssigot mutattsk. A szerotonin,
ill. @ hisztemin-bdr mis-mée vegylletesoportba tartoznsk -
antigénjeik elfidéllitdsdhoz & katekolaminoknil is slkelma-
gott médazerek ds elvek ie felhsazndalhsidk voltak. Az aso-
nossugra vonstkozé kdzis elepot & fenérjéhez vald kapcso-
ldsben résztvevl amino-csoportek szolgiltaitik, mig &z
egyedl, specidlie problémiket & katekolaminok esetében pl,.
a2 oxidildéddsi hejlam, & szerctonin ée a hisztemin eseté-
ben pedig elsfsorban ez indolile, ill., az imideszol-gylrd
sejétedgei okosztak,

Elméleti és gyekorleti szempontbdl is fontos megismer-
nink béarmely kepesolési modazer ecetében & ténylegesen
létrejovd kapcsoldsi veriédnsok lehetdfségeit de azokat a
kirilményeket, emelyeknek optimélie megvilssztésdvel big-
tosithetjuk, hogy @ molekuls kivint csoportja lépjen a
kepesolési reekeidba,



Konkrét példeként emlithet jlkx meg ezzel kapcsolatban &
hisztemin entigén szintdzisét, A hisztsmin entipgén el dal~
litéednél & hisztidin mindkét védett szérmeszékéat - Nf, ill.
H%ﬁ uim-aucnvédott His~t ~ vegyes-sunhidrides modazerrel
kapesol tuk BSA~hoz, A kepesoldst mindkdt sadrmezdkkal ago-
nos médon, & sgokdésos kisérleti kirllményex kisitt végez~
tlk el. Az entigének heptén/BSA erdinye azonben Jjelentle
eltérést mutatott. Aminosev snalizis slepjén ez 5%, N ®-poC-
védett hisztemin entigén haptén/BSA értdke 10 volt és kar-
bemid Jjelenldétében is kizel sgonos aranyt tudtunk elérni.
Az N'-védett szérmezékbél nyert antigénre szonban mar 40-
es értéket kaptunk,

Ag immunhisztiokémiei kimutstdsi igények mellett, mér
korébben & RiA mérdéei technike is igdényelt JjO minfadgl an-
tigéneket, ill, antiszérumokst. frdekes megemliteni, hogy
- ag irodalmi adatok alapjén - kezdetben ugy tlint; & form=-
sldehides kepcsoldel technike pl. ezerotonin esetében nem
szolgaltet RIA céljéra megfelell minfeégl entigéneket. A
s0k proébélkozasbol végll kitlnt, hogy agyekren nem okvetle-
nil az sntigénsszintéziesben kell keresni & megecldashoz ve-
zetd utet, henem negyon sokszor ez immunizaldsi technike
alkalmee megvilesztasdrs van sziksdg. S$zdwos olyan kisére
let tapesztalasteinek Bssgegzésdbll adddott ez & felismerds,
smelyek sordn &z elfallitott antigénekkel megvialtoztetott
iomunizélési k8rilmények kizdtt mégie sikerilt RIA mdédszer
kidolgozésdrs elkalmse esntiszérumot, ill. antitesteket
nyerni.

Eddigiek slepjén is megéllapithstjuk, hogy antigének,
entiszérumok, ill. entitestek elfsllitdsdra altalédnos ér-
vényl szabdlyoket nem lehet felalliteni. Nehéz &£llast fog~-
lelni, hogy melyik sntigénszintézis, ill. immunizdldsi meg~-
oldés hogz végiilis jo eredményt. Egy antigént skkor tudunk
igazén eredményesen hesgnilni, he megtsldl juk hozzd & leg-
idedlisebb immunizdldsi kérilményeket. Mindezek agzel B87
gysréaghatdk, nogy sz entigének kémiei szempontbdl heterogén
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anyegok, mésrdsst pedig o2z immunizélédsre hessznilt kisdrle-
ti dlletok sem tekinthetlk immunizdlisi szempontbdl egy-
forma egyedeknek. Ezért, teljesen egyez! antigénbeviteli
kSrilmények ellendre az antiszérum, ill. sntitest terme~
lésben jelentls eltérdések mutatkozhatnek.

4./ B

Az impunigdlés sordn nyert sntiszérumok Jellemzése,
immunhisztoldgiai slkelmesssiginsk bigzonyitdsa hosszu és bo-
nyolult kisérleti munkdt igényel. Az entiszérumck ellenfr-
zése azt mutetts, hogy & redicektivan jelzett neurotransg-
mitterek kitddése iomunglobulinokhoz nem bizonyitja az an-
tiezérum immunhisztoldgisi elkalmazhatlsdgit. Ez érthetd
is: a worfoldgus, aki & neurotrsnszmitterek szdveti loka-
ligdeidjat vizsgdl je, fixdlt saivetmetszetekkel delgozik.
Olyan entiszérum felel meg oéljeinek, smely = szivetben

: 5 1E : ket ismeri fel és nem e szabed,
vdltosatlau nolckulét. A radicaktiv jelzési neurotransg-
mitterek ktSdése egy antitesathez csck & szsbad neurotrensz-
mitter és ez ismunglobulinok k¥tddési viszonyeirdl nyujt
informécict. Elképzelhetd, hogy ag immunhisztoldgus szdmé-
ra éppen az az antitest ag érdekes, amely & radiocaktiv
neurotranszmittert nem, vagy cesak igen gyengén kiti, vi-
szont nagyfoku specificitdst mutet & szdvetben fixdlt, meg=-
véltozott szerkezetil neurotranszamitter-molekuldkkal szem-
ben., Ezért olyan modellrendsgert igyekeztink tsldlni, amely-
nek segitedgével & szlvetben és sejtben mutstott k¥tddéei
viszonyok JjOl tsnulményoszheték. Ilyen modellrendszernek
gondoltuk & Sepharose-on megkStitt neurotranszmittereket.
/A Sepharose s Pharmecie dltsl forgelmezott agerds-gél,
nagy pérusmérete mistt kivdlé kromstogrefids tulajdonséagu,
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kiilBndsen negy molekulatimegl fehdrjék tisztitusdra al=-
kelmes. A Sephsrose 4B kb. 4 millid dseltonig elkalmezhs-
té, ennek keresztkitésekkel stebilizélt véltozata a
Sepharose~Cl /cross linked/.

Ha a neurotrenszmittert yéltozatlen, sértetlen szerke-
zettel kitjik & Sepherose-gyingytkhis, segitadglkkel a

neurotrsnszmitterck receptorai tanulményozhatdk, ill. anti-
szérumokbil elkill¥nithetdk a neurotrenszmittereket "felis-
merd" impunglobulinok. Ha & fixdlds kisben megvidltosott
sgerkezeti neurotranssgmittereket immobilizdl juk Sephsarose-
on, a kapott edszorbensek segitedégdvel affinitds kromatogri-
fidval izoldlhetdk ez immunhisztoldgie céljére slkalmes an-
titestek., Ugyanezek sz effinitds adszorbensek heaszndlhatdk
fel, mint modellrendszerck ag antiszérumok immunhisztoldgiai
alkalmassaginek ellendrzdedre is. /Az affinitds krometog-
réfia biospecifikus adsgopeidn alapuld elvilasztdstechni-
kai mddszer, emelyet elsdsorban bioldgiaileg sktiv fehér-
Jék tisztitdsdre alkelammznek, Az immobilizdlt antigének
/affinités sdszorbens/ e specifikus edszorpeid alepjén an-
titestek tisztitdeéras alkelmessak/.

Neurotrensgmitterek immobilizéldsa Sephsrose-on tehdt
t8bb szempontbdl is érdekes, a tudominyos kutstdeben sok-
oldasluen felhaszniélhaté adszorbenseket eredményes:

1./ Az sdszorbensek felhasgndlhztdk effinitds kromestogrd-
fie e¢él jara - résgben a neurotrenszmitterek szolubi-
lizélt receptorainek tisztitdsdrs, részben e neuro-
transzmitterekkel sgzemben nyert sntiszérumok tiszti-
tésdra, antitestek izoldldsdra /66~69/.

2./ Megfeleld affinitds adszorbensek segitadgével sz
immobiligélt neurotrensgmitter és receptors kiadtti
kSlestnhatds slepjén izoldlt €16 sejtek is tisstit-
hatdk. He az adszorbenseket mikrosgkép térgylemeszén
é16 sejtek szuszpenzidjaval inkubdl jéik, majd mik-
roszképpal vizegdl jdk o sejtek kBtbddsét ez affinitds



adegorbensen, megillepithetd, hogy sz edott sejt-
tipus tertalmez-e sz &dott neurotranszmittert ki3td
receptorokat a sejtmembrdnon /affinitds mikroszkdpia/.

3¢/ Adott neurotrenszumitterrel szemben termelt antiszérum
2 ; LG NE rzésére is slkelmusak sz emli-
tott arfinitée adszorbensek. A fluoreszecencia mik-
roszképides mddszer az antitest specificitdsdnsk kva-
litetiv és kventitativ kiértékelését is lehetdvé
tesgi.

A felsoroltekon kivil szimos mds, kisebb jelentfségli fel~-
heszndldsi terilete is lehet & neurotrsnszmitterek Sepharose-
gy%ngyhdz kBtitt sedrmazdékainek., Az affinitis adszorbensek
8yogydszati felhesgnilése /sutoimmun-betegségek, stb./ sem
kizart, ezek & kutatdeok még kezdeti stidiumben vannak,

A felsorolt modezerek cssk akkor alkalmaghatdk, ha a
Sepharose~hoz kititt neurotrenszmitter megfrzi bioldgiei
hatésit ée s hatds gpecificitését, Negy molekuletdmegi poli-
peptidek, fehérjék esetén ez k¥nnyen elérhetd & Sepharose-~
irodalombdl ismert - brémecisnos ektivalis uténi kapcsolds=-
eal, ill, AH /amino-hexil/ Sepherose~hoz vizoldhaté kaerbodi-
imiddel térténd kapcsoldssal, Az ismert és feltételezett
neurotrenszmitterek /acetikolin, sdrenslin, noraedrenslin,
dopamin, sgerctonin, hisztamin, /-amino-vsjeav/GaBA/, gli-
cin, stb./ esetén az eddigi médeszerekkel tirténd kspesolas
alig &2 megfeleld bioldgiei hstasu enyagot /70/. Bzek a
molekulék annyire kiesinyek, hogy bizonyos célokra szinte
valamennyi funkcids ecsoportjuk szikséges a bicldgiesi ha-
téshoz. Az immunhisztoldgiében alkslmazhutd sntitestek jel-
lemgéadre és tisztitdsdra viszont éppen & fixdléas miatt
megvaltozott szerkezetl neurotrsnszmittereket kellett
S8epharcse~hoz kapcsolni., Egzért két sorozat affinités ad-
szorbenst &llitottunk eld:

A./ Véltogetlan szerkezetl neurotrenszmittereket tertel-

mazdé Sepharose-sdagorbenseket;

B,/ A fixdlés mistt megvéltozotit szerkezetii neurotransg-

mittereket tertelmesd Sepharocse-adszorbenseket.
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A./ A neurotrsnsgmitterek vepherose-on viltozetlen szer-

kezettel tirténd immobilizaldsét egy uj mdédszerrel oldottuk
meg. A médszer lényege a kBvetkezd:

1./

S/

Az entigénszintézishez hasonldan nex magdt a neurctronss-
mittert, hanem ennek karboxildlt-szirmsazékat kapesoltuk
AH-Sepharose~hoz /horadrenalin esetén pl., dihidroxi-fenil-
-gzerint /DOPS/, ezerotonin helyett S-hidroxi-triptofint
/5=0H=-Trp/, dopamin helyett DOPA-t, GABA helyett glute-
minssyat, hisztemin helyett hisztidint/. lgy a bioldgiasi
hatdshoz szilkadges funkeids csoportok szabadon marsdnak.

