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A dolgozatben felhaszndlt rdviditések jegyzéke

A r¥viditdsek dlteldban megfelelnek az IUPAC javasla-
tdnak /J. Biol. Chem. 247 977 /1972/, a ritkdbban
haszndlt roviditések a kivetkezdk:

RIA - radioimmun-analitika
ICC - immuncitokémia
AGS -~ adrenogenitdlis szindroma

GABA - gamma-amino-vajsav
DANSYL = 5-dimetilamino-naftalin-szulfonil-

BsSA - marha szérumalbumin

ACTH - adreno~kortikotrop hormon
DHEA = dehidro-epi-androszteron
PNMT - fenil-etanclamin-N-metil-transzferdsz
DDC - DOPA-dekarboxildz

DBH -~ dopamin-béta~hidroxildz
FITC = fluoreszcein-izo-tiociandt
NMR - mégneses magrezonancia

HS - hemiszukcindt

BCMO - bisg-karboximetil-oxim
CMO -~  karboximetil-oxim

BOC -  terc~butiloxikarbonil-
0Bu® ~ terc-butilészter

SDS - ndtrium-dodecilszulfit

Z « benziloxikarbonil-

DOPS « @dihidroxi-fenilszerin
DOPA =~ dihidroxi-fenilalanin

TAI - trikldér-acetil-izociandt
Et - etil-

Me - metil-

DCHA - diciklohexilamin

SHIC - szukecinil-monokolin

DMP - @imetilformemid

TPS - trimstilasilil-propénszulfonaavANa

™S « tetrametilszilén



BEVEZETES

A heterotrof szervezetek reguldciojdban két intograe-
tiv rendszer vesz »éozt; a homonrendsger ¢és az ildegrend-
ozors A kettd milkbddase olyammyira egybefonddik, hogy ele
védlasztdouk sok esetben indokolatlan, ezdrt szoktdk
ogyiittesen neurchumordlis rendsgernck is nevezni. Az Usze
pzefligedst bizonyitja az is, hogy régebben az ideggydgyd=
szatban tdrgyglt diencefalon-hipofizis-rendszer bwtegeé -
gei ma mdr az endokyinologia tdrgyktrdbe tartoznak. Nde
hény jellegzetes killUnbsdget azonban felismerhetiink a
két£éle reguldeid kbzttt.

A homordlis szabdlyozds vegyl alapjai e hoxmonok.
Jellemz8 rdjuk, hogy termeldei helyliktél vendsserint th-
vol és igon kis koncentrdcidban is hatdsosak. A célsej=-
tekhez /target cells/ a vérdram juttatja ¢l agokat, Kone
centrdeidjuk a plasmiban igen alacsony, pontos mennyisée
gl meghatdrozdoukat ez a kirilmdny - a legutdbbi dviise-
dig - megakaddlyozta. Kémiailag a fchérjdék, polipeptidolk,
lipoidok, illetve az aminosaveszdrmazdkok csoportjdba
tartoznak.

A neurotranszmitterek az idegingerillet Lkdmigi dtvie
v8 anyagai. Jellemzliket Vizi /1/ alapjdn a kivetkezd
pontokban foglalhatjuk Gssze:

a/ mennyisdgiik idegingerlds hatdsdra a nyugalmi drtdke-
hez képest jelentésen megnd,

b/ jelenlétilk femmakoldgiai, fizioldgiai és kémiai
nédozerekkel egyardnt igazclhatd,

¢/ Dbizonyithaté, hogy & szervesetbe torténdé adagoldsuk
az idegingerldesel agonos hatdst vdlt ki,

d/ bizonyos vegyllletek azonosan befolydsoljdk az idege
ingerlést, illetve o beadott anyag hatdsdt,

e/ az edott idegsejtben a transsmititor szintdsisddrt
felelds specifilkus cnzimrendsger mutathatd ki,
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£/ a transzmittort enzim, vagy enzimrendszer bontje le,
hatdatalanitja.

Tortdéneti drdekessdg, hogy a Schifer és Oliver dle
tal 1894«~ben melldékewensdbll izoldlt pressgor hatdsu anyage
261 - hommonyrdél « kdaobbb kidexillt, hogy mind a vegeta =
$iv mind a kigponti idegrendszserben igen fontos asserepet
betdlté neurotransumitter. Az utébbi 10«15 évbon hasonld
jelenségeknek lchetiink tanmul, o gyomor-bdl trektus ismert
hormonjait - gasstrint, kolecilsgiokinin-pankweozimint,
"igen nagy" - a gyomor-bél rendszeri koncentrdeidjulmt
lényegesen meghaladd menmnyiségben megtaldltdl o kisponti
idegrendszerben,s ma mir egyre tibben valljdk, hogy neuro=
transzmitter, illetve neuromoduldtor funkeidt ldtnak el.
Bzt a szemldletet tilkxtizi & ncuropeptid eclnevesés is.

A mai kutatdei szinvonalon clengedhetetlen & hormo=-
nok, ncurotranszmitterek ds egydb bioldgiailag aktiv ve-
cyiiletek szexvezetben 1évé koncentrdeidjdnak pontos mé-
véac..A kutatdsi kbvetelményeken tulmenden me mdr mogas
sginvonalu orxvosi elldtds - pl. az endokrinoldgia tori-
letén - clkdpselhetetleon pontos mérdock ndélkiil.

A XX.02. mésodik feldében ezt a »égdta meglévd igdnyt,
aziikodgletet & radioimmmeanalitike, illetve az imumumel -
toldégle kifejlesztdodvel sikexillt kieldgiteni.

olyan szteroid hommone- és nocurotranssmitier-szdrmezdkok
elfdllitdon, melyek alkalmasek o fent emlitett két mdde
szer /RIA, ICC/ kidolgozdsdira.

Mivel kisérleteink clobdlegesen o kutatds ds a klie
nikai, orvosi gyakorlatban felmerllt igdnyek kieldgitd -
86t szolgdlid& , igy minden esetben & bioldgial vizsgdlae-
tokat végzé partnerckkel egyetdrtdsben dtnttttink arrdl,
hogy mely neurotranszmittert vagy ssteroid hormont hasg=
ndljuk fel.
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A munkdnk sordn felhaszndlt vegylileteket a kbvetkezlképpen
coopoxtosithat juls

-

A/ 8 Ok

a/ Glikokortikoid diagnosztikdban felhasgndlhatd sate-
roidok

b/ Minerxalokortikoid diagnosstikdban felhassndlhatd
satoroidok

¢/ Androgén diagnosstikdban felhaszndlhatd szteroidok

d/ Adronogenitdlis szindromo /AGS/ diagnosstikdjdben
folhaszndlhatd szteroidok

e/ Szintetilus szteroidok

£/ Uéhény ogyéb szterdnvézas vegyliled

g/ léhény radiojdéd-jelzett szteroidszdmesdk szintdzise.

ey b sy
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¢/ Neurotranszmitterck, illetve azok antiginjeinek Sephae
rose 4B-n immobilizdlt ssrimazdlkai.
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Elméleti réds sz

Mind & redioimmme-anclitilei mind az immmeitokdmial
meghatdvozdshoz, illetve kimutatdchoz antiszdrumra /anti-
testre/ van sszilkefg. Bzt dltaldbon mestersdges immmizd -
ldesel 411itjuk ell. Az immmizdlds clengedhetetlon el «
feltdtele az ghbigdén mogldéte. A ssteroildok, illetve o
neurotranszmitterck antigénjei a természetben nem fordul-
nak ¢l8, ezdrt eseket mestersdégesen kell elfdllitani.

Mit jelent az antigén fogalom?
Az elnevesds Dotre Ldoszldtsl ssdwmeszik s olyan anyagot
éxrtink alatta, mely fejlett ds dp inmmmvendszerrel bivd
gorinces sgervezetdben specifikus immmvdlasst erodményce
28 folyamatot képes meginditani és a folyamat produltbund-
hoz - az antitestheos « in vivo és in vitro specifikusan
képes kbtédni.

A klonbozd antigéneck kilinbézd erlssdgi immmogeni-
tdasal rendelkesnek. A legerScobb immmogének a fehdérjdk.
Bégebben ezen tulajdonsdg megjelendsdt kizdrdlag a moloe
kulasuly fliggvényének tekintettdk. A legkloebb vegylilet,
mely még tnmagdban is antigén - j6llchet gyonge immmo -
genitdssal rendelkezik - a vagopresssin /los 1082/, Az
ezres molekulatimeg alatti vegyilletek médr a haptének,
vagy a haptidok csoportjdba tartoznak. A fontick ollendre
logaldbb ennyire fontos & molekuldk merevedge is, esdrt
ma médr noemesak molekulattmeget tekintik dtntd kyitdriume
nak. Iendsteiner figyelte mog ellssbyr /1921-ben/, hogy
bizonyos kis molekulattmegli anyagokk @ehdejdihes kap=-
coolva immmogdnekkd vdlnak. Bzcket az anyagokat hapté -
nelmek nevezte el. /2/. Az inmmizdldokor nyert antisavd
nomesek a vivé fehérjdvel, hanem a hozzdkapcsolt hapténe
nel is reagdlni fog. A sztewoidok és a neurotranssmitiow
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rek is o haptdnek kizé tartoznak.

Az ontigén modell

Jé tulajdonsdgu antitestek nyerdsdhes clengedhetotlos
nill szilkedges a megfeleld minlaedgii,antigén; ugyanis, ha az
nem egysdges, sok ssemnyesddést tartalmesz, nem lehet jé mie
ndadgil, megfeleld jJellemzlkkel rendeclkesd antiszdrmmot
nyerni.

A kisdrletek soxdn kideriilt, hogy bdr a tisztasdg
ozillkadgen, de nem eldgadges pltdtel. Midglay éo Niswendoy
/3/ nevéhez f£usbdik as antitestek néhdny fontos tulajdon-
sdgdnak tisztdzdea. Ok dllapitottdk meg, hogy az antitest
legttbb esotbon "far sighted” azas "mescseldtd®. Bz ast
Jelenti, hogy nem ismeri fel e haptén fehdérjéhes vald kape-
ceoldsi helydhez kigel 1évd cooportok mindsdgét.

Az antitest mdeik fontos tulajdonsdgas * non remembee
red®, ami agt Jelenti, hogy & Pehdérjdhez veld lmpcesoldsban
réozt vevd csosportok kordbbi - a kitds eldttl -~ szerkeze-
$6t sem ismexri fol. E két tulajdonsdgot cgy-cgy példdn
sgeretndm illuoztrdini.

A 1lece helyzetben kopesolt sgtoroid-protein-konjugde-
tumoklal ssemben nyert antitest a legnagyobb specificitdst
az A,DAgylrilre, illetve az oldalldncra mutat. A 6-08 helye
zetben kapesolt konjugdtumokknl ssemben nyert antiszdrum
viszont tekintdlyecs-ndrtdkll kevresztroakcidt ad o G-0s cgéne
atomhoz kiseli Se-hidroxi, illetve 4-dn ssdxmasdkokkel./ /

Grotae és Brawvm /4/ tivemint, oktopamint és szinefrint
3=as helyszetben formaldehiddel kapecsolt fehdrjéhes. ilivel
igy e 3-as helysetben metiléncsoport alakult ki, as antie
szdérun "nem emlékezett™, hogy eredetileg ott hidwrogén,
hidroxil vagy metoxicsoport volt-c jelen; ezért d&xthotd,
hogy ple. a kapott antissdrum metanefwimnel ssomben t6bbe-
ozdz csdzaldkos kewesgtreakeidt adott.

A fenti okok mi it a lmtatlk keresik azokat a lap-
csoldsi lechetlodgeket, amelyek uj fumkeids csoportok bo-
vitelével valdsulnak meg. Az credetl funkelds cmepoxtokat
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lchetbleg érintetlenill hagyidk. Erre is ssoretndk egy
péld.ﬁt bemutatni.

A teostoozsteron csetdében a 4-es helyzetil kettlokie
t6s lchetévd teszi az allil-helysetll brdmozdst. Bzt kie
vetden vizmentes tioglikolsavval tiodtert alakitottak ki.
ldsik cectben pedig a G-o0s8 helysetii kettlo-kitdsre addi-
ciondlidk o vizmentes tioglikolsavat. Igy Jjutottak a Ge-os
és T-cs helysetben kapcsolld konjugdtumokhos.

Szintdn jelentée a kapesoldshoz haszndlt Uossekitl-
ldnc /epacex/ hosssza is. Bgy bizonyos tdvolsdgot el kell
éxmie, oz kbe 7-10 A, U;nél jobban kicmelkedik a fehdérje
felogindrdl a haptén, anndl jobb logz as inmm-valass.
/Baért haszdljdk ssivesen a szteroidok csctdben a 4 széne-
atomos borostydnkbsavat./ Fontos, hogy o hordozd molekula
j6 immunogén legyen, ugyanis ha gyenge immmogdn, akkor
csak alacsony titeril antissédrumre szdnithatunk.

A fenticken kivill az immmevdlaszt nogy nértdkben bo-
Lfolydsolja a hoxdozdhoz kapesolt haptének szdma, vagy mds
kifojendssel dlve a haptdn/hoxdosd hinyados. B mutatd
tényleges jelentledgdérll megoszlanak a vilomdnyck. Elvie

leg mindl nagyobb ¢z & hdnyados, anmndl jobd lummevdloss
varhatd. Tudunk olyan sikeres immmizdldsrdl is, emikor o
haptdn/hdnyados éridke coupdn 7«10 LUzttt volt. /Bétaw
ekdigon/ Amnyit mindenesetre lesstgezhetink, hogy a mes-
teradges antigének kdmial minledgellenlrzdsének egylk
sarkelatos pontja a haptén/hordozd arday megdllapitdsa.

A szémtalan cludleti és gyakorlati leheitlodg ksl
coak asokat emeljilk ki, melyeket mumkink sordn alkalmoge
tunk.

Vlraibolya spekirofotametyria

Ez a mdédszer csak abban az esetben alkalmaghatd, ha a
molekula szerkezete bizonyos feltdteleknek eleget tesz
/ven ultraibolya elnyelésc/. Ebben az esetben a leg-




nagyobd hullduhosszusdgu abszorpelds maximum oltols-
Adodbél, illetve & moldris dekadilus extinkeids
koefficiens nagysdgénak megvdliozdsdbdl sadmithatjuk
a hapténfhnrdwd wdnyt

A BSA IQEQPQ"SG 4488, A bdzikus jellegll aminocsopore
tok savanid-kitdsbe vitelével ardnyosen csitiken o fo=-
hérjén a bdsgilus cosoporiok sadna, igy as I.B.P.-ja 1o,
A cobllkends mdrtdkdébll kivetkestethetink a haptén/hore
dozd avdnydra. Bzt o médssert ssieroid-antigdujeink éo
az geetilkolin-antigén esctdébon alkalmaztuk. A kapott
crodudnyck 4.4=4.6 kizé cotek. Az acetilkolin-antigén
10E0Po”33 .303 volte

A szteroidok n:lt:mgént dltaldban nem tartalmesnak. Az
dltalunk elfdllitott hemiszukeindtokban szintén nincs
nitroging oz oximokban 1, illetve 2 van. Bz utébbi
esetbon o ssteroidok nitrogén tartalma l-5 % kogé caik,
ha tchdt ilyen molekuldt fehdrjdhes kovalensen kapcsoe
lunk, akkor a konjugdtum nitrogén tartalmdhek drtéke
a fehérje nitrogdén tartalma / 16%/ és a szteroid nite
rogén tartalme kUzttt lesz. Az eredoti Grtdkill vald
eltdrdsbll ssdmolhats a Lolkititt esteroid memmylsége.
Spteroid-konjugdtumaink nitrogén tartalmn minden esot=
ben 11-13% kisttt volt. Heurotranssmititorek esetében
ez o médssor nem alkalmashetd, mivel esen vegyliletek
nitrogén tartalma nem tdr el lényegesen a fehdrjdk nit-
1’0361 ta&'talnﬁtdlc

E&zﬁmv neurotranszaitter osetdben alﬁlmsott nédszer,
melynek segltsdgdével valamely ismert - a hoxdozd fLeo=-
hérjdében eléforduld stabil aminosavhos -« u.ne belsd
standardhoz képest meghatdrozsuk a nourotranszmitter
- korbonsev arduydt. Ismexve, hogy hiny standard amie
nosav taldlhaté a hordozd molekuldbon, szdmolhatd a
haptén/hoxdozd ardny.



A méréa azon az olven alapul, hogy & komJugdtum saaha-
don mavedt aminocsoportjoihoz fluorimetrids mérdsekhes
alkalmos vegylilletet LUtlink, pl. Sedimctilomino-nafia «
linszulfonil-cgoportot vissiink be. A DANSIL-BSA, ill.
& DANSYI~konjugdtun fluorcszeencidjdnek intensitdsboli
killonbadgdbll kiveikeztethetink a haptén/aordosd axd-
nyiva. Szterold-konjusdtumaink esetdben ez az  értdk
8070 % kbz8tt mozgott. /B2 j6 egyezdet mutat o nitro-
gén-analizis emdméwével‘/

Ag imtopot tracey mwiaégm alkolmaztuics A matt
konjugdtun aktivitdednak mértdkébll - teljes bizton -
sdggal - szdmithatjuk a haptdn/hordozd ardnyt. lamkdnk
sorfin ezt o mdédegert as acetikolin-entigén cllendrzsé «
sckor alkalmazituk,.

Az ellenanyagok ssoxvezetben vald biloszintdzisdt még
nem igmewrjil t8kéletesen, ndhdny fontosabb réoslet azon -
ban médr bizonyitott. Biztosra vehetd, hogy egy entitest -
termeld sejt mindig coak egy adott antitestet termels Az
antitest-antigin reakeisrsl lendsteiner ayomdn feltdtologe
zille, hogy unem kovalens jellegll, hanem hidvogéne illetve
van dor Weals-kitdock alakulnok ki, Az immmglobulinok
két kUmnyidl /light/ és kdét nehdz /heavy/ ldncbdl épiilnck
fol. Az Igl esetdben két antigdn-kitdhellyel rendelkoszik
az antitest. Az antigin-kttlrdsz a homoldg antigén detere
mindns csoportjainak tikbrkdpe. A kettd ugy illesskedik
cgymdsba, mint a kules & zdrba./"A key fitting in its
lock"® n/ / 2/

A WHO 1964-ben totte kizzd az immmglobulinok felosze
tdsdt. A folosztds alapje a molekula szerkesete, a molcekus
la sulya, bioldgiai felezéei ideje stb. A fontick alapjén
6 oszidlyt killonbiztetiink megs IgG, IgA, Igh, Igd, IgE és
IgU. Az ogyes osstdlyok ismertetése helyett csak o mole «
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kula sgorkezetdben fellelhetd kizts tulajdonsdgoket emel-
Jike k1 /5/.

Minden immmglobulin ggexrkezete alap-vondsaiban mege
egyezikspdros sgému polipepiid-ldncok alkotjdk Sket, mee
lycket disgulfidhidak kapcsolnak Ossze. Bgy immmglobulin
molekuldn bellll egy pdr kisebb molekulasulyu kimayit ldne
cot do ogy pdyr nmagyobb molekulasulyd nchdzs ldncot killtn -
bUztetink mege A kinnyl ldncok azonossdgdn alapsgik oz
immmglobulin csztdlyok sgerkezeti rokonsdga, mig & nchés
léncok killbnbsége cdja as osgtdlyok kosdtti aezerkeseti
killinbedget. Az immmglobulinok aminosavszekvenciaeanalie
gise alapjdn megdllapitottdk, hogy mind a kimayll mind a
rédoat /variable vegion/ és ecgy konstans szeokvencidju Ce
termindlis »dsst. Az immmkénial specificitdedrt o varif-
bilis réozek, o bioldgiai specificitdsdért pedig o konstans
réogek a felelSuek. Az ellencnyagok bivalens antigne-kiitl-
hellyel rendelkeznek. Pelitdteleghetd, hogy as antigln-ane—
titost kb46dds kimlakuldsakor az immmglobulin melkuldk

egy adott kapocspont kirill ssétnyilnak.
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Awwwﬁéwwmwmﬂ&hbﬁkaaﬁwﬂm6w~
gytileteolk immmkdmidban haszndlhatd szdrmosdkainel
1itdedt tlstile ki odlul: / a vegyillet nove utdn rividen
ummmawmmuum@%mw.

hmm&&m,theummmuMhnmuM&tmww

wkawﬁnawmedwwmwmnwmmmﬁa

8/ glillokoxtilkoidok

b/ mineralokortikoidok

¢/ endrogdnek

4/ edrenogenitalis ssindromdben ssewvepet Jdtozd
sztexolidok

e/ saintetilus ssteroidok

£/ egyéb osteroidok

a/l koxtlzol
wmumwdﬂmﬁﬁ@twaﬁamahwymhﬂm
ez a £6 glikokortikoid. Diagnosstilailag ssintén
fontos, ugyanis kortizol anyegosaresavaron ook bow
tegadg clapul, illetve anyagesceresavoroe osdmos boe
tegaégben eléfordul;

wamﬂthw&thm%[ﬂ&Mwmkm/
- ggelunder mellélkvesewcldgtolenady

- j0tdlic vagy réoslegee adrenalelkionia
- TaterhouscwPridericheen szindroma

- Cushing szindromo

- gtresaz &llapotok

« melldkvese kaveinome

~ clcbopids ACTH szindvoma

- ano¥esia norvosa

- depresanid

- hemodinlizis, stb.
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o/2 Foptigon
gy mdjban 1évé ausin - o ll-dohidwrogonds - hatdedro
kortisolbdl kolotkosil, Kiiniknd - diagnoostilind Jo=
lentlodge non nogy.

a/3 fogtilogutoron
Irberbon o ndoodik logfentoonbd giiiolortiloid. Dnnok
mmmmmmm@mwn

mm hntdoo we;; a mmm, w coinge

mmmmmmzmmm fone
tos lchot mdge

Am&'mmmmm&mamn&mﬁbw
Bloldpind hatéoe elig iemozt. Ndedoo fontoss

« motoplronstoostbon /ll«hidronildo-glitido/
-uwwmmm

b dndze mw vém m 0s cnoin o wd) mamw
m&m aawmw W&t& an m abtivitdodnak
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Szdmos olyan kdrkdpben lénycgew ag aldossicron-

sgint mérdse, ahol hipertonia nem fordul el pl.

- Gdéme / mdjeirrhosis anscibes-szel, nephrosis/

- Dartter szindroma :

- poscudo Bartter szindroma

- mel8Skvesckdéreg betegnéaek /pls 2l-hidroxilds
defeldma/

ples aldoszteron bioamtéziam vagy as AGS
specidlis fommdja

szekunders

pl. hipofizis-cldgtelensdg vagy megnivekedett ACTH
szekrdeldval jdrd Cushing czindeoma

umemlokwﬁhaid hatdaa | igen ceekdly. Jelentladge
ebban 411, hogy asz aldoszteron aszdmbajbhetd prekurzo-

m:maxommm aktivitéaa mmon coekély. Jelentl=
oége = a 18-hidroxi-kortikoszteromnal egylitt - abban
m, how az aldosateron feltdtelesett prekurzora.

