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Á dolgozatban felhasznait röviditéae< jefevzéice
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i. C‘.UriWJuf>

Az 416 szervezet rendkivál bonyolult működését, az 

egyes szervek és funkcióiknak öesBehangoláeát az ideg- 

rendszer és hormonok irányítják. Az idegrendszer a gyors, 

nem tartós változásokért felelős. Vizsgálat?: az élettan, 

о biofizika és a biokémia tárgykörét egyaránt érinti.
A vegetativ idegrendszer működésének elemzése veze­

tett e kémiai transzmisszió mechanizmusának .felismerésé­
hez /Langley, 1901/ /1/. Az első lépés ezen a* utón ideg-
rendszeri jelenségek kiváltására képes anyagok létezésé­
nek a felis érésé volt. 1694-ben Oliver és Schäfer e bor­
jú mellékvesevelő kivonatának vérnyomüsnövelő hatását mu­
tatta ki. 1697-1699 között о kivonat ©<tiv anyagét, az
«adrenalint Ábelnek sikerült isoluLnia. t-z volt az első 

kristályosán kinyert hormon, amelyet később, 1904-ben 

Otolz szintetikus utón is előullitott.
Az acetilkolint mar 1867-ben szintetizálták, az ideg- 

rendszeri folyamatokban betöltött szerepét viszont csak 

sokkal később Hunt és munkatársai, majd Dele 1914-ben 

ismerték fel.
A naurokémioi transzmisszió elméletének ©lapját 

Loewinek /1921/ az a fölismerése jelentette, hogy a boly­
góideg /nervua vagus/ ingerlésekor az ide,-végződéseken 

egy anyag, az un. "Vágüsstoff szabadul fel. át az anyag 

az acetilkolin, ez vesz részt az ingerület továbbításá­
ban. Későbbi kutatások során e noradrenalin és egyéb 

neurotri*nazmitter-funkcÍót ellátó enyegoknsk a létezése 

és élettani hstasa is ismertté vált.
ágy anyagot ekkor tekintünk neurotrunazmitternest, he 

az alábbi kritériumoknak megfelel /2/:
a./ Minnjltllt idegingerlés hatásere в nyugalmi érték­

hez képest jelentősen megnövekszik.
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b. / Jelenléte farmakológiái, fiziológiai és kémiai mód­
szerekkel egyaránt igazolható.

c. / Bizonyítható, hogy a szervezetbe történő adagolás©
az idegingcrléssel azonos hatást vált ki.

d. / Bizonyos vegyül etek azonoson befolyásoljuk az ideg­
ingerlést, ill. az injioiált anyag hatását.

e. / Az adott idegsejtben kikutatható a neuroIranszmit-
ter szintéziséért feláLős specifikus enzimrendszer*

f. / A neuro transzait tér anyagot enzim vagy' enzimrend­
szer hatástalanítja.

A fenti kritériumoknak mai ismereteink szerint az acetil- 

kolin, adrenalin, noradrenalin, dopamin, hisztamin és a 

szerotonin felelnek meg. Ujebb kutatási eredmények alapján 

bizonyos aminoaevak, Így pl. a gluteminsov, aszparoginsav 

és a glicin is az agy legfontosabb gyors hutusu neurotransz- 

mitter anyagéi közé tartoznak /1/.
Mivel az emlitett anyagok reális feltételezések alapján 

neurotronazrritter-funkcióval rendelkeznek, ezért ezekkel 
az anyagokkal végeztem kísérleteimet.

A neurotranszmitterek élettani szerepének kutatásához 

elengedhetetlenül szükséges, hogy ezeknek a kis molekulájú 

anyagoknak ez élő ozervezeten belüli lokalizációját ée 

pontos koncentrációját meg tudjuk határozni. Hasonló fel­
adatok megoldásúra a magas specificitásbeli és érzékenysé­
gi igényeket is kielégítő immunológiai módszerek bizonyul­
tak legalkalmasabbnak. Ilyen módszerek kidolgozásához, ill. 

alkalmazásúhoz elengedhetetlenül szükséges azonban a neuro- 

transzmitterek antigénjeinek előállítása.
A következő célokat tüstük ki;
e./ Előállítjuk © fent emlitett antigéneket, ©melyek 

lehetővé teszik nz adrenalin, noradrenalin, dopa- 

min, acetilkolin, hisztamin és szerotonin immun- 

fluor eocena kimutatását ée meghatározását.
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b./ Az immunizálás után kapott antiszérumok ellenőrzé­
sére, ill. specificitásuk növelésére affinitás 

kroffifctogrufiás adszorbenseket allitunk elő.

11. &LMr.L£xl kLiüZ

A./ Keurotranszaitterek és kimutatási módszereik
A neurotrenszmitterek sz iáegsejtékben keletkeznek és 

a* idegvégződéseken hatnak, az ingerület továbbítás© spe­
cifikus kémiai reakcióik eredméive. Az ingerület továbbí­
tása bonyolult folyamatok során történik. A neurotrensz- 

mitterek az idegsejtek membránján végbemenő bioelektromos 

változásokkal, iontrenszportfolyemetokkel, mechanizmusok­
kal összehangoltan fejtik ki hatásukat.

Bioszintéziaük több reakoiólépésben történik. Az acetil- 

kolin pl. két egymást követő reakció eredményeként kelet­
kezik:

acetilkinag^ acetil-ÜoA1./ Acetát ♦ CoA

acetilkolin+CoA2./ kolin ♦ acetil-CoA
ATI

1. ábra

Az acetilkolin szintézise a neuron citoplaznsájóban tör­
ténik, majd e keletkező occtilkolin az úgynevezett kolinerg 

idegvégződéseken felhalmozódik és inger hatására robbanás­
szerűen szabadul fel. -i аг.’-Ь ddá vált acetilkolin bomlását, 
ill. inaktiválását a kolinészteráz-enzin katalizálja.
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A katekoiaminok bioassintéslaének fó lépései в 2. ubr~n 

láthatók:
■
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Á mechanizmus helyességét izotóp jelzéssel egyértelmű­
en sikerült igazolni.

A ketekol»minők sz adrenerg idegvégződéseken raktározód­
nak. Szekréciójukét a mellékwesevelőben fel ázat; dúló ace- 

tilkolin váltje kit ámberi lékveewelő-szekrótűmben 4:1 

zz adrenalin-noradreno 1 in arány, h |>1а*ш>АЬлп dopamin ia ta­
lálható, ennek fiziológiai szerepe még nem ismert. A kotekol- 

eminok métából izmus «пак végterméke в 4-OH-'5-MeC-»önduleesv.

A nourokémiei transzmisszió folyamatát ez utkapcsol-si 

helyeken specifikus mediatorok segitik. fel tételezható, 

hogy szumoü anyag létezik, amely e folytmatre moóulálü ha­
tást gyakorol, áok kisebb tagszámú pepiidnek ia tulajdoní­
tanak modulátor hatást, dögös a feltételezés, hogy a neuro- 

trenszroittsrsk hatásmechanizmusában nagyon fontos szerep 

jut в medictorok mellett © modulátor еду apóknak is*

A neurotranszaittér anyagok ^utalásé kvalitetiv és kvan­
titatív kimutatási módszerek kidolgozásúit igényelte. A 

ne urotranazmit terek eg^es szervekben, sejtekben való jelen­
létét, koncentrációjuk v~*lt zását, átalakulásaik követését, 

majd később izolálásuk eredményességét többféle módszerrel 

próbálták mérhetővé tenni.

Xekintettel о méghatarozandó anyagok rendkívül kis kon­
centráció jár© /az emberi mellékvese velőül1 monyában 1 g 

szövetben kb. 0,5> mg az adrenal in-tar talon, de egyéb szer­
vekben ennél nagyzágrenc!okkal kisebb/ és a vizsgált bioló­
giai közegben végbemenő gyors és bonyolult átalakulásokra, 

bomlási folyamatokra, a kimutatási módszereinek specifikus­
nak és igfcsn érzékenynek kell lenniük.
Az eddig alkalmazott kimutatási módszerek a következők:

1./ Bioaasay. A "biológiai titrilus" módszerével rend­
kívül nagyfokú érzékenység élhető el, amelyet a fizikai 

és kémiai módszerok meg sem közelítőnek. pl. az acetil- 
kolin mar ICf1^ mól/l koncentrációban is kimutatható. A 

biológiai titráláfl rendkívül nagy érzékenysége a vizsgált
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anyeg specifikus hí tusának /pl. toxicitoaunak/ ©érésén 

alapszik. A módszer nem igényli e ©érendő minta előzetes 

tisztítását, viszont jellemzője a kémiai éa fiaikéi aód- 

эzenekhez képest © nagyobb szérus is*
Példaként megemlíthetjük, hogy adrenalin "titruluskor" 

a denervált macakaszivre ható frekvéneiagyőrsitó hatás 

mérése alkalmazható. Az aoetilkolin bizonyos kagylók szi­
vére kifejtett kontrakció csökkentő hetusa alapján 100 

milliárdszoros higitáobfn /0,00001 jug/ml/ is kimutatható!

2*/ u-adenozil-metioninnal történő analízisek* K.un el- 

man és B. rortnoy 1970-ben uj, radioenziaatikus módszert 
dolgozott ki a katekoleminok egymás melletti meghatározá­
sára* később R.G. reason és U.D. lenier /3/ fejlesztette 

e módszert rutin eljárássá, majd többen kisebb-nagyóbb mó­
dosítást alkalmaztak.

üapjainkban Da trade és G. Zürcher - féle változatot 

/4/ alkalmazzák leginkább. Eszerint mindhárom ketekolamint 
o.v e-за-»rozékká alakítjuk keteko.-oxi-cx-til-transzfer uZ 

/С0МТ/ segítségével, triciummal jelzett S-adenozil-metionin 

/SAM/ jelenlétében, majd tetra-fenil-borut hozzáadása és 

extrakció után s háromféle terméket vékonyrétegkromntog- 

ráfia segítségével választják el. A foltok radioaktivitá­
súnak mérésével lehetséges az adrenalin, noradrenalin és 

dopamin mennyiségének meghatározásaj mintegy 10 

érzéken./ségi határral.
Rutinszerű analitikai célokra Da trade és ü. Zürcher 

mérési elvét alkalmazza az Upjohn-cég radioeriziaetikus 

készlete, amely segítségével az adrenalin 3, ß noradrena- 

lin 3 és a dopemin 20 pikogramm/30 pl minta érzékenységi 
határral határolható meg* A metodika 40-43 minta analízi­
sét teszi lehetővé két nap alatt*

-13 mól/l

Utóbbi évek sikeres kísérletei alapján E. ändert /3/ 

a fenti módszerben alkalmazott vékonyrétegkrombtogrufiát
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intenzív folyedék kromatográfi^vsl cserélte fel. A krome- 

tográfálás előtti z .veletek változatlanul hagyása mellett 

ezúttal többszöri extrakólóra van szükség. A radioaktiv 

кош, onenseket tartalmazó kromatográfiás csúcsokat elkü­
lönítve fia-per jodáttel egyaránt vanillinné oxidálja és a 

frakciók redioaktivit-Scanak mérésével határozza meg e há­
romféle katekolamint.

Ez a módezer napi 45 mints analiziséré alkalmas, miköz­
ben az érzékenység noradrenelin és adrenalin esetében 52 

pikogrJbmm/ml, ill. 16 nanogramm/ml. E módosítás el “дув, 
hogy a kromatográfiás lépés automatizólase esetén az ana­
lízisek szama növelhető.

A SAM-ot ©lkalmszó metodikák igán jól beváltak a kate- 

kol©minők analízisére. Ezt bizonyltja, hogy ez ©lepelv 

meghagyása és felhasználása mellett kisebb változtatások­
kal újabb módszereket dolgoztak ki - pl. í. Hjemdahl /6/ 

és X• Xoshiki /7/ is.

5./ Fluorom /censz technika. A fluoreszcencia mérésének 

módszere általábjn felülmúlja az abszorpciós spektrofoto­
metriás módszerek érzékenységét és szóiaktivitásút, mivel 

viszonylag kevés anyagról mondható el, hogy az elnyelt 

fény hullámhosszával azonos hullámhosszusagut képes kibo­
csátani.

Коtekoi»minők mérésére először 1957-ben E. Cohen éa M. 
Üoidenberg /8/ olkelmözták a fluoreszcensz technikát, а 

kátokolamiпокаt tri-OH-indoi-szarmezékkö okidéit formában 

mérték. 1962-ben A.H. Anton és D.F. Shyre /9/ az adrena­
lin és a norec’renelin^ifferenciál enalizise céljából oxi­
dált származékait különböző pH-n, de azonos hullámhosszon 

mérték. Ezt в módszert 1970-ben ü. Valori és C.H. Srunori 

/10/ módositóttá, ill. továbbfejlesztette. A két katekol- 

amin differenciál analízisét azonos pH milett az oxidált 

származékok különböző hullámhosszon történő fluorometri^s 

mérésével valósítottuk meg.
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Korábbon, 1962-ben Falk és Ülllarp vizuális módszert 
fejlesztett ki /11, 12/j először alkalmazott formaldehid 

gőzös eljárást в központi idegrendszeri katekolaminok 

kimutatásira, kísérleteikkel ki tudták mutatni в dopamin, 
в noradrenalin és bizonyos mértékben a szerotonin neuro- 

non belüli megosmlusát. Ez a módezer azonban mur nem al­
kalmas a három katökölamin elkülönítésére közel azonos 

gerjesztési és emissziós hullámhosszuk miatt.
A módszer a neurotranszmitterek kimutatásában jelentős 

előrelépést jelentett, mert ezeknek ez anyagoknak a sej­
teken, szöveteken belüli jelenlétét láthatóvá tudta tenni.

4./ Immuncitokémiai módszerek. Goons és munkatársai /13/ 

által korábban kifejlesztett módszert Geffen, Elvett és 

Kush /14/ módosítotté és a perifériás katekoxemin-tartalmu 

neuron és в mellékvesevelő katskolaain-tartalmú mirigy- 

sejtjeinek ki utalására használta fel • Módszerük elvi alap­
ja az, hogy a katekolaminok bioszintésisében résztvevő 

adott enzimmel szemben termelt antiszáron specifikusan re­
agál az enzimmel, innék alspjun ez enzim в megfelelő ka- 

tekolasin-tartalmú aejt, ill. neuron jelzőjévé válik. Az 

©ijurásnek az az egyik nagy előnye a Hillarp-módsserrel 
szemben, hogy s katekolaminok között differenciálni is 

képes: elkülöníthetők egymástól a dopamin, a noradrenalin 

és adrenalin-tartalmú sejtek. A módszer muaik nagy előnye, 
hogy bármely neurotranszmittért szintetizáló enzimmel 
szemben nyerhető antitest, igy az eljárás segítségével el­
vileg bármely transzmittsr láthatóvá tehető,

A módszer hátrányaként kell azonban megemlíteni, hogy 

az i:..muniZ4»luShoz nagy tisztaságú enzimkés zitménye<re ven 

szükség .Ezek izolálása nagyon hosszadalmas folyamat, • 

ugyanakkor nem zárható ki, hogy más enzira vagy fehérje az 

entiazéru &al nem specifikus reakcióbe lép.
Az antliziet fajspsoifikussag is nehezítheti, ami abból 

adódik, hogy különböző állatfajok azonos funkciót végző
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enzimei között entigenitásbeli különbség lehet. Elvileg 

ehuny állatfajjal kivánur»k dolgozni, annyiféle ant is zérón- 

mai kellene rendelkeznünk.
A kapott eredmény a neurotrenazmitter memo is égi meg- 

határozását nem teszi lehetővé, nem ad választ arra a kérdés­
re, hogy az adott sejtben mennyi neurotranszmitter talál­
ható a vizsgálat pillanttában. Az eredmény alapján nem 

dönthető ©1, a kimutatott enzim aktiv vagy inaktiv állapot­
ban volt jelen - csupán egyetlen kérdés válaszolható meg 

biztonsággal: a vizsgált sejtben a neurotrenszmitter szin­
tézishez czükaéges enzim rendelkezésre áll-e, vagy sem.

Problémát jelenthet a metszetek vizmentesitése is: a 

beágyazás vagy о liofilizalás megváltoztathatja a? enzi^i 
ontigenitáeát. A feriil-ettmolamin-N-mctil-transzferáz 

/ЖШТ/ esetében ilyet nem észleltek /lí?/f mig ® dope- 

dekarboxilua /DDC/ és dopamin-/3-hidroxilaz /DBH/ eseté­
ben beágyazást követően többé nem jelentkezett iumunfluor- 

escencia /16/. Ez utóbbi tapasztalat is hangsúlyozza a 

fixálási módszer jelentőségét ez iamunhiaztológiáben. A 

fixálási módszerek megfelelő megválasztásával a kimutatás 

specifikussága növelhető.
Kevesebb hibalehetőséggel kell számolnunk, ha közvet­

lenül в neurotranszmitterek antiszérumait állítjuk elő.
Ez esetben a szövet vizmentesitése nem jár a neurotranaz- 

mittarek antigenitusának megváltózásaval, mivel ezek rend­
szerint a fehérjéknél jóval egyszerűbb térszerkezeti kis 

molekulák. A módszer közvetlenül a neurotranazmittexeket 

mutat.la ki. ezért nincs szükség ö szintetizáló enzimek 

izolálására. A szintetizáló enzimekkel ellentétben a neu­
ro transzmi tterek szinte minden állatfajban azonosak, ezért 

fajspecificitássel nem kell számolnunk.
Kivel a módszer közvetlenül neorotranszmittereket tesz 

láthatóvá, e fluoreszcencia mértéke felvilágosítást ed 

az adott sejtben aktuálisan jelen lévő neurotranszmittér- 

tartalomról . A módszar kidolgozásához szükség ven olyan
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mesterségesen szintetizált antigénedre, amelyekkel szem­
ben specifikus neurotr nazmitter-ellenes ontiszéruisok 

terroeitetnetők. A dolgozatban összefoglalt munka célja 

éppen az adrenalin, noradrenalin, dopamin, асеtilucelin, 

hiaztarain éa azorotonin megfelelő antigénjeinek előállí­
tása volt.

B./ Antigének szintézise
1./ Az antigének előállításának általános szempontjai.

Az antigének - definíció szerint - olyan anyagok, ame­
lyek a fejlett és ép imunrendsserrel bíró gerincesek 

szervezetében specifikus immunválaszt eredményező folya­
matot képesek indítani és ennek során ellenanyag - anti­
test képződik. Bizonyos leegyszerűsítéssel ez immunvá­
lasz eredményeként kapott immunglobulinéit két helyen kon­
centrálódhatnak:

1. Humorúiig immunválasz esetén az ellenanyagteraelés 

öorún keletkező globulinok az immunizált egyén vérében je­
lennek meg és az antigént in vivo, vagy in vitro reakció 

sorun semlegesítik.
2. Cellularis immunválaszkor a szervezetbe juttatott 

antigének általában 1-2 nap elteltével váltják ki az anti­
testek termelését és ezek az anyagok nem a várbe kerülnek, 

hanem sejtekhez, főként limfocitakhoz kötődnek.
Immunbiológiai kutatások sorún kimutatták, hogy a meg­

valósuló tmmunv.leez típusúért в limfociták felelősek, 

amelyek a nyirokkal folyamatosan в véráramba jutnak és ez­
által állandó anyagtranszpor tot létesítenek a sejtek, szö­
vetek és a vér között. Az immunreakeiákért felelős limfo- 

citak, ez úgynevezett immunocitaк kialakulásuk, képződésük 

helyétől függően "T**-, ill. "В"-limfociták lehetnek.
fagyon jelentős volt ez s felismerés, amely szerint a 

humoraiis immunr«akciókért a H8*-, mig a céllulária immun- 

reakciókért а **I"-limfociták a felelősek.
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nagy mértékben helytállóak, de néhány speciális esetben 

eltérő viselkedés is tapasztalható,
A haptének fehérjékhez való kapcsolásakor az előzőek 

ismeretében, olyan megoldást kellett keresni, amelyekkel 
az eredeti funkciós csoportokét lehetőleg érintetlenül 
hagyjuk és a kapcsolást uj funkciós csoportok bevételével 
valóéitjók meg. A gyakorlat esoméra is nagy jelentőségű 

az antigén sajátságok és e várható immunválasz tipuee kö­
zötti özezefüggée vizsgál te. £ problémakör kutatásának 

gyakorlati jelentőségét az adja, hogy tudnunk kell, hog. 
a kísérleteinkkel kapcsol tben alkalmazott immunológiai 
módszerekkel csak celluláris, vagy humorulis immunválaszt 
is fogunk kapni, dekánk humorulis iomunkreakciók kiaiaki- 

tásóra kell törekednünk, mert Így sokkal könnyebben lehet 

az antiteatképződést ellenőrizni. A humoraiis immunválasz 

előny'« ez is, hogy a keletkező antitesteket, ill. enti- 

szérunokát viszonylag nagyobb mennyiaégben, egyszerűen az 

immunizáláshoz használt kísérleti állatokból levett vér­
ből tudjuk izolálni.

C.E. hiteoki ás munkatársai /18/ vizsgáltak ez antigén- 

determinánsok és a humorális immunválasz összefüggéseit 

egy viszonylag kis molekula - az L-tirozin-pars-azo-bfcn- 

zolsrzenát /ВАТ/ ©setében, ügy találták, hogy ez e mole­
kula a tengerimslacbsn csak celluláris immunválaszt v--.lt 
ki, Ugyanúgy, mint .initrofenil /Ш1/ -származéka, amely' 

aszimmetriáé bifunkcionüiö antigén. Két BAT-nolekulanak 

agy rigid-epeeerhez - a dekeprolinhoz - való kapcsolásé­
val szimmetrikus bifunkc ionul is antigént elütöttek elő, 

amellyel szemben celluláris és humoraiis immunválaszt is 

kaptak.
A spacer hajlékonysága, ill. merevsége meghatározó 

szerepet játszik, bizonyltja ézt ez о körülmény, hogy 

amikor szintén két x*Ai-molekulát flexibilis арисегге, & 

6-aaino-kőprons f:-vr j. /£-аС к/ vittük ifi, az igv el'állított 

antigén csak celluláris iaaunvuloszt váltott ki. Fentiekből
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Tapasztalataink szerint különös jelentősége van a 

fehérjéhez történő kapcsolás technikájának*
Ezen kísérleti körülmények min 1 jobb megválasztásával 

csökkenthetjük at úgynevezett kei: esztr©akciók valószínű­
ségét, ill. számát.

