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BEVEZETES

Az utdbbi években a természetes szerves anyagok kutatdsa
az egész vildgon ismét fellendillt, s valésdggal "reneszénszat"
41i, Mig a vitaminok &s a hormonok izolédlésa, valamint néhény
fontos antibiotikum felfedezése utfn azok szintetikus elBalli-
tidsa ipari méretekben is megoldddott, a szintetikus alapkuta-
tésok mellett biolégiailag é&s gydgyészatilag hatésos természe-
tes szerves anyagok keresése - elsSsorban nbvényl és allati
eredetii termékekbdl =~ rendkiviil fontossad valt., A bioldglailag
aktiv természetes anyagok jelentSsége az esetleges kdzvetlen
gybgyészati alkalmazédson kiviil az, hogy kitlin® modellanyagként
szolgéilnak szémos hatésos szintetikus termék elBallitdsit cél-
26 kutatisban, s a hatds elemzése pedig az €15 szervezet fon-
tos bilokémiai folyamatainak értelmezését eredményezfeti,

Ezt a folyamatot elsisorban az alkalmazott médszerek
nagymértékli fejlidése tette lehettvé, A 30-as, 40-es é&vekben
hasznédlt klasszikus izoldlasi médszerek &s kémial szerkezet-
felderités [lebontés, szintézis/ rendkiviil kis anyagmennyisé-
gek izoldlasara vagy nem voltak alkalmasak, vagy nagyon kdlt-
ségessé tették azt,

Az egyes anyagok fizikai sajdtsfgal mindig fontos szere-
pet jatszottak a szerves &és biokémiai gyakorlatban. Ezek az
alapjai mind a klasszikus, mind a modern elvidlasztisi médsze-
reknek &s a laboratdriumi munk@ban nélkiildzhetetlen kritériu-
mokat is megadjdk a tisztasfigra &s azonositésra vonatkozdan,

A kromatogridfia széles kdri fejlldése, uj dgak kialakulésa
|réteg~-, géz~, gfl-, iloncserés- &8s megoszlésoskromatogrifial,
valamint ezeken a médszereken alapulé nagy érzékenységii auto-
matizdlt készililékek elfallitésa lehetiséget teremtett kis
anyagmennyiségek kvalitativ, #s kvantitativ analizisére &s
tiszta dllapotban tdrténd elBallitéséra is.

A szerkezetl jellemzBk &s fizikal sajatsigok kdzdtti
Ysszefiiggéseken alapuld un, "fizikai-kémiai® mérdmbdszerek



egyre nivekvd szerepet jétszanak a szerves és bilokémidban,
nemcsak a szerkezet felderitésében, hanem analitikai és pre-
parativ munkfkban is., FEzeknek a médszereknek szémos ellnyllk
vans
a./ a molekulaszerkezetre sokkal pontosabb felviligosi-
tést adnak, mint a klasszikus kémiai médszerekyp

b./ a szilkséges mintamennyiség kicsi és &ltaléban a min-
ta visszanyerhetdy

c./ az eredmények legtdbb esetben gyorsan megkaphatdkj

d./ nagyrésziik olyan szelektiv &s érzékeny analitikai
médszer, amely né&lkilézhetetlen a tdbbkomponensii
elegyek elemzéséhez &s a szennyez?d komponensek ki-
mutatédsihoz;

e.]/ sok esetben folyamatos elemzés végezhets.

Ezek a mddszerek természetesen nagy jeletSségiiek bioldgiai
rendszerekben t8rténd kémiai folyamatok értelmezéséhez, az
818 szervezetbe bejuttatott egyes vizsgidlandd termékek 4at-
alakulésainak kdvetéséhez, azaz "metabolit" kutatds szempont-
jabél is, A komplex természetes anyagok szerkezetének meqg-
hatédrozéasiban elért ujabb sikerek is elérhetetlenek lettek
volna ezen mdédszerek nélkiil, A fizikai-kémiai médszereknek
rutinvizsgilati médszerekké vald fejlddésében a legfontosabb
tényez?d természetesen a milszerezés terén vald ellrehaladés
volt, hiszen a kutatésban vald fejlSdés els@sorban a minden-
kori technikail fejlettségtfl figg.