An aldasztem neuett a mdsik legaktivabb mineralow
kortikoid. Klinikai jelentSsége abban 411, hogy moege
ndvekedett ACTH texmelds esetdén /pl. hipofizer
Cushing szindroma/ termeldse megmelkedik és magas
vérnyondot hoz létre.

b/5 Assenin-il
Hineralokortikoid, igen jolentds gydgysser: hipotonie
dban alkalmazzdk. Metabolizmus vizogdlatra kéozlilt

ueglehet&a biatmég@l alkalmeghatd hipertonids bee
tepgek hiperaldoszteronizmusdnak kisédrdsdra, illetve
& hiperaldossteronizmussal jdrd kdrkdpek felderitdud-
PCs
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¢/l Zeggloggioron
A legfontosabb him szexudlhormon. Diagnosztilal jelene
tﬁaéaét a kd?etkezo'kben fog]al‘natjuk Ussge:

minefelter szindm
IX szindvoma fdrfiskndl
Turney szindromo
kevert gondd fejlddéei savar
valddi heumfmditims

v/ gonddok elvaltozd
aomclok tiazta fejlé‘desmvsrs
hidnyzd herdk

here hipoplazia, gyulladds, tumor, stb. ‘
h'iptorimm

noi pazeudo-hanmm&iﬁm

£érfi pazeudo~hermafroditizmus

teoztoszteron bioszintdsis zavara

androgdén rezisziencia

o Miller és Wolf cobvek izoldlt fojlidési zavara,stb.

e/2 1

A par!férién meletk.esik teantossteronbll. Jelentladge
abban 411, hogy a célsgervek sejtjel rendelkeznek
dihidro-tecstossteren receptorokkal, igy sok hatdsdrt
taldn nem & tesstoszteron, hanem a dihidro-tesztosse
temn a felelﬁa.

e/3 ]

A meuélwesekéregben Trelotlkesik, Jelentbeége, hatdsa
£6bb vonalakban & teszioscterommal cgyeszik meg.

d/ Velamemnyi eddig tdrgyalt ssteroid szintjének mérése
goliltedgen lchet az AGS pontos tipusénal meghotdrozé~
sében Bzen kivill kiemelt JjelentSségi még a

a lmngmitélis menékvem‘hiperpmm egyik fajtdjb-
ban o 2l=hiroxildzs defekitus miatt 1T7=c=hidrozi-pro «
geszteron nem alakul 4% ll-degoxi-kortizolld. Bzdrt
a 17=oeshidroxi-progeszteron ds a bellle keletkozd
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pxe@antﬁ.ol felazapoz'odik a vigeletben.

WQathehmmm hifnye niatt a
preguenolon~progessteron dtalakulds nem megy végbe,
czért ssintje megemelkedik /jelentloen megemelkedik
& DHEA azs.ntae is./

A 17~o(-hiaroxuézh1ﬁzya miatt nem keletkeszik pmg-»
nenolonblls A 17=G-hidroximprogesztovonndl finomabb
diagnozist teoz lehetlvé.,

e/ Prednizolon
Triemcinolon
Betemetazon
Beklomotazon
Hindeneck el6tt e kisdrletes ds klinilkni tmméaﬁ.n
dban ven nogy jelentdedgiti, RIA segitsdgével mneghae
tdroghatd a felezivéddouk, transzportjuk, kivdloss -
téddasuk, ogyéni varideidlz stb.

£/1 Subgtong A

Patldnyban ez a £6 kortikoid, ugyanis 17-0Ghidroxilds
hidnya miatt hidrokortizon nem keletkeszik. Bz /ritkdn/
mrben is eléfax'dulc

£/2 AL :
~ A tetmhiﬂro-dmrtiaol allo derivituma. Hogjelendse
minden esetben metabolikus savarra utal. Egyes szerw
a8k felvetik az allo-derivdtumok megjelendse és a
gyengeelméjiodg kiztttl Yossefilgeds lehetlfsdgét.

2/3 Dy=eitenin
Szintjinck ismerete igen fontos. Egdltal felismerheidi
a viteminhidnyos dllapotok s a ryachitis megeldzhetd,
mdsrdszt tuladagoldsa is elkeriilhetd. lMetabolizmusdnak
vizgagdlate szintén jelentlds.

A kisirletoink sordn felhasznili t6bbi ssteroid entigénids
e RIA méndol lohetbsdgel: kibbvitése c61Jdbsl A11itottuls
9160




A mﬁioimn—mlitﬁm mmmm egyik alapvetd,
clenggdhictotlon foltdtele, hogy o szilkedges szteroid

redioaktiv szdmazdka rendelkezdsre dlljon. Hegoszlae
nak a vélemények arxdl, hogy & tricidlt vagy e radio=
364 szdrumazdk az elénybsebb=c?

Ii 526l a tricium mellett?

-~ hosszu felezési ideje,

- o jeltlt ssdmmazdk sokdig eltaxthuté

- t8kéleteson egyesik a naetiv hoxmommnl

- a8 kibocsdtott osugdrzds dthatoldkdpesadge ardnylag
kicei

Hi ozdl ellene?

- a hulladdlkdt hosasi ideig kell tdwolni

- cook bonyolult szintésic drdn dpithetd be a szteroid
molekuldba

- folyadék-gzointilldcidval mérhetd, aminek igen nagy
vegysger igénye van

- glacaony opecifilue sktivitds érhetd el vele

- ardnylag kovés tricidlt ssteroid kaphatd e keres-
kedelenmben

A fonti hdtrdnyokkal szemben a radiojddw-jeltldsnck

sgémos eldnye vans

- rUvid felezdai ideje / napok vagy hetek /

- mages specifilus akbivitds érhetd el vele

- kbmnyen elfdllithatd e Jelblt hormon

- ag akbivitds gama-szénldldval mérhetd

= olead

Hétrdnyai

- Wvid ideig tarthatd el

- a rodiocaktiv szdrmazdk szerkesete eltdr a nativ
hormon szerkezetétdl

- relative nagy dthatold képessdégii sugdradst bocodt ki
- & levegfbe kewlilt jéd a pejzsmirigyben lnmuldlddik
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Lathatd, hogy o két izotdp elduyel, hdtrdnyel nagyjablél
kiegyensulyozzdk ogymdst, eadyt még ma sem egydrtelmil
annak eldintdse, hogy melyik élveszen abezolut elslbbe
86get. '

A bonyolult szintézis utak tdrgyaldsa helyett egysszerli-
gitett dbrdn tintetiilk fol a kiadrleteinkben smerepld
termdogotes szberoidokat, agsok cgymdsba tUrténd dtala -
kuldsdt. A klinikai sseupontbdl jelentlsebb enzimeket
kilon jelUlilik.

Lo et T -Hicrons 22
moule' n CHy il 1' {THA CHy
/// ", Cray c=C c=0 3
%‘ Sl - :\
_’ - . o
| T g
"_0 X m/\,}\’/
Pregnenolon 17-Hidrox 1 pregnenaion qawro:sh;‘gr%n
33-Dehidrogendz '
-.sﬁ‘wm / CH3 CHy
////V//////C= O/ r /S ////4: = 0////////1 VIS
|
I
0
Progeszleron 77-4: droxi progeszieron Mmt"‘
l
21 ‘1 Hidl‘OlllOl CH; ON
C = 0- C = 0 ual
n- Domukorhkoszieron ﬂ-Dcmmu
n
P Hldrwln} Cﬂz oM l 0’2 -OM 120
%/// Y =0
7 W O Lo HO i
—p
0 0
Korticeszteron Kortizol Tetrahidr oortizol (THF)
Mineraloxortixoid -
reakaoyt CH; OH ¢T cnzon

" (:‘(?5 O?j
0

Slocssteren Korhzon !_t'_t_zm.@('*“



Mg a sateroid-hormonok esetében a kizdrdlagos cél
a RIA volt, addig neurotranszmitterek esetében mind RIA
mind ICC kidolgozdadt tervbe vették kooperdld paritnerc-
ink.

A RIA-pnak killénds jelentSaodge ebban 411, hogy o
szakirodalomban mind a mai napig nem Jjelent meg olyan
nourotransznitter mérdal médazer, mely rutinvizaogdlatok-
ra gyorsan, egyszerien, nagy szdmban d&s kelld pontos -
sédggal elvégezhetd lenme. Emnck illusztrdldsdrs rbviden
tekintsilk 4% a mai klinikei gvakorlatban alkelmagzott méde
szoreket.

A leggyakrabban haszndlt radioenzimatilus mdédszert
Engelman és mbsal dolgoztdk ki, melyet Passon fejlesztett
tovdbd /7/. Véglilis a Da Prada-£Ele vdltozat /8/ terjedt
el a legjobban. A médazer cgyetlon hdtrdaya oz alkalma -
zott kromatogrdfids mdédozer lassusdga. Bzen igyekszik see
giteni Endert /9/, aki a lassu vékonyrdéteg-kromatogrif-idt
gyors HPIC-re csordlie fel. Sajnos ma még HPIC nem 411
mindeniltt rondelkezdsre.

Fluoreszecens tochnila alkalumazdsdval is igyekeztek
katekolaminokat méxni. Ily mddon ¢lfszir Cohen ds micai-
nak 1957-ben sikerilt katekolaminokat meghatdrozniok. /10/

A katekolaminokat trihidroxi-indol-szdrmazdkkd oxie
441t fommdban mértdk. 1962-ben Anton és Shyre /11/ adre-
nalin és noradrenalin egyméds melletti analizise ¢éljdbsl
az oxiddlt ssdrmazdkok fluoresscencidjdt Lilindbzé pHen
mérték. Bzt a médszert Valori /12/ médositotia. 1962«ben
& Palk és Hillawp /13 ,14/ 4dltal kifejleasztettt mdédszer
segltadgével ellasby sikexlilt a kisponti idegrendszerben
sejtozinten a katekolaminok kimutatdsa. Médazexyk lényege
az volt, hogy a szivet-metszoteket formaldehid-glzzel ko
zeltdk, minek hetdodya a katekolaminok és a sserotonin
fluoresskild szdrmazdlokkd alakultek 4t. Mhmkdjuk eredmé-
nyeként lchetdvé vdlt a dopamin, noradrenalin, adrenalin
és o pserotonin sziveten beliili lokalizdeidja. A ketekola-
minok kBz0tti differencidldst agonban csak fenntaritdsokial
fogadhatjuk el, mivel mind a hdrom fluoreszkdld vegylilet
kizel azonos gerjesztdési ds emisszids hulldmhosszal rene
delkeozik. Az eljdrds hdtrdnyai ellenére is igen jelentds,
nagy eldrelépdst jelentett.
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Igen sokan foglalkoztak a formaldchid-glz hatdsdra
o sgivetben leojdtszdds folyametokkal. A reakeidk tisztde
gdsdban Corrodi, Hillarp do Jonsson jdtszottak licmolkee
a8 szercpet /15,16/. Kutetdsaik alapjdn a kivetkezlkben
foglalhatjuk Yssze a fluoresscencia megjolendsének kémie
al fokait:

HO HO HO 0. ‘
mH 7 NH lO y ]/ [ :,
HO 2 HO 2 Ho’kﬁ) _NH

HO
DOPAMIN CH, - hordozo- CH3 - hordozo- (Hzhordoz -
fehérje feherje feher e
OH OH OH O
HO@/H Crh " =, P
NH NHO == ‘
Ho 2 HO HO AN HO‘\(\];W
NORADRENALIN CHp-hordozo- CHp-hordozo - (Hp-hordozs -
feherje feherje feherje
l—HzO
HO %
O N

HO
(Hp-hordozo-
feherje

OH

OH OH OH
HO]@/H — H”Of\o;[\ s

NH N, = N
HO \CH3 HO CH3 HO == \CH3 HO X \[H3

ADRENALIN [Hz-horqo_zd- CHp-hordoz6- (Hp -hordozo-
feherje feherje teherje

Az adott transzmitter valamilyen aldehid reoagens
/legibbegiyr formaldehid vagy glioxilsav /17/ hatdsdve
izokinolin gyliriit zdr /Pictet-Spender reakeid /18/. A ’
maxzinilis fluorecszcencia pH fliggdedét Corrodi és misail
dtmeneti kinoiddlic, tauvbmey formék megjelendsével moe
gyardzssdk /20/19/. Ugyancsak Ok hividk fel a figyelmet
& fehérjék dehidrogénesdsi lépdsben Jdtezott szerepdre.
19C5=-ben szintdén Ok ismerik fel a 3-as helysetil
hidroxilcsoport labilitdsdt és kidolgozzdk a noradrente
lin és o dopamin kUzotti diffevencidldet is /81/.
Axeclsson és mtosal /22/ részletesen foglalkoztak a sge-
rotonin csetdben jelentkezd fluoresscencia kémiai oka-
ival.
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Az itt iomertetett mdédszert Coons és mbsal /23/
fejlesstettdk ki majd Geffen és mtsai /24/ mbdositottdk.
Az dltaluk kidolgozott eljdrds alapja a kbvetkess volts
e neurotranszmittorek / ez esetben a katekolaminok/ bio-
sgintdéoisdben réostvevd enzsimmel, mint antigbnnel szeme
ben texrmeltettek antissérumot. A kapott antisaérum fele-
hasgndldedval a homoldg szintetizdld engimmel rendelkeznd
sejts illetve neuron specifilkusan jel8lhotdvé vdlik. Az
eljdrdsnak a Hillarp mdédszerrel szemben egyik legnagyobb
eldnye as, hogy olkiilénithetl egymdstdl mind a héron
katekolonin, A mdédszer mdsilk elluye, hogy valamennyi neu-
rotransgnitter ssintézisében réoztvevd cnzimmel szemben
termeltothetd antiteat, igy az eljdrds elvileg bdmmely
neurotransomitterre kitorjessthetl.

Hitrdnyként kell megemliteni azt, hogy az inmunigd-
ldshoz ssilkedges nagy tisstasdgu enzimek csak rendkiviil
hosszantartd idfigényes folyamat drdn izoldlhatdk és mi-
utdn fohérjékxSl van 026, melyck fajspecifikusek, nem
gavantdlhaté, hogy a kapott antlsasdrum minden dllatfaje
ban egyvardnt alkalmaghatd lessz.

Az eljérdssel kimutatott neurotronssmitier mennyie
gége nem hatdrozhatd meg. Nem ad vdlaszt arre e kérddore
sem, hogy az adott sejtben mennyi neurotranszuitter ta-
141lheté e vizogdlat pillanatdban. Az eredmény alapjdn
nem dénthetd ¢l ssds-szdzaldkos bisztonsdggal, hogy @
kimatatott enzim aktiv vagy inaktiv dllapotban vanwe jew
len. MindUssgze egyetlen kérdée vdlaszolhatd mogs & vizge
g 41t sejtben a neurotrenszmitter szintdzisdhes ssiilkséges
enzin rondellkozdsre dllee, vagy sem.

Elvileg nem zérhatd ki, hogy a metesetek bedgyosdom
sordn a vizmealesitds s a szexves olddsmerck hatdsdra
valamely enzim antigenitdsa megvdltozik. A fenilectanocl-
amin-N-metil=transzferds /PUNT/ esetdben ilyet nem doge
leltek /25/, mig a DOPA-dckarboxilds /DDC/ és a dopemine
[ =hidwoxilds /DB/ csetében & bedgyasdst kivetSen tUbLE
nem dszlelick fluoreszcencidt /26/.
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Kevesebb hibalchetfedéggel kell szdmolnunk, ha kige
vetlenill nourotranszmitterckiel szemben temmelietett
antiszérunokat hasgndlunk. Eg esetben a szivet vizmentoe
gitdése sordn nem kell tartammk a transzmitter antigeni-
tdodnak megvdltosdsdtdl, A mdédszer kifejlesztdsdhez nincs
pzilkadg enzimizoldldera, igy nagyon sok 1d6 takerithatd
mege A szintetisdld -enzimekkel ellentdétben o neurotransze
mitterek nem fajopecifikusak, igy a kapott antissdrumolk
minden dllatfajben egyvardnt allkalmeghatdk. Mivel ez el =~
Jérds kBavetleniil neurotrenszmittercket mutat ki, a je=
lentkezd fluoreszcencia kvantitativ mérdsi eredményébll
kiszdhithatjuk e sejt aktudlis neurotranszmitter tartale
ndta

A neuvotranszmitterck antigénjeit /1/ kivétel nélkill
alaplutatdai célokre 4llitottulk ell, de rividen szeret =
nénk néhdny olyan texiiletet is megjeltilni, shol az eléxt
evednények o klinikel gyakorlatben is hasznosithaték lenw
nénels,

Adronolin
Az egyik legrdbben ismert nourotranczmitter. Szintjéneck

nérésdre a mai orvosi gyakorlatban legttbbezbr pheo=
chromocytoma gyemujakor kexill sor. Jelentle szerepet jdt-
pzik a stressz-folyamatokban is. Cohen és mtsal szscyint
gzerepe lehet az aelkoholizmus kifejléddésében is. /27/
Hoxadxenalin

Az egyik legfontosabb neurotranszmitter. Mérdsdnek, ill.
sejtezintil lokalizdeidjdnek Wise és Stein szerint nagy jo-
lentéadge lonne a skizofrénidban./28/ Elméletilk szerint
ugyanis a skizofrdnin oke & centrdlis noredrenalinerg
neuronok kférvosoddsa. Ez az elndlet ma még dppen a mérdoi
nechézedgek miatt nem eldggdé megalapozott /25/. A novedroe-
nalin-gzint vdltozdsok mérdse alapvetl Jelentdodgl lemne
gydgyazerek /pl. neuroleptikumok, major trankvilldnsok/
hatdamechnaizmusdnak megismerdsében.

Zopaniia
JelentSadgét tUbb betegsdgben bettlititt fontos szerepe
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adje meg. Ieglieljesebben a parkinsonizmusban ismerjilk
funkeisjdt /111, Sunkeid kicsdeét/.

A skizofpdnia mdsik jelenils eludlete szerint a bee-
togedyg kinlalmldadban legfontosabb tényezd e dopamin -
@nyagesere mogvdltozdoa /30, 31, 32/. Mint a noraedrenge
1in eseiében, ugy cbben az esetben is nagy segitedget
ayujtenal: o dopanin-szint pontos mérdse o killonbizl kize
ponti idegremdszerre hatd gydgysserek hatdsmochanismusle
nak felderitdsdben.

JEioeFLVIe e
Sgémos folyamntban betvlittt - ds ismert - sgerepe mellett

iomét epszichidiriai jelentliségére sseretndnk utalni., A
skigofrdnis tronczmetildldsi clndlete szerint nemcsak ko
tokolaninokbdl alakulheinak ki hamisen metilezett de one-
dogén hollucindceidt kivdlid anyagok, hanem indolalkilomie
nokbdl .'3.80/ 33/

Igen dwdckes wj eimdletet bisonyitottak 1978-ban /34/.
Banek érieludben a sserxvesetben triptaminbdl, illetve
szerotoninbél tetrahidro-nozharman, illetve O-hidroxi-
tetrahidro-norhaxman koletkezik.

e, — OO
"oy — "y

A klUnblad allewxgids bolegadgek diagnosztikdjdban csot-
leges mechanizmusdnek folderitdsdben szintdn nagy sogite
agéget Jelentene a szerotonin anyagcsere pontosabb ismerete.

diopbonin

A hissteminerg agyi pdlydk felidrképesdsdn kivill komoly
gyakorlati jelentSsége lemme e hisgtamin moghatzdrogdsde
nak gyulladdsos, allergids folyamatokban., Pl. kidolgozha-
tévd védlun ogy egyszexril in vitro allergoldgiai vizsgdlat
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/Igy nem kell a beteget kellemetlonségnok, illetve koce
kézatnak kitenni penicillin vagy bdrmely cgyéb gydgysgerw
allergia vizegdlatdndl/. A médozer kidolgozdsa tlmeges mbe-
rebli szlivdvizsgdlatokat tenme lehetlvé.

Acgollilolly .

la még nem &11 rondelkezésre olyen mddszer, melynck segite
ségdvel az acetilkolin pontosan, sejtezinten mérhets leme,
igy emnak felhmszndlisi terilletdre csak kivetkestetni tu-
dunk, Elméledl, illetve alapiubtatdsban vald hassndlotdan
kiviil jelentds lemne az acetlilkolin Pavkinson kévben jdte
szott szerepének pontosabd tisztdsisdben is /35/. Ssintjé-
nek pontos ismerete nagy segitaéget ayujthatna e lyasthenia
gravis sulyossdginak megitdlésdben is.

REISEA
A gétls szinapszisok ismert transzmittore. Pontos szorepde

nek feltdrkdpezdséhez kéozitettlk el antigénjét.

A gzintésis-utak tdrgyeldsa helyett dbxdn tintetjillk
fel a kisdérleteinkben szerepld nourdtrenszmittercket, o=
gok dtalekulidsait és lebomldoukat. A klinikel szcupont -
b8l fontosabb ensimeket killn jeldltiik. Ugyanezt az el -
vet kivettlik a szteroidok anyageserdjdnck rbvid képletes
bemutatdaakor is. | '
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Az antigén-scintézis megkezddoe el&tt dtnteniink kell, hoz,y
a gzteroid hommont

a/ Booczekitl léne /specex/ ndlkill, vagy
b/ spacer segitadgével kepesoljulk fehériéhes

a/ Ebben az esctben valamilyon reakeidkdpes cesoportot kell

kislakitammk a szterold molokuldn. Usztrogdnck esotée
ben ez tirténhet pl. aminocsoport kidpitdadvel.

Mcingingey /36/ ¢16bb azokbtést alokitott ki, mejd cat
rodukdlta emimd és az igy kapott amino-Saoztrogént die

agotdlva hapcoolta fohérjéhez, Antiszdérumot nem a:uee -
rilt termelietnie.

Ny !
N

\ HZN@
I:I I red —
HO HO

Y &
—:Nz@)j\ tinaie
HO >@ i@@,

Goodfriend az aminocscport kidpitdedt mds middaszerrel
oldotia meg /38/:

HO HO HO

A médozoxr szilk kbrben, aroads A gyilrll esotében alkal~
nezhatsd csoke.
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Hopkins és Wermall megfigyeldeét hossmositva Coodfriend
ds Sehon /37/ ez emino-szteroidot mér nem diazotélta
Jigy ellerlilhets o tectidegen azokbtde képzdddsc/ hanom
izociamdtot képzott, és karbamidezerii kitéot kialakitva
kapesolte fehérjdhes.

NH, N=C=0 NH-C-NH -Gzh.

0 @ {1 e (1]

Az amtissénum FPITCejcliléoével ICC-t dolgomott ki /39/.
A késébbi sgakivodelom szinte kizdrdlogosan o

opaceren kervesztilli kapesolist emliti. Legelinytsebb,

ha a spacer karboxilosoportra, vagy ennek valamilyen

aktivdlt szdrmasdldra végzédik, Emmek kialakitdsdre

is sesdmnos lchetledg kindlkoziks Itt csak néhdny .Lfon-

tosabba’ azevetnénlk kicmelni,

Sztwa:l.dokm Erlnnmr mmma 1957«ben ¢lészir

/ 40, 4)/. A @idszer lényege, hogy ssicrold-molckula
hidrozilesoportjét foaggdmel reagiltatjdk, = as igy
kolotkoa8 kldrformidt savamid-kitdst 1dtesit o fohdr-
Je molelula szebad eminocsoportjalval.