Az antigénszintézisek és sajátságok fenti, általános 

jellegű leirása csak érinti e problémakörben rejlő sok­
féle, me;oldásra vüró feladat összetettségét, л* antigén­
szintézisek és általában az antigénekkel kapcsolatos ku­
tatások - ezen belül e neurotrenezoitter-funkcióval ren­
delkező anyagok antigénjeinek kutatás© is - folyam©tosen 

jelentkező, specifikus problémák megoldását igénylik. A 

neurotr?;naz3iitter-antigének eddigi irodalmában is talál­
kozhatunk bizonyos közös, általános érvényű megállapítá­
sokkal , de ugysnskkor az egyes neurotr nszmitterek kuta­
tásában s végső célok eléréséhez többnyire egyedi, speci­
ális problémákat is meg kell oldani.

A neurotmns amit terek antigénszintéziseinek irodalmi 
áttekintésekor szükségszerűnek latszik © közös tárgyalás- 

mód, ©mit egyrészt ©z indokol, hogy © kutatók nemcsak 

egyes neurotranszaitterek antigénjeivel, hanem többnyire 

ezen anyagok mindegyikével foglalkoztak, másrészt kétség­
telenül fellelhetők ©z antigénszintézisek problémakörében 

bizonyos közös vonusok. A peptidkámiában használatos kap­
csolási módszerek az antigénszintézisek során is alkalmaz­
hatók, de figyelembe kell vennünk, hogy psptidek szintézi­
sekor © savamid-kötés kialakításút általában egyszerűbb 

technikai megoldással tudjuk megvalósítani.
Az antigénazintézieek során alkalmazott kapcsolási mód­

szereket - a teljesség igénye nélkül - sz alábbiak szerint 

csoportosithetjuks
1. formaldehides kakaói as
2. vegy es-anhiörideo kapcsolás 

% ksrbodiimides képcsőiьа
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4. oktiv-tazterca kapcsolás
5. azokötés kialakítása
6. egyéb módszerek.

Az antigénazintéziséknél föltétlenül figyelembe kell 
vennünk, hogy az antigéneket biológiai kísérletek céljá­
ra állítjuk elő,

Példaként említhetjük, hogy az a sokapcsol ásnál kiala­
kuló ezokötéa teatidegen jellege miatt az antigénszinté­
zisekhez nem kiván&tos aogoldáa.

2./ ISieurotranszmitter antigének színit zise /irodalmi előz­
mény &k/

a,/ Katokolamia antigének
A ketekolemin-antigénazintéziaek időrendi áttekintése­

kor először 3. üVent és L* Kesztyűs /19/ munkáit kell meg­
említeni. Az említett szerzők 1939-ben pirokatechinből ki­
indulva ennek nitroszármazékut, majd redukcióval aiaino- 

pirokatechint szintetizáltak. Ezután a átolz-azintézis ana­
lógiájára amino-adrenalint állítottak elő, amit diazotolae- 

ael kapcsoltak mar has zérusához. Bar az igy nyert antigénnel 
о zömben az immunizálás során anti-adrenalin hatást mutató 

entiazérumot aikrült nyerniük, mégis módszerük hibájául 
róható fel, hogy az azokötéseel nyert antigének a kötés 

testideg n jellege miatt nem tekinthetők jó minőségünknek, 
továbbá с Чегоtúlаз miatt számolni kell az alifás emino- 

csoportok reakciójával is. Az antissérum specificitaaát 

nem vinegál iák,
J©1entős metodikai újításnak számított © formaldehiddel 

történő kapcsolás alkalmazása, A formaldehides kondenzáci­
ós reakció mur 1876. ót« ismert volt, de fehérjék ás heptének 

összekapcsoláeára 1945-ben H. Frankel-Conrat /20/, majd 

ft.L. worraell és munkatársai /21/ alkalmazták először. A 

reakció aor^n s kaptán amino- /22/, guanidino- /23/, indol- 

/24/ csoportján keresztül történik в kapcsolás & fehérjét
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alkotó sminosavkomponensek aromás gyűrűjéhez. Elsősorban 

a hisztidinen és tirozinen keresztül jön létre a kapcso­
lat, de kisebb mértékben a JPhe és a írp is reakcióba lép­
het.

& módszer legnagyobb előnyét az jelenti, hogy a létre­
jött kötés nem testidegen és a reakció megfelelően megvá­
lasztott /3-8 közötti/ pH-értéken egy lépésben játszódik
le.

A formaldehides kondenzációé reakció mechanizmusának 
15C ЖК-spektroszkópiával történő vizsgálata /25/ azt mu­
tatta, hogy a formaldehid a fehérje lizinjeinek NH2-cso­
port jávbl metilol-származékot képez, a ezen keresztül tör­
ténik © kapcsolás az aromás gyűrűhöz - adott esetben orto- 

helyzetben:\

•NH-CH2OH|-NH2 + CH20 ^

nh-ch2oh

3. ■■»bra

1 'C-ben dusitottA «0
formaldehiddel végzik о kejV, adási reakciót - azt is ki­
mutatták, hogy polinierizáciv * 1 is számolni kell:

ДОК módszer segin é 5*’el - ©melyhez
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tors-а. idehi-’es kapcsol eal* &z»lc o* antigének a dopaminp 

noredrenalin-éa adrenalin antigénekhez hasonlóan alkalma­
sak antiezérum A>erésére, de 100 ot meghaladó mértékű 

kereaztreakciokít adtak e 3-ss helyzetű metoxilált szur- 

mazékokkal. A szinefrin - metanefrin vegyületpár eseté­
ben a kexojsatreeiceió 800 , -os volt!

Elméleti és gyakorlati jelentősége miatt is meg kell
emiiteni A. t'iwa és munkatársainak entigénszintézisét 

/26/. Először meleil-eao*orttal védték a katekolaminok 

aminocso^ortjat, majd az Így védett hapténeket formalde­
hides kondenzációval kapcsolták iá>A-hoz. A védőcsoport 
eltávolítását 60 °C-on 3 órán át 0,01 n HCl-val történő 

kezeléssel oldották meg. A haptén/üóA hányadosokra Boty- 

módszerével /29/ 18-30 közötti értékeket kaptak.
Az antiazérumok specifioiteaat az immundiffúziós elven 

alapuló Ouchterlony-módszerrel ellenőrizték és komoly mér­
tékű keresztreftkciókat mutattak ki.Később az ugyanígy 

szintetizált antigének haptén/BOA hányadosait aminosav- 

analizis segítségével határozták meg /30/. Véleményünk 

szerint aminosavanalizia alapján csak megbízhatatlan ada­
tokat kaphatunk a hányadosok értékére vonatkozóan, mivel 
a formaldehides ke^caol^ai mód sorén nemcsak a haptének- 

kel, hanem a reakcióéiagy egyéb - pl. amido -, guanidíno-, 

indol-caoportokat tartalmasó molekuláival is létrejön 

kapcsolás.
A. Miwe éa munkatárséi további kísérleteikben /31/ 

egyszerűbb vegyüieteken - l,2-dihidroxi-4-metil-benzo^on és 

etileminon modellezték a korábbi antigénszintézlseik kö­
rülményeit. Megállapították pl., hogy az etilaminorcsoport 

ez aiomusgyürü 3- & helyére kapcsol. A noradrenalin ese­
tében a kapott antigén segítségével ЫА-mődszert is leír­
tok. Kellően magos titart tudtak elérni éa igy 0,1 piko- 

grama adrenalint tu tele meghatározni analógok jelenlété­
ben.
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$. оpoctor /32/ 1969-ben e peptidkémiábnn használatos 

karbodiimides kapcsolási módszer mintájára vizolőható 

etilk’rbodiimid /tXC/ segítségével noraörenalint kapcsolt 

BÖA-hQ*. nem védett csoportokon keresztül történt tehát 

© kapcsolás és © höptén/ÖáA hányados is alacsony\ 8 volt.
A kapott antitest hatásosságát noraórenelin által kivál­
tott preasor-válesz gátlásával jellemezte. 1972-ben /33/ 

a fenti EDC-s kapcsolást s katekolaminok mindegeikével 
elvégezte és ezúttal is c-as hap,tén/3á>A molart kapott. 

Az antis aér um hatásosságát ezúttal e noradrenalin altsl 
kiváltott lipolitikua aktivitás gátlás óval mérte. A mérés 

© noradrenalinnak azon ez élettani hatásán alapszik, amely 

szerint e szabad noradrenalin az izolált zsírsejteken is 

gyorsítja a zsírok lebontását, mig a kapcsolt noradrena- 

lin nem. Hatásos antiazérum tehát a zsirbontási folyamat 

gátlását idézi elő.
Spector kotekolaminok dimetil-acetsmidos oldatának 

poli- ‘7r-;.ienzíl-^-glutamin3.'‘W'il történő reakcióját köve­
tően is előállított© azok antigénjeit. Az immunizálás után 

nyárt antiazérum entitás tjeit azonban csak molekulatöme­
gük alapján azonosította. Ez azonban nem kielégítő módszer, 
tekintettel arra, hogy egy szérumban mindig jelen van va­
lamennyi immunglobulinosztály képviselője.

1973-ban Spector és munkatársai /34/ £-2-L-Xtfs-NCA-t
és ^Г-benzil-L-Glu-fcCА-ЫЛ kopolimert képeztek, majd eze­
ket dimetoxi-fenil-etil-amirmal reagáltattok. A védőcso- 

portok Bbr^-mal történő eltávolítását követően olyan anti­
gént sikerült előállítani, amelynek segítségévei nyert 

antiazérum normetanefrin, feniletilamin és tiramin meg­
kötésére volt képes, b antigénszintézis hibájául róható 

fel, hogy a kapcsolási reakció igénybe veszi az eminocso- 

portok l, majd tekintettel a katekolaminok savérzékenysé­
gére, © öar*-dal történő védőcsoport eltávolításakor a 

katekolaminok könnyen károsodhatnak.
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d.B. Kichardson /35/ glutársldehid segítségével primer- 

aminocaoporttal rendelkezi biogén aminok polimerét állí­
totta elő. A polimerek e reakcióéiegyből nem oldódó csa­
padék formájában váltak ki.

L.T. Cheng és műnkétársai /36/ magos titerű, nagy spe­
cif icitáou antiszérum képzésére alkalmas anphotemin-anti- 

géneket állítottak éli. Első lépésként ez amphetöminőket 
N/4-8r-butil/-ftálisiddel reagáltatták, majd hidrozinoli- 

zisael távolították el e vércsoportokat. A kapott anyagot 
izolálása után, ez aminoceportokon keresztül GDC-vel BÓA- 

hoz kapcsolták. Ezek a kísérleti körülmények kátokolemin­
ent igének szintézisét nem teszik lehetővé/a forr les, majd 

a bázikus közegben végzett hidrozinolizis a ketekoleminok 

bomlását okoznák/.
S.w. Grose /37/ para-omino-benzoesevöt diazotált, majd 

lúgos közegben adrenalinhoz kapcsolta. A reakcióéiegyet 

oezlоркговиtográfiával tisztította. A kopott edrenalin- 

a20benzcesavat haemoci&ninhcz kapcsolta és dialízissel 
tisztította, majd liofilizálts. A testidegen ezokötéaek 

és a nem egységes, nehezen tisztítható termékek miatt ez a 

módszer nem tűnik előnyösnek.
3.A. Faraj /36/ para-amino-hippurz avat áDG-val kapcsolt 

hsemocianinhcz, a kapott komplexet diezotulta és 3-OMe- 

-áihiöroxi-fenil-alenin-t kapcsolt hozzá, e Így haemoci- 

anin-molekulunként 2C-2*> haltén felvitelét tudta elérni. 

Kés bb a kapott antiszérum segítségével hlA-t dolgozott
ki.

A legutóbbi irodalmi közlések alapján Г.&. Keeton és 

munkatársai /39/ 1981-ben a noradrenalin roetabolitjanak 

a - metoxifeniletilén-giikoтак /М0РШ/ antigénjét készí­
tették el úgy, hogy először a tt№£G és 6-brómhexánaav re­
akciójával 3-me toxi-4/5-кьгЬохipentoxi/-fenile tilóngliko L t 

állítottak el*, majd ЕГС-vel thyregglobulinhoz kapcsolták. 

Immunizálás után a ny ert antis zérus; segítségével ElА-mód- 

szert is kidolgoztak.
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b./ Hiaztcmin antigének

A hieztemin lényegesen egyszerűbb vegyület, mint a 

katekoleminok, s ebből eredben kevesebb kapcsolási lehe­
tőséget kínul. Oxidációra koiántsem érzékeny annyira, 

mint a katekoleminok. A problémát ez imidazolgyürü külön­
leges kémiai tulajdonsága okozhatja. A gyűrű kvaterni«ál­
ható nitrogénjének acilátvivő sajátság»« miatt nehezen kap­
csolható. A hiszti minnal végzett különböző reakciók során 

többnyire számos meiléktex-mék keletkezik és a kívánt ve­
gyül et cask alacsony termeléssel képződik, ugyanez az 

antigénazintézisskre is érvényéé.
A hiaztamin ©ntigénszintziaek időrendi áttekintésének 

élére L. Kesztyűs és S. fent /19/, valamint N. Feli ée 

munkatársainak /40/ kísérletei kívánkoznak, akik egyaránt 
ezokötés kialakításúval kívántak hisztaminantigént előál­
lítani. Feli az 1941-ben végzett kísérletek folytatásaként, 

1943-ban hisztamin és *ara-hitro-benzoil-klorid reakciójá­
val para-nitro-benzoil-hiszt&mint állítottak elő, majd ezt 

paraaminobenzoil-hiaztaminm* redukáltuk és diazotálást kö­
vetően fehérjéhez kapcsolták. Az immunizálási folyamatot 

az antigén-antitest reakciót követő csapaöékkiválás ©láp­
ján vizsgálták. A kapott antis zérusban csak "bizony os fokú" 

antihisztemin aktivitást észleltek. Később, 1947-ben &.B. 
Cohen éa munsetársai /41/ 

antiszérumot különböző klinikai kórképekben próbálták ki 
és urticárieban és az asztma különböző eseteiben hatásos­
nak találták.

G. iiodney éa ... reil 194>b<-n /42/ ß -/^-imidazolil/etil- 

-karbamido-proteint állítottak elő hisztamin és foszgén 

reakciója során keletkező hiaztaminizocienátbil. A nyert 

antiszérumot in vivo és in vitro körülmények között is hatá­
sosnak találták. Az antiszérumot ansfilexius /allergiás/ 

sokk kivédésére gyakorolt élettani hatáson keresztül vizs­
gáltuk. Fell a fenti módszereken kivül még további megol­
dásokat is közölt az imidazolgyürü fehérjékhez való kapcso­
lására /43/.

a Feli módszerével előállított
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S. Spector ée tőle függetlenül I.H.A. Davis /44/ EDC- 
«з kapcsolással állitott elő antigént* Davis nyul-szérum- 

albuminhoz való kapcsolással jutott antihisztomin aktivi­
tás kiváltkor® alkalmas antigénhez, mig Spector BáA-t 
hasznúit hordozófehérjéül.

A formaldehides kapcsolást C.ó. Martin /45/ alkalmaz­
ta, a azt tapasztalta, hogy a formaldehid ez inidazolil- 

gyürü nitrogénjével J*-OH-metil-származékot képez,
Kovács i, és Csaba áy. /46/ pare-amino-benzoii-ozo- 

-hieztamint kapcsoltak humunszérum-slbuminhoz, s az anti­
génnel szemben nyert antiazérumot fluorescein-izo-tiocia- 

náttal /FITC/ jelölték meg. Kidolgoztak s hisztamin direkt 

i muncitolögiai kimutatását formaiinnal, ill. Corney- 

módazerrel fixált metszetekre egyaránt.

c./ uzerotonia antiMéne^ azintóziae

A katekolaminoknul шаг korábban alkalmazott különböző 

kapcsolási módszerekkel a szerotonin antigének szintézisei­
nél ia találkozunk. A kiaérleti körülmények kialakításá­
nál feltétlenül ügyelni kell arra, hogy a kapcsolna nem­
csak a láncvégi Mi.,-csoporton, hanem az indolilgyürü nit­
rogénjén, sőt egyéb helyeih ia létrejöhet, ázáltal fennáll 
a lehetőség, hogy nem egységes antigént kapunx, amiből pe­
dig ez is következik, hegy iramunizálas után ez antiazérum- 

ben többféle antitest jelenik majd meg.
Szerotonin antigének azokötés kielazitásun keresztül 

történő előállítása Q. Filipp és H. Schneider nevéhez fű­
ződik, akik elaő reakciólépésben paro-helyzetben diszotalt 

acetanilidet kapcsoltok szerotoninhoz és az ecetil védő­
csoport eltávolítása után szabaddá váló M^-cso^ort újabb 

diazotáláaát követően valósitottak meg a fehérjéhez való 

kapcaolást /47/.
A kapcsolási reakcióba lépő csoport alkalmas megválász- 

tására irányult ez a módszer is, ©melyet H.á. fcanadive és .
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5. H. 6ehon dolgozott ki /46/, akik antigénazintézisükhöz 

kiindulási еду ágként a azerotoninhoz nagyon hasonló szer­
kezetű 5-GH-inöol-ecetsavet választották. áieő lépésben 

CCC1 segitségével ez 5-ОИ-indol-eceteöv anhidridjét ké­
pezték éa ezzel acilezték e fehérje molekulák 14H2-csoport- 

jait. A kapcsolást albumin és globulin molekulákra is el­
végezték és igen kedvezőnek mondható 18-ss haptén/albumin, 
ill. heptén/globulin hányadost értek el. Az antigéneket
a velük szemben termeltetett antiszérumr*ak anafilexias 

sokk kivédésére gyakorolt hatásán keresztül, továbbá 

Ouchterlony-módszerével jellemezték•
Az előző két módszer során alkalmazott reakciólépések 

segítségével p-emino-fenil-alaninból kiindulva 197'3-ban
6. Spector és munkatársai készítettek azerotonin antigént 

/49/. Először a kiindulási anyagot vizoldható ЖЮ segít­
ségével BoA-hoz kapcsolták, majd e komplexum diazotalásá- 

vel jutottak e célvegyülethez /50/,

A katekolaminok ontigénszintézisére, valamint szövetek­
ben történő fixálására is igen jól bevált formaldehides 

kapcsolási módszer alkalmazása a azarotonin-antigének elő­
áll itására is kézenfekvőnek mutatkozott.

A kapcsolást Aanadive és Sehon klasszikusnak mondható 

körülmények között - semleges pH-ju Na-acetát pufferben, 
formaldehid, szerotonin és e hordozófehérjéül használt 

BEA elegyének reagáltatásávsl végezték /51/. ezúttal azon­
ban az azokötés kialakításúval jéró megoldáshoz hasonlóan 

- nemcsak az oidallánc, hanem ez indolgyUrü nitrogénjén 

keresztül is létrejött kapcsolás. Erre a körüisményre e 

nyert antiszérumok keresztr©akcióiból következtettek. Az 

antigénnel szemben termeltetett antiszérum alacsony ti­
ter e miatt nem volt alkalmas Д1А módszer kidolgozáséra, s 

ezt azért is érdemes megemlíteni, mert egyes kutatók vé­
leménye szerint /52/ ez éppen о kétféle - vagy még továb­
bi - kapcsolási lehetőség következményeként adódott.
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aaerotonin antigén«adatézisek eddig ismertetett mód­
szerei aorun problémai okozott, hogy a hordozófehérjéhez 

való kapcsolásra a szerotonin molekula különböző csoport­
jain kerauztül több lehetőség is mat tkozott. az а «спек о 

lehetőségeknek a mégis." érésé céljából többen vizsgálták 

ö szerotoninhoz hasonló szerkezetű melatonin /5-йеО-К- 

-ac© til-trip teain/ kapcsolási körülmény eit, mecheni em­
séit. A melatonin azárt alkalmas es egyéb kapcsolási le­
hetőségek 1 nulmányozására, mert nem rendelkezik a szero­
tonin láncvégi szabad NHU-osoportjéval, viszctt az indolil- 

gyürün keresztül létesülő kapcsol'tok kialakulásának ta­
nulmányozásáré ideális lehetőséget nyújt. A kísérletekből 
az e következtetés vonható le, ho*.y & melatonin nem a 6. 
helyzetben reagál formaldehiddel, iőbb kutatócsoportnak 

is sikerült specifikus melrtonin-antiszérumot előállíta­
ni ás immunhiaztológiaban felhasználni*

A szerotonin immunhisztokémiai méghatérozásénak céljá­
ra Kanadlve és benőn kerbodiimides kapcsolási módszerével 
H.W.y. áteibuach és munkatársai /53/ állítottak elő szero­
tonin antigént, amely felhasználásúval a szerotonin kimu­
tatását patkány központi idegrendszerében kriosztát-met- 

szttek alkalmazásával végezték. Mások, igy pl. h. Buffa is 

kidolgozott ICC-móaszert a szerotonin lokalizációjának ki­
mutatására /54/. Az általa alkalmazott megoldás még érzé­
kenyebbnek bizonyult, mint a klasszikus Fslk-Hillarp tech­
nika. A nyert sntiazérura kérsztr©akciót adott sz 5-и.еО- 

-triptsminnsl.
RíA mérési célokra S. Spector és B. Réskar által elő­

áll i tot t antigén /49/ /50/ /p-amino-fenil-alanin áDC-es
kapcsolása EüA-hoz, majd az igy nyert кош^Хехияз diazotulá- 

se/ immunizéiAzt követően olyan entiszérumot eredményezett, 
amely 1 0 pikogremm anyag meghatározását tette lehetővé, 

bár titer© eg, szer sem érte ©1 az 50-et, mégis alkalmas 

vol4 már a szerotonin vérben történő mérésére /55/.
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Ismert és általunk is alkalmazott a* az elv, amely sze­
rint jobb tulajdonsága entiszérumokat nyerhetünk, ha a 

haptén és a hordozófehérje közötti távolságot növeljük. 

További előnyös hatást eredményez, ha a meghosszabbított 

l^nc egyúttal merev is /merev apecer/. Ennek az ez oka, 
hogy igy a heptén jobban kiemelkedik a hordozófehérje fe­
lületéről és az immunreakció sor^n jobban "felismerhető" 

lesz.