Hogy & bioldgiei hetdshoz szliksdges csoportck ne vegye-
nek részt & kepesoldsi reakeidban, a kspesolds idejére
dtmenetileg avolithetd védfcsoportokkal /BOC,
terc. butil /Bu*/ / védtik a molekulét. Casak ggyetien
szabad karboxil-csoportis marad & molekulinek, ezt akti-
vélva /vegyes anhidrides, vagy karbodiimid médszerrel/
kapescltuk 2 neurcotrenazmittert az AH-Sepharose-hoz. Az
irwobilizdlssi reakeidbsn tehdt 2z entigének szintégi-
8dnél mér alkelmezott, védett, karboxildlt neurotransg-
mittereket hoszndltuk fel:

B0C=dihidroxi-fenil-szerin /30C-DOES/
B0C-dihidroxi-Tenilalenin /B0C-DOFA/
S0C=%-hidroxi-triptofén /20C-5-0H-Trp/
20C-gluteminsev-"/=tere, butiléezter /80C~-Glu/OBut/08/
§% N -Boc-hisrztidin /80C,-Hie/

szukcinil-kolin

Kapcsoléds utén & gylngyltket dehidrstdaltuk /aceton/, majd
& védfosoportokat vizmentes kiégegben triflucr-ecetsaves
scidolizissel tévolitottuk el. /A polisszaherid ilyen kd=-
riluények kdz8tt nem bomlik el, & gyingyik viltozetlanok
maradnek./ A resgens kizcsdse utdn e gylngylSket ujra hid-
ratdl juk, de elvileg szdrezon i8 térolhatdk. Az trifluor-
ecetscvas scidelizist mi alkelmeztuk elfszir ez irodalom=
ben dehidretilt Sepharose-oknél védScsoport eltavolitdsra.



A kivetkez$ uj, az irodslombsn le nem irt immobiliszdalt
neurotrenssnitter-szarpezdkokat 4llitottuk elé:

1./ Noradrenslin-AH-Sepharose /= DOrS-AH-Sepharose/

2./ Dopemin~-AH-Sepherose /= DOPA-All~S8epharose/

%./ Szerotonin-aAli-Sepharose /= S5-0OH~Irp-ili-Sepharose/

4./ Acetilkolin-Ali-Sepherose /= Szukeinilkolin-aH-Sephsrose/
$./ GABA-AH~Sepherose /= ~Glutemil-AH-Uepharcse/

€./ Hisztemin-AH-Sepharose /= Hisgtidil-AH-Sepherose/

Az immobilizdélt neurotrsnszmitterek szintézisével kepcso=-
latben a kBivetkezfket tapaszteltuk:

1./ A Sepharose-4l dehidratilésa és rehidrstdliss megle-
hetfeen kényes mivelet., Vigydzni kell, hogy mind a
dehidrdlés, mind a rehidrdlés fokozetosen tirténjen
és ne 41l jon hosszabb ideig szdarasgzon & gél.

2./ A Sephsrose~-CL sokkal kevésbé érazékeny savus kezelésre,
wnint & sima Sepharose. Ennek ellenére még’¢ kercozt-
kitésekkel stabiligdlt Sepherose-gyingytket is csak
vizmentes kizegben lehet trifluor-ccetesvas ecidoli-
zisnek eldvetni, ellenkezd esetben & szénhidratokre
Jelleme® sevlasbilitds mistt 2 gyéngydk feloldddnek.

B./ A sztvettani fixdlés sordn megviltczott neurotresnssg-
mitterek kepcsoldsa Sepharose-hoz:

Két 1lépdsben hajtottuk végre ezt az immobilizdlést: elf-
ezbr & szlveti fixdlds médszerét alkelmaszve & neurotransze-
mittereket formaldehiddel, vagy formaldehid-glutareldenid
keverdkkel fehérjéhez /pl. DSA, ovalbumin/ k¥tdttik, mejé
ez igy kapott konjugdtumokat glutdraldehiddel aminohexil
/AH/-Sepharose~on imzobiliséltuk. Lényegében tehit sz immu-
nizdldsre is alkelmas neurotranszmitter-BSA antigéneket ki-
tittik fel a Sepharose gyingydkre, mivel ezekkel az antigé-
nekkel szemben termelddttt antitestek specificitdsdt kivin-
tuk ezekkel az affinitds sdszobensekkel ellenSrizni.



Néhiny esetben kizvetlenil 2 neurotrenszmittert kep-
csoltuk fehérje kbevetitdse nélkil formeldehiddel amino=-

hexil-Sepharose~hoz, de ezek nem voltek kilin¥sen sikeres
kisérletek.

Affinitde sdezorbenseink sgzerkerete & kivetkezs:

A. sorozat: a neurotranszmitterek funkciés-csoportjai szabadok:

Se — NH-(CH2)g-NH4{CO -neurotranszmitter
7
pl:

Se@ — NH-(CH2)g -NH-CO (}H—CHz—CHz—COOH
// NHy

GABA

\

v/

®
@ — NH-(CH)g - NH- CO - CHp § CHp ~CO -0~ CHg - CH2 -N(CH3)3

acetilkolin

B. sorozat: a fixdlt neurotranszmitterek kapcsoldsa Sephc:: --hoz:
OH
OH
s«@ — NH- (CH2)g ~-NHEBS ASLys -NH - CHp
Z ClH-OH
Gz
NH-CH3
s@— NH-(CH)g -NHEBSASTyr - CHz ~N-CHy-CH @OH
Y CH3  OH OH
20, gbrs

Ezeket az adsgorbenseket alkelmaztik az antigénjeink-
kel szemben termelddtitt antiszérumok ellenfSrazésére, a
médszer alkalmesndee és pontos leirdsa meghalad ja ennek a
dolgozatnak & célkitizdseit,



Még nem zdirddott le velamemmy i immunizdalas, ezért csak
vézlatosan foglal juk Seaze ag eddigi eredményeket.

Az glrenslin-BSA formasldehides kapcsolésavael nyert anti-
génnel két elkelommal -5 nyulat immunizéaltek. Mindkét eset-
ben sikerillt egy-egy £llatbdl snti-adrenelin-antiszérumot
nyerni, Az elsf immunizdlésndl kepett entiszérum nem spe-
cifikue, az sdrenslin mellett a noradrenelint is kimutet-
Ja. A mésodik immunizdiléds sorén sikeridlt olyen entiszérumot
elfdlliteni, amely minimilis mennyiségben mutatje cssk ki e
norsdrenslint és dopsmint, enndlfogve immunhisztoldgiei cél-
re alkelmas, Egyik antiszérum sem kiti meg a radicsktiv jel-
gett afrenelint, tehdt RiA-médszer kidolgozdsédra nem al=-
kalmaghatd. /ilA-antigénhez adrenalin-karbonsavat kellene
eldélliteni, ez eddig még nem sikerilt az eldzlekben kizilt
gylirisdirdsi reakecid miustt./

A noredrenelin-BiA formeldehides kepcsoléssel nyert an-
tigént legaldébd hirom elkalommel hsezndltdk immunizéldasra,
Két elkelommal eikerilt ez immunhiszteldgidban alkalmezha-
té antiszérumot nyerni. Az antiszérumok nem mutatjék ki az
edrenslint, viszont elég savaerd keresztreskeidt adnsk dope-
minnal, Ezért jelenleg cssk ott lehet ez ismuncitokémidaban
alkelmazni Sket, ehol & noradrenalin mellett nem fordul eld
dopamin., Az sntiszérumok megdt & noradrenslint egydltelén
nem kiitik, cssk a szfvetben fixdlt forméjat ismerik fel,
ezért hiA-meghetéroszés kidolgozisdre slkalumstlanok.,

A DOFS-~-pPSA antigénnel szemben eddipg még nem sikerdlt
olysn ellenanyagot termelni, smely & noradrenslin hia-
meghetérozaedra, vogy immuncitokémisi kisutatisdrs slkalmes
volna,

A dopomin-BSA formeldehicdes kapcsoldsszl nyert antigén-
nel szemben eddig csak olyan antiszérumct sikeridlt elddl-
liteni, smelyik egysrdnt kiti e noradrenslint és dopamint,
immuncitokémiel vigsgdlatok alapjén.



A DOFPA-BSA antigénnel szemben nem toermeldditt még oly an
antiszdérum, amely & dopamin RliA-meghstirozasdt lehetlvé
tenné,

A gzerotonin-BSA formeldehides kapecsolassul nyert anti-
génnel szemben sikeriilt olyen antiszérumot nyersi, amely
epocifikuaan kti szfveti metszetekben & szerotonin fixdlt
ezarmagzékidt, Az entiszdérum alkalmaee tehdét szerotonin kige-
vetlen kimutotdsdre szlveti metszetekben, Ez az sntitest
ser kiti meg & radioaktiv szerotonint, a LlA-meghstarozds-
re ennélfogve nem hssznilhetd, Az 5-OH-Trp-BSi-antigénnel
sgemben sem sikeriilt eddig Kia-hasznalhaté sntiszérumot
nyerni.

Hisztemin-BSA /formaldehiddel kéezllt/ konjuguatumokkal
szemben még nincsenek lezdrve ez immunizildsok. A hisztidin-
BSA antigénnel sgemben termellditt antiszérum slkelmes a
hisztemin szlveti metsgetben tirténd kinutatdsdrs, viszont
keresztreakeiot ad hisztidinnel és N-terminclisukon hisz-
tidint tertalmezdé peptidekkel, ezért cssk korlitozottan
alkelmazhetd immunhisztoldgiai eélokre,

A szukeinilikolin=-pgh és a 1-koiin=BuA entigének-

kel szemben jelenleg folynsk a2z immunizdlasok. Magdnak ez
acetilkolinnaek & széveti fixalésa nsgyfoku vizoldékonyadgs
miatt ennyirs megoldatlan, hogy komoly problémét jelent sz
entisgérum immuncitokémiei alkslmsssugénsk bizonyitdsa,

Itt sz effinitds sdozorbensekkel folyd kisérletek igérmek

eredményt.

A GABA-BSA formeldehiddel kepcsolt antigénnel most kez-
dfdtek meg az immunizdlasok,



Az olvaddspontok méréee Koffler-kdéssilékkel tirtént. Az
optikai forgetdképességet Zeiss asztali polarimdéteren mér-
tik, & vékonyrétegkromstogremmokat Kieselgél G /lerek/ ad-
szorbensen fejlesztettik ki,

A felhasznilt futtatdszer

elegyek a kivetkeslfk voltak:

32 Btilecetdét - /metsnol: jégecet: viz 75:10:24/ g98:2
2 Etilscetét - /metanol: Jjégecet: viz 75:10:24/ 95:5
% Etilacetdat - /metanol: Jjégecet: viz 75:10:24/ 90:10
4 Etilescetdét - /metanol: jégecet: viz 75:10:24/ 80:20
5 Btilscetdt - /piridin: jégecet: viz 20: 6:11/ 98:2
€ Etilascetdt - /piridin: jégecet: viz 20: 6:11/ 95:%
7 Etilacetdt - /piridin: jégecet: vig 20: 6:11/ 90:10
8 Btilacetdt - /piridin: Jjégecet: viz 20: 6:11/ 80:20
9 Etilascetdt - /piridin: Jjégecet: viz 20: 6:11/ 60: 40
10 Butanol: Jjégecet: viz 5:4:1
11 Kloroform: metasnol: vig 2:8:1
12 Butanol: piridin: ecetsav: viz 30:20:6:24
1% Butenol: Jjégecet: viz 4:1:1
14 Butanol: jégecet: viz /felsd fégis/ 8:5:4

Ag KRe értékeknél felsf indexben JjelBltik meg, hogy me-~
lyik futtatisgerre vonatkoznek.