CHz-OH CH,-0C0Cl cluz-o-co-NH-@hér,e
(=0 =0 C=0

{U_t%'z_. {U _fu_.{]j



As alkoholok doztercsitdoc o nukloofil caubsstitue
cldl 1dtedle mechanismuse ozewint mchet vdgbe. /A
Poakoldl: sondn allkalmuzott kisUln/nyol ldisitt csak
& bimolekulds mildeoil cmubupbitucié nechanismusde
val boll sednolai.

| | | :
NS N S

N YN

mmwmmmmmw
Llasv-cninidridet alkoloneiunk, culet s dostoreni
thock Ligti hillUnbodg coak o hidwuilcsoporthos kop-
eoollGé oldallduce osoerlicactdtll StUgghototie

= A Zenolos hidromilesoport o loghumyobben dogtoro-
pithotds /Au avonds gylisdl clekiwonosivd tulajdons
sdgs nmegkUnnyitd o pyoton Gisesocideidjdt de an

gy kolotkoud Conolft-anion oxde mukleofil roagens./

- lin oo oyonds olobilmoncuivé mondooert alifda,
clobironldiladl cooportial helyebivulijil, ldnyoges
roakiivitdobeli coblhkonbct tapoostoiunks AS
eligletroniillldd Becooporiol: coblbontil o hidroxil »
cooporiot towtaliond sadonion posliiv poldrogott-
olghs, cadltal ag Revichd valik climlnneed nukloow
£11 tdueddera. Iogrogrobb roalimiltipecudggel o
pelnor alloholok Jjollomembotll /itt ugyonis csak
egyotlon elokibvonisildl cooport kuposolddik & hide
oxilcosportot tortelmosnd sednatodion/. A osolme
dow aikoholokndl ndy Joblban dxwdnyesil a kit BRe
cooport olektronilildd effoistuse, osdrt roakeidlhde
ponadge clucand @ priney allobiolok wigitte Loghkos
véabd ronkcillkdposck o toreler alkololoke Ag alkile
sgerionetl sajdtodgok s gltoljdi a woaleid logaje
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1dadt. A logttbb cdgetben ezdrt o ssteroidok 17«04
hidroxilosoportja nem dozteresithetd. /A tercier
a:.mm egyébként a J.esta’bb emtbmmérsnlze-

A. konﬁmiéa mkc beveae%o 169539 m:ms,d, majd
proton-ledobdssal dpil ki e kettlakitds.

L R
O e, /!
JC=0" + HyN-0-CHy-COOH — O—CI—NH—O—(H2~C00HJ —

;
R R

R T
~»|HO-C~NH~0~CH;- COOH e _C=N-0~CH,~COOH
R R

A reakeidt alkolikus kizegben végesnsiik, A bdgisos
katelizdtow & nitrogdn atonrdl protont hasit le, epe-
d1tal niivell az olektronsliriledges, aminek kivetkes -
tdben lényegesen megnd a reagens mukloofil ervejes

so S .
HaN-0-CH2-C00° + :0H” —» H,N-0-CHp-C00° + Hy0

mzez a mﬁml a teméazetben ¢l8_nem forduld
ezteroidokat dllitunk ¢ll. Eldnye: hogy es uj funk-
¢lés cooportot tetaezda szerint blrmelyik gylirin kie
alakithotjuk, ezdlial a késSbbi kovesziveakeidk
wértédkés csbikonthot jilk,

Hétyénya:

- o neglévsd ﬂmewsucmportomt védem kell

- dltaldben nom ogyadgos tormék kelotkezik

~ tlsstitdouk nchén

- nagy anyagnemyiséget igényel
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POleg az uidbbi ok miatt mi is tulnyomd tHbbedgében a
mdr meglévs funkoids csoportok kisill haszndliuk fol a-
gokat, omelyclmél awdnylap ¥immértélhl kewenstronkeldk
£ellépdadt virtuk,

Az uj czeport kidpitdsdre & ssakirodalombon leirt
sokféle reekeidut kiBsil hdmmat sserotnénk kiemelni:
a/t%-catoreidolk Begyliviljének Geos szénatomfre allile

helyzett! bedmozdoscl brdmessubszgtituenst viozink be
/%icgler-281le brdimozde/, ezt késlbb vismentes tioglie
kolsavval kerboximetiletiodterrd alakitjulk,

'b/ A Llecs szénatomyn nikrobiocldgial uton hidwox: ' 280«
portot vigziink be és est fsstevesitjik,

¢/ o szteroid molckula Begyiriijénok G-os hel.metébm
cxiddcidval ketocsoportot dpitlink ki és cst ma@il
datjuls tovabbe

Az cgyes neurotreanszmitter-antigdnek szintdzisdét, ae-
gok irvodalumi eldzményeit odlsmertl teljesen killin tdrgyale
ni. Bzt egyrdest a szgintdzis cordn folmexild mds jellegi
problémdk, mdsxdozt & szintdzis eltérd kémiai jellege ine
dokolja. A sztoroid-antigének ssintdzisdndl kivetett lo-
gikal sorte miszerint cldszbr dltalinossighan, majd as
egyes konkrét példdk csctében tértink ki a szintdzis probe
ldmiira « a nourotranszmittoreknél nom minden esetben tude
Juk betartani. Bmaek oka, hogy & ncurotranszmitter fogalom
nancsak azonos kémniai caoportba tartozd vogyiileteket £ed,
Pl. az edrenalin és ag acetilkolia antigénjdnck szintézle
sében nagyon kevés rokon vonds ven. liindesck cllicmére, o=
hol orre lehetfsdg kindlkozik, cldszdr ag 4dltaldnos Sxvi=
nyll ssabdlyt és csak azt kivetden tdrgyoljuk o specidlis
viszonyokat.



Ha egyuttal 1d0rondi dttelintdot is alovunk edni,
akltor ¢lal helyen mindenkdppen Kesztyils do Vent mmnki-
J8t kell mcgamliteniink /42/. Amint e sztoroidok cactd-
ben Goodfwriend /37,38/, ugy Keszbyls iz nitrocsoport
reduliclsjaval aminoesoportot alakitott ki pilrclntechi-
nene Az igy hapott anino-piwvokatcchinnel Stolz 1904~cs
saintézioénelk analdgidre enino-adrennling 41litots 1S,
molyet azokitdssel kaposolt fohérjéhes. Inmunizildssal
gikertilt - kBzelebbrll nom jellemusedt - antiazdaumot
elffllitania. A nédozer hdtrinyekdnt kell megamliten’.,
hogy az antigfn szintdsisdt teetidegon kBtds oegltadgée-
vel oldja mege

Jelentls metodikal ujitdomek ssdmitott a fommoldew
hiddel tUrtémd lmpesolds alkelmasdca, A formaldchides
reakeld mdr 1876 d%e lsmezt volt, de Lahdrjdk és hapté-
nek Ssszekapesoldsdve csolk 1945-ben Frankel-Convat /43/
és Womell /44/ alimlmozte ¢lloztr. A rcakeid sordn o
formaldchid anino=/45/, guanidino=/46/, de indol~/47/
csoportokkal roagdlt. Elsloorbon o fehdyje lizin o
hisgtidin, velamint a tirozin xdsudn jon 1étre & kitds,
de kisebb méridkben a fenilalenin és a triptofdn is reaw
géle. E mbdozer legnagyobb clinyét az jelenti, hogy & ki
alakuldé kétds nem testidegen.

A formaldehides reakeid mechenizmucdnalk 1C.IE.
spektrosskopidval torténd vizsegdlata /48/ ast mutatis,
hogy o foxrmaldehid e fehérje lizinjének aminocsoportjaie
val els8 lépdsben cgy Nemetiloleszdrmazdkot képez &8 ew
gen kowveoztil jin 1étre a Lbtés. Lonk médszer gogite
ségével 170I,0 alinlmsudodvel lchot6vé vdlt, hozy ne
csak egy-egy aminosav, hanem komplett fcohdrie reakeidit
ic tanulményozzdk. Tome és misail /49/ a fenti eljdrds
segltadgdivel megdllapitottdk, hogy elsf 1dpdcben valdban
addicié j4tsz6dik le ds ennek ercdményckdnt metilole=
szérmazdlzok keletheznek. Areakeid az aminow-, guanidinoe,
hidpoxile, indolile, és imidagolcsoportokiml nem teljes,
a szulfhidrile ds amidocsoportok viszont kvantitativ

reakciddba ldépnek. Azt tapasazteltdk, hogy az sczpavagin




lvel o atokolaminok kinnyon oxiddlédnal, oo o kisille
wmwumwmmmm
6a Bown /4/ 1976ban olyen megolddst dolgesott ki, mollye!
ou 0 probldmn meghkoxtilhotd volt. Kisdwloteilkbon nom hojokole
aninolnt, banca agok Jeao helysotll hidwoxilesoportot nom
tortalmnod ancldgjait hoomndltds £ol /oktopomin, ssinefrin,
tivanin/. As igy kapott entigdnoket immmisdlissn hooendle
4z, do o Lopott anticsdkmmol osds cadsoldkot moghaladsd
ndetdidl kovoootroalinidt adtak o 3-as helynotll motoxicsoporw
mmwmmw.maamaaawmw
RAXRRE ogyabgooebbd tétele dudoldbon o lopesolal lole
mwmmwmam.
;mwwmmmwm
w /53/« A Mopott antiosdrumnik nagymé:

esal abbaa 0 csotben kurlihet sow, 11lotve moghishaté oe
mmmmm.mnmmmm o
koseltdk fommnldohiddel. A kowdbbon amiitott IR tenulnde
ayolma /49/ osevotuduk hivatkosal, misgerint o formeldenid
mon opecifilason a fabdrje cadnoo fualeils cooportjdval zo-
alicddbe 1dp. A kialabuld Litde az amincsuveanalisis olOtti
adoavas hidvolisiooel nam moghonthotd, tohdt o méndol orode
adayclot moghandoitio.
ldwo 6o mbonl tovdbbi kisdrloteikbon ogyoseatibb vogylle

mmm Ot s onin WQ. ,53,
WmmamMnmmhmm—
RO s B R 0 Mo

spalzirodalomban lognagyobb torjodelonmbon tdrgyelt
@mmmwammwm
ookt 1ot dﬂ m Btloton antiptn-osintdsic mdt
molyelk kUsil J6 ndhdny evodudnyes. Emok illusstzdidodro
onozotadal: ndidiny pdlddt mogwmlitenl o teljesols Lodaye




J61lchot & hisstemin bordotoem olyom dradlony oxie
ddcidza, fdnyre nint o katckolouinok, ndgeem Lllithatjuk,
hogy ldnyogoson “egyosealibb® vogyillet lonmo, mint g ade
renalin, norodwenalin vagy o dopemin. A hdmind nehdsodgo=
kot as imidagol gylsll killinloges sajdtodgnl okosmdlks A
oyliztiben 1dvé kit nitwogdn kisll as egyik pirrole~ouaril,
a%WW&I;WW!V |
aciloghotle A pirrolenitzogénye bovitt acilosoport awdnye
log stabll. A piridinessest] nityogdn asouban csak kvatorw
noriadldddo dxdn acileshotd, s o kialakult ISateynor om «
adnduncé nom stabil, hanon cciledtvivihdnt fumkoiondl, Dg
o funimid okosso ast o nogyssdm melldkronlkellt, oses
tommoldel sadualdlkot, amolyek JO1 iomortek o poptididni-
8b61s /Lhiogtidin/,
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A hisgtomin-ontigén ¢l0dllitdsdnak 1ddrendi dttekine
tését Kesstyls do Went /41/, valamint Fell kisérleteivel
/57/ kell kezdeniink, akik agokitds kialakltdsdval szinte-
tigdltdk antiginjiket. Fell spacorkdut avonmde gyiwit al -
knlmezott, Az immnizdldock utdn kopott antiszdrumok csak
"higonyos folm" antihisziamin akiivitdst nubtotiak. Choene
Poll nddozordt meglandtelve « a kapott antiszdrumot & Klie
nikal gyakorlatban hatdoosnak taldlta /58/. Roduey és Fell
hisztenint foszgdunel reagiltatott /59/, majd as igy ko=
pots izociendbot kapcsolia fohdrjdhez. Bz oz oljdrds 1é-
nyegdben azonos & Goodfyicnd ds Schon dltel ssteroidok ow
setében alkelmnzott mddszorwel /37/.

Spector do Davis /00/ cgyndstdl fuggetlenil vizoldw
hatd herbodiimides nddszervel kopesoliak hisgtonint fohdyw
jéhez.

A hisctonmin aldehideklel adott reakoldjdt tUbben taw
milndnyrozték /83,84,85/,

Pormaldchides kapesoldst Martin alkolmazott cléasir
/61/s Tovécs 8z Coaba /62/ Pell nidezerdt kivetve dllitote
%2 18 entigénjét mojd e kopott entiszémumot FINC-tal jew
181tc. Ugyancoak &k dolgoztdk ki o silsstanin direkt immune
citoldgiai kimutatdadt.

O/ Zagxolenda

4 pgerotonin molekula yendelkezik mindazon hétrdnyos
tulajdoncdgokinl, amelyckedl a katekolaminok és a hisatae
min esetében miy boazdltlink, Hiwe, fényre, oxigdinre épponw
olyan érzékeny, mint o katclolaminok hiszen fenolos hid -
roxilosoportja és eminocooportje egyordat van. Ezenkivill
govakre iz drsékeny, hiszen plrrol-szdrmasék, A pirrole
oszexld nitrogdnidn éppugy létrejthet mellélmrenkeld - ardnye-
log otabill acileadddo -, mint o hisztidin pirroleszorid nite
rogéuje esetdén. Az clmondott coupa Tossaya kivdld scavane
ger tulajdonsdgn teszi fel a korondt, mely igen Lbunyil
Cealkilezlddot tesz lehetdvé. Fenolos hidvoxilcsoportje
igen kinnyen oxid{lhatlé, aminek eredménveként kinoiddlis
strukturdju vegyllletek keletkesnek, Usszehasonlitdoul ise
mét ceak & peptidkémia texliletdrdl o twiptofdnt amlitondnk
LG



A gzerotonin-antigdnt asokitds felhassndldsdvall ell-
guby Pilipp 6o mtsai dllitottak ¢l8 /63/. Remadive és Schon
antigén-szintésioiilhts S-hidroxieindolil-ecetsavat haszndle
take /04/. EBumek anhidrldjét képestdk és igy acilestek fo-
ndrjdte A kopolt antisgérunokat anafilaxids cokk kivédéad~

re gyakoroli hatdsdn kervcsztiil jellemouidi,

‘ Specior pare-amino-fenilalanint kapesolt Pehérjéhes,
majd az avomds aminocsoporitot dimsotdive kéaszitette el a
sgorotonin antigénjét /65, 66/.

- Smewotonin egetdében fommaldehides kapcsoldst Ranadive
és Schon alkalmazott ollszir. A kapott antisgérum titere
alacsony volt, igy nem tette lchetdvé radioimmmo-assay kie

A sgerotonin dmaunhisctokdnial meghatdrozdsdnak céle
Jébdl Rgnadive s S.hon kapesoldsi wddszerével Steinbusch
és misadl &llitottak eld smerotonin-antiging /868/« A Lka-
pott antissdmm alkelmas volt a-szorotonin kiigpontl idege-
rendazerben torténd lokalizdcidjdva. A Buffa dital kidole
gosott immuncitolkduial médager szintén hosgndlhatd volt a
szerotonin lokalizdldsdra, bdr nz antiszémm kervessireake
cidt adott az Se-metoxi-triptaminmal /69/.

Redioimmmo=ansay céljiaire Specior do Peskar dllitott
eld antigént /66/ és bdr antigénjiket szinidn azokitds
felhoazgndldsdval szintetizdlidk ds a kapott antiszdrum
titere nom érte el az S50=et,; a szerzdk sserint médszerilk
mnécis alkalmas czerotonin vérben tUrténd meghotdrozdsdra.

Delaage éc mtsai borostyidnkisav spaceren koresstil
keoposoliak aserotonint fehdrjdhes./70/. A kapott antiszd~
rm titere meghaladita 10 000-et. Radioimmmo-ascay megho-
tédrozdshoz a plasmdt minden esetben derivatisdlni kell.

D/ Acetilkolin

Az acetilkolin-cntigén 018411lit sdnak = probldmdi
alapveiSon eltdmok oz eddiy tdrgyaltekétdl. Bz a molew-
Imla lényegeson kisobb mint o 48bb1 nourotransemitior mo-
lelula ugyenaldzor toljesen"coupogz™, Hincs mjta egyetlen
"apaselodd®, egretlen funkeids csoport som. 4 molelnila
netiv formdjdhbon deljéson allkeluotlan antigim-szintézisre.
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Uinden esotbon az scetilcsoport-mentes kiinduldsi vegyli-
letet « a kolint « kell alkalmas mddon dtalakitani, vagy
kextild szintdzicoel utdlag kvatomerisdlni & nitrogin
atomot. A fontick alapjdn drthotd, hogy csak a legutsébb
idSkben jelent meg - kis ssdm - publikdcid. A legrégeb-
vi szintdzis Spector nevéhes fUsddik. 1978-ban /1/ kbzdlt
sgintdaise o kiveikosd -volt:/70/71/

C-CHy-CHy-NICH3), (H3-0502<O)-CH3
TEA > Z-NH(CHp)5CO0(CH2) 2 NICH3)

Z-NH (CH)5 COOH

HBr

BT g Hichals CoOCHy); NiCHY3 B —
r
Fccoon. " s

® [S]
| — Z-NH(CHpI5CO0CH)2 NiCH)3 0502 <O)-CHy

[BSA}-COOH

® ©
——— Br
S RETONT CONH(CH2)5 COOICHR) 2 N(CH3)3

A spintézis sondn Inpoth ce-amino-keproilekolint visoldhae

6 karbodiimiddel kapcsolia BSA«hoz. Az immumizdldssal
nyert antiszérummol RIA-addazert dolgosott lri. frdekes,
hogy e nogylelontlodgl publikdeid $6bbL mint 4 éve moge
jelent, mégaenm toldihetd a sgakirodalomban utalds »4. Lz
& tény mindenceetre mogkérdliclezi a Spestor dltel kidol-
gesott RIA aliolmashotdsdgét.

A pzintéeis mdoik lohotedges uijdve példa Kewashima
nddazere /72/. A bolint glutdwroavval acilegte da igy ogy
lépdabon kepcsoldore climlmas, szabed korboxilesoportal
rondelkez8 pluterilskolint kopott., A2 Ilmmmizdlds elvdg-
zéac utdn 6 io bessdmolt BIA kidoloozdedrdl. J6llchet ez
e kbzelemény méy 2 fvvel ozelftt megjolont, mdés lutatdk
wdgsen szdmoltak be az oredmények woprof@ukdlhatdadgdrdl.
A mourotronszmitterek csetdbon -~ az acetilkolin kivételd-
vel - nincs irodalmi adat arra, hogy karboxildlt vegyillee
tet hoszndliak ol entipdnidni. Eiodrleteink sordn mi ezt
a lehetSodget in megvizegiltuk.
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A fent tdrgyalt mddszervek amtslaéve:\ &1litottuk elf az
21dbbi szteroid - illetve neurotranczmi

kats
A/ "

p hiﬁramrhizanm-w
2+ hidvokortizon-3, 20-BCL

3¢ 1Twplelil-progeszteron-belmrboz winétiletiodtor
4. eldoszieron=-3«CH0

5. cliosateron«3, 20-BCHO

6. Q-Qregamcmn-(&ol?-oédiolﬂ, 203 100=20-C10
T+ 18-hidrozi-tortikoazteron-{«ctiolakton=3-C10
8s 5--dibidro-aldoszteren=J~oticlakton=3-Cu0
Je Sm=dlinidro-aldossteron=jeetiolakion-2-Cl0
11, presnenclone3«Hs

12. preguenolon«20«CH0

13s LTwpt=lH=pregnenolonw3-HS

144 17-plld-pregnonolon«-20-L10

15 prenizon-2L-is

16: prodnizon=-20-0H0

17+ proeduizons3;20=-BUL0

18+ dexumeotnzon=-21«ds
19+ dexamotagou=3-Cl0

20, dezemetagons3,20-BCHO

2ls botonetozon-2l-i3

22, betametazon=3«Ci0

23. betoametazon=3,20BCH0

24+ DHEA=3IIS

25 VHEA]T«CH0

204 kortizon=21-i3

27« kortizone3-C10

28+ Rortizon=3,20-B010

29 subotanzs A-21«H3

30, preguondlolel«io

31l. prognendiole20«IS

32s pregraniriol-20«LS

33+ cutonin He2l-HS

34« triemcinolon=2leds
350 ;G-W«kaﬂizel-a-cm




21w 0B o L=k0rt A800«-20-CH0

y 2l=dozonlekortinons3  20=00M0

18-hidroxl-kortikoszicron=3«-CL0
li-dogozi=kortilzosztcron=-21i13

: 3)3~vﬁ.tmin~3-&xs

S-p—dihidWmW:.-&w

| Mmrcwm

&@-ﬂﬂm-mmml-am
.w-(b-amidro-»ll»dmm-»kort IB0L=21=213
Sepied thidro=li~dosoni-kortlaol-2l-10

Wﬁm—&aﬁi&m&tmﬁlﬁs
)Mﬁwﬁaztmtml?—ﬁu

o Bed iNidwo=]led 05 o i=lors 5oL ~20-CH0

Jvé-amﬁrontmta G HOT0I3 =00

: 3G S CR0R-0-CLIO
Yotranidro=ll=dononl=koriiaol=20=Cl0
Gotrahidro=ll=logoil=ortikosa toron=-20«-Cli0
Fotralldro=Rort ikougienun-20=CT0 |
Fetraliidro=-torilool-20«Cli0
telrahildpo=lledchildro=Ro -t ig0leal~13
tolrahidro=ll=0onokii=kort 0 l=2luils



- 66s BOCeImadvenalin -

67+ BCC-Tenoradrennlin

69 BUCw-szevotonin

70, BOU«~hisziania

7ie BOCwD,Imtrco=dihidroximeienilozerin
T2¢ BOGD,Imeritro-dinidrozi-~fonilagerin
T3e BUC=L=D0PA

Tée BOC-D=D02L

T6o BOCuIlmSulintiptofin

77+ BOCwD=5-0=triptofin

T8+ /BOC/ w=Lelilzztidin

796 /B0C/=D-t1laztidin

80, BOC-ImElu/0Bu/~0r!

82, szukcinll-aenckolin

83. m&kenil..(s.. alanil-lolin



Antigének szintdézise

Sok osotbon o gateroeld hommonok hagsonld szorkezete
niatt asonos émial probléudt kellett mogoldani. Emiatt
nom $0rtink il »dogletosen minden egyes cadmasék oll-
&mmwmmmmumwum,Mmmmmcmna@maum
sat aaeljlie ki az dltaldnosbdl.