R&%viden tehét azt mondhatndk, hogy a bioldgiai, bioké-
mial kutatdsok perspektivikus jellegéhez nélkiiléizhetetlen
a korszeril elvdlasztéstechnika és fizikai-kémial nilszeres
vizsgaldémddszerek fejlettsége,

A fentieket szillkségesnek tartottam elmondani, mivel a
Semmelweis Orvostudoményi Egyetem Gydgyszertani Intézetdben
-~ ahol disszerticidmat készitettem -~ egy specifikus blolé-
giai hatéssal bird anyagesaldd tisztitésival &s izoldlasdval



foglalkozunk. Ezek a kiil&nb®z8 szdvetekbBl nyert "cellulinok",
pozitiv inotrép hatéssal rendelkez® endogén anyagok, amelyek=
nek létezését és hatdsit Knoll fedezte fel &s mutatta ki,
mir 1951-ben békamdyj perfuzétumban [1/.

Azt észlelte, hogy az izolédlt békamidyj Ringer oldattal
tdrténd perfuzidja utén a forralt, sziirt perfuzfitum a kinin-
nel hipodindmmi tett sziven erSs é&s tartds kardiotdSnikus ha-
tidst fejt ki, A hatis elemzése azt mutatta, hogy a perfuzitum=-
ban egy ismeretlen anyag jelenik meg, mivel a hatas a szdve-
tekb3l kimoshatd ismert kardiotdénikus anyagoktdl elkiildnithetd
volt /2/.

Kitlint tovabbéi, hogy ez az ismeretlen kardiotdnikus anyag
a béka més szdveteinek [bSr, hugyhbélyag, vese, végtag, viris-
vérsejt, stb./ Ringer oldattal tdrténd perfuzidja, illetve mo-
s8sa sorén is oldatba lép és a legkiil®nf&lébb szdvetekben ki-
mutathaté a jelenléte /3, 4/.

Knoll és mts—-i 1958 és 1965 kézbtt végzett nagyszému ki-
sérletben azt tapasztaltik, hogy kil®nbdz8 szdvetekbSl valto-~
26 mennyiségben &llithatdk eld cellulinra jellemz@ specifikus
haté&su kivonatok.

Az eddigi vizsgilatok céljdra f35leg a bé&kablrb5S1l nyert
cellulint - megkiil®nbiztetésiil a tSbbitfl Knoll cellulin A~
nak nevezte el - hasznfltdk, mivel a bfr tartalmazza a leg-
nagyobb mennyiségben a cellulint.

A kutatésok eredm®nyeként a békabirbBl nyert cellulin-A
és a bellle lebomlés utjdn keletkezld cellulin-B ti&ztitésa és
szerkezetvizsgilata /5, 6/ szamos értékes informlcidt nyujtott
az anyag bioldgial &s kémiai tulajdonsfgait, valamint a szer-
kezetét illetden /7/.

Az eddigi kutatésok els@sorban erre a két anyagra vonat-
koztak. Azonban, mint ahogy emlités tdrtént, mis szdvetperfu-
z@tumok is tartalmaznak cellulinhatésu anyagokat, kézenfekvi-
nek latszott ezeknek a vizsgédlata is., Anndl is inké&bb, mivel
a cellulin-A &8 cellulin-B tisztitésa sorin szimos metodikai
tapasztalatot sikeriilt nyerni, amelyek ilyen sokkomponensii
rendszerekkel vald munka esetében rendkivill szilks®gesek /[8712/.
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Ugyanakkor mé&s szdvetb?l nyert cellulinhatisu anyag tovabbi
informicidt szolgdltathat az anyag bioldgiai szerepét illetd-
en, ha annak szerkezetdt &s hatdsmédjit ¥sszevetiilk a béka-
bSrbSl nyert cellulin-A hasonld jellemzSivel.