A kromstogrommok elfhivésérs ninhidrin-oldatot hesgznél-
tunk. A permetegzést kBvetlen & lapokat kb, 6 percig infra-
lémpa elatt tartottuk, majd néhiny mésodpercre klorgazba
helyestik és sgelllztetés utén o-toluidin-Kl oldattal hiv-
tuk el8. A vékonyrégegkromatogranmokat esetenként UV -ab-
sgorpeid elapjin is értékeltik,



A haptén/BSA mélerdényok meghatdrozasit UV-spektrofotomet-
rids médszerrel, "Spektromom 204" tipusu késziléken végesztik.
A fényelnyelést - néhdny kivételtsl eltekintve - 280 nm-en
mértilk, Néhény esetben smincsavenslizis alapjdn - AAA BEL
Autometikus Aminosev Ansligétor Mikrotechna tipusu kdsziilék-
kel tértént 2 meghatérozés, ‘

A végterméket liofilisulassal izolaltuk, A felhaszndlt
liofiligdtor WKF L 05 tipusu volt.

Ag UV-spektrumok Specord UV-Vis, az lR-spektrumok Unicam
SP 200, sz ‘H-MiE-spektrumok pedig JEOL 60 tipusu készlléken,
tetrametilsgildn belsd stendard aslkslmezdasdval késziltek.

A bioldgiei aktivitdeméréseket sz intézettel egylitimiksdd
hollendiai Nijmegeni Anstodmiai Intézetben végezték.

1%3% mg /0,40 ml/ edrenalin-bitertardtot és 40 mg /0,22 oM/
L-asgkorbinssvat 2 ml deaztilldltvizben oldottunk. Az oldat-
hoz 2 ml dessztilléltivizben oldott 100 mg /1,47 pl/ BSa-t,
majd 1,33 ml % M-o8 ndtriumscetdt-puffert és 1,37 ml 7,5 %-o8
formeldehidet adtunk, Az egyesitett elegy pH-ja 6,0-6,8 ki~
gitti érték volt. 20 or4it By-atm, alatt é8 fénytll védve
szobahfn kevertettik. Az oldat nindvégig szintelen marasdt,

1 %-08 oxigénmentesitett L-aszkorbinsevval szemben 72
Ordig disliséltuk, mai a dislizdlést desztilléltvizzel szem-
ben + 4 °C-on Ky-atm. slatt folytattuk tovébbi 24 drdig. Ol-
datunk ezuttel is szintelen maradt. EBzutan liofilizsltuk.

A liofiligétum sulya 110 mg volt.

Anyagunkat UV-spektrofotometriss mérdéesel ellenfristik.

5 mg liofilizdtumot 10 ml desztilldilt vizben oldottunk ée
280 nm-en,l cm~es8 kiivettdbsn mértik a konjugitum extincic-
jét; E = 0,415, Ez slepjén azg anslizis eredméry eként



54 értékként 21-et keptunk. A heptén E° értékét
/E® 2900/ kildn kisérletben hatéroztuk meg.

10C mg /0,29 mi/ noradrenslin-bitertardtot ée 100 nmg
/0,57 mil/ L-sszkorbinsavet 5 ml desztilldlt vizben oldottuk.
Ezutin %00 mg /4,4 M/ BSA-t oldottunk 17 ml desztillalt
vizben, majd 2 ml % M-os natriumacetdatot ée 4 ml 7,% %“~os8
formaldehidet adtunk hogzd, A két elegyet Bsszelntittik dés
Ny-atm. alatt, fénytll védve szobahln %~4 6rdin &4t éllni
hagytuk. Az elegy 1 ¢rs elteltdvel vildgossarga lett.

A tiesztitdst sz edrenslin-formeldehid-BSA-ndl ellzfek-
ben leirtsk szerint végestik de & tovabbi miiveletek is
ugyenagzok voltek. A liofilizdtum sulye 270 mg volt. Az ana-
ligzist UVe-spektrofotometriai mdédszerrel, 220 nm-en, 1 cm~
es kilvettéban, %,5 mg liofilizétum 10 ml desztilldlt vizes
oldatavel végeztik /‘.’n:].O"6 M/1/. A mért extincid 0,497 volt,

az £° 2900. A heptén/BSA értéke: 36.

Dopenpin-formeldehid-DSA:

100 mg /0,9% mM/ dopemin x HEl-t és 100 mg /0,57 mi/
L-ssgkorbinsavat 5 ml d.v.~-ben szuszpenddéltunk, majd 17 ml
d.v.~ben 300 mg /4,4 pi/ BSA-t oldottunk és 2 ml 7 bi-os
nétriumecetétot és 4 ml 7,5 ¥-o0s formaldehidet sdtunk hoz-
24, A két elegyet egyesitettilk és ergon-atmoszfériban fény-
t51 védve, szobahfn -4 Oran 4t &llni hegytuk.

A tisztitdst eldzfekben leirtsk szerint végeztik. A lio-
filizdtue sulye 280 mg volt. Az enelizis ezuttal is UV-spek-
trofotometrids méréssel tirtént. 4,5 mg liofilizdtumot ol-
dottunk 10 ml d.v.=ben é8 2680 nm-en, 1 cm-es kiivettéban
mértik sz extineiét.E = 0,748, E © 2900,

Ezek slepjén a haptén/BSA 40 volt,




100 mg /1,47 pi/ BSA-t 1 ml d.v.-ben oldottunk és hoszd-
edtunk 4 ml 10 M-08 kerbamidot. Kildn edényben 100 mg
/0,31 mi/ norsdrenslin-bitartardtot, 1,35 g nitriumacetdtot
és 100 mg /0,57 md/ L-asszkorbinssvet oldottunk 5 ml d.v.-ben,
majd a két oldatot clegyitettilkk, A reskeidelegy pH-je 6,5-6,8
k#z8tti érték volt. Ezutdn hozzdsdtunk 1,24 ml 7,5 & ‘ormel-
dehidet tartalmegd 8 M-os karbamidot és a pH-t tovdbbiskban
is a2 fenti drtéktartoményra dllitottuk be. A reakcidelegyet
10 drdn ét N,-stm.-ben, szobahfn, fénytdl védve dllni hegy-
tuk.

A tisstitdes ée ez anslizis kirilményei az elfzlekben le-
irtakkel egyeztek meg. A liofilizdtum sulya %% mg volt. 5,0
mg liofilizdtumot oldottunk 10 ml d.v.-ben és 280 nm-en,

1 cm-e@ kilvettdban mértik az extineidt. £ = 0,625,
Bptén/BoA hanvado s 21 vg

A noradrenalin-formeldehid-BSA-karbemid antigénezinté-
zissel egyezd mdédon végestik a kisérletet, de haptén/BSA
hényados alapjén kapceolést nem sikerilt elérni. A liofili-
zdtumot nem is tekintettik entigénnek.

Az antigént a norsdrenelin-formaldehid-BSA-kerbasmid kon-
Jugdtum elddllitdsdvel tel jesen azonos médon dllitottuk eld.
A kisérlethez sz aldbbi anyagmennyisdgeket hasznéltuk: 100
mg /1,47 pM/ BSA 1 ml d.v.-ben oldva, hozzdadtunk 4 ml 10 M-
os kerbemidot. 70 mg /0,37 sM/ dopemin x HCl-t, 1,35 g
nétriumacetdtor , 100 mg /0,57 mil/ L-asgkorbinsavet oldottunk
% ml d.v.~ben. A két oldat egyesitése utdn hozzdedtunk 1,24 ml



7,5 # formaldehidet tertelmazdé 8 M-os kerbamidot, mikdSzben
a pH 6,5-6,8 kiizttti volt., A pH-t tovdbbiakbaen is ezen ag
értéken tartottuk.

A tisztitds és anslizis k¥rilményei azonosak voltak, 60
mg liofilizdtum keletkezett.

Ag UV-anelizishez 4,0 mg liofilizdtumot oldottunk 10 ml
d.v.~-ben és 280 nm-en, 1 cm-es kilvettdban mértik sz extin-
oidJét. E= 0.439 volt.

A kapesolést 0,1 1-08 SDS~t tartalmegd 3 M-os nétrium-
agetéat pufferben végestiik, Elfezir 10 ml pufferben oldottunk
100 mg /1,47 pi/ BSA-t, ill. 1,5 ml d.v.-ben 50 mg /0,27 mi/
adrenelint és 100 mg /0,57 mi/ L-aszkorbinssvat., A két olda-
tot egyesitettik, a pH-t 6,5~6,8 kbzitti értéken tertottuk
és 1,2 wl 7,5 #~08 formeldehidet adtunk hozzé, Fénytll véd-
ve, No-atm. alatt, szobehSn 24 dOrdt &llni hagytuk.

A tisgtitis de analizis kiritlményei elfzfekben leirtakkal
egyestek meg. A liofilizdtum sulye 9% mg volt. Az snslizis-
hez %,0 mg-ot oldottunk 10 ml d.v.~ben és ez extineidjat
280 nm-en, 1 cm~es kiivettdban mértik., E = 0,265 volt, ez

alapjén a heptén/BSA értéke 10 volt.

A hényados aleceony értéke miastt ez elfbbi kapcsoldst
0,2 % SDS-tartelom mellett megismételtilk, Az Usszes tibbi
anyeg mennyisége viltozatlan volt. A pH-t 9,0-re dllitot-
tuk ezuttel és 120 dréig hagytuk lejétszdédni a kepesolasi
reakeidét, Teljesen asonos tisztitds utén a2 liofilizétum
sulya 91 mg volt.

Az analizishez 5,% mg liofilizitumot oldottunk 10 ml
d.v.~ben és 280 nm-en, 1 ca-es kivettéban mértik az extin-
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ciéjét, emely 0,755 volt.

87,5 mg /1,28 pi/ BSA-t 3,5 ml d.v.-ben oldottunk, majd
0,7 ml1 % M-08 nétriumscetdtot és 2,8 ml 7,5 #-08 formalde-
hidet adtunk hozzé. 200 mg /0,7 ml/ BOC-L-adrenalin 3 ml
dioxdnos oldmtdt elkészitettilk és a fenti elegyhez Sntittik,
mejd 20 mg /0,11 mM/ L-assgkorbinssvet adtunk hogzzé, A resk-
cidelegy pH-jat 8,5-9,0 kbzdtti értéken tartottuk., 26 Oran
4t fénytll védve, ezobshfn, K,~atm.-ben éllni hagytuk.

Aremld csepvizzel szemben 1-2 nepig dialiszaltuk, mejéd
ezt kBvetfen slrin véltott d.v.~Bel szemben folytattuk a
disligist. Liofilizdéltuk, 80 mg liofilizdtum keletkezett.

A védSesoport eltdivolitdsdhoz & 80 mg liofiligdétumot 2,5
ml O 9C-ra hitbtt 85 %-os hangyssavber oldottuk és 1 érém
&t szobahfn 4llni hogytuk.

El8bbi médon ismét dialigdltuk, ellendriztik & mosdfolya-
dék pli-jét, mig senleges nem lett. lsmét liofilizdaltuk asz
anyagot, 72 mg liofilizdtumot keptunk.

UV-analigist végezstink, 5,0 mg liofilizdtumot oldottunk
10 ml d.v.~-ben éa 280 nm-en, 1 cm-es kilvettdben mértik as

extincidjét, A smdmitdeck alapjan haptén/BSA értéke 11 volt.

100 mg /1,47 pii/ BSA-t 2 ml d.v.-ben oldottunk, msjd
2,4 g kerbemidot adtunk hozzd é8 d.v.~2el 4 ml-re egésgi-
tettlk ki. Bzutdn 1,75 g nditriumecetditot acdtunk az oldet-
hoz és a pH-t 6,5-6,8-re dllitottuk,.