A szioroid<hemiazsulcindiokat ay Upjolm Co. szaba -
dalme alapjdn &1litottule 0ld /73/. A ssukcineomhideid/
agboroid molardnyban cltdrtiink ez Abpahan §s Grover dle
val Javasolt 45 = Sesulnds feleolegifl s coupin 3.5 =4=
szeres memayisdgbon alkalmastuk, Amonuyiben o molelldn
$0bd pximer hidwvozilesoport nincs, ugy tiszidn, mellék -
tormdl ndlisiil nyeshetd a odlvegylilet, mivel a szelumder
ds a tvercier alkoboloa hidroxilesoporiol ldnycgesen lage
sabban reagdinak. Temmoléolink ilyen easctcokben mogklzeli~-
totte az elmdleti maximumnot, A megfoleld reakeidids el -
telie utdn, onit a reakeldbhdl vett priba vékonyréteg-kroe
matogrifide ellonfradse whbdn duntbitinlk <l, a reakeldt
higitott sdsavval ledllitoituk és az clegyet foldolgoztuks

frdekessdgldnt onlitjll mog, hogy a hemiszukeindt -
képads primer allkoholos hidrexilosoport cseidben pdr dra
alatt lesajld rveakeid. Sgelunder alkoholos hidwoxilesoport
veakeidja lényegeson lagsubd, Bz a azelekiiviids agonban
olyan ndrtdki, hogy cselk adhdny dihided -, illetve tetro-
hidvo=sodrmazélot slkerillt ndlékieumsk-nentesen reagdlitat-
nuak, Zz cscbekben a reakedelegy tovdbbi tlsutitdsa propae
rativ pétegkromotogrdfidval tirtént,

A hidxozilesoporiok rondilsége mellett azok térdlldas
- glfe vagy bdta - dvnilen befolydsolhatjo a reakeldkésze
séget. Donek bizonyitdsdra o dchildro-cpl-cndroszteron=i7e
hemlgzukcindtjdnak ¢1848111tdsa e példa. Izt o vegyllletet
csak 480 drds /UUbb mint 2 hetes/ 50°Cecs himérsékleten
végrehajtott acllesdascel tudiuk caalk elfdilitani, mig &
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mandiol. 3«00 holysetit hidwoxilesoportje igez, hogy
coak 10 J=ban, de pdyr Sydo wookeldids elatt is doztero=
s8it8484%. 2
A 17=peOH-nrozeastoron=17-H5-jdnak old41l1litdadval
mér régebben probdlkoztak /74/. A szexslk orrll az utx»dl
t6hnyire lebeozdlnek. Exdlyes do opecidlis kSriilményok
kilzttt amonbon megvaldeithatd oz deztovesitds, de /75/nen
elég mopas tormelded Fekal do igen nchézkeoen. A foanti oe
m m:!at‘b d&r&%‘hﬂnk & GeDregzdrasdl pgintdzise mellett.
JwBeeprogeaoztoron ol64111td0l vecepte
Jénok analégdégm 176/ samtm volne megvoldsitani. A
progescteron ¢o e 1l7«(=lil-progeczteron kBzbtt asoumban jo-
lentbe olddkonyedebeli kiillnbedgel vannck. Eniott nddouis-
tottuk oz crodeti eljdrdst. Pumok léayege, hogy olddszers
véltogtattunk éc oz izoldldsi technilkdit ic wddosibotiuk.
Az igoldldci negymdéredkben mogkinuyiteotte emmalk & kixille
ménynel: a folicmerdse, hogy & G=Pre=lT7¢(&0H-progessteron
klorofommben ¢z ecetonben rosozul oldddik, igy avdnylag
ktmyon olvélaszihetd o veokeld sordn kénulel soukoininmide
t61, mely scetomban Jd1 oldddik,
Az oxin-ggdrmnedkok ¢l841litdedre az irodalomban sok
- utalds taldlhets /77,76,79,80/. Valopmounyi swersd ssinte
tcljesen nzoncs mdédon dolgozik, coupdn o sztoroid/hidyoxe
axino-cectsav axduybon tdmmelk ol ogymdsidl. Sajat tapacsue
talataink Abrahan 97/ vélendnydt tdmpagtottdk ald misgow
rint e hidrosminowecetsey erényduck ntiveléodvel a terw
melde jevithotd, Hom tudunk cgyotdrieni Deen ds Rudey /79/
. pgepelpdrossal, ckik udg o kétszores folesleged san jovas
poljék. Risérlefeink sordn 2«S-szirts felesleghben alkale
mogtuk o veagonst. Ismdtelien ssdrotudnk hangsulyownil,
bogy czdital igen jd fommeldscket /6UbL csetbon hvantiew
totiv termeldot/ drtiink cl. A méfozey serudczotos bltwd=
nye, hogy ha $Ubb ketocooport ven o moleluldn, within Jue
tunk cgységes tormékhez, Az oximképzéot ndtriumeacotdt-
$al keializdltuk, dés vimnentes metilakoholos LSzegben
dolgoztuniss A mogPeleld 3146 eltclidvel, illetve az ollone
bxabty vikonyrdiog-imomatogrdfide eredundny eldrdse uidn
o roaleidt ledilitotiul. & Lfoldolgozds cordn & hamisgulie

# Jotg Qe




"Donyolult asorkesotll sstoroidokon” obben az csetben olysn
vogyillotoet drtilnk, melyon mintegy 5«7 vogy emmdl $UbL
hidyozile illotve kotocsoport taldlhatd. A hidwoxilosoposs
tok sselekiiv dostorcsitdse £italdban nom okos probldmdt.
Vannak olyan hoxmonolk, amelyek $#Ubb, haconld zoaloidhdpessde
gl funkoids ceoportot tartalmasnok, Ebben as osetben is
ooduoloumk kell o nem ogyedges roalcidicmmblck folldpdade
vels Ilyen pl. minden tetznhidroe, dihidvo-ondsvnadi,
prognandiol, prognentwicl, triamcinolon, otb. Jollchet a
foutl drtolemben véve cosk o twiamoinolon @ bomyolult suerw
kozotll astorodd, mégls valamommyl fent amlitett osethen
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Rillnbdzd hemlszukelndtokat /illetve biss-hoemissukcinde
tokat / tavtalmezd pecleldelegyot keptuaic, Bonel tlsztie
tdea-czintdn proporativ réteghromatogrdfidval torednt.
Anol o molekulc szexkesete lelotdvd tette, UV dotekidldat
heszndl hunls.,

CRilin enlisdat Srdomel a pregnandilol-2C-heuiogulcl—
ndt ool 0184111t40a. Az arinyleg nagy meanyladgil reakeide—
clogybSl 1éh Lilunbozd hemidogiort sikortilt izoldlmmlk. Az
infravirtoeopokizoozképia mindkét ecsetben igagolte o hemie
gzukcindt-6u0dds lezajldodt. A 18tre Uit dugtorkités holye
zovlnek megdllapitdadra - miutdn voli elegendd mennyiodgil
ANYAGUIE - MR spektwoszkdpidt heszndliunk. Znnck segitode-
gével sikorliilt ogylrtelniion bisonyitomunl:, hogy az deztoe
rositbads o 20-az helygetben megy végbe mogyobb mértélben,

A Dswithinummmméﬁm 018411itdadndl az
alapveryitlet drzdlenyeége okozia o probldéndt. Hogy a mi
sgompontunkbdl nem specifilkuc olvdliozdaclkat kikilandbél jill,
a roakeldt £onytll védve, o nitvoglu-otmoszféra alatt haj=
tottnk vigre. A vesylilet kimfldoc cdljidbdél o yrookeldidft
yoviditetilil, s nem tUrekedilink §6 tcimellore som. A pre-
povetiverdtegen o detektdlist Wam nmen végestik ugy, hogy
hérom 0.5 cm=ez colilot fedetlenill hagytunk. Ezdltal a lee
het$ minimmwe coblkentettiik a vegyilct bomldsdnak vessée-
1yét, A lopesl t8wiénd clufldot ssintda £4n7t8) védve haje
tottul véore./ ez utdn o 1dpds uidn (Urtént az infyavirts
opelttyum felvétele/. A ¢ovdbbi tisztitdst sbsav holyett
oz oximegndrmasdkolndl haszndlt cimbromsavecldattal végese
tilks A kupott anyag szerkesetének dlzonyitdedra infreviris
spektrumét hosendltuk fol.
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A gyekorlat agonban ast mutatta /i. 03dsl/, hogy nom mine
mmmmam mwummmﬁ

awmmmam
olapidn kinérioteink cordn minden csotben peptidekitdot
mmm m, W mmm zMe mut-

mam sav:wm a Wetww ﬁeﬁnﬁmﬁ;}% ée;

P
R H‘ HaN-Q
1 R-COOH + Ch0-0 CHpCH  — Hy + HpN-Q —
i (H; ¥ (HCHZO C

vegyes-anhidrid

/H3
— R-(ONH-Q + (0, + Hp0 + C(Hy=C_
CH;

e
2 R-C-0-R' + HN-Q R-CONH-Q + R'-OH
el
Rz pl. <O)-No, : ~<§§El
a
R
(=0

3 moon s D) — Ot O
R
0= )
— Qw0 oL - O—NH(NH—O
0

b R-CONH-NHy + HNO —— R-C0-N3 + 2H0

R-CO-N3 + HN-Q —— R-CONH-Q + HN3
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nogfigyeldooink sserint - mwwmm
véghe. Bg as 146 idnyegeson yovidebd, mint anlé o usolee
irodelom mognde

2/ Tapoostalataink sgerint 0o antigdneonintésis oscmponte
$6u61 Ldmnyoges killdnbadg van o vegyes-cnhidridoy ds o
barbodiimides midesor LUstite Lo utdbbl médogeorel oliw
mmmmmmmmmw

mwm.mﬂammw

mwmm.mmmmmw
. wmmmm.mzvéenmwamwmm
[3x P8

4/ As osidok csotében io devényes mindas, cmit as eltiv
dogtorelaGl nondtunk, annyd kilinbedggel, hogy oz asidos
Iapoaolds poptideldnidbon megayilvimls oldnydt /o Faco=
misdedd alocoony foln/ o soteroid-antiginjoink ogintdsie
oénél nem lohet lihoomadind.




Eredeti ewpﬂalém amwnt mi som fottink kiUlbube
odget a két odl kizdtt. BEled kisdrletoorozatunkban ugyan
olyon kisdrleti kirlllménycket alkelmostunk ag antigdn -
pzintdzis sordn figgetleniil attdl, hogy molyik cdlra ki
véntuk ez kopott antigént felhaszndini.

Az :ixmmiaélﬁaak aorén mpott am::isaémk auenﬁmé-

Folmexilt & !eézdés. hogyazaaott . il

allalmog ICC-xa 6o midrt nem alkalmas RIA-ra,.

Szerotudnk

ujre Jonsson do misaive hivetkoszni, akik a fluoresscencia
£ollbpdadt o kivetkezd képlotsorral magyardstdi: /elatte
az antigénjeink valdssintioitett szorkesetds bemutatd dbe

rdt kool jilk/.
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Lszre kell vemni, hogy a ssivetet ugyonugy formaldchid
kezolds dri /Lixdlds/, mint o fohérjét az antigin-szine
tésis sordn. la oz antigéne-szintésist wds médszerrel
najtjuk végre, pl. kurboxilesoport folhassndlisdval, ake
kor nen kepunk immmfluoresscencidt. Snnek o fovditott-
je is igou. Az ICC-ban bevdlt antissdrumok nem kbtik meg
o sgabed radicalkbtiv neurotranszmittert.

f1taldnossdgban kimondhatjuk, hogy 62 ant i gén
szintésiot ~ ilyen kis molekuldk
coctdében -~ mindig @a kivdnt fola-
haszandldei c¢cél figyelembevdto-
lével kell megtervesgs-ni davég -
rehajtani.

Ronicrdtabban fogalmazva es asv jelenti, hogy ICC-ya képzile
18 antigln szintésiséndl a sgivetl fixdlde médszere a ddn-
t6. Ha ple a fizdldst formaldchiddel végzik, aklor az anw
tigénegzintézict 1o fomoldechiddel kell végrohejtani.Ebben
az esetben a sgivetben £ixdli ncuwrotranszmittor szerkozew
te éo oz ontigén szerkezete kiuott alig less killtnbedg,

az entigémel szeauben termeltotett antiszdrum 100 H-08
keresstrealeidt fog adni & ssivetben £izdlt neurotransge-
witterrel.

RIA cosetdben a cél éppen foxditott. livel a suérumban 1é=
vé ogzebed ncuxotranszmitiert kivanjuk kimutatnl, az antie
génszintdézic sordn vigydzni kell arva, hogy @ haptén valoe
mennyi fumkeids cooportja érintetleoniil maradjone

Eiasérleteink kezdotdén Pformmldehides kapesoldssal azine
tetizdltuk nouctranszmitter antigdnjeinket. Késlbb oz ime
manizdldsi credmdnyek birtokdban ds & hipotdsis Lfeldllitde
sa utdn a formmnldchides és a kmrboxilcsoporton keresstilli
kapcsolds pdrhuzamosan folyt. A formaldehides hapesoldendl
két alapvetd problémdi kellett megoldanis
a/ kotckoleminok és sserotonin oxiddeidtdl veld védelme
b/ a reakeid soxdn t6rténé kicoepddds mogakaddlyozdsa



WMMMMMW '
dond avdny dxhots ol o kovéedd weakeidlipos kmtelolaminolie
adl /ple. odvenolin/.
Booel ssenbon ast toposstoltuk, hogy o voalwidelogy kelll
ndrtdil higitdsa nogalmddiyossn a kicsapdddet, ugyaualior
a hoptén/hordond hidnyadost coak cockdly ndridibon cobildon=
td. A osapdddook olkorilldoc melleth mdaik odlumk o hop «
tdnok ssdudook nivoldse volde Peltdtelostill, hogy & foxunle
dehidos baposolds jolontlo adase o 1ligin - aninccoportjoin
kereostil tUridnik. A BSA 59 lisin »éaudbll mintogy 30 hoe
dyeshodik ol o molelmia foloaindn, nds ssdval oo auinoCHOw
poxrtolmalk kbe csak a folo “eldshwtS® o imposolds sudndra.
Ugy gondoltuk, ho a kapesoldoben »sstvevl aminccsopowtol
oodndt pbvelnd tudndnk, cldor mogioadd hoaptdn/BoA ardayt
dahotnduk ols Bat o oflt domatuxdld dgensclk /iavbamid,sDs/
adagoldsdval dwtik el. Husol o médoseryel dltaldben 2040
‘hoptdnt tudtunk ogy fohdrje molokuldre fellmposolul.
frdolon, hogy kolleSen hig oldat csotdn o woakedd
Mamammum
mmmm&mwmm
molokula kapesolddil ol ogyotlion BSA molokuldwa, Sgoro-
tonin, nowadrenclin, dopamin csotébon o hindwredilet cmo=
1dsc niivell o kicsapdddod ldossdgots Basel ollonbétbon,
ha alacsonyabd hindredikloton, do hossgnbb roakolildidldt vie
~WWMnMMMw

m WW;WMWW
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t6s igy lehetSvé vdlt o hoptén/BSA ardny meghatdrozdsa.
ldr o konjugdtun fizikai tulajdonsdgdbsl arva kivetkez—
tettiink, hogy nagyszdmu szerotonin molekula kapesolddhae-
tott £fel egyeecgy BSAe-ra. A mérdock sserint ez o szdm ji=-
val meghaladta o 100-ats A 2&% emlitett kiaérleti adat/ok/

pédds mwmmtéma

velativ tindny oldatban o fchérje molckuldn 1évd tizogin,
triptofin, hisstidin stb. megfelell csoportjei ugy reagile
nak foxmnldchiddel, hogy intemmolekuldris metilén-hidak
képzbinck. Dz a-nagyfoku polimerizdcild vezet clslsorban
kicoapdddshoz, nem pedig & hapidnck nagyszdmu kopesolddde
sa. Bz utdbbit tdmasztje eld az o tény is, hogy suexotonin

esetébon is, hig oldatban kicsapddds ndlkill érhetd el igem
magoes, gyekran 100 ktrtili haptén/BSA hinyados.

A foxmnldehides kapesolds sordn jelentkezd 4ltalinos pxobe
1dmdkon tul rUviden szeretndnk megemliteni az egyes neuroe
transznittorek sajdtossdgnit.

Adponadlin

Hére, fényre, oxigdure a "legkevésbd” drzdékeony o katekolae
minok kbzbtt. Enneck ellendre 10-12 pere alatt a oldatban
tortdné 411ds utdn ndr kimutathatd bomldsa, Kicsapéddera

& legkovdabé hajlamos. Rlasszilkus kiriiiményck kbsttt csak
alacsony haptén/BSA ardny érhetd cl. A reakeldolegy higle
tdadval do o héméradkloet cmeldedvel i coak 60 kirilli
ardnyt sikexlily eldwnilink. Az aszkorbinsav az oxiddeidtsl
ttkélotesen megvédl.

Az sdyonalimdl ldnyegesen "kényoesebb® vegyiilet. Hire,
fényre, oxigénve, pHera dwsdkony. Kicsapdddsra hajlamos.
Kepesoldsdra legoptimdlisabb ktrlilmdnyek a kivetkesndks
nagy higitds, argomnel dtbubordkoltatott olddssmerek, sz0-
bahd. Legjobb esetben 100-120 kiztttli haptdén/BSA ardny ére
hetd el. Az aszkorbinsav oz oxiddeidtdl nagyrdost megvédi.
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Zopamin :
A hérom ketekolamin kisbtt o legdradkenyebb s ugysnakkor
a logroakeidképescbb is. Nagy higitdst, rovid keposoldsi
146t igényel. A kicsapddds elkezillése éxdekdben 10-20'Ce
on dolgostunk. Az oldrt legmagasabb haptdn/BSA avdny GO«
80 kUgttt mozgott. Az aszkorbincav az oxiddeidtdl nagy «
réost megvédi. .0 ERS

Ea&r Wﬁkéyeﬂﬂ@, héxve, fényre oxigénre, pHera Gre
zékeny vegyiilet. Antigénje kiceapéddera igen hajlamos. An-
tigénibnek szintdzisekor az Uoezes vegylllet kUzill itt ale
kalmagtuk o lognagyobb higitdet, enmck ellenére o kicsapde
dfot nem tudtul: teljes bistonodggel clkexilini. Agonos ki
rlimdnyck kizitt vdéguott parelel kisdrlcotsorozatbon az o«
potek ogyrdszdben kicsapddik, mig mdskor nem. Ag asskorw
binsov az oxiddcidtsl mogvéddi.

Reawic‘képee. nére, fényre, oxigénre alig drzdkeny vawu«-
lote Eellfen hig oldatot allknlmagvae kicsapdddsa megakedd-
lyozhetd. Antigénjének szintdzise sordn aszkorbinsav al -
keluezdsdre nincsen ozlikség. Igem komoly problémdt okos

& felkapesolt hisgtanin memnyilségdnek meghatdrozdsa, Brre
o oflra,nds lehetSadg hidnydban, UV spekivofotometyidt ale
lkalmastunk. 4 kapott eredményeket coupdn hvalitativ, ¢4 «
jékoztatd jellegil drtdlclmek tekintotiilk.

Acetidicodin
A molekula szerkezete formaldehides kapesoldst nem tett
lehotdvé,. -

padloinmmen kel célolra olyan antigént igyekeztink
azinta‘bizélni, ahol vzn.ammwi funkeide cooportot drintete
mmmmmwcéstamw és a fohdrje ki-
abtt, mdsréozt lehetSleg olyan kapesoldsi mddosert akar -
tunk vdlasztani, amely egyértelmil sgevkezetll entigéuhez
vezct. Ez utdbbi kritériumek nom ettt cleget 2 formaldew
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hides kapcsolds. A fenti célok elérdse érdekében a neuro=-
transzmitter molekuldkat karboxilesoporttal bivitettik,
vagyis 2 neurotranszmititerek korboxililt vdlitozataival vé-
geztik az entigénszintézist. A védett, karboxililt neuro -
trengznitterek kepesolisdra a szteroid-antigének szintézi-
8énél /l.o0ld. [/ tédrgyalt okok miatt oz csetben is vegyese
an;idr_dcg médszert elkalmeztunk.

sérletelnk sordn az egyértclmii kémiol kotés kialoe
kltasa "rdekeben neurotranszmitter-karbonsavaink kapesolise
ban részt nem vevs funkeids csoportjait a peptid-kémidbol
ismert védScaoportok valamelyikével védeni kell. Az amino-
csoportolk dtmeneti védelmére BOC-, FHOC- ill, Z-csoporto=
kaet, & fenolos hidroxilesoportok védelmére bonzile, az ale
koholos hidroxilcsoportok védésére terc.~butlil-védicsopor=
tot haszndliunk.

Az adrenalin éz noradrenalin kivéitclével credetileg
optikeilag inaktiv ncurotranszmitterckbll a karboxileso -
portok beviteldvel optikeilag aktiv neurotranszmitters
“karbonsaevak keletkezneks Az adreonalin, illetve noradrence
1in csetében a mdédsodik aszimmetris-centrum alakul ki/. Ane-
tigénonintéziseinket mind a természetes L mind a szervezets
ben el8 nem forduld D enantiomerrel végrehajtottuk. A D
konfigurdcidju neurotranszmitter-karbonsavak antigénjeitsl
az aldbbi ellnytket remdéliiik:

Vdrhatdan erdsebb antigenitdssel rendelkeznck, mint az
Legzdrmazékolk, cmellett feltdtelzhetSen oz enzimes le=
bontdonak jobhan ellendllnek és feltdtelezhetden kisebb
keregzireakeldt adnak, Ez utdbbi vdrakozdosunkat axrre
alapoztulk, hogy az L izomerrel szemben D midosulatok a
szervezetben nem fordulnak elf. Az ercdeti neurdtransg=-
mitterrel szemben adott reakeidt ez a viltoztatds ellre-
lithatdan nem befolydsolja, mivel azok aszimmetria=-cent-
rumot nem tartalmaznak, illetve a vdltoztatds eredetileg
optikailag inaktiv szénatomon tUrténik,
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nogvoldoitdodhos $UbL lohetdsds 1s kindllkozottl.Sgyik
Wmawummm.mw
cin holyett ssasiosimal hajbjul: végre o soakellt. He as
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kévdsav opoxiddidon is, chol ost kivetfon og opoxidot metile
amimal kivdntuk folnyitni. Bsen crodmdnyol /lmdaveok/ utdn
AUntUttink wgy, hogy o odlvegyiiletet dihidwoxiefenilopowine
b3l fogiul: clbdlitani. Viakondounknal mogfoledbon o ddle
asomotdnos metilonds nem vosotott ogyodgos tommdithos, A
kiltnbissfdlekdppon motilosott toamdlok csdtvdlasstise nom
volt Jdshoté ute Dot kivotSon s Olocn~gdle motiloséel ole
Jéwdosal prdbdltunk oflt deal /82/. A mogfololfen védott
dal roagditattuke A kiviat vogylllet holyott feltehotben
wwmammmwm
MAmamthmm
sdlosoporttal tUrtdng véddedt by ivta le /86/ és twoo=
nin osetdben coak ¢ H-0o texmeldot jésole A sscrin do f300~
nin Ssopchosoniitdedt as tosad indokolttd, hogy o tweonin
mwmmmum - oredow=
| oportja « o fonilogewrin vagy DOPO
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ecsetében szelunderré vdlik. Emiott, bdr a vegylllet novée
ben & szerimoel vald rokonadg tillkebzédik célvegyiiletiinkot
ni mégis a treoninhoz kizelebb dlldnak dreazzik. A vdrakosdo-
nak megfelellen az elkoholos hidroxilesoport véddse die
benziloxi-Z-fenilogerin esetdben is vossz termeldssel mend
végbo, amihes még a nagy térkitiliédaeil védlcsoportok gatldw

A tribenzil-Z-ssdmngadkot csak hogezadaluas oszlop=
Lkromatogwifia drdn, rossz tormmeléssel sikeriilt izoldlnunk.
Az igen koi memnyisdgben el8dllitott védett vegyilotet mogs
prébdltuk metilezni. Igy com jubotthunk egységes tcxmdlhos.

‘A hidrozilosoport véddadt végilis a Schxtder /87/ 4l
tal leirt médozerrel oldottuk meg. Alacsony temmeléoi ozde
80ldkinl, oszlopkromatogrdfio utdn, tisstdn nyeriilk az Ut=-
pgbrbson védett, korboxildlt tcaxmékilnkot. A kepott, védett
ssfxmaszék sserkesetdnek igazoldsdre MR spekimosskipidi
alkalmaztunik.

{ gy
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A TAI jelenldtdben felvett spekirum igazolia, hogy & mo=
lckuldn szabad hidroxilcsoport nines. A teljesen védett
szfrmazdk metilesése folyamatban van.