Mintegy méAsfél évvel ezelftt abba a szerencsés helyzetbe
kerilltem, hogy feladatul tilzhettem ki a cellulinkutatés egyéb
munkédlatai mellett, hogy béka-hugyhdlyaghdl nyert kardiotdni~
kus hatfésu nyers prepardtum tisztitisival és kémiai szerkezet
kutatasival foglalkozzam, A probléma sokoldalu izolélasi és
kémial Ardekessige, valamint bioldgiai jelentlsége vezetett
arra az elhatédrozésra, hogy ezt doktori dolgozatom témdj&ul
vilasszam,

Az anyag izolédlésa &s a kémial szerkezetre utald informé-
cibészerzés érdekében a modern elvilasztistechnika legfontosabb
mbédszereit, illetve médszerkombinfcidit igyekeztem alkalmazni,

E helyt szeretném mindenekeldtt

k8szb5netnyilvédnitasomat

kifejezni professzoromnak, Dr. Knoll Jézsef akadémikusnak

az anyag felfedezUjének &8 a téma irdnyitdjénak, hogy a vizs~-
gédlatokban az Intézetében, nemzetk®zi szinvonalon felszerelt
kutatdlaboratédriumban részt vehettem &8s az eredmények egyik
r&sz8b31 ezt az &rtekezést megirhattam,

Nagy hdldval tartozom baritomnak és kollé&gé&mnak, Dr.
Kaldsz Hubfnak az elvidlasztastechnikai munkacsoport vezets-
jének, a munka sorén adott tanicsaiért, az értékes gyakorlati
utmutatiasokért &s elvi konzulticidkért.

A kémiai szerkezetvizsgilat sordn nyujtott segitségéért
Dr. Tamis Jézsefnek &8 Dr, Sohdr Pélnak tartozom k3szinettel.

Technikai munkatérsaim k®ziil Dell Rébertnénak, az abriak
lelkiismeretes elkészitéséért, Podmaniczky Johannénak pedig a
kisérleti technika sorin nyujtott értékes munkdjdért tartozom
sok hdléaval,



CELKITUZZES

Az izoldlds és az anyag kémial természetfnek megismerése
&rdekében célkitiizésem két £5 irdnyvonalat kivetetts

1./ A specifikus cellulin hatéssal rendelkezd anyageso-
port egyik tagjénak a béka-hugyhblyagbél nyert forralt kis-
molekulasulyu anyagnak a tisztitdsa és vizsgilata a benne els~-
forduld szerves anyagok természetét &és szerkezetét illetlen.

2./ A tisztitdshez és az anyag vizsgilatihoz alkalmas
mdédszerek keresése)illetve kifejlesztése,

1. Az effektiv tisztitéds elftt bizonyos elStisztités el-~-
végzése szllkséges, mivel a tisztitést megneheziti az a tény,
hogy a nyers preparidtum praktikusan a szdvetekben elSforduld
anyagok szémtalan sokasigit tartalmazza [fehérjék, polipepti-
dek, lipoidok, szervetlen sdék, kismolekulasulyu anyagok, sth/.
A bioldgiai aktivitds hovatartozésinak megillapitésa utéan
célom az volt, hogy az els® lépésekben a hasonld szerkezettel
rendelkez® anyagok #8 anyagcsoportok egylitt, vagy egymiashoz
kézel eluélédjanak, a tisztitdsi sorozat végsS lépésében pe-
dig nagyhat&su analitikai médszerekkel ezeket a hasonld anya-
gokat egymiastdl megkiildnbdztetni, esetleqg azonositani tudjam,
FPgyideijlileg szilkséges volt az egyes tisztitott komponensek
preparativ léptékben tirténd elBallitédsa is a fizikai-kémiail
milszeres szerkezetvizsgialathoz.