Kilsn edényben 100 mg /0,%9 mli/ BOC-noradrenslint oldot-
tunk 4 ml Di¥F-ben, O °C-re hitstilk és az eled oldathos
5ntéttilk hités kdzben, majd 1,4 ml 7,5 %-0s formeldehidet
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tertelmazd 8 M-o8 karbamidot adtunk hoszé, Kesdeti gaverc-
soddeig 4llni hagytuk - Ny-atm. alstt, fénytfl védve - mejd
& keletkezett pelyhes csspadékot 10,000 g-vel 15 percig
centrifugdltuk.

A feliluszé réspt liofiliszdltuk, 110 mg licfilizdtum ke~
letkezett. Az elfzfekben leirtsk szerint BOC-eltdvolitdst
végeztink, dializdltuk, mig & moséfolyadék semleges nem lett,
majd iemét liofilisdéltuk. 70 mg liofilizdtum keletkezett.

UV-analizishez 4,6 mg-ot oldottunk 10 mwl d.v.~ben és
280 nm-en, 1 cm-es kilvettében mértik az extincidt,

E= 0,276 volt. A haptén/BSA értéke 6.5,

Az elfzf kapcsoldesal tel jesen cgyezd kirilmények kizdtt
az elébbie anyegmennyiségekkel dolgoztunk: 100 mg /1,47 ai/
BSA, 1,%5 g nétriumscetat, 100 mg /0,42 mM/ BOC-dopemin,

4 ml DEF és 1,4 ml 7,% # formeldenhid 8 M-oe kerbamidben.

A disligist, liofiligdlést és a BOC-eltdavolitast is
ugyenugy végestik, végil 72 mg liofilizdtumot kaptunk. Az
UV-aznalizishez %,7 mg-ot oldottunk 10 ml d.v.-ben és 280
nu-en, 1 cm-es kilvettiben mértik az extineidét., E = 0,87.

100 mg /1,47 pl/ B8SA-t oldottunk 10 ml % M-os nétrium-
acetét pufferben, majé 1 ml 3,5 %-o08 SDS-t é8 50 mg /0,28
mM/ L-sszkorbinsevat edtunk hosmsé.

Kiuldn edényben 100 mg /0,39 mi/ BOC-noradrenslin-t ol-
dottunk 4 ml dioxdnban és hités utdn & két oldatot egyesi~
tettik, 8 pH-t 6,5-6,8 kiz8tti drtdken tartottuk és 1,4 uml
7,5 %=08 formaldehidet edtunk hozzé,
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A dializéléast elfbbiek szerint végeztilk, sgintelen olde-
tot keptunk. Bzutdn liofilizdltuk, ismertetett médon, majé
védScaoport eltdvolitdst végesztink é8 ujebb dielizis és lio-
filizdlés utdn 74 mg liofilizdtumot keptunk.

,» Az UV-gnalizishez 4 mg-ot oldottunk 5 ml d.v.-ben &8
280 nm-en, 1 cm-es kivettdbsn mértik az extineidt.

E = 0,610 volt, & haptén/BSA 7.

Az elfbb leirtek szerint végesztilk a kepesoldst. Az alébbi
anyagmennyiségekkel dolgoztunk: 100 mg /1,47 pi/ BSA, 10 ml
3 M-os nitriumscetdt-pufferben, 1 ml 3,5 %-ocs SDS, 50 mg
/0,28 mi/ L-ssgkorbinssv., 100 mg /0,42 mii/ BOC-dopemin 4 ml
dioxdhben, 1,4 ml 7,5 ¥-08 formaldehid. A pH 6,95-6,8 kizbtt
volt.

Dializiekor sszintelen oldatot keptunk, Liofilizdléas utén
90 mg liofiliszdtum keletkezett.

UV-analizishez 4 mg-ot oldottunk 5 ml d.v.-ben és 280 nm-
en, 1 cm-es kilvettdben mértik az extineidjét. E = 0,580,

a S I

300 mg /4,4 pll/ BSA-t 26 ml d.v.-ben oldottunk és 2 ml
% li-08 nétriumecetétot és 4 ml 7,% %-os formaldehid oldatot
sdtunk hozzé, Kilsn edényben 100 mg /0,68 mi/ hisztamin-
~hidrokloridot oldottunk 5 ml d.v.-ben. A két oldatot egye-
sitettik éo2 4 Orit 4lini hagytuk. Bikor a kezdeti zavaro-
sodds mistt ledllitottuk & reeskcidét., Kordbbiskban leirtak
szerint dielizdltuk, majd 10 000 g-vel 1% percig centrifu-
g6ltuk az snyagot,majd & feliil uesdét liofilizdltuk. A lio-
filizdtum sulye 240 mg volt.

Az UV-snaligzishez 0,5 mg~ot oldottunk 1 ml d.v.~ben és
eguttal 220 ng-en és 0,1 cm-es kilvettdban mértik ez extineidt,
Bw 0,488, B = 9 900



Bzutén 0,5 mg BSA-t oldottunk 1 ml d.v.~ben é8 ugyanugy
megmértik sz extincidjét. B = 0,448, E° = 6,09x10°,

Az extineid kildnbség elapjan @ nisztemin tibblet 6,1 mo-
lekuls volt BSA molekulanként.

200 mg /2,94 pW/ BSA-t 28 ml 7 H-oe nétriumscetitban oldot-
tunk, &z oldet pH~ja 6,7 volt. 32 mg /0,08 mil/ szerotonin-
~kreatinin-szulfitot és 40 mg /0,22 md/ L-sszkorbinsavat
oldottunk 2 ml d.v.~ben d8 a két oldatot elegyitettik, majd
2,6 wl 7,5 %~o0o8 formaldéehidet adtunk hozzd., Fénytsl véduwe
22 ¢orét szobahfn éllni hagytuk. A reskcidelegy enyhén zava-
ros ée vildgossiérga lett. Kezdetben U,1 n HCl-val, majd
d.v.-zel azemben dialisdltuk.

Ag UV-znalizist £77 mg/l koncentrécidju oldattal, 280 nm-
en, 1 ocm-ed kivettéban végestik, az extineid 0,720 volt.

E® = 5 500. A _haptén/BSA értéke 12 volt,

100 mg /1,47 pi/ BSA-t 1 nl d.v.-ben oldottunk és hozazé-
adtunk 4 ml 10 M-os kserbemidot és 1,35 g natriumacetitot.
Bzuten 1% mg /0,%4 o/ sgerotonin-kreatin-szulfsatot oldot=-
tunk 2 ml d.v.~ben és 100 mg /0,57 wi/ L-aszkorbinsevet ad-
tunk hoszéa. & két oidatot egyesitettik, & pH-t 6,5-6,8 ki~
gitti értéken tertottuk, mejd 1,24 ml 7,5 %-o0s formeldehid-
tertelmu € M-os kerbemidot edtunk hozzd, A pH-t dllandden
ellenfriztik, Elfefekben leirtsk sgzerint dializdltuk, mejd
10 000 g-vel 15 percig centrifugiltuk és az oldatot liofi-
lizaltuk, & liofilizatum sulya 24 mg volt.

Az UV-gnalizishez 4,7 mg-ot oldottuck 10 ml d.v.~ben é
280 nm-en, 1 cm-es kilvettdben mértik asz extiheidt. £ = 0,470

volt é8 ez elapjin e heptén/BOA értéke 5.7,



-N/e/-B32l,=-DOIS elda :

527 wg /1 mil/ 2-Bzl,-DOFS-t oldottunk 3 ml sbs. THF-ben
és 0,5 mwl /& mi/ metil jodidot adtunk hozzd és & reakcid-
elegyet O °C-ra hutsttik. szutén 0,132 g /3 mi, 55 %08/
nétriumhidrid-szuezpenzidt sdatoltunk hozzd dvatosan keve-
rés mellett, majd 24 drdig szobshén kevertettik, Utana 5 ml
etilacetdtot adtunk hozzé és szarassra paroltuk, mejé 2 ml
éterben és 10 ml vizben vettik fel és Naﬂco5-tal mostuk.
5n HCl-val pH=Z2-re savenyitottuk és %x5 ml etilecetsattal
extrashéltuk, Nétriumtioszulfattsl, majd d.v.-Bel mostuk,
natriumszulfdton szaritottuk, megszirtik. Sérgds~-fehér kris-
tdlyok véltek ki, a kristdlyokst kiszirtik /9% mg/ etilede~
titban felvettik és 1 n HCl-val extrashéltuk, mejd d.v-es
mosds utdén bepéroltuk, natriumszulfaton szaritottuk., £z a
kristalyfrakeidé bizonyult az Ole-szirmezéknek,

Termelés: 80 mg /15 %/ 3 = 0,25 K3 = 0,30

Opt 195-196 °C Kp = 0,95

Az Ole-szarmazék kisgzirése utani etilscetdtos féazist
bepéroltuk és ebbfl is sdrgdsfenér kristdlyok véltsk ki.
Eterbsl dtkristilyositottuk, sz enyeg sulye %60 mg,

Op = 154-158 %¢ volt. DCHA-86 képzéssel tisztitottuk.

360 mg /0,66 wi/ Z-N/lie/-Bzl,-DOFS-ot 4=5 ml 40 °C-oe
etilaoetét és % ml THF elegyében oldottunk, majd 1 ekvive-
lens; 1%0 ul /0-66 mi/ DCHA-t adtunk hozzd és hilni hagytuk.
fterbSl és n-hexénbdl kristélycedtottuk -20 °C-on. 2 n H S0,-
val DCHA-8é felsgzabeditdst végeztink, majd éterbdl ismét
dtkristdilyositottuk 2z anysgot. Az igy nyert N-dMe-szarmazék
adstel a kdvetkezlk voltak:
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Termelge: 325 mg /60 B/ 8+ 0,00 R : 0,60

opt 175-177 ¢

Mindkét anyagrol MNik-spektrum késsilt,

BsIZ-DQPS elfdllitdsn:

40,2 g /128 m¥/ %,4-dibenzioxi-bengeldehidet oldottunk
1€6€ ml abs. et=nolbsn &z ehhez £,42 g /0,160 mi/ NaOH és
4,8 g /B4 oM/ glicin 21 ml-nyi vizees oldetdt sdtuk, Keve-
rés mellett %0 pere slstt emeltilk & hfmérsékletet 72 °C-rs,
me jd tovdbbi keverdés mellett hegytuk 40 %Cers hillni. Ezutén
20 perc alestt 150 gl 2n HCl-t csepegtettiink hozzé, de a
himéreékletet nem engedtik 45 °C £51¢ emelkedni. Az elegyet
% Ordt kevertettilk, majd szirtik és 10 ml %n H(Cl-vel é8
10 =1 etenollel mostuk. A azlrlethez 2% g natriusscetdt vi-
zes oldstét edtuk, illetve a plH-t 5,0-6,0 kigbtti értékre
dllitottuk. % drérs hitdbe tettik. Fehér kristilyok waltsk
ki, sziréde utdn etsnol: wvig: HCl1 %0:20:1 ardnyu elegyébdl
caontszenezéssel tisztitottuk.

Termelée: 40,5 g /€0 %/ K : 0,50

op: 139-155 °C My t 393,38

Z-Bel ~DOPS elféllitdse:

9,5 g /24 ul/ Bgl,-DOPS-ot é¢ 0,966 g /24 nil/ HeOh-t
kb, 220 ml vizben oldottunk, mejd lessen 4,59 g /26 al/
Z~-Cl-t ceepegtettiink hozeé ugy, hogy & pH 9,0 meradt, amit
%n NaOH hozgdsddsdvel értink el. A pH cebkkendsének meg-
sziintétfl szdmitott 2 Orit kevertettik még. A lugos reakeid-

elegyvet dterrel kirdztuk, mejd & pH-t 2,0-ra dllitottuk és



etilacetsittol cxtrahélthnk. Az etilacetditos fézist semle-
gesre wmostuk €8 nétriumszulféton szdiritottuk, bepérlas utén
n-hexin-bol kristilyositottuk.