A fenti elv hasznosításával 1961-ben te*A. Deleage és 

J .ó • Puizillout /ЬЬ/ is előállított KIA módszerrel törté­
nő mérésre is alkalmas szerotonin antigént. Első lépésben 

az GN-diszukcinil-szerotonint 11-es pH-n hídrólizaltak, 

majd G 25-Ös oszlopon aómentesitették és utána BCG1 se­
gítségével kapcsolták BSA-hoz• Az immunizálást nyűiben 
végezték és 10^ titerü antiszérumot kaptak. KI A módszer 

kidolgozásához az előzőekhez hasonlóan a glicinamid-szár- 

mazékok előállításira volt szükség.

d*/ Acetilkoiin antigének

Acetilkolin elleni antiszérumot először Gpector és mun­
katársai állították elő 1976-ban /57/. Antigénszintézisre 

alkalmas származékot igen bonyolult módon nyertek:

n-CH?Ctj2 N(CH3)2^ Z-£-aCA-0(CH^2-N(CH3)2-
Z-í-ACA-OHH-6ACA-0H

Э4H'£-ACA-0(CH2)2-^ch3>3HBrАСА-ОССНг^-^СЧзЬ
1-í-

b. ábra
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A ■légylépéses szint zis végen kapott £ -aminokoproil- 

-kolint vizolőható kfcrbodiimiddel kapcsolták 33A-ho*.
Az immunizálás után kapott antiezérum felhasználásúval 

rádioimmun-analitikéi eljárást dolgoztak ki acetilkolin 

meghatározására. Annak ellenére, hogy e publikáció mar 

4 éve megjelent, sehol nem olvasható a szakirodalomban, 
hog^ a ápector-ent is zártammal ecetilkolint határoztak meg, 
ezért e módszer elkel ma zhetoauge kérdőjelesnek tűnik.

Az acetilkolin ЫА-megha tarozása és közvetlen immun- 

hisztológiai kimutatása nagyon jelentős módszertani ug­
rás lenne az acetilkoiin-kutatas területén, üzért nem 

csoda, ha Spector publikációja után más kút tűcsoport is 

megpróbál ко zot t acetilKolin-r.XA > id olgozwSúvs 1/SjfA z anti­
gént jóval egyszerűbben állítOttók elő, mint Spector: 

kolint piridinben glutáranhidriddel acileztek, majd © 

glutaril-kolint vizoldható karbodiimiddel kapcsolták 

SuA-hoz. Az antigénnel szemben termelődött antiszérum 

alkalmas volt az acetilkolin iiXA-meghetáro zására.

3./ fteurotranszmitter antigének el'ullituao /saját eredményeink/

A neurotranazmitterek antigénjeinek szintézisét, majd 

antiszérumaik előállítását három fő kisérletceoport cél­
jára kívántuk megvalósítani:

1. / Az utóbbi években rendicivüli fejlődéssel jellemez­
hető iilA mérési módszer céljára, mivel a módszer 

már rutinfeladatok megoldására is ideálisnak bi­
zonyult. $aurotranszaitterek EIA-módszerrel tör­
ténő meghatározásához ezért a mindennapi gyakor­
lat is igényelte a szükséges antigének elősllitu- 

sót.

2. / Antigéneket kívántunk előállítani immunfLuoresz-
cencia-mikroszkópos kísérletekhez is, mivel ennek 

eredményei a KlA-módazer adataival jól kiegészít­
hetik egymást és közösen utfogó analitikai érté-
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kelést képesek adni. immunfluoreszcencia-mikrosz- 

kót.os vizsgálatok segítségével ugyanis a neuro- 

transzrnitterek nemesek kimutathatók, hanem ezút­
tal helyi lokálizuciójuk is lathatévá tehető és 

egyúttal kvantitatív meghatározásukra is lehet aég 

nyílik.
3./ Á kapott antiazérumok tisztítását affinitás kroma­

tográfiás módszerrel terveztük megoldani, árre a 

célra pedig szükséges ez antiazérumok alkalmas hor­
dozókhoz kapcsolt immobilizált származékainak elő­
állítása.

Eredeti elképzeléseink szerint ЫА, ill. a fluoresz­
cencia-mikroszkópos kísérletek céljára ugyanazon kísérle­
ti körülmények között előállított entiszérumok felhaszná­
lásét terveztük, de később tapasztalatalak alapján nyil­
vánvalóvá vált, hogy' ez entiszérumok egyidejűleg nem al­
kalmazhatók mindkét módszerre, ügy találtuk, hogy а ЫА- 

hoz más szempontok szerint kell antigént szintetizálni; 

és pedig a determináns csoportok változatlanul hagyásával.
A neurotrenszmitterek szövetekben történő kimutatására, 

ill. méghatárózására több módszer ismeretes. A bevezetés­
ben már részletesebben volt sző ezekről a megoldásokról. 
h módszerek közös és lényeges lépésének számító fixálás­
sá! kapcsolatban ezúttal is érdemes megemlíteni, hogy 

fixáláskor lényegében ugyanaz a kapcsolási reakció játszó­
dik le, mint az antigénszintéziskor. Ezért a neurotransz- 

mitterek mindkét esetben ugyanabban a formában lesznek 

jelen: az antigének szerkezete hasonló a szövetben fixált 

f ehér je-neuro transmitter szerkezethez.

ál ■

Й p.
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í

neurotranszmt terek formaldehides reakciója fehérjékkel

1 KatecholaminokSzövet hen;
Antigén szintézisnél:

» HO ch-ch2-n-r CH - CH2- N - R:ch2 Q QCH2
CH2 CH2

ILys Tyr LYS Tyr
' Szöv\ 
fehérje.

fSzövN 
fehérje BSA BSA

2. Aminosavak

HN-(CH2)n- CH-COOH HN - CH2 - CH - COOH,
® ®CH2 CH2

I
Tyr Tyr

@

6. ábra

A fenti megállapítás teljes mértékben helytálló a 

formaldehides kapcsolásra. Est a kapcsolási módszert mi 
is gyakran alkalmaztuk, mert fixálási vagy antigén elő­
állítási célokra egyaránt előnyös. A formaldehides kap­
csolja egyszerű kísérleti feltételek mellett, jó kiter­
meléssel valósítható taeg és iQC-vádett hsptének kapcso­
lására is alkalmasnak bizonyult.

katekol&minok esetében problémát okozott a kapott an­
tigének gyenge vizoldékonyauga, továbbá ezen anyagok oxi­
dációs hajlamé. üi2t ez antigénszintézis szempontjóból is 

hátrányos körülményt Grots és Grown a okkal kevésbé oxi­
dálódó katekolamin-analógok /tiremin, oktopsmin, szinaf- 

rin/ alkalmaaáaável igyekeztek kiküszöbölni /27/.
tói antioxidana anyag alkalmazásával kívántuk a ka le­

köt &m inok oxidációját visszaszorítani. A szamba vehető 

nntioxiöáneok közül a lsgoptitáliaabb kiválasztására
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ill, Na-dodecil-szulfát /oDá/ segítségével sikerült Q 10-20 

közötti értékeket 20-40-re növelni, A növekedés a két de­
ns túráié ágens hatásának eredményeként jelentkezett. Hatá­
suk a fehérjelűne "kifoszitését" eredményezi és ez az ál­
lapot ezáltal kedvezőbb feltételeket teremt a kapcsolásra, 

mivel ь fehérjemolekula mind az 39 lizin komponensét a mo­
lekula felszínére irányítja, кz a beavatkozás nem érintet­
te az antigének oldódási viszonyait, azok továbbra is viz- 

oldékonyak maradtak.
Formaldehides kapcsolással - hagyományos módon - a hiszT 

tamin-formaldehid-BOA antigént ia előállítottuk. Kiindulási 

agyagként hieztemin x HCl-t használtunk. Antigénünk vizold- 

hatónak bizonyult. Dialízissel tisztítottuk, majd liofili- 

záltuk. üV-apektrofotometriás módszerrel határoztuk meg & 

hordozófehérjére felkapcsolódott hieztamin többletet. Az 

analízis eredményeként csak 6 hiaztemin molekula növekedést 

tudtunk kimutatni egy-egy báA molekulán. Xexintettel arra, 

hogy a hisztemin és a BoA elnyelési maximuma igen közel 

esik egymáshoz, mi is úgy' Ítéltük meg, hogy az UV spektro­
fotometriás módszer ezúttal esek tájékoztató jellegű infor­
mációt adhat a BSA-ra kapcsolt hisztamin molekulák számát 

illetően, *-zért 

be vettük az antigénszintézist, amelynek eredményességét 

igy már egyszerű radioaktivitás méréssel megbízhatóan le­
het ellenőrizni.

A sztrotonin-formaldehid-BöA antigént C-vitamin enti- 

oxidúns jelenlétében azerotonin-kreatinin-szulfát kiindulá­
si anyagból állítottuk elő. A kapcsolást fénytől védve és 

lényegesen hosszabb ideig kellett végezni. UV-зрektrofoto- 

metriás módszerrel határoztuk meg a hsptén/BSA arányt, ei*ed- 

ményként 10-12-es értéket kaptunk.
Kedvezőbb tulajdonságú antigének szintézise érdekében 

tapasztalataink figyelembevítelével kettős követelményt 

tűztünk ki:
1. / A haptének valamennyi funkciós csoportját érintet­

lenül hagyjuk a kapcsolás során.
2. / Egyértelmű kémiai kapcsolási módszert alkalmazunk.

^C-izotóppal jelzett hiaztaminnal is terv-
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Az elad követelménynek úgy kivontunk eleget tenni, hogy 

a neurotranazaittsr-molekulákat karboxil-caoporttal bővi­
tettük, v gyis a neuro tr.nszmliterek kcrfccxil^It ,.ru.a a fi­
ka jy.-l végeztük az antigánszinté»ist. Az adrenalin eseté­
ben szükségessé vált a 3,4-dihidroxi-ftmil-A-metil-szerin 

- az úgynevezett "adrensslin-karbonasv” - előállítása, A do- 

pamin helyett a dihidroxi-f^nil-alanint /DQjrA/, noradrena­
lin helyett a dihidroxi-fenil-szerint /DCIá/, azerotonin 

helyett az 5-OH-triptofént, hieztamin helyett a hiaztidint 

de 7r-e»ino-vajssv /GASA/ helyett a giutaminasvat kapcsol­
tuk hordozóiehérjéhez. ^zt a megoldást azért tartottuk ész­
szerűnek és hasznosnak, mert a kurboxil-cső* or ton keresztül 

stabil és nem testidegen kötés Kialakításira van lehetőség. 

Igyuttal a második követelmény megválás itásura is jé lehe­
tőség nyílik, mert a ksrboxil-eaopor t egyértelmű kémiai 

kapcsol t kislakitjs^ra ad alkalmat.

A kapcsolás előtt a haptének ©minocaoportjut átmenetileg 

védeni kellett pl. tűrc.-butiloxi-k. rbonil csoporttal /ВОС/.

Az acetilkolin helyett - az entigenitáa javítása céljá­
ból - a hosszabb láncú azukcinil-monokűlin antigénjét ké­
peztük.

A peptidkémiai kapcsolási módszerek közül в jól ismert 

vég., ee-anhidridea módszerrel végeztük a kapcsolást, áz a 

megoldja tekinthető а legjobbnak. előnye, hogy a karboxil- 

-csoporton nem kell előzetesen átalakítást végezni. A kap­
csolási reakció gyorsan, kíméletéé körülmények között ala­
csony hőmérsékleten játszódik le és általában jó termelés­
sel jár, e © vegyte-enhidrid közvetlenül izolálás nélkül 

alkalmezh tó. A többi módszer alkalmazásakor legalább egy- 

egy olyan kedvezőtlen körülmény jelentxezik, amely az anti­
génszintézis gyakorlati megválóéitasut jelentősen nehezíti.

így pl. e kbibodiiirides kapcsolás során bonyolult szer­
kezetű oligomerek kialakulás...val kell számolnunk, mert a 

kapcsolás nemesik a haptének és e fehérjemolekülак amino- 

caoportjsi között jöhet létre,hanem fehérjemolekulók intre- 

és intwrmolekulús kepcaoSSáléra is lehetőség van.
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кг aktív-észteres módszerhez szükséges ez aktiv-éazter 

előzetes előállítása és ezen kívül a kapcsolási reakciót 

3zerves közegben kell lefolytatni.

Az ezi '03 módszer alkalmazásához először szükség van a 

neurotrimazmitt3r-3&v hidrazidjának előállítására. &z né­
mely neurotranszmitter-aav esetében nehezen valósítható 

meg. Íz a módszer alkalmazhatóságát Í3 korlátozza, bár to­
vábbi altban hidrazidból az ezid előállítása már nem szokott 

problémát okozni.

iíiaérleteinx sor^n ez egyértelmű kémiai kapcsolat kia­
lakításihoz a neurotranazmitter-savfík amino-cso^ortjat véd- 

tük, ho&> ezáltal a kapcsolna саек a neurotranszmitter-aev 

ksrboxil-csoportja és a fehérje emino-eao*.ort ja között jöj­
jön létre. peptidkémiában alkalmazott védőeuoportokat
használtuk, amelyek az antigénézintéziat követően - az an­
tigén szerkezetét m^r nem érintő - egyszerű körülmények kö­
zött tivoli thatók ol /védőcsoportra az ecetilkoxin esetében 

azért nincs szükség, mert nem rendelkezik reakeicképea amino- 

caoporttal/.

Az alkalmazott védőcsőkortok a kővetkezők:

0CH3 0I ó II
CH3-C-O-C- ch2-o-c-

CH3
benzil- oxi-karbonilterc.-butil-oxi-karbonil

(BOC) (Z)

CH3
CH3-C-

I
CH3

CH2-0-C-
f luor enil- metil-oxi -karbonil 

(FMOC)

terc-butil
(But)

7. ábra
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Aa-ödrenalin és noraörenalin kivételével - eredetileg 

optikailag inaktiv ne urotrans zmi11 erekből a karboxil-cso- 

port bevitelével optikailag aktiv neurotrsnazmitter-sovbk 

keletkeznek, Hl. az adrenalin éa a noradrenalin esetében 

második eazimmetriecentrom elekül ki. ezért a lehetséges 

D- és L-módosulatok kdéül az antigenitás kifeje ettebbé 

tétele érdekében e E-sz&rmezékokból is előállítottuk a vé­
dett hapténeket. A Xí-konf igurócio ju kerboxilalt neuro- 

trenszmitter-antigénektSl ez alábbi hatások jelentkezését 

vártak:
1. / Elsősorban 82 antlgeaitás fokozódását, mivel a D-

ezármazékok feltehetően erősebb antigének /test- 

idegenek/.
2. / A D-szarmazékok a peptidazoknak jobban ellenállnák,

ezáltal hosszabb ideig mutathatók ki a keringésben 

és igy több eséllyel találkoznak imunkompstena sej­
tekkel.

3. / Amint mér többször említettük, a karboxilélt mediá­
torok i-modosuletíi a szervezetben is előfordulnak, 

igy várhatóén az L-izomér formában kapcsolt mediáto­
rokkal szemben termelt antiszéróm kereeztreakciőt ad 

a transmit terek prekurzoreival is. A D-módosálatok 

a szervezetben nem fordulnak elő, igy в keresztieak- 

ció mértéke várhatóan kisebb lesz. A mediatörökkel 
adott reakciót ez a változtatás előreláthatván nem 

befolyásolja, mivel ezek aszimmetriaeeiurumot nem 

tartalmaznak, ill. a változtatás eredetileg inaktiv 

szénatomon történik.

&•/ A kapcsolásra alkalmas hepténck, ill, neurotranszmit-
terek ksrboxilalt оsómmázéfcainak előállítása:

1./ Adrenalin: líiaérlet ink célja az adrenalin karboxi- 

lalt e zárna lékének, ez ’* adrenal in-kor bonsevnek’*, kémiai 

nevén a 3»4-dihidroxi-f cmil-lí-metil-szerinnék ez előállí­
tása volt.
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ОНОН
*сн *сн-соон

NH-CH3
*СН- СН2 “ NH-СНз

о
ноно онон

3,4-dihidroxi-fenil-N-metil-szerin
"adrenalin-karbonsav"

Adrenalin

6. а ore

Célkitűzésűnk megválóéitászhoz több lehet&ég ia кinálko« 

zott. így először a hegedűs-félt recept /39/ am lóg meg­
oldásaként glicin helyett, annak metilezett származékéval, 
a asarkosinnal hajtottuk végre a reakciót.

OH
CH-CH-COOH

CH3-NH-CH2-COOH

9. aibre

A várt uj termék, az "adrena lin-karfconaг v** azonban саек 

A,omokban keletkezett és a szüksége» mennyiaégben nem volt 

izolálható, üajnos a reakciófeltételek mód sitűseivel sem 

sikerült kedvezőbb eredményt elérni.

Hasonlóképpen, nem volt eredményes © ^noevenagel-Cope 

szint zia зет, amely ezerint dibensiloxi-benzaldehidet re- 

•.gáltattunk N-metil-N-eeetaaido-malon-éazterrel.
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OH COOEt СНз 

CH-С—N
Q] СООеЛс-СН3

COOEt 
I

♦ нс-КСНзо
&'“3 оBzlOOBzl OBzlCOOEt

10. ábг»

Szele után úgy döntöttünk, hogy célvegyületünket védett 

norsdrenalin-kerboneav /5,4-dihidroxi-fenil-a zerin;T EPS/ 
metilezéeével próbáljuk meg előálliteni.

Először diazömetunos közvetlen metilezéssel kívántuk 

célvegyéletünket előállítani. - megoldás során sajno3 ezu- 

snos többszörösen metilezett termék is keletkezett és ezek 

mellől ez adrenalin-karbonsav védett származékának izolá­
lását nem sikerült kellő mennyiségben megoldani.

OHOH
CH-CH-COOCH3 

NH-CH3
CH-CH-COOH

ch2n2nh2
BzlO BzlO

OBzlOBzl

11. ábra

Ezt követ en ez Oisen-féle metilezéai eljárással /60/ 

próbáltuk célunkat elérni. Ez a módszer ШУ-te közegben 

Ág-Ó kát lizátor és metiljodid metileső ágens alkalmazá­
sával általában jó termeléssel eredményesen alkalmazható. 
Esetünkben azonban feltöhetően bét i-elimin-ciá miatt cet к 

nyomokban szolgáltait® a kívánt vegyületet.
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он
СН = С-СООСНз 

^СНз
О) '

сн- сн-соон
NH-BOC

I

Olsen
Ag20;MeI

9вое
BzlOBzlO OBzlOBzl

”valószínűsített termék”

12. ábra

Uobb eredményt vártunk e hidroxil-csoiortok előzetes 

védésétől, A azerin és tre?nin hidroxil-csoportjainak ben- 

zilcsoporttal történő védését Hruby irta le /61/ és trao- 

nin esetében csak 6 %-os termelést tudott elérni. A azerin 

és treonin összehasonlítási át az indokolta, hogy a treonin 

szekunder OH-caoportjához hasonlóan a azerin - eredetileg 

primer - OH-csoportja pl, a fenilszerin, vagy DOJPS eseté­
ben is szekunderrá válik, így a treoninhoz hasonlóan az OH- 

csoport védése DOPS esetében is csak rossz termeléssel ment 
végbe, amihez az aromás gyilrü térbeli gátló hatása is hoz­
zájárult, A hidroxil-csoportok védésére jobb termelést 

Ígérő megoldás is szóba került, Schröder terc-butiléter 

védőcsoportot alkalmazó módszere /62/ azonban 3-4 reakció­
lépéssel hosszabb és ez már eleve megkérdőjelezte alkalma­
zását •

V -

Újabb lehetőséget jelentett a Coggins-féle metilezési 

eljárás /63/, Ezt Z-védett aminosvakra Írták le és jó ki­
termeléssel jellemezték.

OHOH
CH-CH-COOH 

-C0-?
CH-CH-COOH 

NH-Z COGGINS
NaHjMel

BzlO
OBzl

13. ábra
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A reokció ÍHF-ben NaH és metiljodid jelenlétében megy 

végbe. Sz&rin és treonin netilezésekor úgy találtak, hogy 

a kivont N-metilezőc és mellett O-metilezddée is lejátszó­
dik. Ezek alapján kétféle aetileződéare sz«mittottunk. A 

várskozasoal összhangban két kristályos frakciót nyertünk, 

amelyekr51 feltételeztük, hogy M-, ill. O-cmtil származékok­
ról ven ezó. A karboxil-csoportok szabadon maradink, ill. 

csak igen kié mértékben netilezőötek. A két kristályos 

frakciót tisztítás után ШН-epektrurr. felvételével anali­
zál tettük. A 60 MHz-se felbontású készülékkel csak való­
színűé it eni lehetett e kérdéses vegyül«tek szerkezetét, 

ezért 90 ííHz-ee felbontású készülékkel is felvettük e spek- 

trumot, kzen kívül, miután D, L-trso-módozulatból indul­
tunk ki, választ szerettünk volna kapni erre 8 kérdésre ia, 

hogy történt-e konfigurációvaltozáe valamelyik szénatomon. 
Sajnos, a nagyobb felbontású készülékkel asm lehetett © 

kérdést egyértelműen eldönteni. Ezért © treo-eritro módo­
sulatok arányának eldöntésére tervbe vettük 560 MHz-es 

felbontású készüléken történő szerkezetvizsgálatukat is.
Az egyik frakcióról 90 Шг-es protonon ШШ spektrum 

/14. ábra/ alapján sikerült igazolni, hogy G-metil szár­
mazék. Ez в vegyület kb. 15 iá-ben keletkezeti /Op. 195-196 

°C/.
A proton-ШИ spektrum /15. ábra/alapjón meg.Дlapítottuk, 

hog,/ a 2,9 ppm-nél jelentkező csúcs megfelelhet egy N- 
metil csoportnak. Az inte, r ilgörbí^lértékeléae 5 aromás 

proton és egy benzil-metilán-cöoport hiányára utalt, dz 

megerősítette feltevésünket © bcnzil-csoi.ort kihasadusa- 

ről. A spektrumból viszont nem derült ki, hogy honnan ha- 

aedhrtott ki. Némi támpontot nyújtott, hogy a két Ctt-сзо- 

port között lévő csatolási ullandó megfelelt eg, öttagú 

gyílrü oiea-helyzetü protonjainak. A nagyobb mennyiségben 

nyert anyagról bizonyosáé vált, hogy tisztén N-metil ezur- 

masék és nem tartalmaz 0-metil szennyeződést.
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Az elkészített 1;С-Ш spektrum /16. ábra/ részletesebb 

elemzésekor azonban kiderült, e szénjelek szúrna egy 

CgH^-CH2-/ben*il/ceoporttsl kevesebb a vártául. Kémiai vi­
selkedése is eltérést mutatott, igy pl. e Z-védőcso^ortot 

nem sikerült eltuvolitanunk.

A spektrum alapján felvetett kérdés megválászolusura 

célszerűnek tartottuk anyagunk egyenértékaulyának titrá- 

1ássál történd méghatárósását /17. ábra/.
A fogyúö/i-H érték egyértelműen arra utóit, hogy a moleku­
lán csak egyetlen savas csoport van. Az egy enértéksuly kb. 
90 egységgel bizonyult alacsonyabbnak a vurtnul és ez össz­
hangban is volt egy benzil-csoport hiányával, vagyis fel­
vetette egy banzil-csoport 1©hasadásának lehetőségét.
A molekulában uj, titrálható savas, vagy b^zikus csoport 

jelenléte nem volt igazolható. Az a tény, hogy a b nzil- 

caoport lehasedáaa nem járt együtt uj savas csoport meg­
jelenésével, egyéb szerkezeti változások lehetőségét ve­
tette fel. Infravörös spektrum felvételéből két karbonil- 

csoport jelenlétét lehetett kimutatni.