Az itt kidolgozott eljdrdsok minimélis viltoztatédssal
alkalmazhatdk egyéb kismolekulasulyu, bioldgiailag aktiv anya-
gok tisztitdséra #s azonositésidra, valamint az emberi &s &lla~
ti szervezet sajéit és testidegen anyagainak metabolit vizsgé-
latéra, Az anyag effektiv tisztitésa megfeleld mddszerekkel
oly médon.:tSrtént, hogy a specifikus kardioténikus aktivitis
megmaradjon, 8 a kapott biolégiailag aktiv részek elkalmasak
legyenek szerkezetvizsgilatra. A nyers preparitum szisztematis
kus atvizsgilasa valamennyli bennilk tal&lhatd szerves vegylllet



szempontidbél érdekes, &8 jelenlétilk kideritése a tisztitott
anyagban is célszeril, A szidmottevd komponensek mennyiségi vi-
szonyainak megbecslése is lehets®ges az alkalmazott modsse-—
rekkel,

Emellett célszeriinek léatszott, hogy a nyers izol&tumban
jelenlévs egyéb kismolekulasulyu fragmenseket is megismerjem,
amnelyek az aktivitdssal ugyan nincsenek kézvetlen Ssszefiig-
gésben, de fontos informicidkat szolgAltathatnak a "cellulin-
szerii” rendszerek metabolikus Atalakulésaira vonatkozdan,

2. Az irodalomban leirt mdédszereket s azok &ltalam
tovibbfejlesztett vdltozatait alkalmaztam bomlékony kismole-
kulasulyu anvagok tisztitdséira,
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ElsC fejezet

BIOLOGIATI ATTEKINTES

1. A cellulin és a cellulinszerili anyvagok

Az anyag ill. anyagesoport biloldgiai tulajdonséagairél,
jelentGségér5l csak egészen rdviden szeretnék emlitést tenni,
mivel ez tartalom &s terjedelem szempontj&bdl is meghaladnd a
dolgozat kereteit.

Itt elsBGsorban a tisztitdshoz sziikséges bioldégiailag ak-
tiv nyersanyag 2188llité&sérdl, néhény fontos tulajdonségardl
és a bioldgiai hatfds identifikdlisérdl tennék emlitést, Az
eddigi kutatisi eredmények részletes ismertetése &s leirdsa
k8zlemények, elfaddsok &s disszertécidk formé&jéban az érdeklS-
d8 széamira megtaldlhatd Knoll /5/, Kelemen /13/ &s Kecskeméti
/14 / munkdiban.

Knoll a szdvetperfuzétumokban megjelend, mindeddig isme-
retlen kardiotonikus hatésu anyagot 1957-ben cellulinnak ne-
vezte el. A fogalom vonatkozik a kiildnféle szdvetek specifi-~
kus kardiotonikus anyagaira is. Kutatésail egészen az 50-es évek
elejéig nyulnak vissza, amikor ahhoz a felismeréshez jutott,
hogy "békasziven - alkalmas feltételek mellett - olyan endo~
gén anyag mutathatd ki, amelynek specifikus szerepet tulajdo-
nithatunk a nyugalombdl az ingeriiletbe tdrténd transzformicid
folyamat&ban'? Knoll a cellulinok biolégiai szerepét illetBen
ugy véli, hogy a kiildnb8zd szdvetek cellulinjai felelSsek a
sejt nyugalmi &llapotbdl aktiv allapotba vald "transzforma-
l4s&ért". A cellulinok tehét transzformer anyagoknak tekint-
hetSk, melyeknek a sejtmembrin ionpermeabilit@sénak megvaltoz-
tatéséban specifikus szerepilk van,

® Akadémiai székfoglald elBadds., Elhangzotts: 1970, méj., 5.-én.
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2. A cellulinszerii anyagok specifikus hatésa

Knoll a cellulinhatésu anyagok identifikélasét izolalt
béka~ &8 emlSssziven végezte. A killdnfile szbvetekbll nyert
cellulinszeril anyagok akut kisérletekben képesek extrém kililsd
k&lium~koncentréicidk mas ismert vegyliletekkel befolyasolhatat-
lan szivbé&nitd hatésdt antagonizélni /15/.