Termelés: 11,2 g /88 %/ Ko : 0,70

op: T3-85 °C Mg ¢ 529,63

Z—lea-truo-DOEs x DCHA-8¢ eldcllitdsa:

9,% & /17,5 mi/ Z-Bzl,~-DOK-t 108 ml meleg acetonitril-
ben oldottunk és 3,4 g /5,708 ml, 19 ni/ friseen desztillalt
DCHA-t adtunk hozzd, Egy éjszakét sszobshén 4llni hegytuk,

@ kivdlt kristdlyokat ssirtik, éterrel mostuk.

Termelgs: 6,5 g /52 %/ Op:  144-145 °C

Az scetonitrilbdl szobahln nem vilt ki anyag, hitésre
viszont kb. 100 mg fehér kristdily vélt ki. Lromatogranm sze-
rint /4-es futtetdészerben/ ez Bzl,~DOIS x DCHA szeunyezddés
volt. Az ecetonitrilt bepdrcltuk, barnds olajos maradék ke-
letkezett, amit etilacetdtban felvettink és éterrel kristi-
lyositottunk hités kigben. 2 600 mg /Op: 1%2-140 °C/, kro-
- metogremm slapjén 2-Bgl,-DOFS x DCHA vélt ki, Allds kdzben
tovdbbi 3 800 mg /Op: 132-140 °C/ anyag vélt ki. A mersdék-
b6l petroléterrel 4 700 mg 97-110 °C olvadéspontu aryegot
kristélyositottunk ki. A két 132-140 % olvedaspontu kris-
tdlyfrakeidt egyesitettik és DCHA-sC felszebaditist végez-
tiink, majd Hegedis szerint ismét DCHA-sdt képesztiink aceto-
nitrilbfl. 72 déra utdn 4,7 g, 140-145 °C olvaddspontu anysg
keletkezett.

DCHA-3é felozabaditést /2n HQSO‘-vall kiivetfSen n-hexanbdl
fenér kristdlyokat nyertink.

Termelés: 2,9 g /€3 %/ B: 0,70
op: 115-12% %
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BOC=-/3, 4=treo/-Bzl,-DOFS elfdllitssa:

1 072 ng /2,5 ml/ 3,4~treo-Bzl,-DOFS-t oldottunk 15 ml
dioxén-viz 2:1 erdnyu elegydben, 2,5 ml 1ln NaOH-t adtunk
hozgd, majé 700 mg /3 mil/ BOC,0-t. Szobehén kevertettik,

a pH-t 8-a8 drtéken tartottuk. Az anysg lessan beoldddott.
pH = %-ig sevanyitottunk, majd etilecetdttel harouszor

extrahiltunk, nitriumezulfiéton széritottuk ez egyesitett

figisokat és bepdrlds utdn n-hexinbdl dtkristdlyositottuk.

.Tormcléa: 900 mg /T3 %/ ﬂ% : 0,40 Rg : 0,80
Op: 132134 °C []2% : ¢ 73,3 °
D - ~DO S [+] 3

495 mg /1 mi/ Bgl,-B0C~DOFS-t abe. metanolben hidrdltunk,
Pa/C ketelizdtor Jjelenlétében kb, 7 Ordt. Ssirtik, bepdrol-
tuk, a bepérlési mersdékot 5 ml sbs. éterben felvettlk, 190
pl /1 mi/ DCHA-t edtunk hozzd és hiutdszekrényben kristdlyo-
sitottuk. Fehér kristdélyck véltak ki.

Termelés: 422 mg /€l %/ K2t 0,15 & : 0,50
Op: 1%0-13%2 % Me: 314,2% /szebad sav/
=D LD OG- & al

A kepcsolést vegyes snhidrides mddszerrel végesztik.
A kerboxilJesoport sktivdlése /vegyes enhidridképmés/:

A./ reskeidelegy: 30 mg /0,1 mi/ DOC-DL-DOFé~-t 1 ml sbs.,
DuF-ben oldottunk, majd =10 ®Cers hutSttik és 14 ul /0,10
wi/ fém-Na-rél desztilldlt trietilemint /TEA/ és 13 pl
/0,10 mi/ klérhengyssav-igzo-butiléestert /KHIBL/ adtunk
hozgzé. Légmentesen lezdrve 5 percig O OC-on éllni hagy tuk.
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B./ reakcidelegy: 120 mg /1,75 ui/ BSA-t € ml dioxan: vig
1:2 ardnyu elegyében oldottunk és a pH-t ln NaOH-dal 7,5-8,0-
re dllitottuk. Az oldatot O %C-ra hitSttuk és keverds kiz=
ben az eldzlekben elkéazitett A,/ vegyes-anhidridet hozgé-
csepegtettik.

Ezutdn a pH~-t tibbszdr ellenfriztik, 735-8,0 k¥zbtt ter-
tottuk., A reakecidelegyet + 4 ®C-on 4 érén &t &11lni hagy tuk,.
Bzt kdvetfen tib" napon keresztlil dremld csapvizzel, me jd si-
rin valtott d.v.-2el szemben dielizaltuk., PDislizdléds utén
fagyssstve szdritottuk.

A liofilizdatum sulya 17% mg volt.

BOC-védfSesoport_eliévolitdsa: A liofilizdtumot O °C-ra
hiitétt, nitrogénnel &tbuborékoltstott 15 ml 85 %-08 hangya-
savban oldottuk és 2 dOrdn &4t szobehfn dallni hsgytuk. A han-
gyasavat & fent leirt médon dializissel tavolitottuk el de
iemételten fagyseztve ezaritotiuk.

A liofilizdtum sulya 127 mg voit ¢s tovabbre is vizold-
hatdé meradt.

A haptén/BSA mélsrinyt UV-analigissel 280 nm-en, 1 cm-es

kiivettében hetdrozstuk meg: értéke 29 volt,

-L=DOk 1 ; ~DOFA el PELH

A két izomer védett szdrmezdékinek elldllitdss azonos ki-
induldsi enyagmennyisdégekkel és kirilmények kiz8tt pérhuza-
mosan tirtént.

1 050 mg /9,25 md/ L-DOPA-t /ill. D-DOFA-t/ 15 ml dioxén:
sviz 1:1 erdnyu elegyében oldottuk, majd 5,29 ml ln NaOH-t
és 1 mh/1 ml koncentrdeciéju BOC,0 @ioxdnos oldatébél 10,5 ml-t
/10,% M/ és 200 mg /0,57 mi/ L-zszkorbinsavat adtunk hozsgé
keverés kidszben., 20 ¢ra utdn még a2z oldat homogén volt; 0,5 ml
ln NaOH-t és tovébbi 1 ml /1 mi/ BOC,C-t adtunk hozzd, 12 dre
elteltivel a dioxént negy védkuumban alacsony hlfokon bepd-
roltuk, mejé a vizes oldatrdazt © ®Cers hutittik és 5 %-os
NaH804-tal a pH=-t %-ra dllitottuk.Btilescetittal héromszdr
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extrahdltuk, majd az egyesitett szerves fizisokat d.v,.-zel
savmentesre mostuk, nétriumszulfaton szdritottuk. Bepdrldés
utén narancssdrga olajat keptunk, ami motorviékuumban felha-
bozva megszildrdult.

Termelés: 1 900 mg /76 %/ K9 : 0,42 Ko : 0,88

DCHA-80_képzés: Az anyegokat 25-25 ml aba. éterben fel-
vettilk és 980 pl /5 mM/ DCHA-t adtunk hozzd., Hitdszekrdny-
ben egy éjjel 4klni hegytuk. A kivdlt kristdlyokat ssglirtik,
éterrel mostuk,

BOC-L-DOFA x DCHA :

Ternelds: 2 600 mg /65 #/ | |20 =426,3 ©
Ops 101-110 % /e = 1, WeQH/

BOC-D-DOPA_x_DCHA_:

Termelés: 2 540 mg /83 #/ [06]28 = -25,3°

Op: 143-145 °C /e = 1 , MeQH/

BOC-L-DOPA_x_DCHA_stkristélyositdse:

2 600 mg BOC-L-DOPA x DCHA-t 15 ml MeOH-ban 40 °C-on
oldottunk, mejd étert adtunk hozzdéd kezdeti gavarosodasig.
A kividlt kristélyokat szlrtik.

Termelés: 1 900 mg /73 &/ [0(]2g = +25,4°

Op: 142-144 °C /e = 1 , MeOH/
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BOC-D-DOPA-BSA eglldllitases

A kordbbiskban leirtek szerint vegyes anhidrides médszer-
rel végeztik a kepesoldst az aldbbi snysgmennyiségekkel:

A./ reskeidelegy: 200 mg /1 mil/ BOC-D-DU FA-t oldottunk
5 ml abs, dioxénben O C-on, mejd 1350 pl /1 mi/ KHIBE-t és
140 ul /1 nil/ TEA-t adtunk hozzd.

B./ reakeidelegy: 600 mg /8,8 pi/ BSA-t oldottunk 30 ml
dioxdn-viz 1l:1 erdnyu elegyében.

A vegyes-anhidridet keverds kizben a B./ oldathoz cse~
pegtettliz, 4 érat O °C-on 41lni hagytuk.

Kordbbiak szerint dislizaltuk, majd liofilizdltuk, A lio-
filizdtum sulya 578 mg volt.

A BOC-védfosoport eltdvolitdsdt 5 ml Ny-nel &tbubordékol-
tatott 85 %-o08 hangyasavval végeztik., 2 dra elteltével a
hangyssavet dieligdldesel tévolitottuk el, ismét liofilizdl-
tuk az anyagot, sulys 480 mg volt.

UV-analizist végeztink; 280 nm-en, 1 cm-es kivetidban
mértik az extineidt. ag SA ér 2

A kepcsolés az elfzfekben leirt vegyes-anhidrides mdédezer~
rel tirtént.

A./ pegkeidelegy: 200 mg /2,9 pi/ BSA~t 10 ml & M kerbe-
mid-acetonitril 1:1 erdnyu elegyében oldottunk,

B./ reskecidelegy: 170 mg /C,3 mil/ BOC-L-DOFA x DCHA-8dbOl
kzvetlenlil kapcsolds elftt szabeditottuk fel a BOC-L-DOPA-t,
& sgokdsos el jérdsi kirilmények kdzdtt és bepirlés utén 1 ml
abs, dioxéhben oldottuk. + 5 “C-rp hitve 43 pl /0,28 mi/
KHIBE-t és 46 ul /0,33 mil/ TEA-t edtunk hozzd, 10 percig 4ll-
ni hagytuk,
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A két reakcidelegyet egyesitettik, + 4 ®g-on 1 ére 20
perecig kevertettik., Szokott médon dializdltuk, 5 000 fordu-
latazédmon 5 percig centrifugdltuk. Liofilizdltuk, asulye

B0C-gltévolitis - 15 ml 8% %-os hengyasevval, 2 Ordig,
sgobahfn - utdn, disligdltuk, majd liofilizdltuk, 4 liofi~-
ligdtum sulye 170 mg volt. Vizben nehezen, de oldddott.

UV-ansligist 280 nm-en, 1 cum-es kivettdban végeztik; az

E= 520, oggy = 5,43 x 2070 M, o, 0 = 1,86 x 2074,

AT

7,5 & /50 mii/ szabad hisztidinbdzist 70 ml dioxén-vis
1:1 ardinyu elegydben, 1lO0-es pH-n oldottuk, majd 20 ®¢-on
kevertetés kizben 14,5 g /100 mi/ BOC~ly=et adtunk hozzé.

A pH-t allanddan 10-es értéken tartottuk, 24 Ordt kevertet-
tik. A pH-t Naﬁ&0‘~tal 5,6-ra éllitottuk és = reakoidelegyet
véikuumben szarsgra péroltuk. A terméket etenollal extrahsal-
tuk, annak lepérléss utén a pérlési maredékot - 20 °C-on
é1lni hagytuk. Fehér kristdlyok véltek ki.