Az elemi anelizia eredménye С25й23^6 összegképletü ve-’ 
gyület mellett szólt, ami egy C^H^-csoporttal kevesebb a 

számítottnál. A végső bizonyítékot azonban a ШК-rsl 

végzett vizsgálat szolgáltatta.
A 15C spektrum értékeléséből három részletet érdemes 

külön kiemelni. Az első, hogy a 51,7 ррш-nél jelentkező 

eltolódás egyértelműen N-metil származékra utalt, ugyanis 

az O-metil csoport jele bl,ö ррш-nél jelentkezett volna. 
Másodszor, 172,2 ррш-nél a szabod sav karbonil-szén elto­
lódására jellemző jelet kaptunk. Harmadik tényezőként 

oxazolidin-gyűrűbe zárt fcarbonil-csoportnak megfelelő el­
tolódást találtunk. Ezek alapján bizonyitottnak tekin­
tettük termékünk szerkezetét /18. abга/.
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érdekesnek tartottuk ez eritro-módosulattal is elvégez­
ni későbbiekben majd ezt a reakciót, mert a két eredmény- 

sor ©lapján várhatóan a reakció finomabb, részletesebb 

mechanizmusára tudunk következtetni.

Az irodalomból is ért, hogy a benziloxi-karbonil-csoport 

nukleofil reagensekkel támadható, miközben karbemid, ill. 

hidantoin származékok képződnek.
Véleményünk szerint a szokatlan gyűrűsáráanek kedvez © 

szabad alkoholos hidroxiloaoport jelenléte, valamint a fe- 

azüléementea ötös gyűrű kialakuli»si lehetősége.

2./ Noradrenalin: К. ia érit tünk célja ezúttal a nor adre­
nal in к rboxilult származékának, a >,4-öihidroxi-fenil- 

-azerinnék ЛЮРЕ/, ill. védett származékának az előállí­
tása volt./.

OHOH
CH - CH-COOHCH-CH2

II
nh2nh2

но %OHOH

noradrenalin 3,4-dihidroxí-fenil-szerin
DOPS

19. ábra

Ezúttal is számolnunk kellett oxigén- és fényérzékeny­
séggel. Ezenkívül azonban újabb lényeges probléma is adó­
dott - csak néhány Eg kiindulási anyag állt rendelkezé­
sünkre és ennek köv tkezményeként о védett származék tisztí­
tását mm sikerült megoldanunk. Ezért elhatároztuk, hogy a 

tOJrá-t ill. annak védett származékát totál-szintézissel ál­
lítjuk elő.

4
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A DOPi»—t Hosemund шаг 50 éve előállilotta, Kedvező fel­
tételek melletti szintézisét urlenmeyer vslősitotta meg 

benzil-védőcsoportok alkalmazásúval. A szintézisek során 

kapott termékek pontos aztereovifízonyait pedig Hegedűs 

tisztázta 1975-ben /64/.

Hegedűs és munkatársainak módszerét kővettük, akik 

dibenziloxi-benzslöehidet reagáltattat vizes-etsnolos kö­
zegben giicinnel /59/. äz irodalmi adatokkal egyezően a 

DOjpo treo-eritro módosulatának 3:1 eranyu keverékét kap­
tuk* A treo-eritro módosulatokat a £-védett származékok 

ECH^aóinak frakoionált kristályositésável választottuk 

szét. így jó kitermeléssel, magfelelő tisztaságú DL-treo- 

módosulatot tudtunk izolálni, emit s későbbi szintézisek­
hez használtunk fel. A ГОС-védőcsopoitot BOC20 segítségé­
vel vittük fel в molekula szabad Ш2 csoportjura. Katali­
tikus hidrogénézéssel /ld/С/ tuvoiltotluk el e benzilcso- 

portokat és i&j jő termeléssel kapcsolásra clkelmás tisz­
te terméket kaptunk. Anyagunk DCHA-aó forrnájóban hosszú 

ideig bomlás nélkül tárolható.

treo/eritro
szétválasztásOH

CH-CH-COOH
H2N-CH2COOH)

OH
CH - CH-COOH

I

NH-BOC

OH
CH-CH-COOH 

NH-BOCH2
Pd/C

20. ubrs
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3*/ floeamin; Dopamin helyett karboxáLAt származékét, a 

dihidroxi-fenil-alanint /DOJrA/ kiv^ntu* horöozófehérjéhez 

kapcsolni.

*
CH2-CH-COOH

CH2-CH2-NH2
NH2

Q HOHO онон
3,4-dihidroxi-fenil-alanin

(DOPA)
dopamin

'

21. ubra

A DQj?A is igen érzékeny oxidációra, hőre és fényre, 

tzért a BOC-védőcsöpört felvitelét a gyorsabb reakciót 

biztosito BOC O-tal, nitrogén átmoseférében, fénytől véd­
ve végeztük. Nyers termékünket BCHA-sójan keresztül tisz­
ti toltuk. Az irodalomban caak BOC-N,,-mal végzett védés le­
íráséval találkoztunk /63/. ьг a megoldás a szerzők sze­
rint is cask rossz hatásfokkal jellemezhető. Mi ezzel 

szemben - 30C 20-tftl - 80 %-oa termelést értünk el, ami
igen jónak mondható.
A B-izomerrel való szintéziseket ez L-DOFA-val szemben 

poter.ciAieen fellépő keresztreakció elkerülése indokolta.

4./ Hisz tarn int Az előzőekben követett elv szerint, ezút­
tal is e ksrboxilált származék antigénjét kívántuk képez­
ni, vagyis hisztamin helyett a hiaztidint választottuk ki­
indulási anyagunknak.

CH2 —CH — NH2

co-nh<b|a)
CH2—CH2-NH2

His-BSA
(hisztamin - antigén)

hisztamin

22. ábra
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A hisztiéin oxidációra kevésbé érzékeny, adat a kate- 

kolaminok, da reakcióiban általában azuusoe molléktermék 

keletkezésével kall számolni. Erre a iceűvezőtlen körül­
ményre antigénazintéziskor is számíthattunk. Kapcsoláshoz 

a reakciokorülaány éktől függően nemcsak as -helyzetű 

aminocso^ort védésére volt szükség, hanem - mivel nem le­
hetett számításon kívül hagyni az imiőazolgyürün keresz­
tel iétr^ü’vc í.ü,cjoiüd«st sem - szükségesé v~lt az

Ot in7Nt »Ш --80C-védett származék előállítóéa is* A öOCj-Hia-oH 
szintézise korántsem egyszerű feledet. Az ft^-BOC csoport 

savra és lúgra egyaránt érzékeny, könnyen lehaead mér ö 

bOC-csoport bevitele közben. Ezért általában csak rossz 

termeléssel sikerült a íX^His-QH-t előállítani.
Attól ft: 4m, ho,y .*-eOC-Hie-ÜH-t, vagy BOC2-BlS-OH-t 

kívántunk előállítani - alkalmasan kellett megválasztani a 

рй-t és e véőőcaoport felvitelére használt iŰC-szurmezék 
mennyiségét. ás N^védett szárassák előállításához büC- 

azidot használtunk kétszeres feleslegben és a pH-t állan­
dóan 10-es értéken tartottuk. А ВОС2-вг~гтег0к készítésé­
hez B0C20-t használtunk 4-szer®s feleslegben és e reakció- 

elégy pH-jót ezúttal 7,5-8,0 közötti értéken kellett tar­
tanunk azért, hogy az imidazolg, Urán levő védőcsőért 1© 

ne szakadjon.

Fenti műveleteket L- és D-módosulattal egyar**nt elvé­
geztük. A D-izomerrel végrehajtott sntigénszintézist pedig 

ezúttal is az elvileg lehetséges keresztreakció kiküszö­
böl éee inéokolta.

5./ üzerotonin: А ш«*г ismertetett elv alkalmazásává 1 

- о szerotonin karboxil-lt sz-rmazékunak, sz 5-CH-triptofun­
nak képeztük az antigénjét.
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*
-сн-соонCH2-CH2-NH2

NH2

5-OH-triptofdn5-OH-triptamin
(Szeroíonin)

23. ábraf
Az 5-OH-Trp aminocsoportját BOC-cso^ortt.'X védeni kel­

lett . felivel kiindulási anyagunk hő-, fény- és oxigénérzé­
keny, ezért a gyorsabb védést biztositó BCCgQ-ot használ­
tunk a védőcsőport felviteléhez. Mg Így is jelentős el­
színeződés kisérte e reakciót. A BQC-BL-5-QH-Trp-üri-n 

kívül előállítottuk a D-izomerek BOC-védett származékait 
is. Bár ezek szilárdak voltak, mégis célszerűnek találtuk 

DCriA-sójuk képzését és azok átkriatályoeitáeóval tisztí­
tottuk termékeinket. A DCHA-sók felszabadítását esek köz­
vetlenül a hordozó fehérjéhez való kapcsolás előtt haj­
tottuk végre.

6./ Acetilkolin: Az acetilkolin helyett a ezukcinil- 

monokolin /ч>.,С/ antigénjének előállítását tartottuk cél­
szerűbbnek. Elképzelésünket az motiválta, hogy ez a meg­
oldás ez entigenitás javítását szolgáló két tényező egy­
idejű megvalósítását is jelentette. Az acetilkolin és a 

szukcinil-monokolin szembetűnő szerkezeti hasonlósága mel­
lett egyúttal éppen в szerkezeti eltérések volészinüsitet­
tek 8 jobb iffiffiunogenitass; 1 jellemezhető antigén keletke­
zését. Iáivei о szuiccinil-monokolin hosszabb láncú moleku­
la, mint az acetilkolin, igyaz ismert elv szerint jobban 

kiemelkedik a hordozó felületéről és ezáltal jobban "fel­
ismerhető” lesz. A azt: ad karboxil-caoport pedig alkal­
masabba teszi a hordozóhoz »aló kapcsolásra• "Funkciós 

csoportjai” intaktak, ameLyek az antigén-antitest illesz­
kedés szempontjából lényegesek.
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aái m ■ '

Н3С 0
H3C-N-CH2-CH2- O-C-CH3

/
IH3c I0

7 A 1
1<-

Aceti Ikolí n

H3C 0 0\© II II

H3C-N-CH2-CH2-0-C-CH2-CH2-C-OH
/ I I

IH3C I
I 0

7 A
1

1 1

y-

Szukcinil-monokolin

■

24. abrs

Az öi..C előullitáaura e kolint borost^ anktlaavenhidrid- 

del észt eres it ettük, pirid in-DMí* megfelelő arány u eledé­
ben, forrslua közben. A tisztított termék szerkezetét 
«C ‘*lvíi spektroszkópia segítségével igazoltuk.
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4

О О
(СНз>з N - СН2 - СН2 - о-С - СН2 - СН2 - с-ОН

5 3 4 2 7 6 1

1

LU

25. ьЫв

A Si.öktruE alapján е követkeső értékelést olvashattuk le:

-CQOH 

-CK^QCG-
-na/ch2- 

-CH2OCO- 

/CH3/WA/-
-сн2соон 

-OctoCH2-

1. 176,9
174,2
65,0
56,9
54.3
29.3 

29,1

PP©
2.

/I/3.
4.
5. /X/
С.
7.

А 3. és 5. jelek triplettre heéadnak fel e i^‘c-14íí csa­
tol úq miatt: C * 3,5 - 3,7 Ha.
A 6. éa 7. jelek il„,en sorrendben történi eeasignaláea a 

ffionoiuetil-szukeinat spektruma analógiájára /Sadtler stan­
dard Carbon - 13 ЫЬЛ Spectra, Ко. 3513 С/ történt, csak­
úgy , ©int a karbonil-8zenek jelei.
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"tizek it ... a -Ale-Cl-del v . z t к a ke a in ész-
tereoitésdt CMF-ben. Az észterősítést ezért nem lőhetett 

szokásos módon - lúgos közegben végezni, mert a védőcso­
port lúgos közegben könnten lehesad. Az Így előállított 

í'x.jC~fö-Alo-kol ín fenéi', n-'i^on ni.arcoké; ou, kriat.lyos 

anyag, ezért közelebbi jellemzésre ne® adott lehetőséget.

A ífiGC-védőcsoportot lúgos közegben i^voiitottuk el,
• ezt követben a /З-Ala-kolint prewarstiv vékonyrétegen 

tisztítottuk.

t



} .

ACETILKOLIN ANTIGÉN SZINTÉZISE

(Mukonil-/3-Ala-kolin-BSA-konjugátum)

I. Haptén előáUítása

NCI2CO3
Dioxán/H20+ H2N-CH2-CH2-COOH 

H-/5-Ala OH
>4 H CHo-O-C-CL H CH2-O-C-NH-CH2CH2COOH

5
FMOC-yí-Ala OH

2 II
ОFMOC-CL

■ö
Kolin-
kloridSOCI2

МеОН У
*CH3Ö- ©DMF/NMM vrH CH2-O-C-NH-CH2CH2COO-CH2CH2-N-CH3H CH2-0-C-NH-CH2-CH2-C0-Cl o5 fi Iö 0 ICH3

cfFMOC-/3-Ala-g FMOC-/3-Ala-kolin
CH3©

H2N-CH2-CH2-COOCH2-CH2-N-CH3 cP
0OH

H20
CH3

*4

;



II. Kapcsolás О О и и
С-О-С-О-СНо-СН

I 4 \

СНз
соон

СН3снсн
СНз IIII H-/3-Ala-kolin

NMH/DMF

/ СНсн ♦ 2 С1-С-0-СН2-СН
II \

II снсн СН3о IIи сн3снсн /klórhangyasav- 
i- butiészter

II
C00-C-0-CH2-CH 

и z \
О

mukonsav-vegyes-anhidrid

COOH
Mukonsqv4 CH3®\

CH30
II IC-NH-CH2-CH2-COOCH2-CH2-N-CH3

ch3 cP's
CH£ b-

B5ACH I
-------------------- »
b^O/dioxánCHи

CH
I

СОО-СООСН2-СН(СНз)2 

"mukonsav- félamid-fél- anhidrid "

CH2-CH2- NH-tC0-CH=CH-CH°CH-C07NH-CH?-CH?-C0:0CH2-CH2-^-(CH3)a

Lys-e-ЫНг "mukonil-rész" "A-Ala-rész" ” kolin-rész"
csoport
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Z-Glu-OH 
/ ÓMe

■> Z-Glu-OMe x DCHA
/

Me2S04
DCHA

Z-Cl Z-Glu-OHH-Glu-OH ->—*

H2/Pd ßOCj^ BOC-Glu-OHi-butén * H-Glu-OHZ-Glu-OH
II I i

OBut OBüt OBut

2e>* üfarf.

áz igy előállított i.>0C-*^lu/03uV-0U hord ossär? való kap- 

caolaar* közvetlenül alkalmas volt* Ezt a kisérletaort L- 

és D-glutaminaawal egy aránt elvéreztük. A Ö-glutaminaavval 

végzett munkát вг indokolja, hog3 a glut amins a v-antigén 

feltenetően elsősorban GABA-ellenea antitestek termelését 

indikálja, de kereeztreakció is felléphet, э at ont ie tér um 

a szintén nsurotranataittsr glutaminesvat is megköti* Ez 

nagyon zavaró lenne, ezárt ka;,o?oltu к B-gl utam ina svat ia 

3áA~hoz, hogy a képződő antitest ne ismerje fel az L-glu- 

tjminaavat, csak a iáöA-t.

b./ ^árooxilttlt neuroír. r.t- zúíutérvк Ku^csoluua i'anér.ie-
nordozóhoz;

áíiutun a védett mediator azarmaziisoKat - az adrenalin 

kivitoldv 1 - aikerllt eló-ilitraunk, következő lépésben 

fehérjéhez каре öltük rket. Általiban végiea-annidridea 

kapcsolást alkalmaztunk.
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»r-

Оо TEAии
♦ Cl-C-OCH2CH(CH3)2 

KHIBE

R-CH-C-OH 

NH-ВОС

О О
* R-CH-C-0-C-0CH2CH(CH2)2 ♦ (C2^NxHCl 

NH-BOC
"vegyes anhidrid"

О О
R-CH-C-0-C-0CH2CH(CH2)2 * H2N-Lys(BSA) 

NH-BOC 

О
R-CH-C - NH-Lys^BSA) +C02 +(СНз)2~Сн CH2OH 

NH-BOC

■>

■>

29. ábra

Hordozó fehérjének legtöbb esetben BáA-t használtunk, 

mert lizinben relative gazdag. A kapcsolás eredményességét 
jelBŐ höptén/BaA hányadost többnyire UV-spektroazkópiával 
határoztuk meg. Amikor ez nem volt lehetséges, akkor emino- 

aav analíziseel. £bben az esetben viszont a DÜrA ée a DOI® 

bo mlékonysága hidrolízis alett nagyfokú problémát okozott. 

A visszanyerés mértékét külön kísérletekben határoztuk meg. 
Haptén/ÖSA hányadosnak többnyire 10-2ü közötti értékeket 

kaptunk. Kedvezőbb, nagyobb értékek elérése céljából a
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fehérjelene Iizinkomponenseit igyekeztünk a haptének 

számára hozzáférhetőbbé tenni, fez в megoldás azaltel te­
remt kedvezőbb feltételeket a kapcsolásra, hogy a fehérje- 

molekula haszee lizin komponensét a moiekulo felszínére 

** irány it ja", önnek elérése céljából denaturáló ágensként 

8 M -o® karbí oidot, ill. üe-dodecilszulfátot hasznai tünk.

Ilyen körülmények között a hányadosok 20-40 közötti ér­
tékekre enelkodtok. ke, « beavatkozás nem érintette az an­
tigének oldódási viszonyait, azok úgy, mint a közvetlen 

formaidehidea kapcsolással nyert antigének, szintén viz- 

oldhotók maradtak.
A konjugatumokat diaiizioael tisztítottuk, 

lizultuk. кг analitikai vizsgalatok minden esetben liofili- 

zátuaokbol történtek.

A neurotranszmitter-funkcióval rendelkező anyagok cso­
portján belül a kstekolsminok nemcsak kémiai szerkezetü­
ket, hanem antigénszintéziseik és azok körülményeit ille­
tően is szembetűnő hasonlóságot mutattak. A szerotonin, 

ill. a hisztamin-bár mús-mas vegyületcsoportba tartoznak - 

antigénjeik előullit-aához a katekolaminokn^l is alkalma­
zott módszerek és elvük iá felhaaználhátók voltak. Az azo­
nosságra vonatkozó közös elapot a fenéijéhez veié дь^сзо- 

láib&n résztvevő amino-caopoitok szolgáltatták, mig az 

egy eíi, speciális problémákat a kfatekoiaminok esetében pl. 

az oxidálód á&i hajlam, a szerotonin és a hisztemin eseté­
ben pedig elsősorban вг inaolil-, ill. az Imidazol-gyűrű 

sajátságéi okoztak.

kíméleti éa gyakorlati szempontból is fontos megismer­
nünk bármely kapcsolási módszer esetében a ténylegesen 

létrejövő kapcsolási variánsok lehetőségeit és azokat a 

körülményeket, amelyeknek optimális megválasztáséval biz­
tosíthatjuk, hogy a molekula kívánt csoportja lépjen © 

kapcsolási reakcióba.

jd liofi-
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Konkrét pólóéként emlithetjók ©eg ezzel kapcsolatban в 

hisztamiii ant igén szintézisét. A hieztaain antigén előal- 

lit ;8ünul и hi:-., tidin minikét védett ezér;:>.ezékát - h~, ili. 
g°L védett í-iia-t - vegyea-anhiörídes móda zerrel
kapcsoltuk BáA-hoz. л kapcsolást mindkét szármezékkfcl azo­
nos ©ódon, a szokásos kísérleti körűimére er. között végez­
tük el. Az antigének heptén/BáA er .nie azonban jelentős 

eltérést mutatott. Aminoeev enelizis alapján az Ж* 

védett hiszteáin antigén hnptén/fcSA értéke IC volt és kar- 

bamid jelenlétében is közel егопоэ aranyt tudtuik elérni. 

az N^-védett származékból nyert antigénre azonban roar 40- 

Qts értéket kaptunk.

Az immunhisztokémiei kimutatási igénké*: mellett, már 

korábban в hiA mérőti technika ia igényeit jé minőségíi an­
tigéneket, ill. antiazérírnokst. .írd eke a megemlíteni, hogy 

-az irodalmi adatok alakján - kezdetben úgy tűni; a form- 

aldehides kapcsolás 1 technika pl. szeretőéin esetében ne© 

szolgáltét í\IA céljára megfeleld minőségű, entigének©t. A 

sok próbálkozásból végül kitűnt, hogy gyakran nem okvetle­
nül az sntigénszintézleben kall keresni a megoldáshoz ve­
zető utet, hanem nagyon sokszor sz immunizálási technika 

alkalmi é megválasztására van szükség. ázniaos olyan kísér­
let tapasztalatainak össze* zéséből adódott ez a felismerés, 

amelyek során áz elöallitott antigénekkel megváltoztatott 

i rounizalusi körülmények között mégis sikerült HA módszer 

kidolgozáséra alkalmas antiazérumot, ill. antitestedet 

nyerni.
Eddigiek alapján is megállapíthatjuk, hogy antigének, 

antiszérumok, ill. antitestek előállítására általános ér- 

vényü szabályokét nem lehet felállítani, ttehéz Állast fog­
lalni, hogy melyik antigér.szintézis, ill. immunizálási meg­
oldás hoz végülis jó eredmén, t. ágy antigént ekkor tudunk 

igbzaíi eredményesen használni, ha megtalálju* hozz*- a leg­
ideálisabb immunizálási körülményeket, mindezek azzal 

gyarushatók, hogy ez antigének kémiai szempontból heterogén

-Í3CC-

ша-
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anyagok, másrészt pedig az immunizálásra használt kísérle­
ti állatok sem tekinthetők immunizálási szempontból egy­
forma 6gyedeknek, azért, teljesen egyező antigénbeviteli 
körülmények ellenére az antiszérum, ill. antitest terme­
lésben jelentős eltérések mutatkozhatnak.