Jobb lehetbodget kindlt a Coggins-fdéle metilezdsi
eljérds /83/. Bot o médsgert Z-védett aminosavalkya irtdk
le és j6 termeldssel jellemesték. A reakeid tetrahidro-
furdnban ndtriwn-hidrid jelenlétében metiljodid sogitod=
gével negy végbe. Sgewin és treonin metilezdsekor wugy
taldlidk, hogy o kivdnt H-metilesddds mellett O-metile~
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26ddo 1o lejdtomddik. Bzek alepjdn kétfdéle reckeid-tore
nékre szdmithattunk. A vdrakosdssol Soszhongban két
kristdlyos fyalkoeldt izoldltumls, mely»Sl feltdtelestilk,
hogy 02 lle, ill. Owmetile-gzdmmagdkolnak felel meg. 4
vegylilet arboxilesoporitje csak igen kis mértditbon moti-
lozbdotte A két kristdlyos fyakcidt tovdbbi ticztitds u=
tdn MR spektrosskipie segitadgivel visogdltuk. 60 Iliges
folbontdou kéosilldkkel csak valdszinilsiteni lchetett o
metilcsoport holyzetét, ozdrt 90 lig-s felbontdsu kdsgi-
18kkel is elvégestilk az analizist. A lisebb mennyiségben
. kepott texmélrSl sikerlilt ignsolni, hogy O-metileszdwmmoe
zék. Bz o vegylilot kb. 20 J-ban koletkezmett,

A nagyobb momyiségben keletkezott texmék spektruma
alapjén megdllapitotiulk, hogy & 2.9 ppmendl jelentkesld
codes megfelelhet egy nagyli=metil-csoportnak. Az integrdle
gorbe kidrtdkeldoc 5 aromds proton ds 1 bensil-motildéne
csoport hidnydra utalt. Bz megerleitette feltevésinket
egy bensilesoport kihasaddsdnok lehet8ségérSl. A speltrum
alopjén nen volt eldinthetd, hogy ez emlitett csoport
homnan hasadt ki. Sémi tdmpontot adott, hogy a két Cl-caoe
port kiattt 1évl ceatoldsi 4llandd megfelel cgy Sebtagn
gyuiri cisz-helyszetii protonjainak. Hmnck alapjdn bizonyoow
za vetill, hogy texmdkink ticztdn Nemotil sgdmaozdk, A
vegyllet kémiai vicelkeddse is meglepd volt, pls & Z-védl-
cooportot seammilyen kirtilméuyck kUsttt sem sikerxiilt lchide
rdlmuak, Termdidink cgyendrtdkoflydt titrdlds alapjdn hatd-
roztuk meg. A Pogyds/pll glrbe alakja egydrtelmiion arya
utalt, hogy o molekuldbon egyetlen ndtronluggal titrdlhatd
savas cooport van. A titrdldsbdl szdmitott egyendritdkedly
kiloncven ogységgel bizonyult kovesobbnek az Usczeghkdplote
b3l szdmitottndl. Az o tény, hogy & benzilcsoport kihasge
ddsa nom jért egyiltt 4j cavas csoport megjelendsdvel, egydb,
uélyrehats szerkezeti vdltozdsok lehotdadgdt vetette fol.
A pdrhwgemosen clkészsitett infravirbs spekirum-folvéieloke
b0l két karbonilesoport ogyideji jelenldte volt ignzolhatd.
Az clemi amalizis oredménye 0'253231‘06 Usogegldpletld vegyll=
let mellett 0sdlé, ami ogy Collp=caoportial keveschb a ssd-
 migobindl, |



A termék pontos szerkezetének megdllapitdsa émiekében
LR spektrum felvétele mellett dvntdtiink. A spektrum
részletes elemzésekor kideriilt, hogy a szénjelek széma
egy benzilecsoporttal kevesebb a vdrtndl. A tovdbbi elem-
z6sbSl hdrom részletet érdemes kiemelni:

1/ 31.7 ppm-nél jelentkezd eltolddds egyértelmiien Ne-metil
czoportra utal /az O-metil jelének 51.0 ppm-nél kelle-
ne jelentkeznie/.

2/ 172.2 ppm-nél o szabad sav karbonile-szén eltoldddsédra
jellemzd jelet ldtunk

3/ 153.3 ppm~-nél egy oxazolidin-gyﬁrﬁba zért karbonilcso-

port szenének megfeleld eltoldddat taldlunk.

A fentiek alapjén termékiink szerkezetét bizonyitottnak
tekintetiiik.
Lrdekesnek igdérkezik e fenti reakcidsor eritro-mé-

dosulattal t8rténd elvégzése is s a két eredmény Yssze~

hasonlitdesa utdn védrhatdan a reakeid finomabb mechaniz-
musédra tudunk kbvetkeztetni.
A szakirodalombdl ismert, hogy & Z-csoport nukleofil
reagensekkel témadhatd, mikdzben karbamid~, illetve
hidentoin-szdrmazékok keletkeznek. A Z-csoport lugérzé-
kenységét t¥bb szerzd is megfigyelie. Pl. Z~Ser~Tyr-Olle
hidrolizisekor csak 50 %~o0s termeléssel tudtdk a Z-Ser-
Tyr-0H-t elddllitani /89/. Ugyanezt figyelték meg /90/
8 Z-Ser~Tyr-0Et és a Z~D, L-Ser-Gly-0Et esetében is /91/.
A Tugérzékenységben igen fontos szerepet jétszik a szerin
szebad hidroxilecsoportja, amit bizonyit, hogy ennek védé-
se esetén megsziinik a lig-labilitds /82/.

A magyardzatot Bergel és mtsai /93/ adjdk meg, akik
Z=D, Imtreoninnal dolgoztak a szokdsos Bergmann /94/
technikdt alkelmazve 8s a kivdnt vegylilet helyett S-metil-
2=-oxo=oxazolidin-~4~karbonsavat kaptak. A reakecidt azdta
alkalmeztdk "ciklo~treonin® tartalmu peptidek szintézisé-
re is /95/.

Sajdt megfigyeldsink szerint -~ & szakirodalomban nem
k¥z81lt médon - vizmentes kBzegben is 1létrejin a gyliriizdré-
dds, ennek megakaddlyozdsdra az alkalmazott kizegtdl flig-
getleniil /vizes vagy nem vizes/ elengedhetetlen az alko -
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holos hidroxilcsoport védelme.

A reakeid lefolydsdt a kivetkeszd dbrdn foglalhatjuk Gasze:

CH (OMe) - CH-COOH
NH-Z
CH(OH)- CH-COOH OBzl
@\ NH-Z Mel
NaH \

OBzl

0Bzl
0Bzl

dowodrenalin

A fchérjéhez vald kapesoldsra kizvetleniil akalkalmas BOCe
D, Letreo=DOP3 ¢18411litdoa kézenfekvinek ldtszott o kereske~
delmi forgalomban besmerezhetl D,I-treo~DOPS BOCevédésdvel.
A pzintdzisnek hdtrdnym, hogy & jelenlévd sok funkecids cso-
port kislil e BOC-pirokarbondt nem specifilusaen reagdl asz
aminocsporttal, igy melldkiermékek keletkesnek. A BOC-cso-
port bevitele lugos kizegben t¥ritdnik, ahel & noradrenalin -
karbonsav bomldsa igen gyors. Bdr o BOC-csoport bevitelét
nem BOC-aziddal oldottuk meg, hanem minden esetben BOC-piro-
karbondtot alkalmaztunk, a reakeididdt igy sem sikexiilt

pér 6re ald cobkkenteni., Sajnos a drdga &kiinduldsi anyag.
bSl is kevéds 411t rendelkezdsiinlkre, ezdrt elhatdroziuk,

hogy & DOPSet illetve annak védett szdrmazdkdt totdlezine
tézissel 411litjuk eld.

A dihidvoxie-fenilszerint oldszdr Rosenmmund /96/ szinteti-
zdlta tUbb mint 60 dve. A vegyillet akkor vdlt igasdn elér-
hetdvé, amikor Bolhofer /97/ & hidroxilcsoportok védésére
benzilesoportot alkalmazott. Eut & médszert Hegedlls /98/



fejlesztette tovdbb, akinek leirdsdt munkink sordn kivete
tilk, O dibensiloxi-benszaldchidet reagdltatott glicimmel
viges~etanolos kizegben ndtriumhidroxid jelenlétében. As
irodalmi adatokkal egyesden & fenti reakcidt végrehajtva
e DOPS treo=-eritro médosulatdhak 3:1 ardnyu keverdkdt kap-
tuk, A médosulatokat Z-védett szdramedkuk DCHA sdjdnak
frakeiondlt kristdlyositdsdval vdlasztottuk sgét. J6 ter-
meldssel, nagy tisztasdgban tudtuk a D,I-treo-mdédosulatot
igoldlni, emit késdbbi szintéziseinkhez haszndltunk fel.
lds esctekben a médosulatok ssdtvilasztdsdtdl eltekintete
tink és a szabad aminocsoportot BOCepirokarbondt segited
gével védtilk. A bensilcsosportokat katalitikus hidrogéne-
zéasel tdvolitottuk el. Igy j6 termelédssel kapesoldsra ale
knlmes tiszta temméket nyertiink. Anyagunk DCHA-sé formdjde
ban £ényt6l védve, hidegen, hosszu ideig bomlds nélkill td-
rolhatd.

oD

A BOC-védett, karboxildlt szédwmesék leirdsa megtaldlhatd
ag irodalomban /99/. A szeruzfk az aminocsoport védelmére
BOC-agidot alkalmastak. Dz a megoldds a szergllk sszerint

is csak yomsz temmelisi J=kal jellemeszhetl. lunkdnk Hoe
 vén az ivodalomban kbzblt méiszerrel ellentétben a BOC=-

~ csoport beviteldre BOC-pirokarbondtot alkalmaztunk. Izzel
médositdssal mintegy 80 f=os termelést tudtunk eléwmi. Tere
méldinket DCHA-gdjdn kewesgztill tisstitottuk, illetve ebben

logtowin |

A karboxildlt szdrmazdékdt /a hisstidint/ a dopaminndl lo-
irt médon dllitottuk eld8, A reakeidkizeg pl-jdnak alkalmas
megvilasztdsdval £§ termdkként I «~BOC~hisztidint, illetve
/Bocla-hiastidint tudtunk £6 temmékként ¢lSdllitani., Kisére
loteinket mind ag L, mind & D médosulatial elvdgeztilk.



A ¥erboxildlt cadmmasdk DOC-véddsdt, illetve a BOCvédett
sodmesdk tdroldedt o dopaminndl leirt mddon oldottuk meg.

fcobillkolin

Az acetilkolin helyett annak korbozildlt ssdmmadkis, o
egulicinilemonokolint /SMC/ kepcsoliuk fohdpjdhes. Hmellett
o mogoldds mellett ssdlt, hogy as acetiliolinnal ssammbon
as S knpesoldsre alkolmas kavboxilescporttal rendellkesik,
hooszabb molokule mint as acetilkolin, igy as lemowrt elv
sgerint jobban kiemelkedik o homlogd fehérje felilletdérll,
ezdwt jobban Lelismerhetd leso.

Ag O e16dllitdsdre & kolint borostydnkd -
dozteresitettils pividin-ULlP MM A Wﬁ tM
suorkesetét LCIR spektrosskipla sogitobgével ignsoltuke

4 3

.3 1
7

3
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Az essigndldst o kivetkosSkdpp adhetjuk megs

N

1, 176.9 ppm ~GOCH

2¢ 1742 mo.
3. 65.0 * /8/ 3&13.
4o 58,9 * Gl 0C0w
¢ 5443 * J8/ -ﬁ'aQiB
Ge @93 ¢ -@acom
7. 29’1 " M@z-t

A 3. 68 5, jelek tvipletro hasadmak fol & *2c-¥y csato-
1ds miatts Js 3.5 = 3.7 Hae



- 56 »

4 coillogeel Jelilt apyd jelek valdssinilleg ssabad ml:m-
61 osédempzunk. A felvétel nchésgvisbon kioslilt, a vonatkose

totdol vegylllet 793, a
volt.
E‘B.Wi az ioey

kdoplildk VARIANII=100-12 tipusu

ok nom vezettek eredmdnyve, elhatdwostulk,

az watimuu entigbnilnk antigonitdedt ndvelni fogjuk.
Emb&whmmbhmmmvmwmmaw
tyénkSsav holyett. Vdlaactdsunk 8 transz-trenss-mikonsavia
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A mlmnv két 1dpcsdben tUrténd akvivdldse mellett ole
Skonyedci okokbdl d¥ntdtitlak, Olddogerack o ssivoson Qle
Wt dioxdn helyett Dilfwt vdlasgtottunk, nivel ebben
8z olddasorben « & dioxdanal mbm «20°Cmon tudtunk
dolgogni. Zut as alacsony himdredklete
buted idn=iikarbonsav /mmv/ mmm mmam

totée sullkodgosad.




.57 -

SADY

A GABA tulajdonképpen delavbozilesett glutaminsav, enért
o GABA kapesoldads védett glutaminsav /“kayboxilesett
GABAY/ alakjdban végostlk el. A BOC-I-Ciu/CBu®/«CH és a
BOC=D=01u/0Bu’/0l 016411itdoe ivodalni weceptek /100,
101, 102, 103/ reprodukeidja voli, esdrt & ssintdzis mo-
notdt csak cgy képletsorban foglaljuk Usazos

C00CH3
(CHala
COOH COOH Z-NH-CH
[}
CH
g M2 (g, s0, S
(. [::L - CHy
I
HN-CH CHz0C0C Z-HN-(H .
I
COOH COOH N\ COOH
CHy  cHpC >
[ 275
Z-NH-CH
COO0CHS3
t3
(00-C-CH C00-C-(CHy3 C00-CHCH3)3 C00C(CH3)3
(Hy CHy - CHy e CHy ( CH
a B0C,0
— O O, CHy Rolkat,  w, (B0G,0, CH
Z-NH-CH Z-NH-CH HaN-CH BOC-NH-CH
| |

(00CH3 COOH COOH COOH



A peuzotirenssumittorek irmobilisdlt ssdmmzdkai t6bb ssome
pontbdl is éxdckes, sokoldalusn felhmesndlhaté adssorbene
ake

1.

2o

3.

b B R iiSis sfivtm

2, affinitdo-ailrooskdipids célokwa /106/
3o ICCere tommeltetett antissdrumok jellemsdadre /109/
4. dlognosatikus oflolkve

A médezcy léuyege, hogy ag antitest-antigén folyamat
esetében az oldatbon 16vl antitest és a Sephavose fole
sgindhes kovalonoen kititt antigin kisdtt jin ldtre. A

woekeid cpecificitdodndl fogva o fahdrje-olegybll ceak
as adott cutitest kUtdaik ki s esdltal elvdlasathetd a

t0bbi komponenstdl de-igon nagyfolu tisstitde dxhiotd ol
egyctien ldpdabon.

Ap olkalmasan olkdssitett Cepharose-hos nemesak fohdridh,
hanen W&. 616 Mam is m&m& Daek o sejtok
azutdn milorosskd , inyozhaték. © nddsser segite
adgével Wmﬁ, m [ ce;)tok milyen felosini
mocoptorokial rendelkemnek, illetve, hogy & Sephnroso-
how kBtU4t homon, trensemitter otb. recepiovdval zune
delkegnokw-c. A mddoser sogitadpével o sejtek recoptoralk
alapjdn isoldlhatdk.

Hint mdr kordbban emlitettiie /1: o./ Rovduteem olyan
bistos, hogy ogy entisedrium RIA-ra ds ICC-ro cgynrdnt
alkolmeshatd. A RIA allkmlmazhatdodgdt ardnylag kinnyen
- padioakiivessdmnaél mtm ndrdodvel - mogdllapite
batjuke ICC esotdben azonban & kapott negativ eredudnye-
nek tUbL oka is lehet:

a/ a3 antissdrun nom alkalmes ICCepe

b/ & fizdlds megvdltoztatte oz antigin sserkesetds

o/ & kimutatni kivint anyagot nen sikoxtilt £ixdlad.




Immobilizdlt szdrmazékok segitsdgével eldtnthet jiik,
hogy melylk eset forog femm. A Sepharose-hoz kit¥tt
antigén mintegy mestersdges szlvetként funkciondl,
mely mér biztosan £irdlt /kiméletes médszerekkel,
kovelens ktitéasel/ tehdt tovdbbi f£imdldist nem igé-
uyel.

4/ Diagnosztikus célokra mir t6bb min egy €éviizede ki~
fejlesztettek immobilizdlt szdrmazékokaj melyek a gye-
korlatban jél bevédliak /pl. Pregnostisec, Organon/.

A szakirodalombdl ismert /110/, hogy kis molekunlasulyu .
anyagok Sepharose-hoz {Urténd kapesolds utdn alig rendel-
keznek bioldgiai aktivitdssal. Ez érthets, ha e kapcsoldsi
technikikat végig gondoljuk. BEzeket u.i. kbzvetleniil BrON-
aktivilt Sepharose-hoz kapcsoltdk vegy AH-Sepharose-hoz
vizoldhatd karbodiimldea mdédszer segitadgével., Az ellbbi
kepesolds o molekula aminocsportjdt, 2z utdbbi pedig a
karboxilesoport jit veaszl igénybe. Ilyen kis molekuldk e~
setében azonban elengedhetetlen, hogy valamennyi Pfunkcids
csoport érintetleniil maradjon.

Kisérleteinkben ezeknek a kiriilményeknek a kivetkezlkép=-
pen tettiink elehet:
1/ AH-Sepharose~hoz az uj funkcids csoporital bivie
 tett karboxildlt neurotranszmittereket kapesoltuk.
2/ Sepharose-hoz magit a teljes amtigént kapcsoltuk

Az elsl csetben 1s védett neuroiranszmitter-karbonsava-
kat vegyes-anhidrides mdédszerrel kapcsoltunk. Kapesolds
utdn a gélt dehidrdltuk. Ezt dvatosan, felszdlEd aceton=-
sorral végeztiik. Technikai okok miatt az acetont diklore
metdnra caeréliiik és vizmentes itrifluor~ecetsavas keze =
1léssel eltdvolitottuk az alkalmezott véddcamoportokat.
Diklérmetdnos moeds utdn a gélt ecetonnal mostuk, majd
6vatosan wehidrdltuk. Ezzel az eljdrdssal a szakirodalom=
ban e¢liszdr kbzbltlnk polifunkeids vegyuletek célzott
immobilizdldsdra alkalmas eljdrdst.
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Sepharose~hos kapesoltuk az ICC cfljdre kdssilt antigéno-
ket is. Hdromféle technikds ammtwk

1/ foxmaldehides kapesoldst

2/ aktiv ésuteres kapesoldst

3/ BxCll-os kapesoldst

A hérom kapesoldsi techmiks elvileg teljesen egyendrtékil.
Agzonos nagysdgrendii a felkttddds; mindhdrom esetben “deze
aktivdlai™ kell a gélt, azaz a megmaradt akiiv ésoporto -
kat el kell reagdliatnl. Virakozdounkiml ellentétben ICC
ellendrzdare csak a brdmecidnos aktivdldst kivetd kaposolds
vdlt be. A mdsik két osetben igen exds nem specifikus af-
finitdst mutatott & gél a nowmdl szérumpal ssemben is. Iz
8 ktds nem kovalens Jellegl, mert pH=2,5 illetve ez slatt
megszimtethets. Epdsadge megogyezik az antitest-antigén ki
t6s orlsségével, attdl nem kiilinb¥ztethets meg., Euzért az
eldud két médszerrel késszillt Scpharose-szdrmazdkok ICC el
lendrzési célokra nem hassndlhatdk. A jelenség pontos ma-
gyarézatdira tovdbbi vizsgdlatok sslkedgesek.



Az olmmly éwk sordn - oz dltelunk sgintetisdli antiginek
aczndldodval « 45 /1/ ssterolidmn cikoriilt RIAWt kidole

Smok ksl 9 osetben olyan ayec:im wwﬂmﬁ sikowils
e1641240omi, mely kHisvetlcon merhatdmordas
ook a asteroidoks

1. aldosgioron Jvizeletbon/
2e & «hidwoxiekortizol Jvisoletbon/

3¢ totzahidro-kortizsen  /viseletben/
4e betvehidyo-Substans S /viseletben/

5¢ kowtold Mvisclothen/
7s dexanciasoa /pinuadban/
Se betauetagon Spiasadbon/
Je beklometason /plagadban/

Epen anticsdumok wdogletesebb jolmedods e figgeldkbon
Qdjulks meg.
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A neurotranszmitierekkel folytatott kisérletek idbben lé-
nyegesen késdbb kivettdk a szteroid-antigének ssintézisdt.
Igy érthetd, hogy oz lmmmisdldsok, bioldgial tmatnunck
nég nem fejesddtek be, ezdri csak néhdny kezdeti eredmén
281 seémolhatunk be.

Az 214bbi esetekben sikerlilt immuncitokémiai meghatdroszdst
kidolgoznis

adrenalin

noradrenalin

sserotonin

Bistatd eredmények sziilettek a dopamin és a hisstamin enti-
sgémumok Pfelhassndldedval is.

Zmmek illusstrdldsdra szereindnk ndhidny immumfluoresszcens
felvéitelt bemutaitni /1: figgeldk/.

A t0bbl, dltalunk szintetizdlt szdmasdkkal nomrdg kezdlid-

tek meg a vissgdlatok, igy evedmény még nem 4ll rendelke «
ﬁéum.
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Az olvaddsponiok mérése Koffler-készilldkkel t¥ridnt. Az
optikal forgatdkdpessdget Zeiss asztali polarimétoren mér-
tiik, e vékonyrdteg~-kromatogramokat Kieselgel Gy 4/lvhx'et/
adszorbensen fejlesstettilk ki.A lapokat 254 111, 360 mmen
detektdltuk minden olyan esetben, amikor o molekula szex=-
kezete ezt lehetdvé tette.

Elfhiviezerként ninhidrint, jédot, kldér«toliding ds 50 Jwos
foszforcavat hassndlbunk.

1/ klovoform: ctenol 9535

2/ klovoform: etanol 98 : 2

3/ kloroforam: metenolsecetsav 85 : 10 ¢ 5
4/ kleorofomms mtqaz).s n~-hexan 93:11:1

5/ kloroform: metanol: vis 60 : 30 ¢ 5

&/ kloroform: mﬁhﬂ. 613

7/ klerofoxms mtmh ecetsay 95 ¢ 5 : 0.2
&/ kloroforms untm 9:1

9/ kloroform: autmu ecetasav 9: 13 0.
10/ ecetsav: metanol: nehexan: etilacelit 10 : 4.5 : 13.5 1 72
11/ bubauel: oeetatrh vig 5:4: 1

12/ klorofomm: metqnol: vis 2:18:1

13/ butanol: ecetsgv: vigs piridin 30 324 s+ 6 5 20
14/ butenol: ecetsdv: viz 4:1:1

15/ butanol: wotm’n vig " B3 53 4

16/ etilaCEPAT: /netm:.,ucetmz viz 75:10:24/ 98 3 2
17/ etilacetdss /mtg.nohoootmnu 75:10:24/ 95 ¢ 5
18/ atilacetdts /metanoliecetsaviviz 75:10:24/ 90 : 10
19/ etilacetdt: /metapoliecetsaviviz  75:10:24/ *80 3 20

|
!
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20/ etilacetdt: /piridin: ecetsav: vis 2036311/ 98 : 2
21/ etilacetdt: /piridin: ecetsavs viz 20:6:11/ 95 : §
22/ eotilacetdt: /piridin: ecetsav: viz 20:6:11/ 80 : 20
23/ etilacetdt: /piridin: ecetsav: viz 20:6:11/ 60 : 40

A hoptén/BSA wolardnyok meghatdrozdsdt UVespektrofotométor-
rel, Bpekirvomom 204 tipusu készilldken végeztilk.