Termelés: 7,1 g /57 &/ Bg s 0,65 lg : 0,82

ops 188-191 °¢

Az ismert vegyes-anhidrides mdidszerrel végesgtik & kapcso-
ldst:

A./ peskeidelegy: 60 mg /0,23 mlM/ N"-BOC-His-CH-t 1 ml
abs, DiF-ben oldottunk, majd ~10 OC-ra hitdttik, ezutén
30 pl /0,23 mi/ KHIBE-t és 30 ul /0,22 mi/ TEA-t edtunk
hozzé,



B./ peakcidelegy: 120 mg /1,76 pil/ BSA-t 10 ml dioxén-
viz 1:1 ardényu elegyében oldottunk,

A két oldatot hités és keverde mellett dvetossn egyesi-
tettik é8 1 éjszekdt dllni hagytuk., Dislizdltuk, liofilizdl-
tuk, majé 20 ml vizes oclidatbél 100 ml 8% %-os hengyasavval
tdvolitottuk el a BOC-véddcsoportot /3 ¢ra, szobal?/, 20 drée
dielizélés utén liofilizdltuk, a liofilizdtum sulye 150 mg

volt.
Aminosav anelizis elepjén /187/1979/ g heptén/BS4 érté-

74 ng /50 mil/ L-His-0OH x 2HCl-t oldottunk 100 ml dioxén-
viz 1:1 ardinyu elegyében de % g /75 ni/ NalOH-t edtunk hozzé,
A pH T7,5-8,0 kizbtti értékét a reakeid sordn titbszir ellen-
Sriztik, illetve bedllitottuk, esutdn 43,6 g /200 nil/ BOC,0-t
edtunk hozzd., Addig keverteitlk /24 ora/, mig az oldat ho-
mogén nem lett. Ezutin a pH-t J-ra dllitottuk és etilacetdt-
tal héromezor extrashdltunk, az egyesitett szerves fasisokat
NaH804-ta1, mejé d.v.-gel mostuk, nétriumszulfdton saéri-
tgttuk. Bepédroltuk, 2 450 mg edrgés olaj keletkezett,

Br : 0,18,

® im D~

e -

-BS é

A mér ismertetett vegyes-snhidrides médszerrel végesztik
& kapesolédet.

A./ peskcidelegy: 200 mg /0,56 md/ K*-, N "-BOC-D-His-OH-t
1 ml abs, dioxénban oldottunk, majd 7% ml /0,56 md/ KHIBE-t
és 78 pl /0,56 mil/ TEA-t edtunk hozzé. 5 °C-on 10 percig
411ni hogytuk.

B./ reakcidelegy: 600 mg /8,82 uM/ BSA-t 30 ml bioxén-

viz 1l:l-ben oldottunk., A pH-t 7,5-8,0-ra &llitottuk,.
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A két oldatot keverds ¢és hités kizben lessan egyesitet-
tik és 4 ordt O %C-on 6llni hegytuk. Helvénysérgs homogén
oldst keletkezett, Disligaltuk, liofilizdltuk: 667 mg lio-
filizdtum keletkezett,

A védlcsoport eltévolitdsat 50 ml 85 %-08 hangyasavvsl
2 6ra 30 perecig szobahdén végeztik, Dislizdltuk, liofilizél-
tuk: 580 mg liofilizdtum kelotkezett,

Aminosav anslizis alapjén /942/1979/ e haptén/BSA érté-

Vegyes-anhidrideas médszerrel dllitottuk eld,

A./ peskeidelegy: 225 mg /0,67 mi/ N%~, NP_AIS-OH-t
1 ml ebs.dioxdnben old-ttunk. 5 ®C-on 86 pl /0,66 mk/
KHIBE-t és 9% ml /0,66 mi/ TEA-t edtunk hozzé. 5 percig
411ni hogytuk.

B./ rveskeidelegy: 350 mg /515 ui/ BSA-t 2 ml d.v.-ben
oldottunk, majd 20 ml & N-o0os karbemidot adtunk hozzé&. A
pii-t 8-ra dllitottuk.

A két oldatot egyesitettik és pH ellenirzés mellett
2 oréat, 4 ®c-on, majé szobshfn kevertettik.

Dislizdltuk, liofilizéltuk: %80 mg liofiliziatum kelet-
kezett.

A védbesoport eltévolitdst 20 ml 8% %-oe hdgyasavval,
20 °C-on 2 6rédig végestik. Ujre dislizdltuk, liofiligal~-
tuk: %30 mg vizoldédkony liofilizétum keletkezett.

Aminosev snalisgies /620/1980/ elepjén a heptén/BSA ér-

téke 12 volt.

D) =] = [+F°) :

220 mg /1 nM/ D-5-0H-Trp-OH-t 2,5 ml dioxdn-viz 1l:1
arédnyu elegydében oldunk, mejéd 1 ml 1ln NeOH-t és kogggﬁ

P, v SVCy \\
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dioxénben oldott 250 mg /1,1 mM/ BOC,O-t adtunk az elegyhez.
Pénytfl védve, szobehln 5 érdn a4t kevertettik, mikSzben a
pH=-t 10-es értéken tartottuk. A reekeid lefutdsdit vékonyré-
tegkrometografiavel ellenfrisztik. A reakcidelegyet ezutdn
d.v.~z2el kétszeresére higitottuk ¢s hdromszor extrshaltuk
éterrel. A viges fiziet O %C-ra hiitéttik, é8 hitdtt 5 %-o8
Naaso‘-tal pH 3-ig savenyitottuk. Héromszor etilscetdttel
extrahialtuk és az egyesitett szerves fizist d.v.-zel semle~-
geere mos uk, natriumszulfdton esaritottuk. Beparlés utéan
barnds, olajoe kristdlyok keletkeztek /7350 mg./ Bg : 0,95

DCHA-8¢ képzés: 4 ml abs. etilacetdtban Telvettiik az
anysgot és 180 ul /<1 ml/ DCHA-t adtunk hozzé, hiités és
G4llde utdn fehér kristalyok védltek ki,

Termelés: %17 mg /68 %,DCHA-sérs/

Op: 200-20% %¢

Db =0l - I p-BS A

A kapesolést vegyes-anhidrides mdédszerrel végesztik.

A./ reskeidelegy: 60 mg /0,20 mM/ BOC-5-OH-Trp-OH-t
/100 mg /21 mi/ DCHA-86jébél felszabeditve/ 1 ml abs, DiF-
ben oldottunk, 26 pl /0,20 mM/ KHIBE-t éa 28 ul /0,20 oM/
TEA-t edtunk hozzé és O °C-on 10 percig éllni hegytuk.

B./ reckcidelegy: 120 mg /1,76 nl/ BSaA-t 10 wl dioxén-viz
1:1 srdnyu elegyében oldottunk, & pH-t 7,5-80, kizltt ter-
tottuk.

A két reskcidelegyet egyesitettlk és 4 drut O OC-on ke-
vertettilkk., Dielizdltuk, sz oldet szintelen volt. Liofili-
gélds utdn is vigoldhstd meradt.

A védScsoportot eldzfek sgerint /8% %-os hangyssavvel/
tévolitottuk el,



-85 -

Az UV-anslizist 280 nm-en, 1 cm-es kilvettéban végeztik.

Bemérée: 2,2 mg/5 ml volt, E = 0,835; haptén/BSA mélarany-

Az elfzl keposolés miveletei /BOC-védett D-izomer/ sze-
rint ag aldbbi anyegmennyiségekkel végestiik:

480 mg /2,18 wi/ DL-5-0H-Trp~0H-t 5 ml dioxdn-viz 1:1
srdnyu elegyében oldottuk, 2 ml 1ln NaOH és kevés éioxdénban
oldctt 2 g /9,2 mi/ BOC,0-t mdtunk hozzd, Fénytll védve
10-es pH-n kevertettik. Steres extrakeid utdn 3-as pHers sa-
vanyitottuk & reaskcidelegyet, etilacetittal haromszor extra-
héltuk, az egyesitett sgzerves fazistd.v.-gel mostuk, nétrium-
szulfiton sgéritottuk, beparoltuk. Halvanysdrge kristélyo-
ket keaptunk,

Termelés: 560 mg /80 %/ R; : 0,52
op: 177-182 °¢ Mg t 321,39
=D ~OH-Trp-BoA eldd 3

Elfzfekben mér ismertetett vegyes-anhidrides mddszerrel
végentik & kapcsolést.

A./ reskeidelegy: 100 mg /0,33 m/ BOC-D,L-5-0H-Trp-OH-t
1 ml sbs. DiF-ben oldottuk, - 10 %C-re hitsttiuk és 46 ul
/0,%% md/ TEA-t é8 43 pl /0,53 ml/ KHIBE-t adtunk hozzé,
Légmentesen lezdérva 10 pereig - 10 ®C-on éllni hagytuk.

B./ reskcidelegy: 116 mg /1,70 pi/ BSa-t d.v.-ben oldottunk,
s pH=-t 7,5-8,0-ra dllitottuk, lassu keverés klzben 5 ml di-
oxéant cesepegtettink hozsé. O ®C-re hutbttik é8 a A./ vegyes-
anhidridet keverés és hités kigben lessen adtiék hogzza. A
pii=t fenti értéken tartottuk. Tovébbi 4 Ordt kevertettik
0 °C-on. Dielizéltuk, liofilizdltuk: 138 mg.



A véaSesoportot 10 ml 85 ¥-0s, O %C-0s hangyasavval td-
volitottuk el, miutén 1,5 drdn &t szobahfn &llni hegytuk.
Pielizdltuk, majd liofilizdltuk. 126 mg vigoldhats liofili-
gatum keletkezett,

UV-enaligist 280 nm-en, 1 em-es kivettdban végeztik; a

haptén/Boa érték 26 volt,

L4¢_ggukeinil-monokolin elféllitdes:

1 000 pl Y4c-kolin-kloridot /~ 3 kio epm/ és 576 mg
/2 oM/ kolin-kloridot 5 ml sbs. DMF és € ml abs. piridin
elegyében oldottunk. 400 mg /2 ekv./ borostyankSsavenhid-
ridet sdtunk hozzd és N, atm. alatt 20 pereig 100 °C-on
tartottuk, majd 24 Ordt ssgobahdn kevertettiik. Tovabbi 600
mg /% ekv./ borostydnkfsavenhidridet tettink hozzd ée is-
mét 100 °@-re melegitettlk, lehilés utén 24 Srdt kevertet-
tik.

A kivédlt kristélyoket kissirtik, etenolbdél atkristdlyo-
sitottuk.

Termelés: 800 mg /100 %/ ReO : 0,45

Aktivités mérés: 1 370 cpm /89 % ESR/

140_

Vegyes-anhidrides midezerrel végeztik & kapcsolast,

A./_reskcidelegy: 50 mg /0,21 mil/ 14¢_gzukeinil-monokolint
1 ml abs. DiF-ben sguszpendaltunk és 28 ul /0,21 mi/ KHIBE-t,
30 pl /0,21 md/ TEA-t, majd 48 ul /0,21 aW/ tributilamint
/TBA/ sdtunk hozzé, 0 ®Ceon 2 percig &llni hegytuk.

B./ reskcidelegy: 225 mg /3,% pM/ BSA-t 10 ml dioxdin-viz
1:1 ardnyu elegyében, 0,22 ml 1ln NaCH hozzdadiss utan oldot-
tunk.
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A két elegyet egyesitettilk ¢8 4 ¢érét O %C-on tertottuk.
Dislizéltuk, liofiliszaltuk.

A heptén/BSA hinyacdost aktivitds mérdssel hatdroztuk meg;
10 vol

Vegyes-anhidrides kapecsolést slkelmagtunk,

A./ reskgidelegy: 96 mg /0,4 mil/ 14¢_s zukeinil-monokolint
€ ml abs, DMF-ben szusgzpenddltunk és 90 ml /0,4 mi/ TBA-t,
52 pl /0,4 mi/ KHIBE-t adtunk hozzd. O °C-on tertottuk, mig
oldatba nem ment.