4./ fleurotrenazmitter antiazérumok és affinitás kromatográ­
fiás tisztítására alkalmas áeuharose-szurmazékok szin­
tézise

Az immunizálás aorén nyert entiszérumok jellemzése, 

imunhia Etológiái alkalmassagának bizonyítás« hosszú és bo­
nyolult kísérleti munkát igényel. Az antiezérumok ellenőr­
zése ezt mutatta, hogy a radioaktivem jelzett neuroIransz- 

citterek kötődése 1 munglobulinokhoz nem bizonyltja az an- 

tiazérum immunhisztológiei alkalmaEhetőségét. Ez érthető 

is: a moifológus, aki e neurotrfnsemitterek szöveti loka­
lizációját vizsgálja, fixált saövc-tmetazetökkel dolgozik. 

Olyan antiszérum felel meg céljainak, amely a szövetben 

fixalt neurotransEmittereket ismeri fal és nem a szabad, 
változatlan molekulát. A radioaktiv jelzésű naurоtransz- 

mit terek kötődése egy antitesthez csak a szabad neurotranaz- 

mitter és ez irmunglebülinok kötődési viszonyairól nyújt 

információt, ulképzelhető, hogy az immunhisztológus számá­
ra éppen az az antitest az érdekes, amely e radioaktiv 

neurotranazmittert nem, vagy csak igen gyengén köti, vi­
szont nagyfokú specificitást ©utat a szövetben fixált, meg­
változott szerkezetű neurotrímszmitter-molekulákksl szem­
ben. Ezért oly an modellrendszert Így ekeztunk találni, amely­
nek segítségével e szövetben és sejtben mutatott kötődési 
viszonyok jól tanulmányozhatok. Ilyen modellrendszernek 

gondoltuk a ^epharose-on megkötött neurotranszmittereket.
/А Sepherose a Pharmacia altál forgalmazott agaróz-gél, 

nagy' póruamérete miatt kiváló kromatográfiás tulajdonságú,



- 56 -

különösen nagy molekulatömegű fehérjék tisztítására al­
kalmsa, A Sapherose 4B kb, 4 millió daltonig alkalmazha­
tó, ennek keresztkötésekkel stabilizált változata a 

Sepharose-Cl /cross linked/.
Ha a neurotranszmittert változatlan, sértetlen szerke­

zettel kötjük a $e*Hiarose-gy öngyükhöz, segítségükkel a 

neurotranszaittérok receptorai tanulmányozhatók, ill, nnti- 

azérumokból elkülöníthetek a neurotranszmittereket wfelis­
me rö" i imunglobulinok. Ka a fixálás közben megváltozott 

szerkezetű neurotranazmittereket immobilized juk áepharose- 

on, a kapott edsaorbenaek segítségével affinitás kromato^ru- 

fjóval izolálhatók az immunhisEtológia céljára alkalmas an­
titestek. Ugyanezek az affinitás adszorbensek használhatók 

fel, mint modellrendszerük az antiszérumok lomunkisztológiai 
alkalmasaagának ellenőrzésére is, /Az affinitás krom&tog- 

ráfia biospecifikus adazopción alapuló elválasztástechni­
kai módszer, amelyet elsősorban biológiailag aktiv fehér­
jék tisztítására alkalmaznak. Az immobil!sált antigének 

/affinitás adszorbéna/ a specifikus adszorpció alapjan an­
titestek tisztítására alkalmasak/.

áeurotranszmitterak immobilizalasa uepharoae-on tehát 
több szempontból is érdekes, a tudományos kutatásban sok­
oldalúan felhasznulh tó adszorbenseket eredményez:

1. / Az ©dazorbensek felhsszmdh tők affinitás krooaatográ-
fia céljára - részben a neurotrsnszmitterek azoiubi- 

lizált receptorainak tisztítására, részben © neuro- 

tranazmitterekkel szemben nyert antiazérumok tisztí­
tására, antitestek izolálására /66-69/,

2, / Megfelelő affinitás adazorbenaek segítségével az
immobilizéit neurotranszaitier és receptora közötti 
kölcsönhatás alapján izolált élő sejtek is tisztit- 

hatók. H© az adszorbenseket mikroszkóp tárgylemezén 

élő sejtek szuszpenziójavai inkubáljak, majd mik­
roszkóppal vizsgálják e sejtek kötődését az affinitás
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adszorbensen, megállapiUmtó, hogy az adott sejt­
típus tartalmaz-e az adott neuro transzai tter t kötő 

receptorokat a sejtmea.br..non /affinitás mikroszkópia/.
5./ Adott naurotranszaitt orral szemben termelt antiszérus 

faл1аяоваикипах ellenőrzésére ie alkalmasak az emlí­
tett affinitás adszorbensők. A fluoreazcencia mifc- 

roszkőgiáa módszer az antitest apacificitáaónak kva­
litatív és kvantitatív kiértékelését is lehetővé 

teszi.

A felsoroltakon kívül szuebos mos, kisebb jelentőségű fel- 

hasanáiási területe ie lehet a neurotrenszmitterek óepharose- 

gyöngyhöz kötött származékainak. Az affinitás adszorbensek 

gyógyászati felhasználása /autói шиип-betegségeл, stb./ sem 

kizárt, ezek a kutatások még kezdeti stádiumben vannak.
A felsorolt módszerek esek akkor alkalmazhatók, ha a 

öepharose-hoz kötött neurotranszaittar megőrzi biológiai 
hatuaut és a ha tus euecificitóeát. hagy molekulatömegű poli­
péi t id ek, fehérjék esetén ez könnyen elérhető a uepharoaa- 

irodalomböl iámért - brőmciunoa aktivalae utáni kapcsolás­
sal, ill. AH /aaino-hexil/ áapherose-hoz vizoldhato karbodi- 

imiddel történő kapcsolással. Az ismert és feltételezett 

neurotrenszmitterek /acetikolin, adrenalin, noradrenelin, 

dopamin, azerotonin, hisztamin, У~-&тino-vajaav/ünáA/, gli- 

cin, stb./ esetén az eddigi módszerekkel történő kapcsolás 

élig ed megfelelő biológiai hatosu anyagot /70/. Özek a 

molekulák annyira kicsinyek, hogy bizonyos célokra szinte 

valamennyi funkciós csoportjuk szükséges a biológiai ha­
táshoz. Az immunhisBiológiában alkalmazható antitestek jel­
lemzésére és tisztítására viszont éppen a fixálás miatt 

megváltozott szerkezetű neurotrenszmittéreket kellett 

Sephsrose-hoz kapcsolni. Ezért két sorozat affinitás sd- 

azorbenst állítottunk élőt
A. / Változatlan szerkezetű neurotranszmittereket tartal­

mazó Sepharose-adazorbenseket}
B. / A fixálás miatt megváltozott szerkezetű neurotransz­

mit tereket tarteÍmezó ^epharose-edszorbenseket.
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A./ A шшго transzai it terek oepharoae-on változatlan szer­
keze ttel történő immobilizalasát egy uj módszerrel oldottak 

meg, A módszer lényege a következői

1, / Az antigénézintézishez hasonlóan nem magét a neurotronsz-
mittert, hanem ennek krrboxilólt-e z^ravo zék^t kapcsoltuk 

AR-Se.-haroee-hoz /noradrenalin esetén pl, dihidroxi-fenii- 

-azerint /DOFS/, eaerotonin helyett 5-hidroxi-triptofánt 

/З-GH-Trp/, dopamin helyett DOPA-t, ÜAÖA helyett gluta- 

mineagat, hiaztamin helyett hisztidint/, Így a biológiai 

hatáshoz szükségéé funkciós csoportok szabadon maradnak.

2. / Hogy s biológiai hatáshoz szükséges csoportok ne vegye­
nek részt e kapcsolási reakcióban, а ка*,саол.«а idegére 

átmenetileg savval el tivoliiható védőcsőkortokkal /ВОС, 
tere. butil /BuV / vődtük a molekulát. Csak esetlen 

szabad kerboxil-cso^ortja marad a molekulának, ezt akti­
válva /vegyes anhidrides, vagy karbodiimid módszerrel/ 

kapcsoltuk a neurotrsnazmittert sz AH-áepheroee-hoz, Az 

irmobilitáliai reakcióban tehát az entigének szintézi­
sénél mér alkalmazott, védett, karboxilált neurotr^nez- 

mitterekst beásnáltűk feli

BOC-dibidroxi-fe nil-s zerin /HOC-DOi c/
BCC-dihidroxi-fenilelenin /В0С-Г01А/ 
BCC-5-hidroxi-triptofén /80С-5>-СЯ-1гр/
..--glutaaiats v-yr-t&rc. butilészter /БОС-Glu/OBuVoH/

-aoc-hisztidin /acc2-Hia/ны-
s zukcinil-kolin

%/ Kapcsolás után a gyöngyöket dehidretültuk /aceton/, majd 

a védőcsoportokat vízmentes közegben trifluor-eoetsavas 

acidolizios-1 távolitottűk öl. /A poiiazaharid ilyen kö­
rülmények között nem bomlik el, e gyöngyök változatlanok 

maradnak,/ A reagens kimosása után a gyöngyöket újra hid­
ratáljuk, de elvileg szárazon ia tárolhatók. Az trifluor- 

ecetsr-vas acidclizist mi elkelmaztuk először az irodalom­
ban dehidretolt Sepharoas-oknisl védő csoport eltávolításra.
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A következő uj, az irodalomban le nem irt immobilizalt 

neurotronszmitter-származékokat «1 ütöttük elő;
1«/ Nor adrenal in-АЯ-bepharoze /= DOk$-AH-$epbarose/
2./ Bopemin-AH-äephorose /«= DOIA- АН-Se pharos а/
%/ 5zerotonin-AH-áe*,hsrose /= 5-0H-!fr*p-AK-üepheroöe/
4. / Acctilkolin-АН-áephr rose /= Szukcinilkolin-AH-bephf rose/
5. / OABA-AH-Se^harosc /«oC-űlulrcil-AH-Üepharose/
6*/ Hisztímin-АН-Seiharosé /* Hiaztidil-AH-áephí rose/

Az immobilizalt neurotrenszmitterek szintéziaévul kapcso­
latban a következőket tapasztaltuk;

1. / A Sepharose-4b dehidratalaea és rehidratáluSB megle­
hetősen kényes művelet. Vitázni kell, hogy mind a 

dehidrálós, mind a rehiörálás fokozatosan történjen 

és ne álljon hosszabb ideig szárazon a gél.
2. / A uep-haroae-CL sokkal kevésbé érzékeny savas kezelésre,

mint a sima üepharose. лппвк ellenére még|t kereszt- 

kötésekkel stabilizált űepheroae-gyöngyökét is csak 

vízmentes középben lehet trifluor-ecetenvas ecidoli- 

zisnek alávetni, ellenkező esetben a szénhidrátokra 

jellemző sevlabilitás miatt a gyöngyök feloldódnak.

B./ A szövettani fixálás során megváltozott neurotrensz- 

mitterek kapcsolása áepharose-hoz:

Két lépésben hajtottuk végre őzt ez immobilizálást: elő­
ször в szöveti fixálás módszerét alkalmazva a neurotronsz- 

aittereket formaldehiddel, vagy formaldehid-glutaraldöhid 

keverékkel fehérjéhez /pl* ША, ovalbumin/ kötöttük, majd 

ez igy kapott konjugátumokat glutaraldehiddel aminohexil 

/AH/-bepharose-on immobilizaltuk. Lényegében tehat ez immu- 

nizalásre is alkalmas neurotranazmitter-BáA antigéneket kö­
töttük fel a uepharoae gyöngyökre, mivel ezskkel az antigé­
nekkel szemben termelődött antitestek specificituaát kíván­
tuk ezekkel az affinitás adszobenaekkel ellenőrizni.
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Néhány esetben közvetlenül a neurotranszmittert kép­
csői tűk fehérje közvetítése nélkül formaldehiddel amino- 

hexil-Sepharoae-hos, de ezek nem voltak különösen sikeres 

kísérletek.
Affinitás aáazorbenseink szerkezete e következő:
A. sorozat a neurotranszmitterek funkciós-csoportjai szabadok:

Sephj —NH-(CH2)6"NH- CO-neurotranszmitter

Pl-

Se^Vj - NH-(CH2)6-NH-CO-|CH-CH2-CH2-COOH
nh2

GAB A
©

Sephá - NH-(CH2)6-NH-CO-CH2- CH2-C0-0-CH2-CH2-N(CH3)3

acetilkolin

B. sorozat: a fixált neurotranszmitterek kapcsolása Sephr hoz-

NH-CH3

t
v-
>

'
*50. -;ЬГЯ

Ezeket az a azorbenaeket alkalmaztak az antigénjeink­
kel szénben termelődött antiszérumok ellenőrzésére, e 

módszer alkalmazása és , ontos leírása meghaladja ennek a 

dolgozatnak e célkitűzéseit.
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5./ Immunizálási eredmények és a kapott entiszérumok
jellemzése

Még nem záródott le vslamenny i immunizálás, azért csak 

vázlatosan foglaljuk össze az eddigi eredni‘ingeket.
Az adrenalin-i3aA formaidabides kapcsolásúval nyert anti­

génnel két alkalommal í>-5 nyalat immunizáltak. Mindkét eset­
ben sikerült egy-egy illatból anti-adrenelin-sntiszérumot 

nyerni. Az első immunizálásnál kapott antiazérum nem spe­
cifikus , az adrenalin mellett a noradrenelint is kikutat­
ja. A második immunizálás során sikerült olyan ontiszérumot 

előállítani, amely minimális mennyiségben mutatja esek ki « 

noradrenelint éa dopsmint, ennélfogva iamunhisztolőgisi cél­
ra alkalmas. Egyik antiazárum aera köti meg a radioaktiv jel­
zett adrenalint, tehát hlA-módazer kidolgozására nem al­
kalmazható. /álА-antigénhez adrenalin-karbonsavat kellene 

előállítani, ez eddig még nőm sikerült az előzőekben közölt 

gyűrizárási reakció miatt./
A norrdrenalin-üvA formaldehidез kapcsolással nyert an­

tigént legalább hrom alkaloméi használták immunizálásra, 
két alkalommal e iker alt ez immunhitEtológiában alkalmazha­
tó antiazérumot nyerni. Az antiszérumok nem mutatják ki az 

adrenalint, viszont elég zavaró keresztreakciót adnak dopa- 

minnal. Ezért jelenleg csak ott lehet ez immuneitokémiában 

alkalmazni őket, ahol a noradrenalin mellett nem fordul elő 

dOi-oisin. Az entiszérumok magát a noradrenalint egyáltalán 

nem kötik, csak a szövetben fixált formáját ismerik fel, 

ezért hlA—mégha tarozás kidolgozására alkalmatlanok.
A P0IS-B3A antigénnel szemben eddig még nem sikerült 

olyan ellenanyagot termelni, amely a noradrenalin hlA- 

meghatárózására, vagy iamuncitokémiai kimutatáséra alkalmas 

volna.
A do>.nmin-3áA formaldehides kapcsolással nyert antigén­

nel szemben eddig csak olyan antiszérumet sikerült előál­
lítani, amelyik egyaránt köti в noradrenalint és dopamint, 

immuncitokéminí vizsgálatok alapján.
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A DC*A-uoA antigénnel szemben nem t ermelődött még oly en 

antiszérum, amely a do* «min Ki А-me gho táró zasut lehetővé 

tenné.
A aztrotonin-BoA formaldehides kapcsolással r^ert anti­

génnel szemben sikerült olyan entieserumot nyerni, amely 

specifikusan köti szöveti métazstekben e szerotonin fixált 

származékát. Az antiszérum alkalmas tehát szerotonin kőz- 

v tlen kimut tásálpe szöveti metszetekben. Ez az antitest 

sem köti meg a radioaktiv szerotonint, a blA-mefhötarozás­
ra ennélfogva nem használható. Az 5-OH-Trp-;3o A-antigénnel 

szemben sem sikerült addig hlA-hasznalható antiszérumot 

nyerni.

Hiaztomin-BuA /formaldehiddel készült/ konjug&tumokkal 

szemben még nincsenek lezárva az immunizálások. A hieztidin- 

BöA antigénnel szemben termelődött antistérum alkalmas a 

hiszt&min szöveti metszetben történő ki utatására, viszont 

keresztreakciót ad hisztidinnel és á-termin~lisukon hisz­
tidint tartalmazó ^eptidekkel, ezért csak korlátozotton 

alkalmazható imunhieztológiai célokra.

A azükcinilkolin-oCA és a mukonil-koiin-ц^А antigének­
kel szemben jelenleg folynak ez immunizálások. Megának ez 

aeatilkolinnak a szöveti fixálása nagyfokú vizoldékonyaága 

miatt ennyire megoldatlan, hogy komoly problémát jelent az 

entiazérum immunoitokémiai alkalmassagának bizony it .»se.
Itt az affinitás eőazorbenaekkel folyó kísérletek Ígérnek

eredmény't.
A СДВА-beA forrjál?.: ehidd el kapcsolt antigénnel most kez­

dődtek meg; az immunizálások.
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V
III. KloáuL^lI kbál \

Általános meg.jegy zések:
Az olvadáspontok mérése Koffler-készülékkel történt. Az 

optikai forgetóképesaéget Zeiss eszteli polariméteren mér­
tük, a vékonyrétegkrometogr 

szorbensen fejlesztettük ki.
A felhasznált futtatóezer elegyek a kővetkezők voltak:

Etilacetát - /metanol: jégecet: viz 75:10:24/
ktilacetát - /metanol: jégecet: viz 75:10:24/
Stilocetát - /metanol: jégecet: viz 75:10:24/
fitilacetát - /metanol: jégecet: viz 75:10:24/
Etilacetát - /piridin: jégecet: viz 20: 6:11/
Etilecetát - /piridin: jégecet: viz 20: 6:11/
Etilacetát - /piridin: jégecet: viz 20: 6:11/
Etílacetát - /piridin: jégeoet: viz 20: 6:11/
Etilscetát - /piridin: jégecet: viz 20: 6:11/
Butanol: jégecet: viz 

Kloroform: metanol: viz 

Butanol: piridin: ecetsav: viz 

Butanol: jégecet: viz 

Butanol: jégecet: viz /felső fázis/

kát Kieselgél G /tóerek/ ad-

98:2X
95:5 

90:10 

60:20 

96:2 

95:5 
90:10 

60:20 

60:40 

5:4:1 

2:8:1 

50:20:6:24 

4:1:1 

8:5:4

2
5
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14

Az fij értékeknél felső indexben jelöltük meg, hogy 

lyik futtatóézerre vonatkoznak.
A krómétogrammok előhívására ninhidrin-oldatot használ­

tunk. A permetezést követően e lapokat kb. 6 percig infra- 

lámpa alatt tartottuk, majd néhány másodpercre klórgázba 

helyeztük és szellőztetés után o-toluidin-KI oldattal hiv- 

tuk elő. A vékonyré^egkromatogrr.mmokat esetenként ÜV -ab­
szorpció alapján is értékeltük.
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A haptén/BáA roóleranyok meghatározásit UV-sрекtrofotömet- 

riás módszerrel, "ápektromom 204’* tipusu készüléken végeztük. 

A fényeiig elést - néhány kivételtől eltekintve - 280 nm-en 

mértük. Néhány esetben amincsevanelizis alapján - AAA 881 

Automatikus Aminosav Analizátor Likrotechna tipusu készülék­
kel történt a meghatározás.

A végterméket liofiliz^lussal izoláltuk. A felhasznált 

liofilizátor WKF L 05 tipusu volt.
Az UV-spektrumok Specord UV-Vis, az Ift-spektrumok ünicam 

SP 200, az ^H-MSK-spektrumok pedig «JE0L 60 tipusu készüléken, 
tetrametilszilán belső standard alkalmazásával készültek.

A biológiai aktivitásmérésekat az intézettel együttműködő 

hollandiai Níjmegeni Anatómiai Intézetben végezték.

Formaldehides kapcsolással előállított antigének:

Adrenalin—formaldehid-ША кош u^á tűre előállítása:

133 mg /0,40 cM/ adrenalin-bitartarátot és 40 mg /0,22 tsM/ 
L-aszkorbinsavat 2 ml deaztilláltvizben oldottunk. Az oldat­
hoz 2 ml deaztilláltvizben oldott 100 mg /1,47 juK/ BáA-t, 
majd 1,33 ml 3 M-os natriumacetát-puffert és 1,33 ml 7,5 íó-os 

formaldehidet adtunk. Az egyesitett elegy pH-ja 6,0-6,8 kö­
zötti érték volt. 20 órát Ng-atm. alatt és fénytől védve 

szobahőn kevertettük. Az oldat mindvégig színtelen maradt.
1 jo-os oxigénmentesitett L-aszkorbinsevvel szemben 72 

óráig dielizísltuk, urnád e dializálést desztilláltvizzel szem­
ben ♦ 4 °C-on N2-atm. alatt folytattuk további 24 óráig. Ol­
datunk ezúttal is színtelen maradt. £.zut«n liofilizaltuk.

A liofilizátum súlya 110 mg volt.
Anyagunkat UV-s^ektrofotometrias méréssel ellenőriztük.

5 mg liofilizátumot 10 ml desztillált vízben oldottunk és 

280 nm-en;l cm-ее küvettábon mértük a konyu£utűm extineió- 

ját; E ■ 0,415. bz alapján az analízis oredaéiy ©ként
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h^;, tén/L^o ár te ük гт 21-e t keltünk, A haptón E 0 értékét 

/E° 2900/ külön kísérletben határoztuk meg.

ftoradrenalin-formaldehid-BOA:ut

10C Kg /0,29 nió/ noradrenalin-bitnrterátot és luQ aig 

/0,57 mM/ L-aazkorbinsavat 5 ml desztillált vízben oldottuk. 

Ozut^n 300 mg /4,4 ju»/ BáA-t oldottunk 13 ml desztillált 

vízben, majd 2 ml 3 M-os natriumseetátot és 4 ml 7,3 &-0» 

formaldehidet adtunk hozze. A két elegyet öeazeöntöttük és 

Mg-atm. alatt, fénytől vééve szobahőn 3-4 órán át állni 
hagytuk. Az elég,/ 1 óra elteltével világossárga lett.

A tisztítást ©2 adrenalin-formaldehid-00A-nál előzőek­
ben leírtak szerint végeztük és a további műveletek is 

ugyanazok voltak. A liofilizátum súlya 270 mg volt. Az ana­
lízist ü V-s рек trof о tome tria i módszerrel, 2S0 nm-en, 1 ern­
es küvettaban, 3,3 mg liofilizátum 10 ml desztillált vizes 

oldatával végeztük /5x10“^ М/l/. A mért extinció 0,497 volt, 

az E° 2900. A he.tén/BsA értéke: 36.

Dowamin-foraaldehid-BSA:

100 mg /0,53 mM/ dopemin x H61-t és 100 mg /0,57 alá/ 
L-aszkorbinsevet 5 ml d.v.-ben azuszpendaltunk, majd 13 ml 
d.v.-ben 300 mg /4,4 p&S BöA-t oldottunk és 2 ml 3 M-os 

nátriumecetátot és 4 ml 7,5 зО-os formaldehidet adtunk hoz­
zá. A két eledet egyesítettük és ergon-stmoszfércben fény­
től védve, szobahőn 3-4 órán át állni hfagytuk.