A hatés elemzését nézzilk egy kicsit részletesebben.
A normélis Osszetételll Ringer oldatban /112 mM NaCl, 1 mM Caclz,
1 mM NaHCO3, 1 mM KC1l/ ha ndveljilk a k&lium-koncentrééidt,
mind a spontdn miikddd, mind a ritmikus &ramcsapésokkal milkdd-
tetett békasziven a koncentricidval arényosan gyengiil a kont~
rakcidk ereje. Nagyobb kdliumkoncentréicidk t&bbszdri atmosas
utén diasztoléban megéllitjidk a szivet. /A békaszivek kdlium
ionok irdnti &rzékenysége jelentds szezondlis ingadozist mutat/.
Knoll /16, 17/ igazolta, hogy a 27 mM KCl tartalmu Ringer
oldatbhan diasztoléban megdllt sziv is spontén visszanyeri
miik345 képességét [1. ébra/.

Lo s 1 |

01 5 10 15 ora

1. dbra, Izoldlt, spontén miik8d8 békasziv alkalmazkodésa
a 27 mM KCl-ot tartalmazdé cellulin-specifikus
Ringer oldathoz.
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A sziv ujranik®dése azonban csak 6rék mulva kezdfdik el
/atlagban 5 6ra/, s az ujramiikddési szakasz valtozd [né-
hdny perctfl - t8bb 6raig/.

Az adaptécid jelenségének felfedezése &s kisérleti
igazolésa utén sikeriilt kimutatni, hogy a 27 mM /2 mg/ml/
KCl-ot tartalmazé Ringer oldat specifikus, mivel olyan
extrém feltételeket teremt, amelyek mellett az ismert pozi~
tiv inotrdp hatésu anyagok hatéstalanok. Ilyen anyagok: az
adrenalin, CaClz, digitoxin, strophantin, stb., valamint
kildnbsz8 emlSsillatok szérumai., Az izoproterenol id®nként
mutatott valami csekély hat@st, ez azonban béta-adrenerg
bénitdkkal minden esetben gdtolhatdé volt. fppen ezért a
cellulin-specifikus hatést békasziven a kivetkezl mbdositott
8sszetételll Ringer oldatban /CS-Ringer/ kell vizsgdlnis
112 mM NaCl, 27 mM KCl, 1 m CaCl,, 2.107° TTX /tetradotoxin,
2,5.1077 LB-46 dl-4-/2-hidroxi-3-izopropilaminopropoxi /indol

A fentiek alapjén Knoll feltételezte, hogy a békasziv
egy specifikus anyagot termel, aminek segitségével alkalmaz-
kodik a k&lium tulsulyhoz. Fz a specifikus anyag a cellulin,
amely felhalmoz6dik a membré&n felliletén és képessé teszi azt
a magas kdlium-koncentricidéban tdrténd milkddésre., Hasonld
hatésu anyagokat mutatott ki a legkildnb8zObb merv és szdvet~
perfuzdtumokbsdl, melyeknek vizsgdlata a jelentSsen nagyobb
mennyiségek révén kdnnyebbnek létszik, mint a szivb®l adaptéa-
cid révén felszabaduld cellulin vizsgalata.

Hasonld jelleglli kdliumantagonista hatds észlelhetd izolélt
emlSssziv készitményeken is, azzal a killdnbséggel, hogy a
¢sak 27 mM KCl hatisit katecholaminok is antagonizélhatijik,
teh&t a specifikus titrdlas béta-receptor gitld jelenlétében
a kivatkezd Osszetételil Tyrode oldatban t&rténhet:

149,2 mM NaCl, 27 mM KC1l, 3,6 mM CaC1272 1 mM MgClz, 0,4 mM
NaH,P0,, 11,9 mM NaHCO;, 5,0 mM glikéz, 10™° TTX &8 3.107°
LB~46.

Knoll mér 1954-ben eljutott ahhoz a munkahipotézishez,
hogy az ismeretlen anyag organikus kalcium-komplexet tartal-
maz &8 ez adja a kardiotonikus hatést.

A kés®bbi kisérleti adatok ezt az elgondolést igazolték.

























































































































