B./ reskeidelegy: 150 mg /2,2 ui/ BSA~-t oldottunk 10 ml
d.ve é8 1 ml 5 7-08 SDS elegyében, majd 4 ml dioxént adtunk
hozzd,

A két reakcicdelegy egyesitése utéan + 4 Oc-on 4 érit éll-
ni hagytuk. Dieligdltuk, kevés cesspadék keletkezeti, amelyet
5 000=-a fordulatezdmon 10 perecig vald centrifugdldissal kild-
nitettink el. Liofilizdltuk; 90 mg liofilizdtum keletkezetti.

A heptén/BSA értékét aktivitis mérdssel hatéroztuk meg;
eredményiil 42-t kaptunk.

-Ala-0 of? isa

4,4% g /50 nl/ H~-/? -Ala-CH-t 95 ml 10 “~-os8 Nazcoj-ban
oldottuk, majd 40 ml dioxént edtunk hozzé és O ®Cera hutit-
tilk. 1 déra alstt 11,5 g FHOC~Cl 80 ml dioxéno® oldatdat cse-~
pegtettik hozzé, 1 orét O %C-on, msjd 24 érat szobshln ke-
vertettilk, Ezutdn 1 500 ml Jegps vizre Sntittik, majd két-
sger 250 ml éterrel extrszhdltuk. A viges fdazist O %C-rs hi-
tittik, a pH-t 2n HZSO‘-gyel 2-pre dllitottuk, majd etil-
scetittel héromszor extrahdltuk. Az egyesitett szerves fi-
zisoket d.v.-zel mostuk, nitriumszulfdton ssdéritottuk.

A dioxént lepdroltuk, héromsgzor éterrel extrahdltuk, majd
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0 °C-re hitve ce. HCl-vel pH 2-re savanyitottuk. Pehér
kristélyok vdltak ki, szlrtik és savmentesre mostuk, mejd
széritottuk ag anyagot.

Termelds: 12,4 g /79 %/ R%lz 0,90 R}?z 0,54

op: 129-130 %

- - 4 &

10 g /%0 M/ FMOC-gf -Ala~Cl-ot 20 ml abs., DiF-ben oldot-
tunk é8 1,85 g /1% mM/ kolin-kloridot adtunk hozza. A4 pH=-t
TBA segitedgével 6,0-6,5-re dilitottuk. Par ors slstt a
kolin-klorid negy rdéeze oldetbs ment. 76 érdt kevertettik
sgobehfn, Viékuumban beparoltuk, kloroformbsn felvettik és
d.,v.-zel extrahéltuk. A vizes fédgzist kloroformmal extrshal-
tuk, majd oktilalkohollal, Az oktilalkoholt vigzel, majd e
vizes fézist iemét oktilalkohcllal. A beparlast kdvetSen
igen higroszképos anyegot keptunk, ezért jellemzésre nem
adott lehetladget.

KR! & 0,10 K% 0,56 R4 ¢ 0,47

250 mg /55 mM/ FMOC- /3 -Ale-kolint 2,5 ml abs. metenolban
oldottunk éa 62 pl 4n NeOH-t adtunk hozza, Bgy éjszeks dll-
ni hagytuk. 12 ora elteltével - kromatogremm alapjén - to-
vébbi 238 ul 4n NaOH~-t edtunk még hoszé. 20 pere alett a
reakeid lezajlott. A pH-t T-re &llitottuk, beparlds utdn
2x2-sger éterrel, etilscetéttsl, kloroformmal é2 sbe. ete-
nollal kiffztik. 58 mg NaCl-t tudtunk kiszirni. Az anyag
tisztitdsdt preperstiv lapon végeztik.

Termelés: 204 nmg R%l s 0,17 R%z : 0,22
op: > 260 °C S : 0,08 Kt ¢ 0,38



Vegyes-anhidrides médsserrel végeztik & kapesolast.

A./ reskcidelegy: 28,4 mg /0,2 uM/ mukonsavat 0,5 ml
abs. DEPF-ben oldottunk és 52 pl /0,4 mM/ KHIBE-t, 95 al
/0,4ml/ TBA-t adtunk hozzé és 10 percig légmentesen leszar-
va - 20 %°C-on allni_hegytuk.

B./ reskcidelegy: 47,7 mg /0,2 mi/ H-/3-Ala-kolinhosz
47,5 pl /0,2 wl/ 1BA-t adtunk, majd & fenti reakcidelegy-
hez csepegtettiik. 60 percig - 20 °C-on &llni hagytuk.

C./ pgekgidelegy: 120 mg /1,76 pli/ BSA-t oldottunk 3 ml
pufferben és 2 wl dioxdnt adtunk hozzd.

Bzutén A + B reskcidelegyet C-hez adtuk és 4 orét O °C-
on tertottuk. Dislizdaltuk, liofilizailtuk.

Ag UV-anelizissel & mukonsav tertalmet mértik, ehhez
2 mg liofilizétumot cldottunk 5 ml d.v.~ben. A mérést 280
nm-eén, 1 cem-¢8 kivettiban wégesztilk. Haptén/BSA 11 volt.

Aminosav ansligissel a /?-Ala-tartalmat mérve a
haptén/BSA 9-10 volt.

D=0l - & H88 ¢

50 g /330 ml/ D-Glu-OH-hogz 350 ml 2n NaCH-t adtunk, mejd
keverés kigben O %C-on egyszerre tovébbi 90 ml 4n NaOH-t és
50 ml /%43 wi/ 2-Cl-ot csepegtettink hozzéd., 2 dérat sgobshén
kevertettik, Az oldat pH-js 9 volt. Lterrel a feleslegben
mersadt 2-Cl-t kiextrahdltuk, majd cc.iCl-val & pH-t 2-re
4llitottuk ¢és ez oldatot etilacetdttal hiéromszor extrahal-
tuk. D.v.~zel semlegesre mostuk, nitriumszulfditon szaritot-
tuk, majd beparoltuk, n-hexdnnal kristdlyositottuk.

Termelds: 50 g /49 %/ a; : 0,76
Op: 120-121 %



-90-
D e x DC fallitisa:

19,6 ml /140 ¥/ ebs. TEA ée 250 ml abs. kloroform ele-
gyéhez 98,7 g /140 i/ Z-D-Glu-OH-t, majd 14,7 ml /158 oW/
dimetil-sgulfitot adtunk. Szobahln kélciumkloridos - csf
védelme alatt egy éjjel &llni hagytuk. Uténs bepdroltuk, &
maradékot etilacetdtben vettik fel, d.v.~zel mostuk, natrium-
szulfditon sgdritottuk, majd fele térfogetra paroltuk és
ekvivelens mennyieégl /27,% ml, 140 mi/ DCHA-t sdtunk hoszzd.
A kivélt kristdlyoket ezirtik.

Ternelés: 47,2 g /T3 %/ K3 : 0,76
Op: 156-157 °C

“f -metilészter szennyezés eltdvolitasdhoz 900 ml vizbdl
Gtkristilyositottuk, A kivdlt anyegunk sulya: 29,7 g volt.
op: 170-171 °cC,

D= - @ldél $

DCHA-80 jénak felsgabaditdsdvel &allitottuk el8. 14,5 g
/31,6 mil/ Z-D-Glu/OH/-OMe x DCHA-t 60 ml d.v.-ben felozusaz-
pendéltattunk é2 40 ml 2n sto‘-t adtunk hozzé és négyszer
70 ml etilecetéttal extrahdltuk. Az egyesitett sszerves fi-
giat kétszer 15 ml 2n 3280‘-3301 kirdztuk, d.v.-zel semle~
gesre mostuk, nétriumszulfdton ssaritottuk és wviékuumban be-
péroltuk.

Terxelés: 9,3 g /90 %/ Ri ¢ 0,76

14 g /0,50 nil/ Z-Glu/OH/-Olle~-t 100 ml abs. kloroformban
oldottunk és O,7% ml cc. 8280‘-ot adtunk hozzé, majd - 10
OC¢-on 100 ml isobutént Sntéttink ré és légmentesen lezértuk.
Hérom nepig éllné hagytuk. Uténs beparoltuk & reskcidelegyet,
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a merasdékot 150 ml etilecetdtban felvettiik ds négyszer 20
ml HeHCO4-tal kirdztuk, D.V.~-zel semlegesre mostuk, bepd-
roltuk., Szintelen olajat keptunk.

Termelés: 15,2 g /90 %/ R% s 0,92
Z-D-Glu/0Bu"/-0H el6sllitdsn:

10 g /30 mM/ 2-D-Glu/OBu'/-OMe-t 50 ml dioxén-viz 1:1
erinyu elegyében oldottunk és %3 wl /1,1 ekv./ ln NaOH-ot
adtunk hogzd, 1,5 6re mulve cec. HCl-lel & pH-t 7,0-re él-
litottuk., A dioxdnt lepdroltuk & e moradék pH-jit cc. HCl-
val l-esre dllitottuk. Btilacetéttal extrshaltuk, d.v.-zel
semlegesre mostuk, natriumszulfdton ezdritottuk ¢s bepsrol-
tuk. Nehezen kristdlyosodd olajet kaptunk.

Termelés: 9,3 g /95 #/ Op: 80-84 °C
DCHA-86 jat képestik: Ops 140-142 %
. t : gge:

8,5 g /26,4 md/ Z-0lu/OBu®/-OH-t 100 ml abs. metanolbsn
oldottunk, 0,% g P4/C katslizdgort adtunk hogzéd és hidro-
gént buborékoltattunk 4t rajta, Zazt € Ordn 4t végeszstik, e
kateligdtort kisslrtik, a mersdékot bepdroltuk. A kapott
kristdlyocket %30 ml forrd metanolbsn oldottuk és keszdeti
gaverosoddsig etilscetdtot adtunk hozazdi. Bgy ¢€jezekdra hi-
tfbe tettilk é8 uténa & kivilt kristélyokst kisslrtik,

Termelés: 4,1 g /84 %/ B : o,11
Op: 183-185 °C
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ggg-g-g;gZQBgtg-og elfdllitdsas

2,2 g /12 mli/ H-D-Glu/0Bu®/-OH-t oldottunt 20 ml dioxén-
viz 1:1 ardnyu elegyében, majd 10 ml 1ln NaOH-t é8 11 ml
/11 oM/ BOC,0-t. A pH-t 8-as értéken tartottuk és szobshin
egy éjjel kevertettik, Utdna O ®C-on pH 3-rs savenyitottuk
és héromszor etilecetittal extrahdltuk, d.v.-zel mostuk,
ndtriumszulfditon sgaritottuk, bepiroltuk.
% g olaj keletkezett. R% : 0,48

DCHA-8¢ _képzés: a 3,0 g olajat 30 ml abs. éterben felvettik
és 1960 Ml DCHA-t adtunk hozza. HiUtlsgekrényben fehér kris-
té“Ok vialtak ki.

Termelés: 4l g /72 %/ Cp: 106-108 °C

DCHA-80 felszabadités: 2n HyS0,-vel & mar ismertetett mé-
don. Ffehér kristdlyok keletkeztek,

lermelés: 2,5 g /90 %/ B% : 0,85

Cps: 102-103 °C

BOC-D-Glu/0Bu'/-BSA el8sllitésa:

A mér kordbbiskban leirt médon, vegyes-snhidrides méd-
szerrel végestik & kepcsolast.

A./ reskeidelegy: 110 mg /33 mil/ BOC-D-Glu/OBu®/-0H-t
1 ml abs. DMF-ben oldottunk, mejd az oldstot - 5 °C-ra hi-
tottik és 46 pl /0,33 mid/ TBA-t, velamint 43 ul /0,33 mi/
KHIBE-t adtunk hoszé., 5 percre légmentesen - 10 “Ceon &llni
hagytuk.