A tisztítást előzőekben leírtak szerint végeztük. A lio- 

fllizatun súlya 2B0 mg volt. Az analízis ezúttal is UV-spek- 

trofotometriáé méréssel történt. 4,5 mg liofilizátumot ol­
dottunk 10 ml d.v.-ben és 280 пш-еп, 1 cm-es küvettaban 

»értük az extinciót.E = 0,748, £ 0 2900.
Ezek alapján a hfaLtén/tk>A 40 volt.
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ftoradrenal in-forgo I den idA-karbamid kon.i upturn előáll i-
láasi

100 mg /1,47 /М/ aoÄ-t 1 ml <3. v.~ben oldottunk és hozzá­
adtunk 4 ml 10 M-os karbsmidot. külön edényben 100 mg 

/0,31 шМ/ noradrenalin-bitartarátot, 1,55 g nutriumacetátot 

és 100 mg /0,57 mii/ L-aszkorbinsavat oldottunk 5 ml d.v.-ben, 

majd a két oldatot elegyítettük. A reakcióéi égj pH-je 6,5-6,8 

közötti érték volt. Ezután hozzáadtunk 1,24 ml 7,5 E formal­
dehidet tartalmazó Ő M-oe karbemidot és a pH-t továbbiakban 

is a fenti értéktartományra állítottuk be. A reakcióéiegyet 

10 órán át h2-ötm.-b©n, szobahőn, fénytől védve állni hagy­
tuk.

A tisztítás és az analízis körülményei az előzőekben le­
írtakkal egyeztek meg. A liofilizátum súlya 55 mg volt. 5,0 

mg liofilizátumot oldottunk 10 ml Ö.v.-ben ée 260 nm-en,
1 cm-es küvettában mértük az extinciót. f = 0,625.

A hELtén/üoA hunvadoa értéke 21 volt.

Adrenalin-formalöehid-BEA-kerbt mid;

A noradrenalin-formaldehid-BEA-karbamid entigénazinté- 

ziasel eg, eső módon végeztük a kísérletet, de haptón/öáA 

hányados alapján kapcsolást nem sikerült elérni. A liofili­
zátumot nem is tekintettük antigénnek.

Douamin-forgaldehid-^A-karbemid;

Az antigént a noradreneiin-formaldehid-BEA-kerbamid kon- 

jugátum előállításával teljesen azonos módon állítottuk elő.
A kísérlethez az alábbi anyagmennyiségeket használtuk: 100 

mg /1,47 }xi&/ BoA 1 ml d.v.-ben oldva, hozzáadtunk 4 ml 10 M- 

os karbemidot. 70 mg /0,37 mM/ dopamin x HCl-t, 1,35 g 

natriumacetátot , 100 mg /0,57 mái/ L-aszkorbinsavat oldottunk 

5 ml d.v.-ben. A két oldat egyesítése után hozzáadtunk 1,24 ml
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7,5 % formaldehidet tírtelmaeó 8 4ä-oa kerbemidot, miközben 

a pH 6,5-6,8 közötti volt. A pH-t továbbiakban ia ezen az 

értéken tartottuk.
A tisztítás és analízis körülményei azonosak voltak. 60 

mg liofilizátum keletkezett.
Az üV-analiziehez 4,0 mg liofilizátumot oldottunk 10 ml 

d.v.-ben és 28G nm-en, 1 cm-es küvettábsn mértük az extin- 

cióját. к * 0,435 volt.
Haitón/BáA értéknek 16-ot kantnak.

Adrenal in-foranldehid-&»>A-Q.l % ÜLS:

A kapcsolást 0,1 't-ое SCS-t tertcilmszo 3 M-os nátrium- 

acetát pufferben végeztük. Először 10 ml pufferben oldottunk 

100 mg /1,47 }M/ B3A-t, ill. 1,5 ml d.v.-ben 50 mg /0,27 a*/ 

adrenalint és 100 mg /0,57 mM/ L-aazkorbinsevat. A két olda­
tot egyesitettük, a pH-t 6,5-6,8 közötti értéken tartottuk 

és 1,2 ml 7,5 jt-os formaldehidet adtunx hozza. Fénytől véd­
ve, h2-atm. alatt, szobahőn 24 órát állni hagytuk.

A tisztítás és analízis körülményei előzőekben leÍrtakká1 

egyeztek meg. A liofilizutum súly© 95 mg volt. Az analízis­
hez 3,0 mg-ot oldottunk 10 ml d.v.-ben ás az extinciójat 

280 nm-en, 1 cm-ea küvettában mértük. E * 0,265 volt, ez 

alapján a ha^tén/bóA értéke 10 volt.

Adrenalin-formaldehiő-báA-Q.2 » 010:

A hányados alacsony értéke miatt az előbbi kapcsolást 

0,2 % SD$-tartalom mellett megismételtük. Az összes többi 

anyag mennyiség© változatlan volt. A pH-t 9,0-re állítot­
tuk ezúttal és 120 óráig hagytuk lejátszódni a kapcsolási 

reakciót. leljesen azonos tisztítás után a liofilizutum 

súlya 91 mg volt.
Az analízishez 5,5 mg liofilizátumot oldottunk 10 ml 

d.v.-ben és 280 nm-en, 1 cm-es küvettában mértük az extin-
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«sióját, amely 0,755 volt,
A hai tén/BáA értéke kb. 25 volt.

BOC-adrenalin-formaldehiri-báA:

87,5 mg /1,28 pMi/ B8A-t 5,5 ml d.v.-ben oldottunk,
0,7 ml 5 tó-os nátriunmcetátot de 2,8 ml 7,5 »-oe formalde­
hidet adtunk hozzá• 200 mg /0,7 Ш/ BOC-L-adrenalih 5 ml 
dioxanos oldatét elkészítettük és s fenti elegéhez öntöttük, 

majd 20 mg /0,11 mii/ Jü-aszkorb ina svat adtunk hozza, A reek- 

cióelegy pH-ját 8,5-9,0 közötti értéken tartottuk, 26 órán 

át fénytől védve, szobahőn, i^-atm.-b&n állni hagytuk.
Áramló esapvizzal szemben 1-2 napig dializaltuk, majd 

ezt követően sűrűn váltott d*v.-zel szemben folytattuk a 

dializist. Liofilizáltuk, 30 mg liofilizatum keletkezett.
A védőcsoport eltávolításához e 80 mg liofilizátumot 2,5 

ml 0 °C-ra hütött 85 X-os hsngyasavbsn oldottuk és 1 órán 

ét azobahőn állni hagytuk.
Előbbi módon ismét dializeütuk, ellenőriztük a mosófolya- 

dék pli-ját, mig semleges nem lett# Ismét liofilizáltuk az 

anyagot, 72 mg liofilizátúrnőt kaptunk.
UV-analizist végeztünk, 5,0 mg liofilizutumot oldottunk 

10 ml d.v.-ben és 230 nm-en, 1 cm-es küvettáben mértük az 

extincicját. A számítások alapjai hattén/BáA értéke 11 volt.

jö

^OC-noradrenelin-formaldehid-BáA-k&rbamid ;

100 mg /1,47 }M/ BoA-t 2 ml d.v.-ben oldottunk,
2,4 g kurbamidot adtunk hozzá és d.v.-zel 4 ml-re egészí­
tettük ki. ázután 1,55 g nátriumseetétot adtunk az oldat­
hoz és a pH-t 6,5-6,8-re állítottuk.

Külön edényben 100 mg /0,59 Ш BOC-noradrenalint oldot­
tunk 4 ml DMF-ben, 0 °C-ra hütöttük és az első oldathoz 

öntöttük hűtés közben, majd 1,4 ml 7,5 л-os formaldehidet

jő
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tartalmazó 8 *a-oa karbamidot adtunk hozzu. Kezdeti zavaro­
sodéiig állni hagytuk - N2-atm. alatt, fénytől védve - majd 

© keletkezett pelyhes cs: padékot 10.000 g-vel 15» percig 

centrifugáltuk.
A felüiuazó részt liofilizéitűk, 110 mg liofilizatum ke­

letkezett. Az előzőekben leírtak szerint BÖC-©1távolitűst 

végeztünk, dializáltuk, mig a moséfolyadék semleges пеш lett, 

majd ismét liofilizaltuk. 70 mg liofilizatum keletkezett.
UV-amliziehez 4,6 mg-ot oldottunk 10 ml d.v.-ben és 

280 nm-en, 1 cm-es küvettábsn mértük az extinciőt.
E * 0,276 volt. A haotén/BOA értéke 6.5.

táOC-do цад in- forma Id eh id -Bú А-ka г bemid:

Az előző kapcsolással teljesen egyező körülmények között 

az alábbié anyagmennyiségekkel dolgoztunk: 100 mg /1,47 JuM/ 
BOA, 1,55 g n&triumacet&t, 100 mg /0,42 mii/ BOC-dopamin,
4 ой DkF éa 1,4 ml 7,5 % formaldehid 8 M-oe kerbamidben.

A dializist, liofilizulást és a BOC-eltávolitust is 

Ugyanúgy végeztük, végül 72 mg liefilizátumot kaptunk. Az 

UV-enalizishez 5»7 mg-ot oldottunk 10 ml d.v.-ben és 280 

nm-en, 1 cm-es küvettában mértük az extinciét. fi * 0,87.
A haotén/BáA értéke 8 volt.

BOC-noradrenalin-formsldehid-BáA-Q.3 л ->D0:

100 mg /1,47 /iM/ 138A-1 oldottunk 10 ml 5 H-os n-ítrium- 

acetát ptsfferben, majd 1 ml 5»5 %-oe SCd-t és 50 mg /0,28 

mM/ L-ftszkorbinaavat adtunk hozza.
Külön edényben 100 mg /0,59 mfc/ BOC-noradrenalin-t ol­

dottunk 4 ml dioxűnban és hűtés után © két oldatot egyesí­
tettük« a pH-t 6,5-6,8 közötti értéken tartottuk és 1,4 ml 
7,5 %-os formaldehidet adtunk hozzá.
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A dializalast előbbiek szerint végeztük, színtelen olda­
tot kaptunk. azután liofilizáltuk, ismertetett módon, majd 

védőcsoport eltávolítást végeztünk éa újabb dialízis és lio- 

filizalue után 74 mg liofilizátumot kaptunk.
Az UV-analizishez 4 mg-ot oldottunk 5 ml d.v.-ben éa 

280 nm-en, 1 om-es küvettában mértük az extinciót.
E « 0,610 volt, © haptén/ША 7.

BQC-dopamin-formaldehid-BaA-Q.3 á» <Л)В:

Az előbb leírtak szerint végeztük a kapcsolást. Az előbbi 
anyagmennyiségekkel dolgoztunk: 100 mg /1,47 pW ÖSA, 10 ml 
3 te-os nátriumáé®tát-pufferben, 1 ml 3,5 ft-oe SDS, 50 mg 

/0,28 mM/ L-asekorbinssv. 100 mg /0,42 Ш/ BGC-dopamin 4 ml 
dioxáhban, 1,4 ml 7,5 *-oa formaldehid. A pH 6,5-6,8 között 

volt.
Dialíziskor színtelen oldatot kaptunk. Liofilizulas után 

90 mg liofilizatum keletkezett.
UV-analizishez 4 mg-ot oldottunk 5 ml d.v.-ben és 280 nm­

en, 1 cm-ee küvettában mértük az extincióját. E » 0,560.
A hartén/B^A értéke 6 volt.

Hiaztsmin-formaldehid-BáA:

300 mg /4,4 }M/ BBA-t 26 ml d.v.-ben old ttunk és 2 ml 
3 M-os nátriumacetátot és 4 ml 7,5 *-os formaldehid oldatot 

adtunk hozzá. Külön edényben 100 mg /0,66 mM/ hisztamin- 

-hidrokloridot oldottunk 5 ml d.v.-ben. A két oldatot egye­
sítettük és 4 érát állni hagytuk. Ékkor a kezdeti zavsro- 

sodáe miatt leállítottuk a reakciót. Korábbiakban leírtak 

szerint diolizáltuk, majd 10 000 g-vel 15 percig centrifu­
gáltuk az anyagot,majd a felül úszót liofilizaltuk. A lio- 

filizátum súlya 240 mg volt.
Az UV-analizishez 0,5 mg-ot oldottunk 1 ml d.v.-ben éa 

ezúttal 220 nm-en és 0,1 cm-es küvettában mértük az extinciót. 

E = 0,488, E 3 9 °°0e
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Azután 0,5 Big BáA-t oldottunk 1 ml ö.v.-ben én Ugyanúgy 

megmértük BZ extinciójut. к = 0,44b, ьс = 6,09x10"'. 
кг extinciú különbség alapjun a hisztamin többlet 6,1 mo­
lekula volt óSA molekulánként.

ozsrotonin-rorím ^ldohid-ГюА:

200 mg /2,94 p№Y BSA-t 23 ml "5 й-os nátrium métáiban oldot­
tunk, as oldat pH-ja 6,7 volt. 32 mg /0,08 raM/ azrotonin- 

-kreatinin-szulfátot éa 40 mg /0,22 mäl/ ü-aszkorbinsavat 

oldottunk 2 ml d.v.-ben éa a két oldatot elegüitettük, majd 

2,6 ml 7,5 л —os formaldehidet adtunk hosszá. Fén>t'l vödbe 

22 órát ezobahdn állni ha©tűk. A rét keideiegp enyhén zava­
ros és világOBöt»rga lett. Kezdetben 0,1 n HCl-val, majd 

d.v.-zel szemben dlelisáltűk.
Az UV-analiziat 877 mg/l koncentrációjú oldattal, 280 nm­

en, 1 cm-ез kiivettubán végeztük, az extinció ),72ö volt. 

b° * 5 500. л ha^tén/BoA értéke 12 volt.

■«zei'CtQnin-foruieidehic-á^^-kerbamiü :

1 0 mg /1,47 )№/ Ьв/i-t 1 ml d.v.-ben oldottunk és hozzá­
adtunk 4 ml 10 It—oe karbemitíot és 1,35 g nátriumacetátot. 
Azután 130 mg /0,34 m&/ szurotonin-kreatin-szulfetot oldot­
tunk 2 ml d.v.-ben és 100 mg /0,57 ml!/ L-aezkorbinaevet ad­
tunk hozza. A két oadötot erősítettük, © pH-t 6,5-6,8 kö­
zötti értéken tartottuk, majd 1,24 aü 7,5 /-'-OS formaldehid- 

tertalsu 8 M-oa karbamiűot adtunk hozzá. A pH-t állandóan 

ellenőriztük, äldtdekben leírtak szerint dializultuk, majd 

10 000 g-vel 15 percig centrifugáltuk és az oldatot liofi- 

lizaXtuk, a liofilizatum sul^a 24 mg volt.
Az üV-enalizishez 4,7 rog-ot oldottunk 10 ml d.v.-ben és 

280 nm-en, 1 сш-es fcüvettában mértük az extiiiciót. О = 0,470 

volt éa ez ©lepjón a hb,tdnAx,á értéke 5.3.
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Karboxilult-neurotrari8zn.itter sgur&azékok előállítása
és К: > coolusa marhass »'r un. albuminnoz:

Z-ft/weZ-üzU-DOiO elhullj tusa:

527 mg /1 тЛ/ Z-Bzl^-DOr^-t oldottunk 3 ml abs. THF-ben 

és 0,5 ml /8 Ш/ metiljód időt ed tűrne hozzá és & reakció- 
eledet 0 °C-ra hütöttük. -Zutun 0,132 g /3 mM, 55 Иг-oá/ 

n^triumhidrid-szuszpenziűt odatoltunk, hozzu óvatosén keve­
rés mellett, majd 24 óráig szob' hőn xevertettük. ütuna 5 ml 
etilöcetutot adtunk hozza és azárosra pároltuk, majd 2 ml 
éterben és 1 1 ml vizben vettük fel és NeHCQ--tal mostuk.
5n HCl-vnl pH*2-re savanyítottuk. és 3x5 ml etilacetattol 

extrahultuk. Nátriumtioszulfúttal, majd d.v.-zel mostuk, 
nátriumazulfáton szárítottuk, megszűrtük, sárgás-fehér kris­
tályok váltok ki, a kristályokat kiszűrtük /95 mg/, etileöe- 

tátben felvettük és 1 n HCl-vsl extraháltuk, majd d.v-es 

mosás utun baparoltűk, nátriumazulfáton szárítottuk, óz а 

kristályfrakció bizonyult az Ol.e-зzarrnezókne<.

§.» =Termelés: 80 mg /15 £/ 0,25 0,30rT

8Op: 195-196 °C KJ * 0,95

az OMe-ezurmazék kiszűrése utáni etilecetátoa fuzist 

bepároltuk és ebből is surgásfehér kristályok váltak ki. 

Éterből útkriat ilyoai tottuv., 82 anyag aulya 360 mg,
Op = 154-158 °C volt. ICHA-só képzéssel tisztítottuk.

36Ö mg /0,66 ok/ 2-N/be/-bzl2-DOirá-ot 4-5 ml 40 °C-oe 

etilooetát és 3 ml THF ©legyében oldottunk, majd 1 ekvive- 

lens; 130 ^1 /0,66 mii/ DCHA-t adtunk hozzá és hűlni hagytuk.
térből és n-hexunból kristálytsbtottuk -20 °C-on. 2 n H^O^- 

val DCüA-só felszabadítást végeztünk, majd éterből ismét 

at kristály-ős ltot tűk sz anyagot. Az igy nyert H-&e-ezármázéк 

adatai a következők voltak:
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8
bj í ű,10Termelés: 325 mg /60 &/ % : 0,60

0p: 175-177 °C

Mindkét anyagról M.h-s,,®ktruín készült.

Bzlo-DQPS előállítása:

40,8 g /128 m'V/ 3,4-dibenzioxi-benzQldehidet oldottunk 

166 ml abs. etanolban és ehhez 6,42 g /0,160 як/ NaOH és 

4,8 g /84 mM/ glicin 21 ml-nyi vize® oldatát adtuk, keve­
rés mellett 30 pere alatt emeltük a hőmérsékletet 72 °C-ra, 

majd további keverés mellett hagytuk 40 °C-r - hülni. &zután 

20 perc alstt 150 ml 2n HCl-t csepegtettünk hozzá, de a 

hőmérsékletet nem engedtük 45 °C fölé emelkedni. Az elegyet 

3 órát kevertcttük, majd szűrtük és 10 el 3n HCl-vel és 

10 ml etanollel mostuk, A ezürlethez 23 g nátriumecetét vi­
zes oldatát adtuk, illetve a pH-t 5,0-6,0 közötti értékre 

állítottuk, 3 érére hűtőbe tettük. Fehér kristályok vultnk 

ki, szűrés után etsnol: viz: riCl 50:20:1 arányú elegy ébvől 
csontszenezéssel tisztítóttűk.

kJ : 0,50
*B í 593,38

Termelés: 40,5 g /60 %/ 

Op: 139-155 °C

Z-Brl^-FOFS előállНоэьг

9,5 e /24 яМ/ Bel2-POFS-ot év 0,966 g /24 mii/ HaOH-t 
kb. 220 ml vízben oldottunk, majd lessen 4,59 g /26 тЫ/ 
Z-Cl-t csepegtettünk hozzá úgy, hogy a pH 9,0 meredt, amit 

3n NaOH hezBáed/eével értünk el, A pH csökkenésének meg­
szűntétől számított 2 órát ktvertettük még. A lúgos reakció- 

elegyet éterrel kiráztuk, ma^d 8 pH-t 2,0-ra állítottuk és
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etilacetáttal extr h-Дtunk. Az etilacetntos bázist semle­
gesre mostuk és natriumszulfáton száritottűk, bepúrl^s után 

n-hexu^n-ból kristályosítottuk.

í 0,70Termelée: 11,2 g /88 hf

Op: 73-85 °C Me : 529,63

2-Bzlp-treo-DOiS x DCHA-sd előállítása:

9,3 g /17,5 юМ/ Z-bzl2-I>öi-u-t 108 ml meleg acetonitril- 

ben oldottunk és 3,4 g /3,708 ml, 19 mi4/ frissen desztillált 

DCHA-t adtunk hozzá. ágy éjszakát szobahőn állni hagytuk,
© kivált kristályokat szűrtük, éterrel mostuk.

Op: 144-145 °CTermelés: 6,5 g /52 %/

Az ecötonitrilből azobahdn nem vált ki anyag, hűtésre 

viszont kb. 10C mg fehér kristály vált ki. kromatogremm sze­
rint /4-es futtatószerben/ ez ailg-DQJH» x БОНА szennyeződés 

volt. Az acetonitrilt bepároltuk, barnns olajos maradék ke­
letkezett, amit etilacetátban felvettünk és éterrel kristá­
lyosítottunk hűtés közben. 2 600 mg /Op: 132-140 °C/, 

matcgrr mm alapján Z-üz^-OQrá x DOHA vált ki. Állás közben 

további 3 800 mg /0*: 132-140 °C/ anyag Vált ki. A maradék­
ból petroléterrel 4 700 mg 97-110 °C olvadáspontú agyagot 

kristályosítottunk ki. A két 132-140 °C olvadjapontú kris­
tály fr akciót egyesítettük és БСйА-sú felszabadítást végez­
tünk, mejd Hegedűs szerint ismét TCHA-adt képeztünk aceto- 

nitrilből. 72 óra után 4,7 g, 140-145 °C olvadáapontu anyag 

keletkezett.
БСНА-sd felszabadíthat /2n H2SО^-vol/ követően n-haxunból 

fehér kristályokat nyertünk.

kro-

l£: 0,70Termelés: 2,9 g /83 %/ 
Op: 115-125 °C
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BQC-/”,4-treo/-i3zlo-E Jtt» elállítása:

1 072 c.g /2,5 mM/ 514-treo-Bzl2”DOi4>-1 oldottunk 15 ©1 

dioxán-viz 2:1 aranyu elegy ében, 2,5 ml In áaöH-t adtunk 

hozzá, majd 700 mg /3 вМ/ BOCgO-t. ázobehőn kevertettük, 

a pH-t 8-as értéken tartottuk. Az anya* lassan beoldődott.
pH e 3-ig savanyítottunk, majd etilecetáttal háromszor 

extraháltunk, n-triumszulfáton szárítottuk ez egyesített 

fázisokat és bepárláa után n-hexánból átkrietály ositottuk.