Az sminosav-analiziseket AAA 881 /Automatikus Aminosav Ange
lisdtor, Mikrotechna/ tipusu késszilldken végestiik.

A munkénk sordn felhaszndlt liofilisdior VKD L 05 tipusu
volt. '

As UV-gpelebrumols Specoxd UVeVia, az IRespekirumok Unicam
SP 200, ag “H-TiRespolbmmolk JE0L 60, a L CNRe-spektru-
mok VARIAII=IL=100-12 tipusu kéazilléken totrametilssildn
belsd standard alkalmazdsdval kdaziiltek.



1 millimol szteroidot € 3-4 millimol borostydnkiseveane
hidyidet 4«5 ml vizmentes piridinben oldunk. A reakeilew
legyet sszobahdn dllni hagyjuk /gondoskedva aredl, hogy &

roakeidtérbe vizgln ne juthasson be/. Kevésoedreakcildké-
pes spteroidok esetében e himérsékletet ssilksdg szerint
50°C=ig emelhotjilk. Rendsgeres idSkbzinként vékonyrditege
kromatogrdfids vizasgdlatot végusilnk. A reakeid lemajldsa
utdn a kromatogrdfids eredménytll figglen dolgossuk el
fel az elegyoet.

4/ Dgységes reakeidtermdék esctdben as elegyet dllandd kee
verds mellett 30 ml ¥ sdsavba Sntjik, melyben jégdave-
bok doznak. A viges fdsist hirvomszor azouos térfopati
etilacetdttal kivdeguk, az egyesitett szerves Pizist
kétazer 10 ml desztilldlt vizzel mossuk, 1 Jrdan 4% vige
mentes ndtriume-szulfdton dllni hagyjuk, majd bepdrole
Juk.

B/ Eillinbbzdé hemiszukcindtokat tartalmasd elegy csetén a
fonti eljérdst vdgrehajtva a bepdrldsi mareddkot kevds
/ 0.2 « 0.5 ml/ vigmentes metanolben oldjuk, majd gyd-
ri prepaxetiv rétegen olvdlassitjuk. 4 laprdl t8rtdnd
eludldst metanollal végezzilk. A metanolt bepdwroljuk, o
mareddkot klorofoxmban oldjuk, a szilikagdle-nyomok ele
tdvolitdon cdljdbdl salivdilk, majd ujra bepdroljuk.
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957

39-9

w.o’ 73/ 0490

920
91.0

U 0.46
/57 075
/57 0.70
/57 Q.70
/57 0.60
/57 Q.75
/57 0.65
/57 .70
75/ 0.65
/57 0.65
/61 Q.70
/57 0.60

/57 045

/57 Q.52
/5/ o.82

/57 075
/57 C.T2
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S5a{sdihidro-kortisol B 21 74 /5/ 0.65 40
5~ inidro~kortizol A 21 95 /5/ 0.60 40
- 1ledezoxie
 kortizol A 21 88 /57 0.75 40

S5=((e Bihidro~ll-dezoxi-

kortizol A 21 721 /5/ 0.80 40
S«fXs dihidro-kortiko-

sztoron A 21 72% /5/ 0.60 45
Suf)Yor dihidvo-tesszto- _

szteron A 17 90 /5/ 0.80 480°
1ll-dezoxi-kortikoszteron A 21 98 /57 0.85 24
tetrahidro-ll-dezoxi- 1

kortizel B 21 55 /57 0.65 100

1/ A kis anyagmemnyisdg migtti relativ nagy feldolgozdsi vesstesdég okozza az alacsony
termeléoi szdzalékot.

2/ 50°C-on

3/ A kiinduldsi anyeg kiméldése miatt nem vdlasztottunk hosszabb reakeididdt, nem tire-
kedtiink magasabb texmeldsi szdzaldkra.



1 millindl sstoroidot ¢s 5-10 millimol hidroma:
hidwokloridot de 250400 mg vicmentes M‘Mt‘h'l Vel
ml vismentes metanolben oldunk. A veekeidelegyet ssobahln
41lnd hagyjuk, gondoakodve arxdl, hogy a reakeidtdérbe vise
g0s nem Jutheascon be. Eevdsbé renkeidkdpes sstereidok eseddn
a MIBM 50*Cwig emoljik. A venkoildt vékonyrdteg-
ifidval kUvetjik. A ronkeid lovajidse utdn 8 kvow
oredndnytll flggion delgossuk fol as elegyet.

Af Dgysdges veakeidtommdk csetin as clegyet dllondd keve
»éo wdllett 30 ml § =0z ciltvomsavoldathe Uatjilk, mely-
. ben jéglavabok Ussnak, A vizes fduiat hivomssor asonos
sdrfogntd otilacotdttal ipduzul, as ogyewiteott ssor-
ves Dlsist kéteser 10 ml dosatilldlt vissel mossuk, 1
» Svdn 4¢ vismentes ndtriumessulfdton dilui hagyjuk,
majd vdlanmben bepdroljuke

B/ KuilunbUsl koxboximetilecuimokat tartelmssd elegy esetén
a fenti ¢ljdrds olvdgaboe wutdn & bopdridsi meredékot
hovéa /O«& » 0% ml/ vismentes metenolban oldjuk, majd
preperativ vékonyrétogon clvdlasstjuk. 4 lapril tUrtd-

ul eludldst metanollal vdgezsilk. A metanolt vdinnmban
wﬂmuak, 8 maraddkot Kloroformban oldjuk, & ssilikne
@élenyomok eltdvolitdse o6ljdbél ssirjik, majd vdlaume

ban (jre bopdroljult.



Szteroid feldolg.  oxim helye femm. % R, reakeid-
idé /n/
Hidrokortizon A 3,20 80 /3/ 0.22  16°
Aldoszteron B 3 40 /57 ©.50 15
Aldoszteron B 3,20 52 /57 0.05 15
Riol ~3.§5ﬁ2&17‘0<’ B 20 22 75/ 0.42 20

18-hidroxi-kortikoszieron- | 2

{~etiolakton B 3 75 /37 0.05 20
e (=dihidro-aldoszteron~ 6

[~etiolakton A 3 - /5/ 0.95 20
Sw?i.g%go-«aHesztem . . 6 525 gﬁg "
Prednilidén B 3 35 /5/ 0.92 48
18-hidroxi-kortikeszteron A 3 42 /57 0.37 9
18-hidroxi-kortikeszteron B 20 52 75/ 0.39 9
Pregnenolon A 20 59 /5/ 0.80 20°
17- -hidrexi-pregnenclon A 20 81 /5/ 0.40 40°
Prednizon B 20 32 /5/ 0.70 1.5
Prednizon B 3,20 65 /57 0,15  1.5°
Dexametazon B 3 67 /5/ 0.90 42
Dexametazon B 3,20 25 /5/ 0.60 42
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3,20°
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/57 045
/5/ 0.1
/57 0.50
/57 0.95
/57 ©.45
/57 0.30
/57 0,15
/57 0.78
75/ 0.45
/57 C.11
/57 0.52
/57 0.62
/57 0.50
/57 0.48
75/ 0.42

/57 0.55
/57 0.72
/37 0.55
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20 90 /57 0.40 240
A 20 38 /57 0.35 8o
A 20 79 75/ 0.40 240

1/ A kis anyegmennyisdg miatt relativ nagy feldolgoszdsi veastesdg okozza as alacsony
temmeldoi esdzalékot.

2/ 50° Cw-on

3/ A kiinduldsi anyag kiméldse miatt nem vdlusstottunk hosszabb reakcildidldt.

4/ Izoldldsi vesstesdgek miatt

5/ Higrosakipos

6/ A kis saysgmennyiség miatt nom volt tisstithatd 6s a texmeléei sudsallk sem
sadmolhatd.
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1l g 17«(vhidroxieprogessteront 30 nl ssdntetrakloride
klovoform 2:1 elegydben oldunk. Az oldatot 20 mleve beo-
péroljuk / a visayomok oltdvolitdsa cdljdbdl / dés 0.72 g
Nebrim-sgultcinimidet adunk hossd, majd 1 drdt 4t visssaw
folyds hiltds mellett forraljuk. A formalds befejeudse U=
tdn £61 Sxdn 4t sba~jeges hiltdat allmimagunk. A kivdls
kristdlyokat kloroform-ssdutetzaklorid 1:3 ardayn ele-
gyében ssuszpenddljuk. Az oldhatatlan réost / ssukein -
inmid / kissliejik, /300 mg/ Az enyallgot vdlnmmban bepd-
roljuk. Kéteseri dtkristdlycsitds utdn as anyaghdl brdime
annlisist véguink.

Osémitott Srtdk: 19.56 ©

Taldlt értdk 19.49 %
Temmelds 95 mg /9.5 5 /
Rg 0,58

Rg 0.62

B.; CoT4

Opet 109.5-170°C

325 mg KOHet oldunk 32,5 ml metanoclban és hozsdadunk
800 mg GeBrwlT-oehidroxie-progeassteront /2mmol / do 210 ul
/3 maol/ vismentes tioglikeolsavat, s as elegyet 2 éwdn
4t vefluzdltatjulk. A reakoid-elegyet 32.% ml desstilidls
vissel higitjuk ds 10 S0z sdsavval addig svanyltjuk, mig
as oldat pi-ja 1 kixill nem less. Bt401 a 1épéstll kesdve
a feldolgozds a hemisgukeindt-ssdrmasékolmalk megfeleolben

térténik.
mm. 215 mg /26 53/
B3 0,51 Opes 172+174°C



A jelvldere alknlmes kortisole-2i-hemissukeindtot as dlta-
ldnos elfiratban kiePlt mdidon, a tdbldsatban nmtt O
redufanyel dllitottuk eld.

230 mg /0.5 mmol/ kortisol-2l-hemissukeindtot 2 ml vismene
tes dimetilformmmidban oldunk ds 0*G-za hiltjilk. 70 ul
/ 0.5 mmol/ trietilaming do 65 ul /0,5 mmol/ kldrhaugyasave
izobutildsgtert adunk hossd. L reakeid-glegyet 3 pereig
0°Ceon kevertetjik, majd 130 mg /0.5 mmwol/ tivosin-metile
éaster hidrokloyid vismentes dimotilformmamidban kéosiilt
oldatdt adjuk o reakeid-elegyhos. A piet trictilamin segite
pdgével 7.5 = 8.0-xa d1llitjuk, A reakeidelegyet 2 drdn 4t
0*Ceon kevertetjik, a pi-t tUbbestr ellenlrissilk, Seilkedg
esetén trictilamin adageldadval & pliet 7.5 « 8.0 drtdken
taxrt juk.
Zeldolzopda: A veakoidelegyet alacsony hifokon motors
véikwmban bepdroljuk. A mavaddkot 50 mlet etilacetdtban
folveossilk. Hévomosor 15 ml ¥ sdeavval, majd hdwomouor 15
15 ml ¥ adtriwhidroxiddal mossuk a felvett fdsist. Vgl
& hivomsgor 15 ml desstilldlt vissel tdvelitjuk el a luge
nyomokat. Ag etilacetdtos fdsist ogy drdn 4t vismentes
ndtrim-sgulfdton sedritjuk, mejd bepdroljuk. Tissta, egy-

Sdly: 217.5 ug

Teymeldas 87 &

Rp 0.18 /klovoform-aseton 7:3/

230 mg /0.5 mmol/ kortizole2l-hemismukeindtot 2 ml vismen~
tes dimotilformamidbon oldunk éo as oldatot 0°Cera hilgjillke.
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70 ul /0.5 mmol/ trietilamin do 65 ul kldrhangyasave
izobutildogtort adunk homzd. A reakeld-clegyet 3 pereig
0*C-on kevertetjik, majd 1 smol /kétsseres felesleg/
hilsgtomin-dihidvokloridot adunk hosud dimetilformemidos
szusspensid alakjdben. A plt oz esetben is t¥bboslr
ellenfrizziik, 4 hiocstemin-dihidrokloridot in situ ssabae
GMM fol 86jdndl trietilamin segltadgdvel.

olpozds: megegyesik a korbtisol-21-hemissukeindt-tivosine
mum feldolgosdadval. Plgyelemye méltd, hogy sdvae
vas moads sordn coek & ssabed hissteamin megy 4% & vizes
fdzioba, o kepeoolt ssdmasdk nem. Bir igy nagyfolu tisze
titds érhetd eol, de teljesen tisszta, egysdges termékhes
esak lromatografdlis utdn lehet oljutni.

Sdlys 165 mg
Pexmeldda: 67.5 ©

25’ o0.22

Cldatoks /frissen késsitve/

1/ Kortisole2l-HS-hisgtamin 120 ng/2 wl dioxdn/ 0.2 nM
2/ 0.5 moi unmsx/wa 10 ul 0426 nil
3/ Kldzemine? 240 ug/ml S ul 2,5 mM

A reakeid-edényben ollesbr a Uat>>1 oldatot mérjfik be, majd
e ssteroidot tartalmesd oldatot, wtolsdnak e Kléremint ade
Juk & reskeid-elegyhes. A reakeididl mérdedt a Kldvemin
hogednddsdsdl nsdmitjuk. 120mp eltelie utdn a veakeidt

100 ul 03 Swcs ndtrium-metabiszulfit hossdaddedval 411ite
juk les 5 ml etilacetdtot do 1 ml 0.1 Jeon vizes asskorbine
savet Untlink az clegyhes, majd 1 pere rdzatds widn a sser-
vos f£dzist olvdlasstjuk és wjre 1 ml 0.1 Jwos asskorbinsav
oldattal oxtrebdljuk a sservetlen auyagokat. As asskorbinsav



nyomok eltdvolitdsa ¢dljdbdl o szexves fdsist 1 ml desst.
vigsel mosouk.

Tapasgtalataink sserint a hisstaminessdmeudk jddosdsa
erfoon pi-flggl. Kilvnbbael pi-t vdlasstva mds-nds ~ban
épll be a Jéd & szteroidszdrmasdkba. Logelinytsebb a
GeS = Te5 kisltti plls Iz esetben 20 ¥ kinilli a jla bed-
plilése. A jédbedpilds alapidn ssdmitott specifikus ak «
tivitds kb. 400 Ci/mil volt.

RIi-ban bevdlt antissénmm sogltedgdvel kisdrlotileg is
moghatdrostuk @ specifikus ektivitdst. Dz as Sibék

47 Ci/mil-nek ndbdott. Dn ast jelenti, hogy e jédouott
sodrmasékot as antissdyum nom kUti olyan exfasen, mint a
Jod-mentest.

Elképselhotd volt, hogy tivosinessdrmmudk jédosdsa ese-
tén kodvezdbb kttési viszenyokat kapunk.

1/ kowrtizole2le=iiS-

tirosin-metildaster 120 mg/2 ul dioxdnban/ 0.2 nli
2/ 1.0 moi Had®1 20 ul Oud nli
3/ Kidévemine? 700 ng/5 ul 2.5 ni

A j6dosdet do a reakeid-elegy feldolgosdedt as ellsleke-
ben leirt mdédon végestilk. Mint a hisstaminessdmesdk cse-
tében, dgy itt is erdeen pl-figpdé a reakeld sebessdge ds
a Jédbedplilds memnyilsdge.

A pH optimelisdldei kisérleteink eredményeit grafikonon
mutatjuk be. A grafikonrdl kitlnik, hogy legelinydsebb a
semlegos, illetve gyengén saves kiideg 1-2 perces reakeid-
140 megvdlaszidon mellett.
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A Jédoudat pi Telwn 120 mpeig vdgouve mintegy 25 & jid=
bedplildet kuptunke. Temdldink Re-jo klorofummaccton 7i3

- zondoserbon CelTe

A Jodbedpilde alapjdn kbe 500 mCi/milegok ndddott sadzmasde
Lunk sndnitott spocifilmw alitivitden. Dz csetbon i elvée
geetllk o epocifilae aktivitds kiodrleti weghutdrosdadt
antissdeun oepltadpgdvel.

50 \
55 35150 cpm

i

1

1 |
1 v W % gtna

A gUabdrd) loolvashatd, hogy o mmkdhos adott SIS0 cpa
aktivitds 225 fumol kortisolanak folel meg. Amwlﬂ
Jédogott ondimacdl aktivitdon 230 nCi, tohdt o ndrt opocie
filue aktivitds 230 mii/mbl,

teani, hogy @ jédosott ssteroidot houssabd ddelg hassnfle
Suk, hissen lofolesSdds utin 1o hWollden magne o specifikus
ektivitds mdowdost oo antisolérunm nagyobd higitdoban is hacoe
- ndlhatd, nagyobd drodkenyddcll less o méwda.

L impott Jodosott ssdrmandk mdiokwomntogran alapida ogye
adges, esoyvetlen JOd%d) 6o oxiddeids tormlkektll memtes.



Oed mil newrotvansmmittert do 40 mg cogkorbinsevat 2 ml
el6alleg nitrogdamél vagy argommal dtbubordkoliatott
desstilldlt visben oldunk.

B/oldmts

100 mg Bilet 2 ml nitvogdnuel vagy argomnal dtbubordkol
tatott desstilldlt viaben oldunk 20 ul 0.1 ¥ ndtriwmhide
roxid segitedgdvel.

A ké% oldatot egyesitiilk, majd 1.33 sl 3 s satrivmmcetde
tot da 1.33 ml 7.5 iwos fommaldehidet adunk hossd, Az o=
Gyes neurctranszmittercimek megfolellen o reakeldt 2 «-20
érdn koresstll végestilk. 4 roakeididd lejdrta utdn a ro-
akeidolegyet 1 S=-os aaskorbinsave-cldattal ssemben 72 Srdn
d%, majd desstilldlé vissel ssomben dlnlisdltuk.

A kapott temufk hapién/hordosd hduyadosdt UV spekirofoto-
motridval hatdrostuk mog. 4 konjugdtum «drtdrédEL levene
tukk & 354 cnjdt elnyeldadt ds au igy kopott drtfket hass~
nédltuk fol sadmitdssinkhos. A mérdooket 200 nuen, 1 cme~es
kvare Lilvettdban végestik.

fva kUlbn kisdrletsovosatot végestink.

A/ Ce4 uwil adwvennlint da 40 mg I-asskorbinsevat 2 ml eldul-
leg nitrogénnel dtbubordkoltatott desstilldlt vizben
oldunk.

B/ 100 mg BSA-t 2 ml oxigémmentes desstilldlt visben doldunk,

A két oldat Ussselntése utdn 1.3 ml 7.5 Jwon formaldehid
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A haptén/hordozd ardny pH-fliggését az adrenalin esetében
az aldbbi tdbldzat mutatja be:

pH felkapesolt reakeidkdsd
hogtde Y,
3.0 12.7 20
6.8 21.5 20
8.0 9.7 20
9.0 13.8 20

Tovdbbi kisérleteinkben mindig semleges kiriili pHet al-
kalmaztunk. A kapott eredményeket a kbvetkezl tdbldzat
mutatja be:

neurotranszmitter reakeididd pH felkapes.
/n/ hapt
Adrenalin 20 6.8 21.5
Horadrenalin 8 65 28
Dopanin 2 6e5 35
Sgerotonin 2 6.8 15
Hisgztamin 10 6.8 6

T6bb denaturdldé-szer johet szdmitdcba, ilyen pl. a karbamid.
Egyetlen kisérletsorozatot végesztiink
Cldatolk:
1/ 0.4 sl neurotranszmitter, 40 mg aszkorbinsavat és 1.35 g
ndtriumacetdtot oldunk 5 ml desztilldlt viszben.
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2/ 100 mg BSA«t 1 ml desztilldlt visben oldunk és 4 ml
10 li=os karbamidot adunk hozzd

3/ 7.5 %=-os formaldehid oldat, mely karbamidye nésve
8 l=03.

Az elsl két oldat egyesitdse utdn 2 ml 7.5 %=o0s /karba-
midos formaldehidet adunk hozzd., 20 frds reakeididdt vée
lasgztva a haptén/BSA hényedosok igy alakultak:

Adyenalin-antigén . nem kapcsolt /0/
Noradrenalin-antigén 21
Dopamin-entigén 16
Szerotonin-antigén 5
BOC-noradrenalin-antigén 6.5
BOC~dopanmin-antigén 8
BOC-adrenalin-antigén 1 /%

A karbamid minden esetben csbkkentette a felkapesolt
transzmitter mennyisdgét.

Kedvezdbb hatdet vdrtunk ndtrium-dodecil-szulfdt/sSDs/
alkalmazdsdtél. A ndtrium-dodecil-szulfdtot ugy adagol-
tuk, hogy véged -koncentrdecidja a reakeid-elegyben néhdny
tized szdzaldk legyen. A kapott eredményeket tdbldzatosan
mutatjuk be.

Antigén SDS haptén/B3A
koncentydcid v
Adrenalin 0.1 ¢ 22
Aaxrenalin 0.2 % 25
BOC-noradrenalin 0.3 % 8
Dopamin 0.2 & 40



5 ml 85 U=-os hangyasavat 0°C-ra hiltUsttink ds 100 mg
liofilizdtumot oldottunk benne. Isssan 20°Ceya hagy-
tuk melegedani @z oldatot de GO percen &t szobahln dll-
ni hagrtuk. Desstilldlt vissel ssemben dialisdltuk, o
A haptén/BSA hdnyedosolnt minden esetben liofilizdtume~
b6l hatdroztuk meg.

527 mg 1 wli Z-Bsl, =D0PS=t oldottunk 3 ml vismentes tetre~
hidrofurdanban, majd az oldatot 0*Cera hiltUttlk. Esutdn
amie.snl/mmumt. majd 0.132 g /3 wll, 55 T=08/
mum. ma a mmxmm tovdbbi 24 Ovdn 4t eso-
bahdn kevertettik. Pdr coepp desstilldlt viz housdaddsa~
val negbontottuk & ndtriwmhidrid felesleget. Pdr dve dl=-
1ds utdn sslivkdafohdr kristdlyok vdlnak ki, melyocket ki
ssibrtlink / 95 mg/. Tovdbbi tis@titds o61jdbdl a texrmélet
10 ml etilacetdiban oldottuk, majd & sserves fdsist hdvome
ssor 2 ml W sésavval extrehdltuk. A savayomok eltdvolitd-
sdre kétszer 2 ml desstilldlt viesel wostuk, majd 1 dxdn
d% vismontes ndtrium-czulfiton ssdritottuk. Bepdrtlds u-
tdn fehdr kristdlyokhos Juubunk, melyril milozeres analie
sls seglitedgével igasolituk, hogy ~(lle ssdrmmudk,

Texmelés: OO0 mg /159 /
0&3 195«196%C
0.25 B‘i" 0e30

Re
RS 0495
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Az Clle-sgdrmandék kiszilrdse utdnl anyalugot vdkuumban
szdrasre pdroltuk. A bepdrldsi maradékot 20 ml etil-
acetdtban felvettilk, hdromszor 5 ml ¥ sdsavval mostuk,
a samyomokat kétsser 5 ml desztilldlt vizes mosdssal
eltdvolitottuk, & sserves fdzisbdl a szabaddd vdlt jé-
dot ndtrium-tioszulfdtos mosdssal tdvolitottuk el. Eazt
kivetlen kétozer 5 ml desztilldlt vizzel mostuk az etil-
acetdtot, majd 1 Srdn 4% vizmentes ndtrium-sszulfdton
szdritottuk., Az etilacetdtot vdkuumban bepdroltuk . Hale
vénysérga, nem teljesen egységes kristdlyos termékhez
Jutottunk. Tovdbbi tisgtitdsdt DCHA-sdjdn keresztiil ol-
dottuk meg.
360 mg /kbe. 0.7 mil/ texrméket 4-5 ml 50°Ce-0s etilacetdt-
ban oldottunk, majd 130 ul / 0.66 mi/ DCHA-t adtunk hoze
zd 6o egy éjszakdn keressztil hiitdszekrényben &llni hagy-
tuk. A kivdlt kristdlyokat szirgik, majd 2 N kénsavval
DCHA~86 jdb61 felsgabaditottuk. Az igy nyert termék ada~
tal a kivetkezlk:

Sdly: 325 mg /60 % /

Og. : 175«177°C

R,l 0.10
BZZ 0,60

40.8 g /128 mil/ 3,4-dibenziloxi-bensaldehidet 170 ml
vismentes etilalkoholban oldottunk, és ehhez 6.42 g
/160 mli/ ndtrivwmhidroxid és 4.8 g /84 mii/ gliein 21 ml
vizben készilt oldatdt adtuk lassu cseppekben dllandd
keverds mellett. Tovdbbi folyamatos keverds mellett a
reakeid-elegy himéradkletdt T2°C-ra emeltilk mikoris a
dibenziloxi~benzaldehid kevés maradék kivételével ol-
datbe megy. Ekkor a reakeid-elegyet tovdbbi keverds mel-
lett lassan 40°Cera hagyjuk hillni. Ekkor 150 ml 2 W s~
savat csepegietiink hozzd olyan iitemben, hogy a belsl hi-
méredklet sohase 1lépje tul a 45°C«t. A csapadékos roakeid-
elegyet tovdbbi 3 drdn 4t kevertettilk, majd a kivdls
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coapaddkot sziirtik, 20 ml 2 N sdésavval és 20 ml

96 =08 etanollal mostuk és végill szdritottuk.