B./ resk
oldottunk, majd & pH-t 1ln NeOH-dal 7,5-8,0-ra dllitottuk,
A vegyesanhidridet O °C-on keverés kSzben B./ oldatba
csepegtettiik, 4 drit &llni hegytuk.
Dielizéltuk, finom pelyhes csspadék keletkezett, ezdért
5 CQ0-es forduletszémon 1% percig centrifugsltuk, majd a

felUluszdét liofiliszaliuk.

cidelegy: 116 mg /1,70 pi/ BSA-t 5 ml d.v.-ben
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A BOC-védlcsoportot 1 éréig 75 #%-os IFA-val tavolitot-
tuk el. Dismlizéltuk, majd liofilisdaltuk: 90 mg anyagot
kaptunk,.

Aminosav-enalizis eredménye alapjin 50 glutsminsav kapé
csolddott fel BSA-molekuldnként.

Vegyes-anhidrides kapcsoldassal allitottuk ell.

A./ reskeidelegy: 320 mg /1,1 mM/ BOC-D-Glu/0Bu‘/-OH~-t
1 ml abs. dioxdénban oldottunk, hozzdadtunk 130 ul /1 mi/
KHIBE-t é8 140 pl /1 mi/ TBA-t. O °C-on 5 percig éllni hagy-
tuk.

B./ reskcidelegy: 600 mg /€,8 pll/ BSA-t 4 ml d.v.-ben
oldottunk, a pH-t 8-ra dllitottuk ée 35 ml 8 k-os karbami~-
dot /viz; metanol 1:1/ adtunk hozzd. A pH-t ellenfristik
és a két reskcidelegyet lessen egyesitettilk. Két dOrat + 4 °c-
on, mejé szobahfn kevertettlk. Disligzdltuk, liofilizaltuk,
€680 mg liofilisétum keletkezett,

Védbesoport eltdvolitést 8% ¥-os TFA-ban, 2 Ordig 20
®C-on végestilk. Ismét disliméltuk, liofilizdltuk. 500 mg
vizolddékony anyegot kaptunk.

Aminosevenslizis slepjén e haptén/BS4 hényados értdke
20 volt.



Ag AH-Sepharose~t irodalmi elfirst elapjén kédszitettik:
Sepharose-48 brémeidnos aktivalésdval 1 ,6-diamino-hexdnt
kepesoltunk & hordoszéhos /C.Lowe, G.Dean; Affinity Chrome-
tography/. 1 mmél BOC-védett neurotranszmitter-karbonsavet
/BOC~DOFS, BOC-DOFA, BOC,-His, BOC-Glu/OBu®/-OH, stb./
kb. 4 ml DiF-ben oldunk, O °C-on hozzdedtunk 0,14 ml /1 mi/
trietilamint és 0,14 ml /1 =/ kldrszénssv-izobutilésztert.
3 perc keverés utdn a vegyes anhidrid oldetdt 20 ml Sepha-
rose~hoz “ntittlk, amely 20 ml DMF-sceton-viz 2:2:1 ardnyu
elegyben volt szuszpenddlve, 1 nepig + 4 OC-on rédzattuk a
szuszpenzidt, ez adszorbenset a fenti eleggyel, majd vizzel
alaposan mostuk,.

Ezzel o médezerrel Gtlagossn ~10™~ W/kg koncentréeid-
ben tudtunk neurotranszmittereket a hordozdra kepcsolni.

A védlcsoport eltdvolitde elltt e Sepharose-gyingylket
vig-sceton, majd sceton-CH,Cl, grodienssel dehidratdaltuk.
/Mosée 20 %, %50 %, 80 % scetont tasrtelmazdé viz-aceton elegy-
gyel, vizzel, majd 20-50-80 ® CH,Cl,~t tertaslmagd aceton-
-052612 eleggyel, végll 032C12-v01.

A kiszaritott Sepharose-gyingydket %0 ml trifluorecet-
savben szusgpenddltuk, 1 ore mulve & savat lvegseirdn le-
sgivattuk és a gybngytket az ellbbivel ellentétes olddezer-
gredienssel rehidrdltuk. /CH,Cl,, mejd aceton, végll vig./
A Sepherose-neurotranszmitter konjugdtumokat pH = 4,5-8n
0,1 M acetst pufferben + 4 ®¢-on taroltuk, & baktériumos
lebomldat 0,02 % Ne-azid hozzdaddsavel akaddlyoztuk meg.



énos eléirat/

Al-Sephsrose-hoz /dltel

10 g nuccsezdarazre leszivatott AH-Sephsrose gydngyit
10 ml pH = 7,4~es 0,1 M-os foszfat pufferben szuszpendil-
tuk, hozzdadtunk 1-2 ml pufferben oldott 50 mg BSA-neuro-
transzmitter konjugdtumot, emelyek az antigénszintégisek
mintd jire formsldehides kondenszacidval késziltek., Ez utén
1,0 ml 0,25 %-o08 vizee glutdrsldehid oldatot adtunk a
sgusgpenszidhoz és 20 ®C-on 24 6rén &t rdzettuk. A Sephsrose-
gybngytket kisslrtik, eldszir pufferrel, mejd d.v.-zel mos-
tuk, végll pH= 4,5-Un 0,1 M-os acetit pufferben taroltuk
ez adszorbenseket, emely 0,02 % Na-azidot is tartalmazott.

FPenti mdédegerrel & kivetkezl affinitde sdsszorbenseket
d4llitottuk elf - 10-10 g-os mennyisdgben:

Adrenslin-BSA~AH~-Sepharose
Noradrenal in-BSA-AH-Sepharose
Dopanin-BSA~-AH-Sepharose
Szerotonin-BiA-il-Jephsrose
Hisztamin-BSA-AH-Sepharose
Sgukeinilkelin-BSA-AH-Sepharose

Velemennyi adessorbens kb. 10"2-10"2 /1 koncentrécidben
tertalunsgte sz anslitikei mérdések szerint & neurotransze
mittereket.

3./ Analitikei ellenfrzési modszerek

A neurotrensgmitterek koncentracidjit a hordozdén a ki-
vetkezd médazerekkel hatdroztuk meg:

8./ Aminosav_snalizis

200 mg nuccsszirez Sepharose-neurotranszaittert szusz-
pendéltunk 1 ml merkapto-etdn-szulfonsav /MES/ 3 M-os vi-
ges oldatében és 50 Hg p vékuumban leforresztottuk & szusz-
penzidt, mejd 24 6rédig 110 ®¢-on hidrolizéltuk az anysgot.



- 96 =

A hidrolizdtumot kizfmbisités utdn kigvetlenil felvittik
agz aminosav ansligator ioncserdld oszlopdrs és meghati-
rostuk az eminosavak, ill. kerboxildlt neurcotranszmitte-~
rek koncentrécidjit.

b./ Ultraibolys spektrofotometris

1 mmp-es8 kvarckilvettdban mértik 270, ill. 280 nm-nél =
neurotranszumitter-Sepharose konjugdtumok fényabszorpeidjat
Ulepitett gdélnél a kiindulési Sepharose-ra vonatkoztatvs.
Az extinei¢ értékébdl a moléris extincids koefficiens is-
meretében & koncentrdécid kiszémithatd,




Neurotranszmitter, Koncentrdéeio a Eérdai
ill. szérmagéks herdozén mwoédager
A./ sorezat:
DOFS 5,30x10™% /1 uv
D-DOPA 3,80x10™° M/l uv
L~-DOFA 3,30x10"° W/1 uv
D-Hisztamin 2,20x107° M/kg Ax®
DL~5-0H-Trp 1,102107% W/l uv
D-Glu/0But/-0H 2,85%10"° M/kg AL
L-Glu/0But/-0H 2,35x10"° K/kg a iM' ivi
14 -5 radioaktivi-
Ry 2,10m10 w1 tés mérée
B./ goreszat:
Adrenalin-formsl- -4
Noredrenslin-form- -9
Dopemin-formelde~- -9 u
hid-BSA 1,87x10 “ u/1 uv
Hisgtemin-formal- -4
dehid-BSA 1,50810 ¥/l uv
Formeldehiddel ke- -4 .
zelt BSA 1,42x10 M/l uv
Meglegygés:

W1 Ulepitett gélre vonatkozik
M/kg nucesezéraz gél sulysre vonetkozik

AA® aminosav aneliszis
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1V, USSZEFOCLALAS

A neurotranszmitter funkecidvel rendelkezd anyagok €168
szervezeten, szdveteken bellli lokalizdcidjénsk, ill. kon-
centracidjinak meghatdrozdsdéhoz elkalmas immunhisztokémiai
ds KIA médszerekhez neurotrenszmitter antigéneket dllitot-
tunk eld, Affinitds kromstogrifidhosz /antiszérumok tiszti-
tése/ & neurotranszmittereket Sepharose-gyingylikhis kspe-
csoltuk. Az igy nyert immobilizdilt szarmsszdkok egyéb célck-
ra, igy pl. affinitds mikroszkdépidhoz dés sz asntiszérumok
fajlegossdginak ellenfrzéséhez is alkalmssak lehetnek,

Eredeti elképzeléseinkkel szemben a RIA, ill. ismunhisz-
tokémiei vizsgdlatokhoz mis ¢és mds sntigénekre volit salik-
8ég. A formaldehides kapcsolédassl elféllitott katekolamin
antigének imounfluoreszecencis~mikroszkdpos vizegilatokhoz
kivdlden megfeleltek, de RIA ¢éljéra més szempontok figye-
lembe vételével kellett az entigéneket szintetizélni.

Formaldenides kapcsoldsael elfSdllitottuk az adrenalin,
noradrenelin, dopsmin, hisztemin és sgerotonin BSA-hoz kep~-
¢solt konjugatumat.

A heptén/BSA mélarényt kerbeamid és SDS segitsdgével ni-
velni tudtuk, ami viérhetden az entigén sajétsdgok Jjavita-
8ét eredményezi.

KIA-hoz, ill., kedvezfbb tulsjidonsdgu esntigének elldlli-
tasdhoz szintetizdltuk & neurotrsnszmitterek kerboxilslt
szarmagdkeit,

Az "edrenslin-kerbonsav" elfdllitdse egy varatlen gylri-
giérdsi reakcid miatt nem Jart sikerrel., ElSallitottuk a
DOFS=-t, /ill. B2l,-DOFS-t/, & norsdrenslin ksrboxildlt szér-
mazékait, Acetilkolin helyett & szukcinil-monokolint /ill.
1‘C-$Hc-t/ kapesoltuk BSA~hoz, mivel hosezabb léncu és
kerboxilesoportje mistt jobb kapcsoldei lehetfséget és
Jjobb entigén sajatedgokat igért,



A karboxilcsoportot tartalmasd neurotransazmitter-szérma-
zékokat kapesolituk vegyes-anhidrides wddaszerrel BUA-hoz.
Kepcsolds elftt - a SMC kivételével - szilkség volt & hap-
tének sminocsoportjénak védésére,

Elvégesztiik sz antigénszintéziseket az L-izomereken ki-
viil & jobb antigenitdst igérd De-nddosuletokkel is.

A noradrenalin helyett a DOPS~t, dopemin helyett & DOFA-t,
sgerotonin helyett ez S5-UH-triptofint, hisztemin helyett a
hisztidint, /-emino-va jsav helyett gluteminsavet és acetil-
kolin helyett SMC-t, ill. mukonil~kolint kapecsoltunk BSA-
hog. Az immobilizdlt sszdrmagékok elfdllitdsakor ugysnezek-
kel a helyettesitdésekkel dolgoztunk,

Az eddigi tapessztaletok szerint immunhisztokémisi kimu-
tetési eédlokre a formeldehides kepcsoldssel elddllitott an-
tigének k¥zil az adrenslin-, norsdrenslin- és a szerotonin
antigén jél, a hisztemin antigén pedig korlatozotten alkal-
mazhatd,
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