: 0,40 й£ : 0,80

[oc]f ! ♦ 73,3 0 

/c « 1, MeOH/

Termelés: 900 mg /73 */ 

Op: 132-134 °C

ke: 494,51

BL-treo-BOC-DüK» előállítása:

495 mg /1 mU/ Bz^-BOC-BOFá-t abs. metanolban hidraltunk, 

id/C katalizátor jelenlétében kb. 7 érát. ázürtük, bepárol­
tuk, s bepárlási maradékot 5 ml abs. éterben fölvettük, 190 

pl /1 bíШ/ iCUA-t adtunk hozzá és hűtőszekrényben ia’istályo- 

sitottuk. Fehér kristályok váltak xi.

b| : 0,15 : 0,50

tos: 314,23 /szabad sov/

Termel éa: 422 mg /81 */ 

Op: 130-132 °C

BOC-rL-DOrá-áaÁ előállítása:

A kapcsolást vegyes anhidrides módszerrel végeztük.
A karboxiljcso^oi t aktiv-l-^á /vc^a; ennie. iCüé, zó«/:

A./ reakcióéiegy: 30 mg /0,1 т*л/ BÖC-DL-DOÍ»-t 1 ml abs. 

BkF-ben oldottunk, majd -lű °ű-ra hCItöttük és 14 pl /0,10 

mii/ fém-íto-ről desztillált trietilamint /ISA/ és 13 pl 

/0,10 шМ/ klórhengyasíiv-izo-butilésztert /КН1ВЕ/ adtunk 

hozza. Légmentesen lezárva 5 percig 0 °C-on állni hagytuk.
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В./ re&kcióelegy^ 120 sog /1,75 f№/ BoA-t 6 ml dioxtm: viz 

1:2 arónyu etegyében oldottunk és a pH-t ln NaQH-dal 7,5-8,0- 

re állítottuk. Az oldatot 0 °C-r© hütöttük és keverés köz­
ben az előzőekben elkészített A,/ vegyes-anhidridet hozzá- 

csepegtettük.
Ezután a pH-t többször ellenőriztük, 70-8,0 között tar­

tottuk, A reakcióéi egyet ♦ 4 °C-on 4 órán at állni hagy-tűk,
jd sü-Ezt követően több napon keresztül áramló csapvizzel, 

rün vált tt d.v.-zel szemben dializaltuk. Eializ&lás után 

fagyasztva szárítottuk,
A liofiliziatum súlya 155 mg volt.

QOC-yédőcsoport±eltávolítása: A liofilizátumot 0 °C-ra 

hütött, nitrogénnel étbuborékoltatott 15 ml 85 ő>-os hangya- 

savban oldottuk és 2 órán át szobehőn állni hagytuk. A hen- 

gyaeavat e fent leirt módon dialízissel tavoiitottuk el és 

ismételten fagyasztva szárítottuk.
A liofilizutum su}ya 127 mg voo.t éa továbbra is vizold- 

ható maradt,
A heptén/BáA mólerányt UV-analizissel 280 nm-en, 1 cm-es 

küvettában határoztuk meg: értéke 29 volt.

iiQC-L-ГСРА, ill, áOC-P-BQiA előállítása:

A két izomer védett származékának előállítása azonos ki­
indulási anyagmennyiségekkel éa körülmények között párhuza­
mosan történt.

1 050 mg /5,25 яШ/ L-DOí'A-t /ill. D-DOí^A-t/ 15 ml dioxén: 

:viz 1:1 arányú »legyében oldottuk, 

és 1 mfá/l ml koncentrációjú S0C20 diox^nos oldatából 10,5 ml-t 

/10,5 mM/ és 200 mg /0,57 mM/ L-aszkorbinsavat adtunk hozzá 

keverés közben. 20 óra után még az oldat homogén voltj 0,5 ml 
In NnOH-t és további 1 ml /1 mk/ B0C20-t adtunk hozza. 12 óra 

eltelt vei a dioxánt nagy vákuumban alacsony hőfokon bepé- 

roltuk, majd e vizes oldatrészt 0 °C-ra hütöttük és 5 %-os 

EaHSC^-tal a pH—t 5—ra állítottuk. Etilccetáttal háromszor

jd 5,25 ml In WaOH-t
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extrahaltuk, majd az egyesített 3zervea fázisokat d.v.-zel 
savmentesre mostuk, nátriumazulfáton szárítottuk, Bepárláe 

után narancssárga olajat kaptunk, ami motorvakuumban felho- 

bozva megszilárdult.

4 « 0.42 h| í 0,68Termelés: 1 900 mg /76 %/

Az Anyagokat 25-25 ml aba. éterben föl­
vettük és 960 ^uil /5 шМ/ DCHA-t adtunk hozza, Hütdszakréné­
ben egy éjjel áfelni hagytuk, A kivált kristályokat szűrtük, 

éterrel mostuk.

BOC-L-DOáA x DOHA :

2 6C0 mg /85 %/ [^]2£ e+26.5 °

/с s 1 , keQH/
Termelés:
Op: 101-110 °C

BOC-D-DCPA x DOHA :

2 940 mg /85 */ [^]2p = ~ if»9 °
/с * 1 , feeOH/

Termelés:

Op: 145-145 °C

§kCrb=D9iA.x.DCHA.átkríatáljroaitáaai

2 600 mg BOC-L-DOiA x DCHA-t 15 ml MeOH-bon 4' °C-on 

oldottunk, majd étert adtunk hozza kezdeti zavarosodasig. 

A kivált kristályokat szűrtük.

Termelés: 1 900 mg /73 v/ [<*]* ♦ 25,4 0

Op: 142-144 °C /c * 1 , keOH/
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aOC-D-EüiA-aSA előállitüsa;

A korábbiakban leírtak szerint vegyes enhidrides módszer­
re! végeztük 8 kapós olást az alábbi snyagmenrvy iaégekkel:

A./ £S2Ü&SÍsí2l£££i 300 Sg /1 mH/ BÖC-E-DUlA-t oldottunk 
5 ml ebs. 6ioxunban 0 °C-on, majd 130 jul /1 шЫ/ KHIBL-t és 

140 ul /1 а№/ ГЕА-t adtunk hozza.

ö./ £eakeióeleg££ 600 mg /8,8 BOA-t oldottunk. 30 ml 
dioxán-viz Isi aranyu «legyében.

A vogyee-anhidridet keverés közben a B./ oldathoz cse­
pegtettük, 4 érát 0 °C-on állni hagytuk.

Korábbiak szerint dielizultuk, majd liofilizáltuk. A lio- 

filizátum súlya 378 mg volt.
A SCC-védőosoport eltávolítását 3 ml Ng-nel átbuborékol- 

tatott 85 l-os hangyasavval végeztük. 2 óra elteltével a 

hangyasav t dializálással távolítottak el, ismét liofilizál­
tuk nz anyagot, súlya 480 mg volt.

UV-enali*ist végeztünk; 280 nm-en, 1 cm-es küvettában 

mértük az extiriciót. A ha^tén/boA érték 12 volt.

úöC-L-POiA-BOA /karbamidban/ előállítása:

A kapcsolás az előzőekben leirt vegyes-anhidriőes módszer­
rel történt.

A. / £2S£Síá2l2é&iL 200 mg /2*5 jéi/ öüA-t 10 ml 8 M kerbo­
áid-асе tonitril lil arányú ©legyében oldottunk.

B. / reaKcióeleg^i 170 mg /0,3 шК/ ÖÜC-L-DC1A x DáHA-aőböl 
közvetlenül kapcsolja előtt szabadítottuk fel a ÖOC-L-DGlA-t, 
e szokásos eljárási körülmények között és bepárlus után 1 ml 
abs. dioxuhben oldottuk. * 3 °C-r$ hütve 43 /И /0,28 тУ 

KHIÖfc-t éa 46 jul /0,53 шА/ TEA-t adtunk hozzá, 10 percig áll­
ni hagytuk.
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A két reakciódegjet ékesítettük, ♦ 4 °C-on 1 óra 20 

percig kevertettük. Szokott módon diaiizultuk, 5 000 fordu­
lata zimon 5 percig centrifugáltuk, ^iofilizáltuk, súlya 
227 mg volt.

BCC-eitávolítás - 15 ml 85 *-oe hangyasevval, 2 óráig, 

szobaion - után, dializáltuk, mejd liofilizáltuk, A liofi- 

lizátum súlya 170 mg volt. Vízben nehezen, de oldódott.
UV-analiziat 280 nm-en, 1 cm-es küvettóban végeztük} az 

E . 520, 0МА . 5,43 x IO’6 «, ohaptén = 1,86 * Ю”* .
A haptén/BSA hányados értéke 24.5 volt.

fl*-dOC-rfia-OH elő^llituaa:

7,5 g /50 mb/ szabad hieztidinbázist 70 ml dioxán-viz 

1:1 arányú elekében, 10-ез pü-n oldottuk, m£ijd 20 °C-on 

kevertetéa közben 14,5 g /100 mb/ BOC-á^-et adtunk hozzá.
A pH-t állandóan 10-es értéken tartottuk, 24 órát kevertet- 

tük. A pH-t WaHSO^-tal 5,6-r© állítottuk és в reakciód égj et. 
vákuumban szűreara pároltuk. A terméket etenolial extrahal­
tuk, annak lepárlása után a páriáéi maradékot - 20 °C-on 

állni hagytuk. Fehér kristályok váltak ki.

4 : 0,65 «I i 0,82Xermelés: 7,1 g /57 ß/ 

Op: 183-191 °C

i^-BOC-hieztamin-BáA előallitasa:

Az ismert vegyes-anhidrides módszerrel végeztük s kapcso­
lást:

A./ reakcióeleg^ 60 mg /0,23 ffiM/ l^-BOC-His-GH-t 1 ml 
sbs. DkF-ben oldottunk, majd -10 °C-ra hütöttük, ezután 

30 jul /0,23 mV/ KHIBS-t és 30 ^1 /0,22 mШ/ l'EA-t adtunk 

hozzá.
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В./ 120 mg /1,76 рМ/ BEA-t 10 ml dioxán-a
viz 1:1 arányú «legyében oldottunic.

A két oldatot hűtés és keverés mellett óvatosan egyesi- 

tettük és 1 éjszakát állni hagytuk, Dializáltuk, liofilizál- 

tuk, majd 20 ml vizes oldatból 100 ml 65 *-os hangyasawal 

távolitottuk el a BŰC-védőcsoportot /3 óra, szobaiig/. 20 órás 

dielizáláe után liofilizáltuk, a liofilizátum súlya 150 mg 

volt.
Aminosav analízis alapján /187/1979/ a hantén/uBA érté­

ke 40 volt.

h*-. Him -BQC-L-Hie-OH előállítása:

74 mg /50 тУ/ L-Hie-OH x 2HCl-t oldottunk 100 ml dioxán- 

viz 1:1 arányú ©legyében és 3 g /75 mi&/ Naűh-t adtunk hozzá,
A pH 7,5-8,0 közötti értékét a reakció során többször ellen­
őriztük, illetve beállítottuk, ezután 43,6 g /200 mi4/ B0C20-t 

adtunk hozzá. Addig keverteitük /24 óra/, mig az oldat ho­
mogén nem lett. Ezután a pH-t 3-ra állítottuk és etilacetát- 

tal háromszor extraháltunk, az egyesített szerves fázisokat 

NaHSO^-tal, majd d.v.-zel mostuk, nátriumszulfáton szárí­
tottuk. Bepároltuk, 2 450 mg sárgás olaj keletkezett, 

i 0,18.

M*-. -.jOC-P-His-BSA előállítása:

A már ismertetett vegyes-anhidriőea módszerrel végeztük 

a kapcsolást.
A. / reakcióelegxi 200 mg /0,56 aM/ N*-, Nit;'-B0C-B-His-0H-t 

1 ml abs. dioxánban oldottunk, majd 73 jul /0,56 яИ/ KHIBE-t 
és 78 jal /0,56 ®У/ TEA-t adtunk hozzá. 5 °C-on 10 percig 

állni h- gy tűk.

B. / £2§l££ÍÉ£Í£é&i *>00 ®g JüM./ BaA-t 30 ml bioxan-
viz 1:1-ben oldottunk. A pH-t 7,5-8,0-ra állítottuk.
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A két oldatot keverés és hűtés közben lessen ékesítet­
tük és 4 órát 0 °C-on állni hagytuk. Halványsárga homogén 

oldat keletkezett. Eiaiiz-altuk, liofilizáltuk: 667 mg lio- 

filiZötum keletkezett.
A védőcsoport eltávolítását 50 ml 85 fc-oa hangyesavvsl 

2 óra 50 percig szobahőn végeztük, lializ-iituk, liofiliz<ul- 

tukt 580 mg liofilizátum keletkezett.
Aminoeav analizie alapján /542/1979/ © haetén/öoA érté­

ke 10 volt.

N*-. Nlc-iiOC-D-Hie-BáA-karbomid előállitéaa:

Vegyes-anhidridea módszerrel állítottuk elő.

Л./ reakcióéi .gy: 225 mg A ,67 m:A/ b1Bi-;U8-CH-t
1 ml abs.dioxInban old ttunk. 5 °C-on 86 pl /0,66 mii/ 
K.HIB£-t és 95 pl /0,66 mM/ XEA-t adtunk hozzá. 5 percig 

állni hagytuk.

B./ reakcióeleg^j, 550 mg /515 pW BSA-t 2 ml d.v.-ben 

oldottunk, majd 20 ml 8 M-oa karbamidot adtunk hozzá. A 

pH-t 8-ra állítottuk.
A két oldatot egyesítettük és pH ellenőrzés mellett

2 órát, 4 °C-on, majd azobahőn kevertettük.
Dializultuk, liofilizáltuk! 580 mg liofilizatum kelet­

kezett.
A védőcaoport eltávolítást 20 ml 85 д-oe hégyaaavval, 

20 °C-on 2 óráig végeztük, üjre diaiÍtéltük, liofilizál­
tuk: 550 mg vizoldékony liofilizátum keletkezett.

Aminosav ©nalizis /620/1980/ alapján a ha^tén/buA ér­
téke 15 volt.

BOC-D-5-Oil-Trp—OH előállítása:

220 mg /1 mii/ B-5-0H-Trp-ÜH-t 2,5 ml dioxán-viz 1:1 

arányú elegyében oldunk, majd 1 ml In HaOH-t és kevés

l? .% Г';■

vfc/
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dioxánbsn oldott 250 tag /1,1 шй/ BOC2Ű-t adtunk ©e elegéhez. 

Félt től védve, azobah3n í? órán át kevertettük, miközben © 

pH-t 10-ea értéken tartottuk• A reakció lefutását vékonyré- 

tagkromctografiával ellenőriztük, A reakcióelegyet ezután 

d.v.-zel kétszeresére higitottuk és háromszor extr^hultuk 

éterrel, A vizes fázist 0 °C-ra hütöttük, és hütött 5 -oe 

HaMBO^-tal pH 5-ig s«v«nyitottuk. Háromszor etilseetáttöl 
extraháltak és az egyesitett szerves fázist d.v.-zel semle­
gesre mos uk, natriumszulfálon szárítottuk. Bepariás után 

barnás, olajos kristályok keletkeztek /350 mg,/ i 0,55

DCHA-a6 képzésx 4 ml abs. etilacetétben felvettük az 

anyagot és 110 pl / < 1 sdl/ DCHA-t adtunk hozzá, hűtés és 

állás után fehér kristályok váltak ki.

• :

Termelés: 317 mg /68 %,D0HA-aóra/

Ops 200-205 °C

J0C-D-5-0:i-rr^-3aA előállítása!

A kapcsolást vegyes-enhidrides módszerrel végeztük.

A./ rfakcióéiещ.: 60 mg /0,20 nM/ BOC-5-OH-lrp-OH-t 
/100 mg /21 ШЛ/ DCHA-eójából felszabadítva/ 1 ml abs, МОГ«» 

ben oldottunk, 26 pl /0,20 mái/ KHIBk-t és 28 pl /0,20 шМ/ 
ТьА-t adtunk hozzu és 0 °C-on 10 percig állni hagytuk.

Б./ ro^kcióelog^i 120 mg /1,76 pM/ BSA-t 10 ml diómén-viz 

Isi ©rányu ©legyében oldottunk, a pH-t 7,5-8p, között tar­
tottuk.

A két reakcióéiegyet egyesítettük és 4 órát 0 °C-on ke- 

vertettük. Dializáltuk, az oldat színtelen volt. Liofili- 

zálás ut^n is vi»oldható maradt.
A véddeaoportot előzőek szerint /85 %-oa hangyaaavval/ 

távolltottűk el.

1
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Az UV-analizist 280 nm-en, 1 cm-es küvottában végeztük. 
Bemérési 2,2 mg/5 ml volt, I ■ 0,855» hautén/boA mólarunv- 

ra 37-t ka ttunk.

aoc-D.L-5-Oa-Jr„-Gti elgullitúas:

Az előző kapcsolás műveletei /ВОС-védett D-izomer/ sze­
rint az alabbi anyagmennyiségekkel végeztük:

480 mg /2,18 тзй/ DL-5-0H-Trp-0H-t 5 ml dioxán-viz 1:1 

arányú «legyében oldottuk, 2 ml In MeOtt és kevés öioxánben 

oldott 2 g /9,2 miű/ BQCgO-t adtunk hozzu. Fénytől védve 

10-es pH-n kevertettük. átérés extrakció után 5-os pH-га sa­
vanyítottuk a reakcióéieg>et, etilecetáttal háromszor extra­
háltuk, az egyesitett szerves fázist d.v.-zel mostuk, nátrium- 

szulfáton szárítottuk, bepuroltuk. Helvónysárge kristályo­
kat ksptunx.

kJ : 0,52 

Me : 521,55

Termelés: 560 mg /80 %/ 

Op: 177-162 °C

jQC—D.L-5-0H—Tr^-BoA előállitusat

Előzőekben múr ismertetett vagyea-enhidrides módszerrel 
végeztük a kapcsolást,

A. / reakcióéiul 100 mg /0,55 аМ/ BGC-D,L-5-0H-Trp-QH-t 
1 ml abs. Dikí'-ben oldottuk, - 10 °C-rs hütöttük és 46 pl 

/0,53 mИ/ lEA-t és 45 pl /0,53 юД/ KHIBE-t adtunk hozzá. 
Légmentesen lezárva 10 percig - 10 °C-on állni hagytuk.

B. / ££akcióelög^_: 116 mg /1,70 /дД/ 88A-t d.v.-ben oldottunk, 

a pH-t 7,5-6,0-re állítottuk, lassú keverés közben 5 ml di-
oxunt csepegtettünk hozzá. 0 °C-re hütöttük és a A./ vegyes- 

anhidridet keverés és hűtés közben lessen adták hozza. A 

pü-t fonti értéken tartottuk. További 4 órát kövertettük 

0 °C-on. Dializaltuk, liofilizáltuk: 158 mg.
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A véddeeoportot 10 ál 85 -os, 0 °C-os hangyasavval tti­
voli tot tuk el, miután 1,5 órán át azobah^n állni hgytuk. 

DielÍzültűk, majd liofilizultuk. 126 mg vizoidh&to liofili- 

zatuis keletkezett.
UV-enalizist 280 nm-en, 1 сю-es küvettábsn végeztük; e 

fta-tén/i-oA érték 26 volt.

^C-azukcinil-ctonokol in előállítása:

1 000 /& 14C-kolin-klorilot fe-io орт/ és 576 mg
/2 азН/ kolin-kloridot 5 ml abs. DMF éa 6 ml sba. piridin 

©legyében oldottunk. 400 mg /2 ekv./ boros ty -.nkdeavanhid- 

ridet adtunk hozzá éa Mp atm. alatt 20 percig 100 °C-on 

tartottuk, majd 24 órát azobahőn xevertettük. iovábbi 600 

mg /5 ekv./ boros tyűnk5savanhidridet tettünk hozza és is­
mét 100 °0-re melegítettük, lehűlés után 24 órát kevertet- 

tük.
A kivált kristályokat kiszűrtük, etenolból átkristályo- 

aitottuk.

4° *leromlás: 800 mg /100 %/

Aktivitás mérés: 1 370 cpm /89 % Sbfi/

^C-azukcinil-aonokolin-bjA előállítása:

Vegyea-anhidriöes módszerrel végeztük s ko^caoluat.
a./^reekci^e 1 j. 50 mg 70,21 iW i4C-szukcinil-monokolint

1 Eil ubs. DMF-ben ezuszpendaltunk és 28 /0,21 wM/ KHltí8-t,
30 jul /0,21 eu»í/ lEA-t, majd 48 ;ul /0,21 mH/ tributilamint 

/ТВА/ adtunk hozza. 0 °C-on 2 percig állni hagytuk.

B./ reakcióéiegy: 225 mg /3,3 ju-V BáA-t 10 ml diox-n-viz 

lil arányú elegy ében, 0,22 ml In haOH hozzáadása után oldot­
tunk.
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A két elegy et egyesi tettük és 4 órát 0 °C-on tartottuk:. 

Dializultuk, liofilizultuk.
A rtb„tén/boA hányadost aktivitás méréssel határoztuk meg; 

értéke 10 vo^t.H»ir«ii>miiina«i !■ 111 ív**».**»"* пт и .кия ihtmi —ш лит

•^C-szukcinil-monokolin-i-áiA-J^ * eldullituaa:

Vegyea-anhidridea kapcsolást elkelmoztunk.
A./ £«j«k£ié§l£g£i 96 mg /0,4 miá/ 14 

8 ml ebs. ВШР-ben szusz^endáltunk és 90 yul /0,4 mM/ TBA-t, 
52 ^1 /0,4 m&/ KHIB£-t adtunk hozzá. 0 °C-on tartottuk, míg 

oldatba nem jyent.

C-s zukcinil-monokolint

ö./ 150 mg /2,2 jM/ BáA-t oldottunk 10 ml
d.v. és 1 ml 5 ;-os áDá eledében, majd 4 ml dioxánt adtunk 

hozz-i.
A két reekcióelegy egyesítése után ♦ 4 °C-on 4 érát áll­

ni hagytuk. Dializáltuk, kevés csapadék keletkezett, amelyet 
5 ООО-s fordulatoxáaon 10 percig való centrifugaluesal külö­
nítettünk el. Liofilizáltuk; 90 mg liofilizatum keletkezett.