Az ily médon visszanyert dibenziloxi~fenilsgzerint
ugyanerre a célra tovdbbi tisztitds ndlkill ismét
felhaszndltuk. A sziirlethez tomény vizes ndtriun-
acetdt oldatot adtunk, mig aunak pHeja 5.5 = G-re
be nem d11t. A kezdetben kivdlt olajos esapadék 3
dra + 4°C~on trténd tdrdldsa utdn megszildrdult.
Kapott csapadékot saiirtik, szdritottuk, majd klo-
formmal a dibenziloxi-benzaldehid nyomok eltdvoli-
tdea ¢dljidbdl kétezer kifbztilk. Termdkiinket etanol-
viz elegybdl dtkristdlyositottuk.

Sdly: 20.5 g
Texmelds: 39.9 &

Opes 152«155°C
3}9 0.50

9.5 g /24 mii/divenziloxi-fenilazerint 0.966 g /24 mil/
ndtriumhidroxi segitsdgével 200 ml desztilldlt vizben
oldottunk, majd lassu ltemben, pH 9.0 mellett 4.59 g
Y26 mii/ bensziloxikarbonil-klowidot csepegtettink hodzd.
A pH 4llendd értdken tartdsdt folyamatos 2 N ndtriume-
hidroxid adagoldsdval értilk el. Az utolsd rdészlet bene
giloxikarbonil~klorid beadagoldsdtdl szdmitva a reakeid-
elegyet még 2 drdn 4t kevertettilk. A lugos elegyet kéte
szger 50 ml dietiléterrel kirdstuk /az elreagdlatlan
benziloxikarbonil-klorid valamint az ennek hidrolizi-
86b0l keletkezd benzilalkohol eltdvolitdse céljdbdl/.

A viges f£dzis pH-jdt 4 N sdsav segitsdgdvel 2.0-ra dl-
litottuk és hdromszor 70 ml etilacetdttal kirdztuk.iz
egyesitett szerves fdzist kétszer 20 ml desztilldls
vigzgel mostuk, majd 1 drdn 4t vizmentes ndtrium-



szulfiton szdritottuk. Bepdrlds utdn fehér kristdlyos
termékhez jutottunk.

Sdly: 1ll.2 g

Termelés: 88 %
Op.: 83=-85°C

B’ 0.70

Treo-eritro médosulatok szétvilasztisa

9.3 g /17.5 mM/ N/benziloxikarbonil/-3,4-dibenziloxi-
fenilszerint 108 ml 45°C~o0s vizmentes, analitikai tisz-
tasdgu acetonitrilben oldottunk, majd dllandd keverés
ktzben 3.4 g /19 mil/ frissen desdtilldlt diciklohexil-
amint csepegtettiink hozzd. Az oldatot 72 drdra hiltészek-
rénybe helyesztilk, majd a kivdlt anyagot sziirtiik.

Sdly: 4.7 g
O{.: 140-145°C
7

RE 0.70

Megfigyyéseink szerint DCHA-sdé kivildsdra csak abban
az esetben szdmithatunk, ha a felhaszndlt N/benziloxi~
karbonil/3,4-dibenziloxi-fenilszerin teljesen tiszta.A
médosulatok szétvdlasztdsa eldtt ezért célszerii a védett
terméket frakciondlt kristdlyositdssal vagy DCHA-sdjén
keresztill eldzetesen tisztitani.

Az acetonnitrilbdl kivdlt treo mddoswlatot DCHA-sdjdbsl
2 N kédsavval a szokdsos eljdrds ezerint felszabaditot-
tuk. A kapott szabad savat N-hexdn segitségével kristd-
lyositottuk.

Sdly:s 2.9 g _
Termelés: 83 % /treo mddosulatra szdmolva/
Op.: 1l18=123°C

17
Ry 0.70
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BOC - ~dibenziloxi/~ ze elfdllitdsa

1072 mg /2.5 ml/ 3,4-dibenziloxi=-fenilszerint 15 ml
dioxdn-viz 2:1 ardnyu elegyében oldottuk &s 700 mg

/ 3 mii/ BOC~pirokarbondtot adtunk hozzd szildrd alak-
ban. A reakecid-elegy pH-jdt folyamatosan ellendriztiik
és N mdtriuwmhidroxiddel 7.5 - 8 értéken tartottuk. A
BOC csoport bevitele ilyen koriilmények kdzdtt kb. 4
prit vesz igénybe, amit a kiinduldsi enyag beolddddsa
jelez. A reakcidé-elegyet pH 9~en alacsony hiéfokon, mo=-
tor vikuumban a dioxdn teljes eltdvolitdsdig pdroltuk,
majd 10 ml desztilldlt viz hozzdaddsa utdn kétszer 10
ml dietiléterrel kirdztuk. A vizes fdzist C°C-ra  hii-
t8ttlik, majd 5 %-os citromsav oldattal a pH-jdt 3.0-ra
- dllitottuk. Hédromszor 20 ml etilacetdttal extrahdltuk,
az egyesitett szerves fdzist a savanyomok eltdvolitdsdra
kétszer 5 ml desztilldlt vizzel mostuk, majd 1 drdn 4t
vizmentes ndtriumszulfdton szdritottuk és bepdroltuk.
Fehér kristdlyos terméket kaptunk.

Sdly: 900 mg

Termelés: 73 %

Ope.: 128-135°C /az elhizddé olvaddspontot
a treo-eritro médosulatok
egyldejii jelenléte okozza/

17

19
R% 0.80
20

D+ 73.3° /e = 1, metanol/

DL-terc,~butiloxikarbonil-3,4~dihidroxi~-fenilszerin
elddllitdsa

495 mg / 1 mli/ BCC~-dibenziloxi-~fenilszerint 10 ml vizRe.
metanolban oldunk és &0 mg pallddium-korom jelenlétében
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1 6rdn 4t hidrdltuk. A katalizdtor eltdvolitdsa utédn
a metanolt bepdroltuk, a maradékot 5 ml vizmentes di-
etiléterben felvettilk és 190 ul /1 mil/ DCHA-=t adtunk
hozzd és pdr Srdn &%t hiitSszekrényben dllni hagytuk. A
kivdlt fehér kristdlyokat sziirtilk, dietiléterrel mos-
tuk, szdrritottuk.

Sdily: 422 mg
Termelés: 81 %
Op.¢ 130-132°C

17
18

BOC~L-dihidroxi~fenilalanin elfdllitdsa

1050 mg /5.25 mi/ Le-dihidroxi-fenilalasdnt 15 ml dioxédn-
viz 1=l ardnyu elegyében oldottunk és 6 mll BOC~ piro=-
karbondtot adtunk szildrd formdban az oldathoz. 200 mg
aszkorbinsav 1 ml desztilldlt vizzel késziilt oldatdnak
hozzdaddsa utdn a pH=t 7.5 -« 8.0 kozé dllitottuk, majd
ezen az értéken tartva /N ndtriumhidroxid segitségével/
20 6rédn 4t szobahdn, fénytdl védve Allni hagytuk. A
dioxént motor vdkuumban bepdroltuk, a vizes fdzist két-
szer 5 ml dietiléterrel extrahdltuk, majd 0°C-ra hiltdt-
tiik, és a pH-t 5 %=o0s citromsav oldattal 3.0-ra 411i -
tottuk. A vizes fdzist hdromszor 20 ml etilacetdttal
extrahdltuk, majd az egyesitett szerves fédzist deszt.
vizzel savmentesre mostuk és 1 drdn 8t vizmentes ndtri-
um-szulfdton szdritottuk. Bepdrlds utdn halvénysdrga,
felhabzd olajat kaptunk.

Sdly: 1900 mg
Termelés: 76 %

21
Rf C.42
22

"

0.88
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DCHA-sé_képzés:

A kapott olajat 25 ml vizmentes dietiléterben oldottuk
és keverés kvzben cseppenként 980 ul /5 mi/ DCHA-t ad-
tunk hozzd. Hiltfszekrényben egy éjszakén 4t 4llni hagy-
tuk. A kivdlt kristdlyokat sziirtilk, éterrel mostuk, szi-
ritottuk.

Sdly: 2600 mg

TErmelds: 85 %

Op.: 110-132°C

20
D + 26.3° / ¢ = 1, metanol/

A kapott 2600 mg kristdlyos terméket 10 ml 40°C-os vize
mentes metanolban oldottunk, majd kezdeti zavarosoddsig
peroxid-mentes dietilétert adtunk hozzd. Egy éjszakdn
keresztill hiitdszekrényben dllni hagytuk, majd a kivdlt
kristdlyokat sziirtilk és peroxid-mentes dietiléterrel
mostuk.

Sdly: 1900 mg

Termelés: 73 %

Op.: 142-144°C

20
D + 25.4° / ¢ = 1, metanol/

BOC~D=dihidroxi-fenilalanin elfdllitdsa

Mindenben az L-mddosulatndl leirtak szerint jdrtunk el.
Atkristdlyositds utén termékink jellemz8i a kévetkezlk
voltak:

Sdly: 2650 mg

Termelds: 87 %

Op.: 143 -~ 145°C

20

Re

- 2503
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N_-BOC-His-OH el84llitdse

7.5 g /50 mil/ hisgtidint 70 ml dioxdn-viz l-l1 ardnyu
elegyében pH 10-en oldottunk, majd 100 mM /kétszeres
felesleg/BOC~pirokarbondtot adtunk hozzd. N ndtrium-
hidroxid segitségével a pH az egész reskeid idStartama
alatt 1l0=-es értdken tartottuk. 24 dra elteltével a pl=-t
5.6=re dllitottuk és motor vdkuumban szdrazre pdroltuk
a reakcid-elegyet. A termékiinket etanollal extrahdltuk.
Az etanol bepdrldsa utdn - 20°C-on kristdlyositva egy-
séges termékhez jutottunk.

Slilyz Tel 8
Tormelds: 57 %
Op.: 188 - 191°C

22
23
Re 0.82

N_ -, N BOC¥L-His-0H e18411itédsa

7.5 g /50 mil/ hisztidint 100 ml dioxdn-viz l-1 ardnyu
elegyében oldottunk, maJd a pH-t N ndtriumhidroxid se-
gitadgével 7.5 - 8.0 ktzttti drtdkre 4dllitottuk be. Ez
utdn 43.6 g /200 mM, kétszeres felesleg/ BOC-pirokarbo-
nédtot adtunk hozzd. ¥ nitrium-hidroxid segitsdgével a
pii=t & reakcid egész iddtartema alatt 7.5 - 8.0 kvzdtti
értéken tartottuk. 24 Sra elteltével a dioxdnt motor
vikuumban bepdroltuk, & vizes fdzis pH=-jdt 0°C-on 5 %=
o5 citromsav segitsdgével 3.0-ra dllitottuk be. A vizes
fdzist hdromszor 35 ml etilacetdttal extrahdltiuk, az
egyesitett szerves fdizist 5 % citromsavval, desztilldlt
vizzel mostuk és ndtrium-szulfdton szdritottuk. Bepdr-
lés uwtdn halvinysdrga olajat kaptunk.

Sdly: 2510 mg

Termelds: 14.8 %

" 0.18



BOC=D=5=-hidroxi=-tripto elddllitdsa

220 mg /1 mM/ D=-5-hidroxi-triptofdnt 2.5 ml dioxdn-viz
l-1 ardnyu elegyében oldunk, majd 50 mg aszkorbinsavat
adunk hozzd és a pH~t N ndtriumhidroxid segitsdgével
10-es értékre dllitjuk be. 270 mg /1.2 mll/ BOC-pirokar-
bondtot adunk az elegyhez és 5 drdn keresztiil 10-es pH
mellett kevertettilk. A reakeid-elegyet ezutdn desztil -
141t vizzel Stezdrdsére higitottuk és hdromszor 10 ml
dietiléterrel extrahdltuk. A vizes fézist 0°C-ra hiitdt-
tilk és cimtromsav oldattal a pH-jdt 3.0-ra 4dllitottuk.
Héromszor 10 ml etilacetdittal kirdztuk és az egyesitett
szerves fdzist desztilldlt vizzel semlegesre mostuk és
1 6rdn 4t vizmentes ndrtium-szulfdton £énytdl védve szé-
ritottuk. Vikuum-bepdrlds utdn barna olajat kaptunk.

Sdly: 260 mg
Termelés: 92 %

17
R 0.55

DCHA=-36 képzés

4 ml vizmentes etilacetdtban felvettilk az olajos bepdr-
ldsi maradékot és 180 ul /0.95 mi/ DCHA-¢ adtunk hozzéd.
Pér éra dllds wtdn fehér kristdlyos temmék vdlik ki.

Sdly: 317 mg
Termelés: 68 %
Op.: 200-205°C

Mindenben a D-izomernél leirtak szerint jdrtunk el. Ki-
induldsi mennyiség 480 mg /2.18 mll/ volt.

Sdlys 560 mg

Termelds: 80 %

Op.: 177-180°C

R3S 0.52
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14c~s§ggc;gildmogcko;;gie166111téaa

10 ul *o-kolin-kloridot / 3 ooo 000 cpm/ s 576 mg

/ 2 mil/ kolin kloridot 5 ml vizmentes dimetilformamid
és 6 ml vizmentes piridin elegyében oldottunk. 400 mg

/ 4 mll/ borostydnkésav-anhidridet adtunk hozzd, majd
argon atmoszféra alatt £él Srdn keresziiil 100°C~on tar-
tottuk az elegvet és tovdbbi 24 drdn &t szobahdén kever-
tettiik. Bzt kbvetlien 600 mg / 6mil/ borostydnkésav-an =
- hidridet adtunk hozzd és egy 6rdn 4t 100°C-ra melegi -
tettilk. Ezt kbvetfen a reakcib-elegyet 1 éjszakdin &t

- 20°C-on tartottuk. A kivdlt kristdlyokat szlirtik,
majd forrd etanolbdl ftkristdlyositotiuk.

Sdly: 800 mg
Termelds: 100 %

12
Rf 0.45

FMOC~ aslanin elfdllitdsa

4.45 g /50 mM/ béta-alanint 95 ml 10 %~-os ndtrium-kar-
bondtban oldottunk, majd 40 ml doxént adtunk hozzd és
0°*C-ra hiitdttik. Egy éra alatt 11.5 g fluorenil-metil-
oxi-karbonil klorid 80 ml dioxdnos oldatdt csepegtet -
tiik hozzd. 1 Srédn 4t 0°C-on, majd 24 Srdn 4t szobahdn
kevertettilk. Ezutdn 1500 ml jeges vizre Sntdttik a re-
akeid=elegyet, majd kétszer 100 ml dietiléterrel extra-
héltuk. A vizes fdzis pH=-jdt N kénsav segitségével 2.0~
ra dllitottuk, majd négyszer 100 ml etilacetdttal extra-
héltuk. Az egyesitett szerves fdzist desztilldlt vizzel
sevmentesre mostuk, majd 1 drdt 4t vizmentes ndtrium-
szulfiton szdritottuk, bepdroltuk. Fehér kristdlyos ter-
mékhez Jutottunk.

Suly: 12.4 g

Termelds: 79 %

3%2 0.90

Op.:  129-130°C
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FIOC~ ~alanil-klorid el tdsa

10 g /30 mi/ FMOC~-béta-alenint 50 ml 0°C-ra hiitdtt tionil=-
kloridban oldunk és 30 percen &t 0°C-on #llni hagyjuk. Pél
érdn 4t refluxdltatjuk a reakcid-elegyet. A tionil-klorid
felesleget vdkuumban bepdroljuk. A kapott sdrgds olajat
n~-hexdn segitadgével kristdlyositjuk.

Sily: 9.5 g

Termelés: 92 %

RS 0.85 / észter alakban/

| FMOC- - slanil-kolin eld1litdsa

10 g /30 mll/ FMOC-béta~alanil-kloridot 20 ml vizmentes
dimetil formamidban oldottunk és 1.85 g /13 mli/ kolin-
klridot adtunk hozzd. A pH-t tributilamint segitségével

6 = 6.5=-re dllitottuk. /Az eldnydsebb, enyhén lugos pH=-t
a THOC-csoport lugérzékenysége miatt nem alkalmazhattuk./
Pédr éra eltelte utdn a kolin-klorid nagy része oldatba
ment. Az elegyet tovdbbi 36 Srdn 4t szobahdn kevertettiik.
Bzt kbvetden motor vidkuumben bepdroliuk, a maradékot

100 ml kloroformban felvettilk és kétezer 20 ml desztil-
141t vizzel extrahdltuk. A vises fézist hiromszor 50 ml
oktilalkohollal kirdztuk, majd az egyesitett oktilalkoho-
los fizist kétszer 10 ml vizzel rdztuk ki. Bepdrldst ki-
vetden igen higroszkopos anyaghoz jutunk./Ez a tulajdon=-
sdg nem adott lehetséget az anyag kzelebbi jellemzésé-
re./

R%a 0,17
3}4 0.56
RS 0.47

-alanile-kolin elddllitdsa

250 mg /0.55 ml/ FMOC-béta-alanil-kolint 2.5 ml vizmen-
tes metanolban oldottunk és 62 ul 4N natriumhidroxidot
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adtunk hozzd. 12 éra elteltével - kromatogram alapjén -
tovdbbi 240 ul 4N ndtriumhidroxidot adtunk hhozzd. Ett8l
szémitott 20 perc alatt a reakcid lezajlott. A pi-t T-re
dllitottuk, bepdroltuk. A maradékot kétszer éterrel utd-
na etilacetdttal, majd kloroformmal, végiil etanollal £8z-
ik ki. Célvegyliletiink melléktermékektsl kisérve az etano-
los kbzegben taldlhatd. Az etanolt bepdrolva termékiinket
preparativ rétegen tisztitottuk.

SGly: 204 mg /higroszképos/

Texrmelés: /nem itélhetd meg teljes biz=
tonsdggal az igen nagyfoku

3%2 0.10nedvszivdé képesség miatt/
rgt  o.08

13
Rf 0.22

Z-D-glutaminsav el§sllitdse

Mindenben az N/benziloxi-karbonil/~3,4-dibenziloxi-
fenilszerinnél leirtak alapjdn jdrtunk el.
Kiinduldsi mennyiség: 50 g /330 mil/

Kapott anyag sulya: 50 g

Termelés: 49 %
Op.: 120-121°C

X7
Rf 0.76

19.6 ml /140 mil/ vizmentes trietilamin és 250 ml vizmen=-
tes kloroform elegyéhez 38.7 g /140 ml/ Z-D-gluteminsa -
vat és 14.7 ml /158 mll/ ' dimetil-szulfdtot adunk. Az ele-
gyet 1 éjszakdn keresztiil d1lni hagytuk, majd bepdroltuk.
A maredékot etilacetdtban felvetiilk, desztilldlt vizzel
mostuk és 1 Srdn 4% vizmentes ndtrium-szulfdton szdritot-
tuk. A szdritdészer kisziirédse utdn 27.5 ml /140 mM/ DCHA=%
adtunk hozzd. A kivdlt kristdlyoket sziirtiik, majd 900 ml
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forrd desztilldlt vizbll Atkristdlyositottuk. A kivdlt
texrmék sulya 29.7 g volt. /Op.: 170-1T71°C/.

A kapott kristdlyos texrmékbSl 2 N kénsav segitségével
DCHA~gé felszabaditdst végeztiink.

Sdly:s 9.3 g
Termelés: 90 %

Ryl 0.76

14 g /50 mll/ Z-gluteminsav-alfa-metildsztert 100 ml viz-
mentes kloroformban oldottunk és 0.75 ml ttmény kénsavat
adtunk hozzd, majd -~10°C-on 100 ml izobutént Sntdttink
rd és a reakeideddnyt légmentesen lezdrtuk. A reakcid-
elegyet 3 napig szobahdn 41llni hagytuk. Bepdrlds utédn a
maradékot 150 ml etilacetdtban felvettilk és négyszer 20
ml 5 %-os ndtrium-hidrogén~karbondttal kirdstuk. Az etil=-
acetdtos fdzist desztilldlt vizzel semlegesre mostuk,
majd 1 érdn 4t vizmentes ndtrium-szulfdton szdritottuk.
Bepdrlds utdn szintelen olajat kaptunk.

Sﬁly: 15»2 g

Termelds: 90 %

16
Re 0.92

10 g /30 mll/ Z-D=Glu/OBu®/-OMe-t 50 ml dioxdn-viz 1-1
arényu elegyében oldottuk €s 33 mlM 1 N ndtriumhidroxi~
dot adtunk hozzd. 1 éra mulva a reakcid pH-jit sdsev -
val 7.0-ra dllitottuk. A dioxdnt motor vdkuumban lepd-
roltuk. A maradék vizes oldat pH=-jdt sdsav segitadgével
1.0-ra dllitottuk. Etilacetdttal extrahdltuk, a szerves
Pdzist desztilldlt vizzel semlegesre mostuk, majd ndt-
rium-szulfditon szdritottuk és bepdroliuk. Nehezen
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kristdlyosodd elajat kaptunk.

Sdly: 9.3 g
Termelés: 95 %
Op.: 80-84°C

0.65

Pad/C katalizdtoron metanolos kdzegben hidrdltuk a megffe~
leld Z-védett kiinduldsi anyagot.
F,lhaszndlt mennyiség: 8.5 g /26.4 mii/

Kapott termék sdlya: 4.1 g

Termelés: 84 %

Op.: 183-185°C

3}9 0.11

BOC-D-G1lu/0Bu®/-0H el8411itdsa

Mindenben a BOC-dibenziloxi-fenilszerin elddllitdsdndl
leirtak sgerint jdrtunk el.

Felhaszndlt anyagmennyiség: 2.2 g /12 mi/

Kapott termék silya: 3.0 g /olaj/

16
3f 0.85
A kapott olajbél egy ekvivalens DCHA felhaszndldsdval
86t képeztiink.