A he>tén/tfoA értékét aktivitás méréssel határoztuk meg; 
eredményül 42-t ka, tünk.

záíOC—/? -Ala-OH el ^ullitusa:

4,45 8 /50 mЫ/ H-/3 -Ala-OH-t 95 ml 10 -os íia2C0,-ban 

oldottuk, majd 40 ml dioxánt adtunk hozza és 0 °G-ra’ihütet­
tük. 1 éra alatt 11,5 g 1M)C-C1 60 ml dioxános oldatát cse­
pegtettük hozzá. 1 órát 0 °C-on, majd 24 órát szobahőn ke- 

vertettük. azután 1 500 ni jegj>s vizre Öntöttük, majd két­
szer 250 ml éterrel extreháltuk. A vizes fázist 0 °C-ra hü­
töttük, a pü-t 2n H2á0^-gyel 2-re állítottuk, majd etil- 

aeetáttel háromszor extrahultuk. Az egyesitett szerves fá­
zisokét d.v.-zel mostuk, natriumszulfaton szárítottuk.
A dioxánt lepároltuk, háromszor éterrel extrahultuk, mojd
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0 °C-re hütve со* HCl-val pH 2-re savany itottuk. Fehér 

kristályok váltak ki, ezürtük és savmentesre mostuk, majd 

szorítottuk az anyagot.

0.90 K*2: 0,54Termelés: 12,4 g /79 %/ 

Op: 129-150 °C

j.kOC-^-Al»-kolin előállit^sa:

10 g /30 тН/ ЗШОС-/3 -Ala-Cl-ot 20 ml abs. DhF-ben oldot­
tunk és 1,85 g /15 юМ/ kolin-kloridot adtunk hozz-*. A pH-t 
ГВА segítségével 6,0-6,5-re állítottuk. íór óra alatt a 

kolin-klorid nagy része oldatba ment. 56 órát kevertettük 

azoböhén. Vákuumban beparoituk, kloroformban felvettük és 

d.v.-zel extraháltuk. A vizes fázist kloroformmal extrahal­
tuk, majd oktilalkohollal. Az oktilalkoholt vizzal, majd a 

vizes fázist ismét oktilelkohollal. A bepáriast kővetően 

igen higroszkópoa adagot kaptunk, ezért jellemzésre nem 

adott lehetőséget.

* 0,47i£3: 0,56h*1 : 0,10

H-j/3 -Ale-kolin előállítása:

250 mg /55 mШ/ ИЮС-/?-Alo-kolint 2,5 ml abs. metanolban 

oldottunk és 62 pl 4n WaOH-t adtunk hozza, ügy éjszaka áll­
ni hagytuk. 12 óra elteltével - kroisatogremm alapján - to­
vábbi 258 pl 4n NaOH-t edtunk még hozza. 20 perc alatt a 

reakció lezajlott. A pH-t 7-re állítottuk, bepárlás után 

2x2-szer éterrel, etilecetattal, kloroformmal és abs. eta- 

nollal kifőztük. 58 mg NeCl-t tudtunk kiszűrni. Az anyag 

tisztításét preparetiv lapon végeztük.

kJ2 : 0,22 

: 0,58
h*1 : 0,17 

K*3 : 0,08
Termelés: 204 mg
Op: > 26ü °C

Á
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■-X/A-..UÍC-/3-Ale-kolin előollitosa:

Vegyea-anhidrides módszerrel végeztük a kapcsolást.

A. / reakeiáelö£££ 28,4 mg /0,2 шМ/ «ukonaavat 0,5 ml 
abs. EMF-ben oldottunk és 52 pl /0,4 mM/ ArflBE-t, 95 /il 

/0,4еь/ TBA-t adtunx hozzá és IQ percig légmentesen lezár­
va - 20 °C-on allni^Jjagy tűk.

B. / reakcioalegy t 47,7 mg /0,2 mM/ H-/£-Als-kolinhoв 

47,5 yul /0,2 mail/ TBA-t adtunk, majd e fenti reakcióul egy­
hez csepegtettük. 60 percig - 20 °C-on állni hagytuk.

C. / reascivíelegi^ 120 mg /1,76 yoM/ BSA-t oldottunk 3 ml 
pufferben és 2 ml dioxánt adtunk hozza.

Ezután A ♦ В reakcióeiegyet C-hez adtuk és 4 órát 0 °C- 

on tartottuk. Díelizáltuk, liofilizéitűk.
Az UV-analisissel a mukonsav tartalmat mértük, ehhez 

2 mg liofilizotumot oldottunk 5 ml d.v.-ben. A mérést 280 

nm-en, 1 Cffi-ts ksvett-ban végeztük. Hs^tén/boA 11 volt.

áaiaOMT analízissel a y^-Ala-tartalmat «érve a 

haptén/BáA 9-10 volt.

£—li-Glu-OH előáll itusa :

50 g /330 Ш/ D-Ulu-OH-hoz 350 ml 2n NaQH-t adtunk, majd 

keverés közben 0 °C-on egyezerre további 90 ml 4n NaOH-t és 

50 ml /343 mai/ Z-Cl-ot csepegtettünk hozzá. 2 ór^t szobahőn 

kevertettük. Az oldat jü-jö 9 volt. nterrol & feleslegben 

maradt 2-Cl-t kiextraháltűk, majd ee.tiCl-val a рй-t 2-re 

állítottuk ée az oldatot etilecetáttal háromszor extrohál- 

tuk, D.v.-zel semlegesre mostuk, nátriuaszulfáton szorítot­
tuk, majd beporoltuk, n-hexonnel kristályosítottuk.

s 0,76Termelés: 50 g /49 &/ 
Op: 120-121 °C

i
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Z-S-Glu/ÜH/-Üá.e x PC HA előáll it., за:

19,6 ml /140 вМ/ eba. TIA éo 250 ш1 aba, kloroform ele­
gy éhe« 3ő,7 g /140 Ш/ Z-D-Űlu-OH-t, majd 14,7 ml /158 mM/ 
dimetil-szulfátot adtunk. Gzobahőn kálciumkloridos - esd 

védelme alett égi éjjel állni hegy tűk. Utam* bepároltuk, © 

maradékot etilscetátben vettük fel, d.v.-zsl mostuk, natrium- 

azulfáton szárítottuk, majd fele térfogatra pároltuk és 

ekvivalens menny laégü /27,5 ml, 140 mád/ DCHA-t adtunk hozza.
Л kivált kristályokat szűrtük.

B2 i 0,76Termelés: 47,2 g /73 %/

Op: 156-157 °C

,^r"-metiléezter ezenny ezés eltávolít «suhoz 900 ml vízből 

átkristalyositottuk, A kivált anyagunk súlya: 29,7 g volt. 

Op: 170-171 °C.

Z-D-Glu/0H/-0ke előállítása :

ECHA-eóji-nak felszabad it ásóval állítottuk elő. 14,5 g 

/31,6 mM/ 2-D-ülи/ОН/-Oké x CCHA-t 60 ml ő.v.-ben felozusz- 

penő áltattunk és 40 ml 2n adtunk hozza és négyszer
70 ml etilaeotáttal extránáltűk. Az egyesített szerves fá­
zist kétszer 15 ml 2n HgSO^-gyel kiráztuk, d.v.-zel semle­
gesre mostuk, natriumszulfúton szárítottuk és vákuumban be­
pároltuk.

B2Termelés: 9,3 g /90»/ : 0,76

Z-D-Glu/GauV-a.e előállítása:

14 g /0,50 Ш/ Z-Qlи/GH/-ÖMe-t 100 ml abs. kloroformban 

oldottunk és 0,75 ml cc. H2S04-@t adtunk hozza, majd - 10 

°C-on 100 ml isobutént öntöttünk rá és légmentesen lezártuk. 

Három napig állni hagytuk. Utana bsparoltuk a reekciéeleg^et,
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a maradékot 150 ml etilseetétben felvettük és négyszer 20 

ml NaüCQ^-tal kiraztuk. D.V.-zel semlegesre mostuk, bepá­
roltuk. ázintelen olajat kaptunk.

kJ : 0,92Termelés: 15,2 g /90 %/

Z-D-ülu/OauV-QH előállítása:

10 g /30 mii/ Z-L-Qlu/OBuV-OMe-t 50 ml dioxán-viz 1:1 

aranya elegyében oldottunk és 33 ml /1,1 ekv./ In tmOH-ot 
adtunk hozzá. 1,5 óra múlva cc. HCl-lel a pH-t 7,0-re ál­
lítottuk. A dioxánt leporoltuk ás e maradék pH-jót cc. tiCl- 

val 1-esre állítottuk. Etilacetáttal extrah^ltuk, d.v.-zel 

semlegesre mostuk, nátriumazulfáton szárítottuk és beparol- 

tuk. Wehezen kristályosodó olajat kaptunk.

V

Op: 60-84 °C 

Op: 140-142 °C

Termelés: 9,3 g /95 %/

DC..A-SÓjót képeztük:

H-D-GIu/ODuV-OH olőcillituoe:

8,5 g /26,4 mU Z-Glu/OduV-OH-t 100 ml eba. metanolban 

oldottunk, 0,5 g id/C katalizátort adtunk hozzá és hidro­
gént buborékoltattunk át rajta, azt 6 órán át végeztük, 8 

katalizátort kiszűrtük, ö maradékot bepároltuk. A kapott 

kristályokat 30 ml forró metanolban oldottuk és kezdeti 

zavarosod-iöig etilecetátot adtunk hozzá, ágy éjetekére hű­
idbe tettük és utána о kivált kristályokat kiszűrtük.

4 :Termelés: 4,1 g /84 %/ 

Op: 183-135 °C

0,11
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üüC-P-Glu/QüuV-OH előállítása:

2,2 g /12 mtó/ H-D-Glu/OBuV-QH-t oldottunk 20 ml dioxán- 

viz 1:1 arányú ©legyében, majd 10 ml ln HaüH-t ée 11 ml 
/11 аМ/ o0C2Q-t. A pH-t 8-«а értéken tartottuk és ozobahdn 

egy éjjel kevertettük. Utána О °C-on pH 3-rs savanyítottuk 

és háromszor etilöoet-ttal extrahaltuk, d.v.-zel mostuk, 
nitriumszulféton szárítottuk, bepároltuk.

kJ. : 0,48

a & olajat 30 ml ebs. éterben felvettük 

és I960 /ti BCHA-t adtunk hozzt*. Hűtőszekrényben fehér kris­
tályok voltak ki.

3 g olaj keletkezett.

Op: 106-108 °C

DCHA-aá felszabaditas: 2n ^OÖ^-val а шаг ismertetett mó­
don. Fehér kristályok keletkeztek.

'Israel és: 2,5 g /90 h/

Cp: 102-103 °C

Termelés: 4^. g /72 %/

kJ. : 0,85

áOC-D-ül u/QBu*'/-Lk>A előullitaaa:

A már korábbiakban leirt módon, vagyea-anhidridea mód­
szerrel végeztük a kapcsolást.

A. / i10 mg /33 m^/ BOC-D-ülu/QBuV-ÖH-t
1 ml abs. DMF-ben oldottunk, majd az oldatot - 5 °C-ra hű­
tőt tiik és 46 pl /0,33 mM/ TEA-t, valamint 43 pl /0,33 mfe/ 
KHIBá-t adtunk hozzá. 5 percre légmentesen - 10 °C-on «llni 

hegy tűk.
B. / reakcióéiegy;i 116 mg /1,70 yuM/ BOA-t 5 ml d.v.-ben 

oldottunk, majd a pH-t In NaOH-dal 7,5-8,0-ra állítottuk.
A vegyesanhidridet 0 °C-on keverés közben ö./ oldatba 

csepegtettük, 4 drót állni hagytuk.
DiaÜZáltuk, finom pelyhes csapadék keletkezett, ezért 

5 COQ-es fordulatszamon 15 percig centrifugáltuk, majd a 

felüluazót liofilizaltuk.
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A BOC-védőosoportot 1 óráig 75 sfe-oa IFA-val távolítot­
tak ©1. Diaileéltük, majd liofilizaltuk: 90 mg anyagot
kaptunk.

Aminoaav-anelizis eredménye ©lápján 50 gluteminsav képé 

csolódott fel ВлА-mol©kólánként.

BQC-D-ülu/QBuV-bijA-karbügiid előállitáao:

Vagyев-anhidridea kapcsolással állítottuk elő.
A./ reakcióéi 320 mg /I»l юМ/ Ö0C-D-0lu/0BuV-0H-t 

1 ml aba. dioxónban oldottunk, hozzáadtunk 130 /il /1 au4/ 
iCHlBE-t és 140 jliI /1 müä/ TkÁ-t. 0 °C-on 5 percig állni hagy­
tuk.

B./ 600 mg /8,8 yoM/ BbA-t 4 ml d.v.-ben
oldottunk, a pH-t 8-ra állítottuk és 35 ml 8 ^-oa karbami- 

dot /viz; metanol 1:1/ adtunk hozzá. A pH-t ellenőriztük 

és a két reekcióelegyet lassan egyesítettük, két órát ♦ 4.°C- 

on, majd ezobahŐn kevertettük. Bializaltuk, liofilizaltuk,
680 mg liofilizátum keletkezett.

Védőcaoport eltávolítást 85 л-os TFA-ban, 2 óráig 20 

°C-on végeztük. Ismét dializáltuk, liofilizaltuk. 500 mg 

vizoldékony anyagot kaptunk.
Aminos©venalizis alapján a haitén/B^A hányados értéke 

30 volt.
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1./ narboxilalt neurotranszmitterek kapcsolása
АН-ge ahor os e-ho g:

Az AH-á@pharoae-t irodalmi eldirat alapján készítettük: 

áepharoae-48 brómciános aktiválásával 1,6-diamino-hexunt 

kapcsoltunk в hordozóhoz /C.Lowe, G.Dean; Affinity Chroma­
tography/. 1 mmól 50C-védett neurotranszmitter-karbonsav t 
/BOC-DOi*, BOC-DCfA, BOC2-His, BGC-ülu/ŰBuV-OH, stb./ 

kb. 4 ml DMf-bon oldunk, G °C-on hozzáadtunk 0,14 ml /1 ш/ 

trietilemint és 0,14 ml /1 т&У klórszénsav-izobutilésztert.
3 perc keverés után a vegyes onhidrid oldatát 20 ml Ge^ha- 

rose-hoz öntöttük, amely 20 ml DMF-eoeton-viz 2:2il arányú 

elegében volt azuszpendálvs. 1 napig ♦ 4 °C-on rázottuk a 

szuszpenziót, az adszorbenset a fenti eleggyel, majd vízzel 

alaposan mostuk.
Sszel о módszerrel átlagosan л/10*"^ U/kg koncentráció­

ban tudtunk neurotranazmittereket a hordozóra kapcsolni.

A védőcsoport eltávolítás előtt a 8epharoae-gyöngy őket 

viz-aceton, majd aceton-CH2Cl2 gradienssel d«hidratáltűk.
/уosás 20 *, 50 *>, 80 % ecetont tartalmazó viz-sceton elegy- 

gyel, vízzel, majd 20-50-80 % CH2012-t tartalmasé aceton- 

-CH.CI2 elaggyal, végül CHgCl^-vel.
A kiszárított Sepharose-gyóngyöket 30 ml trifluoreoet- 

0övben szuszpendáltuk, 1 ore múlva © savat üvegezűrön I0- 

azivattuk és a gyöngyöket az előbbivel ellentétes oldószer- 

gradienssel rehidráltuk. /CH2C12, majd aceton, végül viz./
A Seíherose-neurotranazmitter konjugótumokat pH ■ 4,3-ön 

0,1 M ecetét pufferben ♦ 4 °C-on taroltuk, e baktériumos 

lebomlást 0,02 £ Ne-ezid hossáadáaável akadályoztuk meg.
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2„/ B-SA-neurotrcnszmitter kon.iurutomok ki^caol^sa
AH-áei-ha rose-hoz /általános előirst/

10 g nuccsazárazra lesziv tott AH-Éepharose gyöngyöt 

10 ml pH « 7,4-es 0,1 M-os foszfát pufferben szuőzpendül­
tük, hozzáadtunk 1-2 ш1 pufferben oldott 50 mg BSA-neuro- 

tronazmitter konjugátumot, emeljek az antigénszintéziaek 

mintájúra formaldehides kondenzációval készültek* Ez után 

1,0 ml 0,25 &-os vizes giutáraldehid oldatot adtunk a 

szuszpenzióhoz és 20 °C-on 24 órán at rázattuk. A *»ephfíi'Oae- 

gyCngyökét kiszűrtük, először pufferrel, majd d*v.-zel mos­
tuk, végül pH= 4,5-őn 0,1 M-os acetat pufferben taroltuk 

az adszorbeneeket, amely 0,02 » Ka-aaidot is tartalmazott.

Fenti módszerrel e következő affinitás ©dszorbenaeket 

állítottuk ©lő - 10-10 g-оэ mennyiségben:

Adrenalin-BSA-AH-óepharose
Noradrenal in-BEA-AH-áepharoa e
Dopamin-BáA-AH-áephsrose
8zerotonin-BáA-AH-3eph©roae
Hisztwmin-BoA-AH-bepharose
Özukcinilkolin-BáA-AH-áepharose

Valamennyi adezorbena kb. 10 -10 M/l koncentrációban
tartalmazta az analitikai mérések szerint. s neurotrensz- 

mittereket.

5./ Analitikai ellenőrzési módszerek
A neurotranszmitterek koncentrációját a hordozón a kö­

vetkező módszerekkel határoztuk meg:
a./ Aminoaavsánálisis
200 mg nuccsszurez áepherose-neurotranazmittert azuaz- 

pendáltunk 1 ml merkapto-etán-szulfonsav /МЕо/ 5 M-os vi­
zes oldatában és 50 Hg jü vákuumban leforraaztottuk a azuaz- 

penziót, majd 24 óráig 110 °C-on hidrolizultűk az anyagot.
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A hidroli2átuiaot közömbösítés után közvetlenül felvittük 

ez aminosav analizátor ioncserélő oszlopára és meghata- 

roztuk az eminősavek, ill. karboxilált neurotranszíaitte­
rek koncertrációját.

b./ Ultraibolya e^ektrofotometrie

1 тш-es kvaroküvettáben ©értük 270, ill. 280 nm-nél a 

ne uro tr ma zmitter-S e pharos e konjugatumok fény abszorpció jat 

ülepitett gélnél e kiindulási óepherose-ra vonatkoztatva. 

Az ex linóié értékéből a moláris extinciós koefficiens is­
meretében a koncentráció kiszámítható.
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AH-áeiharose-on imBobilizult neurotrunazmitterek
jellemzése

ü e ur о träne zmitter, 
ill. származéka

Koncentráció a 
hordozón

kérési
módszer

A./ sorozat:

EOiS
D-DOFA
L-DOPA
D-Hisztamin
DL-5-OH-lrp
D-ülu/Qfíu*Y-OH
L-Űlu/OBuV-OH
14C-öMC

3,30xl0~2 

3,80x10 

3,3Qxlű“3 

2,20x10 

1,10x10 

2,65x10“" 

2,35x10“3 

2,10x10*3

k/l ÜV
-3 k/l ÜV

M/l ÜV
-3 AA*k/kg
—2 M/l uv

AA**M/kg
M/kg AA*

radioaktivi­
tás mérésM/l

B./ sorozat:
Adrenal in-forma l - 
6ehid-B3A

-4 M/l7,25x10 

l,97xlO“5

UV

bioredr enal in-f orm- 
aldehid-BSA M/l ÜV

Dopemin-formalde­
hid -BS A

-5 M/l uv1,87x10

Hiszteain-formal- 
dehid -Bo A l,50xl0“4 M/l ÜV

Formaldehiddel ke­
zeit B6A

-4 te/l1,42x10 ÜV

Megjegyzés:
M/l 
M/kg

ülepített gélre vonatkozik 

nuccsszársz gél súlyára vonatkozik 

aminosav analízisАЛ
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ÍV. iUo

A neurotranszmittér fűnkéióvói rendelkező anyagok élő 

szervezeten, szöveteken belüli lokalizációjenek, ill. kon­
centrációjának megneturozusúhoz alkalmas imiaimhiaz tokáraiéi 
és Ki A Diódazerekhez neurotranszaitter antigéneket elütöt­
tünk elő. Affinit-a kronetogrófiához /antiszérumok tisztí­
tása/ a neurotranszmittereket áepharose-gyongyükhöz kap­
csoltuk. Az igy nyert immobilizult származékok egyéb Gélek­
re, igy pl. affinitás mikroszkópiához éa az antiazérumok 

fajlagoaságénak ellenőrzéséhez is alkalmasak lehetnek.
Eredeti elképzeléseinkkel szemben a KI A, ill. ioimunhisz- 

tokémiai vizsgalatokhoz más éa más antigénekre volt szük­
ség. A formaldehides kapcsolással előállított kotekolamin 

antigének immunfluoreszcencia-raikroszkópos vizsgalatokhoz 

kiválóan megfeleltek, de Hl A céljára más szempontok figye­
lembe vételével kellett ez antigéneket szintetizálni.

Formaldehides kapcsolással előállítottuk az adrenalin, 

noradrenalin, dopamin, hisztamin és azerotonin HoA-hoz kap­
csolt konjugutumut.

A heptén/BSA mólarányt karbamid és ufu segítségével nö­
velni tudtuk, ami várhatóén az antigén sajátságok javítá­
sát eredményezi.

KIA-hoz, ill. kedvezőbb tulajdonságú antigének előállí­
tásához szintetizáltuk a neurotranszaittereк karboxilált 

származékait.
Az ‘’sőrénél in-karbonsav" előállítása egy vara ti on gyűrű- 

zárási reakció miatt nem járt sikerrel. Előállítottuk о 

DQFä-t, /ill. azü-BOiá-t/, a noradrenalin korboxilalt szár­
mazékait. Acetilkolin helyett a azukcinil-monokoiint /ill. 

^С-ЬШЗ-t/ kapcsoltuk SáA-hoz, mivel hosezobD láncú és 

karboxilcsoportja miatt jobb kapcsolási lehetőséget éa 

jobb antigén sajátságokat Ígért.
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A kerboxilcaoportot tartalmazó neurotranszmitter-azárma- 

zékokat kapcsoituk vegy es-onhidrides módszerrel BáA-hoz. 
Kapcsolás ©lőtt - a áMC kivételével - szükség volt a hap- 

tének aminocsoportjának védésére,

Elvégeztük az antigénszintéziaefcet az L-izomereken kí­
vül a jobb antigenitást Ígérő D-módosuletokkal is.

A noradrenalin helyett a DQFQ-t, dopemin helyett a DOPA-tf 
azerotonín helyett ez 5-OH-triptof4nt, hiaztemin helyett e 

hisz i id in t ,’^-amino-ve jee v helyett glutaminsev; t és acetil- 

kolin helyett SMC-t, ill. mukonil-kolint kapcsoltunk BáA- 

hoz. Az immobilizált származékok előállításakor ugyanezek­
kel e helyettesítésekkel dolgoztunk.

Az eddigi tapasztalatok szerint immunhisztokémiai kimu­
tatási célokra a formaldehides kapcsolással előállított an­
tigénéit közül az adrenalin-, noredrenalin- és a szerotonin 

antigén jól, a hiaztamin antigén pedig korlátozottén alkal­
mazható.
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