Sduly: 4.1 g
T.rmelés: T2 %

Op.: 106-108°C

DCHA-gé felszabaditds utdn termékiink kristdlyosodott:
Op.: 102-103°C
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A kapcsoldsokhoz a klasszikus diciklohexil~karbodiimid
helyett vizoldhatdé karbodiimidet haszndltunk. / l-ciklo-
hexil/=3=/=2-morfolinoetil=/~karbodiimid-meto~p-toluol-
szulfondt; morfo-~CDI.

A reakeidk sordn haszndlt memnyiségeket és azok koncent-
rdcidjdt az alébbiak szerint vdlasziottuk meg:

BSA Sztercid-szirmazék DI
100 mg 100 mg 150 mg
40 mg/ml 100 mg/ml 200 mg/ml

BSA-oldat: 40 mg BSA-t dllanddé keverés kizben kis rész-
letekben oldunk 1 ml vizben 40 ul N ndtrium-
hidroxid segitségével.

Sgiteroid-oldat: 40 mg szteroid-szdrmazékot 0.4 ml piri-
din-viz l-l ardayu elegyében oldunk.

Karbodiimid-oldat: 60 mg morfo~CDI~t 0.38 ml piridin-viz
1-1 ardnyu elegydében oldunk.

A szteroid-oldathoz hozzdadtuk - dllandd keverés mellett-
& kabodiimid-oldatot, majd szobahén tovdbbi 30 percig ke~
vertettiilk,. A keverds tovébbi folytatdsa mellett lassu ii-
temben csepegtettilk a BSi-oldatot az aktivdlt szteroid -
hoz. A reakcid-elegyet szobahdén 24 Srdn 4t dllni hagytuk.

Feldolgozds:

A reakcid-elegyeket 24 Srdn 4% csapvizzel szemben diali-
zdltuk. Néhdny esetben kicsapdddst, zavarosoddst észlel-
tlink. Ilyen esetekben a dislizdtumot centrifugdltuk és a
Miilliszdt liofilizdltuk.

Reakcid=-elegyeinket néhdny esetben Sephadex C-25 oszlo=-
pon kromatografdltuk, majd liofilizdltuk.
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A fenti mdédszer segitsdgével dllitottuk el a kovet-
kezl konjugdtumokat:

 Sgzteroid-BSA konjugdtum Szteroid/BSA ardny
Tetrahidro~dezoxi-kortikoszteron 38
Tetrahidro-kortizon . 32
Tetrahidro-kortikoszteron 34
Tetrahidro~kortizol ' 27
Tetrahidro-aldoszteron 29
18~0H~koxrtikoszteron- ~etiolakton 23

I'd

Altalénos elfirat szteroid konjugdtumok- el18411itdadra

Cel mil szteroid-szirmazékot 1 ml vizmentes dimetile
formamidban oldottunk /néhdny esetben szuszpenddltunk/
majd - 10°C-ra hiltdttiik. Ezen a himérsékleten 16 ul
klérhangyasav-izobutiléeztert, majd 18 ul trietilamint
adtunk hozzd, és a reakcid~elegyet 1-3 percig kevertet-
tik. /Azokban az esetekben, amikor & szteroid-szdrmazék
dimetilformemidban nem oldddott tdkéletesen sav megkitd-
nek trietilamin helyett tributilamint alkalmaztunk, és
az aktiv észterképdédst addig folytattuk, mig a kiindé-
1ldsi szteroid-szdrmazék teljesen oldatba nem ment./

210 mg BSA=t 10 ml dioxdn-viz l-1 ardnyu elegyében 0.21
ml ¥ ndtriumhidroxid segitségével oldottunk.



A két oldatot egyesitettilk és 0°C-on 4 Srdn &t 4llni
hagytuk /kSzben a fehérje oldatban tartdsa céljibdl

és az acilezés végbemenetelének biztositdsdra a pH-t

Te5 = 8 értédken tartottuk.

Peldolgozds: A reakcid-elegyeket 24 Srdn 4t dramld csap=-
vizzel szemben dializdltuk. Kicsapdddst egyetlen esetben
sem észleltiink. Tovdbbi 24 Srdn 4t desztilldlt vizzel
szemben folytattuk a dializdldst. Az igy tisztitott reak-
cid=-elegyeinket fagyasztva szdritottuk.

A haptén/BSL ardny megdllapitdsdra nitrogén-analizist,
spektrofluorimetridt, és néhdny esetben - shol a
szteroid szerkezete ezt lehetdvé tette - UV spektrofoto-
metridt alkalmaztunk.

Vegyes~anhidrides kapcsolds segitségével a 34. és 35.
oldalon felsorolt valamemnyi szteroid-szdrmazdkot marha-
szérumelbuminhoz kapcsoltuk.

Az elvégzett analizisek eredményei bizonyitottdk, hogy
valamennyi konjugdtum esetében a felkapcsolt haptén
mennyisége 25 és 40 kBzbtt vdltozott BSA molekuldnként.

“mafha szérumalbuminhoz

fltaldnos elfirat: 0.1 mll védett neurotranszmitter-
karbonsavet 1 ml vizmentes dimetilformamidban oldunk
s - 10°Ce~ra hiitjik és 14 ul /0.1 mi/ £ém ndtriumrdl
desztilldlt trietilamin és 13 ul /0.1 ml/ klérhangya-
sav-igzobutilésztert adunk hozzd. A reakcid-elegyet

10 percig ~10°C-on kevertettilk.

120 mg BSA~t /1.75 ulM/ 6 ml dioxdn-viz 1l:2 ardnyu
elegyében oldottunk és a pH-t N ndtriumhidroxiddal
Te5 = 8 kbzé dllitottuk. Az oldatot 0°C=-ra hiitdtiik




és az eldzlekben elkészitett vegyes-anhidridet lassu

{itemben hozzdcsepegbettilk. A pH~-t t8bbszbr ellendriz-
tiik 8 7.5 - 8.0 kbz8tt tartottuk. A reakcid=-elegyet

4°C=on 4 drdn &% &1lni hagytuk.

Pisztitds: A reakeid-elegyet 24 drdn keresztill dramld
csapvizzel, mejd desztilldlt vidzel szemben dializdl-
tuk. Dializis utédn fagyasztva széritottunk.

Az alkalmazott BOC-védScsoport eltdvolitdsa

A liofilizdldssal nyert terméket 15 ml O°C-ra hiit®tt
nitrogénnal dtbuborékoliatott 80-85 Ji=~0s hangyasavban
oldottuk és 2 drdn 4t szobahén dllni hagytuk. A hangya-
savet dializissel tdvolitottuk el. A dializdtumot fa-
gyasziva szdaritottuk.

A haptén/BSA molardny aminosav-analizissel, ultraibo-
lya spektrofotometridval és egy esetben radioaktiv izo-
t6p alkalmazdsdval hatdroztuk meg.

Ezzel az eljdrdssal készitettilk a ktvetkezd antigénje-~
inket:

Weurotranszmitter antigén haptén/BSA ardny
D,L-D0OPS /noradrenalin/ 29
D«DOPA /dopamin/ 16
L-DOPA /dopamin/ 17
D-hisztidin  /misztemin/ 12
De5-0H-triptofdn /szerotonin/ 37
DL=5=0H=~triptofdn /gzerotonin/ 26
S1e /acetilkolin/ it
D=glutaminsav /GABA/ 42

L-glutaminsay /GABA/ 41
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BOC-L-DOPA-BSA el84llitésa /kerbamidben/

Af-oldat: 170 mg /0.3 mli/ BOC~L-DOPA~t kBzvetleniil kap-
csolds eldtt a szokdsos mddon DCHA-34jdbdl felszaba=-
ditottuk. A kapott szabad savat 1 ml vizmentes dime~
til-formamidban oldottuk, majd 0°C-ra hiltve 43 ul
/0.28 mi/ klérhangyasav-izobutilésztert és 45 ul /0.33
mi/ tikietilamint adtunk hozzd és 5 percig 0°C-on ke-
vertettik.

B/ oldat: 100 mg BSA-t 10 ml 8 M karbamid-acetonitril
1-1 ardnyu elegyében oldottunk.

Az A/ pont an elkészitett vegyes-anhidridet a B/ pontban
leirt BSA-oldathoz ontdttilk O'C-on. Az egyesitett reakcid-
elegyet 0°C=on 4 dran &t 41lni hagytuk.

A feldolgozdst mindenben &az dltaldnos elfiratban kdz8lt
médon végeztilk. A haptén/BSA hdnyados értékét UV spektro-
fotometridval hatdroztuk meg, és 24.5-nek adddott.

146 sMCc-BSA e16411itdsa /0.4 % SDS jelenlétében/:

A/ oldat: 96 mg /0.4 mi/ 4c-sMC 8 ml vizmentes dimetile
formamidban szuszpenddltunk /0°C-on/ és 90 ul tri-
butilamint és 52 ul /0.4 ml/ klérhangyasav-izobutil-
észtert adtunk hozzd. A reakecd-eclegyet 0°'Ceon 45
percig kevertettilk. /A reakecid befejezbdését a 14a.
SMC oldatban menetele jelezte./

B/ oldat: 150 mg BSA=-t oldotbunk 10 ml desztilldlt vizben

majd dllandd keverés mellett 1 ml 5 %-os SDS-t cse=-
pegtettiynk hozzd, a pH-t 1 N ndtriumhidroxid segitsé-
gével 7.5 = 8-ra dllitottuk, majd a keveréds folytatd-
sa mellett 4 ml dioxdnt adtunk hozzé.

A két plegy egyesitése wtdn a reakeidt 4 S6rdn 4t 0°C-on

dllni hagytuk. A reakecid feldolgozdsdt az dltaldnos elé-
iratban megadott médon - az izotdpokra vonatkozd szabd -
lyok betartdsa mellett - végeztilk. A haptén/BSA értékét

aktivitds-méréssel hatdroztuk meg: és 42-nek adddott.
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A/ oldets 28.4 mg /0.2 mli/ mukosavaet 0.5 ml vizmentes
dimetilformamidban oldottunk, majd az oldatot ~20°Ce
ra hils8ttiik,. Ekkor 26 ul /0.2 mil/ kldrhangyasaveizo-
butildsster és 47.5 ul /0.2 mi/ tributilamint adtunk
hozzd és 15 perecig -20°Cwon aktivdltuk.

B/ 15 pere eltelte utdn 47.7 mg /0.2 mlil/ He -alanilekelin
0.5 ml vizmentes dimetilformamidban kéeziilt oldatdt
adtuk az A/ oldathoz, majd 47.5 ul tributilemint cse-
pegtettlink hogszd. A reakeid~elegyet 60 percig «20°C-
on majd 2 drdn dt -5°C-on dllni hagytuk.

¢/ A reakeididl letelte utdn 26 ul /0.2 mii/klérhangyasave
izobutiléaztert és 47.5 ml /0.2 mll/ tributilamint ad-
tunk hoszd, és 15 percig -20°C-on aktivdltunk,

D/ 120 mg BSA~t 6 ml dioxdneviz l-l ardayu elegyében ol-
dottunk és az oldat pH-jdt N ndiriumhildroxid segitsé-
gével T.5 = 8.0-ra dllitottuk, majd az oldatot 0°C-re
hiitot ik,

A C/ pontban elkészitett vegyes-anhidridet hozzdbn -
tUttik a D/ pontban elkészitett BSA oldathoz és 4
drén 4t +4°Ceon d1lni hagytuk.

A feldolgozdst mindenben a *4C-SNMC-BSA €16411itdsi
receptjében megadottak szerint végesztiik.

A naptén/hordozd ardny meghatdrozdsdt kétféleképpen vé-
geatiiks
UV spektrofotometria segitaégével meghatdroztuk a hordo-
zén 1évé mukonsav mennyiségét. Ez az érték ll-nek addé -
dott.

Aminosave-analizissel a hordozén 1évd béta-alanin tartale
mat hatdroztuk meg, ami 9-10-nek adddott.

A fentiek alapjdn konjugdtumumk haptén/BSA ardnya: 9-11.
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A/ A Sepharose aktivdldse

100 g illepitett gélt nuccson Ytszbr mostuk nagy meny-
nyiségli desztilldlt viszzel. Ezutdn a géllel azonos tér-
fogatd desztilldlt vizet gntilnk hozgd, s jO1 szivé file-
ke alatt 500 mlees széles-szdjd £lzlpohdrba Untjlik,
melybe hémérS, pH-mérd elekitrddja meriil. A szuszpenzidt
KPG keverdvel kevertettiik. A gélhez 11.0 + 0.1 pl-n,
18~20'C kiUzbtti hdméradkleten kis részletekben aprdra
darebolt brdimeidnt adagoltunk. A pHe~t 4 N ndtriumhid-
roxid folyamatos csepegietésével biztositottuk. A hé-
méradkletet - szilksdg esetdn ~ jeges~vizes hiitdasel
dllitottuk be. Az utolad részlet brdmecidn beadagold -
84461l szdmitva kb. 1-1.5 drda 4t kevertettilk a szusg-
pinzidt, majd a reakeidt nagy mennyiségli jég hozzda -
ddsdval dllitottuk le. A gélt gyorsan /1/ sazlirtilk,

nagy mennyisdgii / 5 1 / kdlium-hidrogén-karbondt ol -
dattal mostuk, majd a kapoit akiivdlt Sepharose~t
agonnal /50-90 mp/ tovdbbi célre haszndltuk fel.

. 35K

intigének kapesoldsa:

10-10 g aktivédlt gélhez 100 mg neurotranszmitter-anti-
gén 10 nl 5 Jeos kdlium-hidrogén-karbondt cldatban ké-
sziilt oldatdt edtuk. /pH 9.0/. A reakcid~elegyet 24-48

drdra hiitdszekrénybe tettik ds slivrin megkevertilk. Bzt
ktivetfen a gélt szlirtiik, nagy mennyisdgll kdlium~hidro=-
gén~karbondt oldattal mostuk és 100 ml 2 M-os glicin
oldatot /5 %=o0s mc03-ban/ tntdttlink rd és tovdbbi 24
érdn 4t hiltSszekrényben, véglil 2 Srdn 4% szobahdn 411~
ni hagytuk. A gél kisziirdse utdn sok kdlium~hidrogén-
karbondttal mostuk, majd 2 ¥ kdliumkloriddal végil
deszt1ll4lt vizzel mostuk.
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A_gél tdroldsa

0.1 M acetdt-pufferben /pH 4.75/, mely 0.02 % ndtrium-
azidot tartalmaz.

Oxiddcidra érzékeny neurotranszmitterek esetében a td-
rolé puffer a ndtriumazidon kiviil 0.1 % aszkorbinsavat
is tartalmazott.

A fenti kapcsoldssal a kyvetkezd eredményeket értilk el:

Alkalmazott antigén felkapcsolt mennyiség
Advenalin-formaldehid-BSA 1.8 x 10~% M/kg
Noradrenalin-formaldehid&BSA 2.17 x 10~% w/xg
Dopamin-formaldehid~BSA 0.92 x 10~% M/kg
Szerotonin-formaldehid-BSA 1.57 x 10~% 1/xg
Hisztamin-formaldehid~BSi 1.72 x19™% M/kg

A felkapcsolt mennyiség meghatdrozdsdt minden esetben
aminosav-analizissel hatdroztuk meg, mely 5 percig
nuccson szdritott gélbll t6rtént mintavétel utdn ké-
szlilt. /nuccs-szdraz gél/.

C/ Al-Sepharose elfdllitdsa:

100 g aktivdlt gélt 100 ml 2 M-os diamino-hexdn
oldatba ®ntjiik /pH 9.5/ és 48 Srédra hiltSszekrény-
be tesszilk és siiriin kevergetjiik. A reakecifidd el-
telte utdn a gélt sziirjilk, nagy mennyiségi /5 1/
kilium-hidrogén~karbondttal 2 M-os, kdliumklorid-
dal, desztilldlt vizzel, végiil 0.1 M acetdt-puf-
ferrel mossuk.

A felkapcsolt diamino-hexdn mennyiségét DNIB-ke=-
zelés utdn spektrofotometridval hatdroztuk meg.

A kapott érték: 2.8-x 10™2M/1.
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Védett neuroitranszmitter-kerbonsavak kapcsoldsa
AH-Sepharose=hogz '

fMtaldnos ellirat:

1 mi BOC=védett neurotranszmitter<karbonsavat 2 ml viz-
mentes dimetilformamidban oldunk, és -10°C=on 0.14 ml

/ 1 mi/ trietilamint és 0.13 ml /1 mli/ klérhangyasave
izobutilésztert adunk hozzd. A reakcid-elegyet =10°C-on
5 percig kevertetjiik, majd azutdn a képzbdbit vegyes -
eanhidrid oldatdt 20 ml AH-Sepharose-hoz Ontjik, amely 20
ml dimetilformamid-aceton-viz 2:2:1 ardnyu elegyben volt
szuszpenddlva. A heterogén reakcid-elegyet +4°'C=on 24 6=
rén 4t rdzattuk. A reakeididd letelte utdn a gélt sziir-
tiik, majd dimetilformamid-aceton-viz 2:2:1 ardnyu ele =
gyével ytezdr mostuk.

A védécsoportok eltdvolitdsa eldtt a gélt 20, 50, 80 %
acetont tartalmazd aceton-viz eleggyel, majd vizmentes
acetonnal, ezt kbvetlen 20, 40, 60, 80,% dikldérmetént
tartalmazd acetonnal végiil vizmentes diklormetdnnal mos-
tuk. Az ily médon vizmentesitett gélt 30 ml 0°C-os tri-
fluorecetsav-diklormetén l-1 ardnyu elegyében szuszpen-
ddltuk, majd 1 Srdn 4t szohahdn 4llni hagytuk. A reakcid-
148 elteltével a gélt dikldérmetdnnal savmentesTe mostuk,
majd az eldbbivel ellentétes olddszer-gradienssel rehid-
rdltuk. A gélt a szokdsos médon tdroliuk.

A felkapesolt transzmitterek mennyiségét UV spektrofoto-
metridval, aminosav-analizissel, illetve radioaktivitds
méréssel hatdroztuk meg. Az ily mddon kapesolt neuro -
transznitter-szdrmezdkok jellemzését a kbvetkezd tdblé-
zat adja meg:
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Karboxildlt AH=Se se 4B-n Meghatdrozdsi
neurotranszmitter wmért koncentricid médszer
3,4=dihidroxi~ P
fenilszerin 1.8 xx10 - H/1 uv
3s4=dihidroxi~ -3 aminosav-
Defenilalanin 4.3 x 1077 M/kg analizis
3y4=dihidroxi B
L-fenilalanin 4.2 x 1077 M/kg aminosave
. analizis
Dehigztddin 1.9 10"3 M/kg aminosave
: analizis
Lehisztidin 2.0 = 10~2 1/ke aminosay-
analizis
DyL=5=hidroxi- o
$ripsofin 1.2 = XK10™2N/1 v
D=S=hidroxi=- -2
triptofdn 1.2 x 10" ¥/1 v
Deglutaminsav 1.5 x 10~2 M/kg aminosav-
analizis
Leglutaminsav 1.5 x 1072 M/kg aminosav-
: analizis
L4a_suc 2.8 = 107 W/xg redioakt.

nérés
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Osszefoglaléds

Szteroid-hormonok és neurotranszmitterek immunoldgiai
meghatdrozdsdnak kidolgozdsdhoz alkalmas szdxmezdékokat &l-
litottunk eld.

Szteroid~antigénjeink nagy réozét a mér meglévé funkceids
csoportok felhaszndldsdval, kisebb részdt uj funkcids cso-
port kiépitdsével szintetizdliuk. A két eljdrds egylittes
alkalmazdsédval 65 szteroid-antigént dllitottunk el6. A
szterold~RIA kifejlesztdsdnek Ovitdsére kidolgoztuk a
szteroid-hormonok kromatogrifids tisstitdsi 1lépést nem
igényld radiojdédozdsdt.

17 neurotranszmitier-szdmazdk és kiinduldsi neurotransz-
mitterek felhasznildsdval, kiilénbdzd kapesclési technika
gegitségével antigéneket szintetizdlitunk. Affinitds-kroma-
togrifids célokra & neurotranszmitterek immobilizdlt szdr-
mazédkait is elkészitettilk. Ezen szdrmazdkok antiszérumok
jellemzésére is felhaszndlhatdk.

Eredpényeink alapjdn érdekes kovetkezietdsre jutottunk:
neurotranszmitterek és egyéb kis molekuldju anyagok anti-
génje nem alkalmas RIA s ICC egyildejii kifejlesztéasédre.
Megdllapitottuk, hogy 2 szintézis sordn dtnid szempont-
ként kell figyelembe venni, hogy milyen célra késziil az
entigén.

Szoros Korrelic-idt taldltunk az ICC kifejlessztdsdre al-
kalmas antigének és a szdvetben fixdlt neurotranszmitte~
rek szexrkezete kozbit.

Az adrenalin-karbonsav szintézise sordn a szakirodalomban
- ilyen k¥riilmények k8z8tt - le nem irt gyiirlizdrdddst fi-
gyeltink meg. A gylirlizdrt vegylilet szerkezetét egyenérték-
gily-meghatdrozds, elemi analizis, IR~, UV, 1H-NMR-,
130-NMR-spektroazk6pia gsegitségével felderitettiik.
Antigénjeink mindségellendrzédsére UV-spekirofotometridt,
izoelektromos fokuszdldst, nitrogén-snalizist, aminosav-
analizist, spekitrofluorimetridt és radiocaktiv izotopokat
haszndltunk.



Konjugdtumainkkal végzett immunizdldsok bizonyitettdk,
hogy azok antitestek termelddését valtjdk ki. A kapott
szteroid-antiszérumok segitsdégével 45 esetben sikeriilt
kooperdld csoportoknak RIA-t kidolgozni, mely kSziil 9
esetben olyan specifikus volt az antiszérum, hogy a meg-
hatdrozds eldtt ninecs sziikedg a minta ellzetes kromato -
gréfids tisztitdsdra.

A neurotranszmitter-antiszérumok segitségével az adrena-
lin, noradrenalin, dopamin, szerotonin és hisztamin ese-
tében sikeriil ICC-t kidolgozni.

A RIA kifejlesztése folyamatben van.

Az immobilizdlt szdrmazékok felhaszndldsdval sikeriilt a
szerotonin-antiszérumot jellemeszni.
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Pilggelék

1. Az aldoszteron-antiszdérum keresstreakeidi:

aldoszteron 100 %
18-hidroxi-kortikossteron - 0.25 %
kortikoszteron 0.28 %
dezoxi-kortikoszteron , 1.07 %
17-h14m1 progesgteron 0.023 %
e uoxi—hortimnem 0.2 %
0.72 %
0.10 %
5046 &
ietmam-alduntom 21.0 %
2e p tot:ahidmﬂml antiszdrun keresztreakeidi:
 tetrahidro-kortizol 100 %
tetrahidro-kortizon 032 %
tetrahidro-kortikoszteron 1.5 %
tetrahidro~desoxi~kortizol 3.97T %
dihidro-kortizol 0.05 %
dihidro-kortizon 0,01 %
tetrahidro-kortizon 0.01 &
tetrahidro~kortikosdteron 1.5 &
tetrahidro~dezsoxi-kortizol 3.97 %
3. DHEA-gntiszérunm kereszireakeidi
DHEA 100 %
DHEA-gzulfdt 30 %
dezoxi~kortikoszteron 0,05 %
17-CH-progeszteron 0.05 &
teastosgteron 0,16 %
dihidro~tesutoszteron 0.05 &%
16~0H-DHEA 1.2° %
androsztendion 15.9 9
addroszteron 10.4 5o

pregnenolon 0,0 %



Patkény mellékvege-veld; antie-adrenslin antiszdérummeal keszdve

Patkéiny gyomor corpus rdésslet; anti-hisstemin sntissérummel
kezelve
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