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An affinity resin for the isolation of the serotonin receptor from nerve ending membranes was
prepared by coupling tryptamine, 5-methoxy-tryptamine or serotonin to CNBr-activated Sepharose
4 B. The tryptamine derivatives, N-6-(aminohexyl)-tryptamines, were obtained by subsequent con-
densation of the corresponding indole derivatives with oxalyl chloride and &-aminocaproamide and
reduction with LiAlH, . The 6-aminohexyl-group was used as spacer to link covalently the primary
amino-group of tryptamine to agarose. — An extract of membrane proteins isolated from rat brain
was resolved on this affinity resin into two fractions as compared with only one fraction using

unsubstituted Sepharose 4 B.

Einleitung

Zur Aufklarung der Prozesse, die bei der Reiz-
iibertragung an den Synapsen ablaufen, spielt die
Untersuchung der Funktion von Transmittermole-
kiilen eine wesentliche Rolle. Chemische Transmitter
sind Molekiile, die aus den Nervenendigungen durch
elektrische Impulse in den synaptischen Spalt ausge-
schiittet werden und an der subsynaptischen Mem-
bran eine Permeabilitatsanderung fiir Ionen hervor-
rufen. Wahrend die physiologische und pharmakolo-
gische Wirkung von Transmittern eingehend studiert
wurde, ist recht wenig iiber die molekularen Pro-
zesse, die an der synaptischen Membran ablaufen,
bekannt. Zur Kenntnis dieser Vorginge ist die Iso-
lierung der Acceptormolekiile, die den Transmitter
binden und dabei vermutlich iiber eine Konforma-
tionsinderung die Ionenpermeabilitit der Membra-
nen steuern, notwendig.

Fir den wichtigsten Transmitter, das Acetyl-
cholin, gelang unlingst die Isolierung seines Accep-
tormolekiils 173, Fiir andere biogene Amine, wie
z. B. das Serotonin (1), das im Zentralnervensystem
gefunden wird und dessen Beteiligung an der Reiz-
iibertragung weitgehend gesichert ist*8, obwohl
seine definitive Einordnung als Neutrotransmitter
noch aussteht, miissen analog zum Acetylcholin Ac-
ceptormolekiile gefordert werden.

Sonderdruckanforderungen an Professor Dr. W. Wese-
mann, Institut fiir Physiologische Chemie, II, Philipps-
Universitit, D-3550 Marburg/Lahn, Deutschhausstr. 1—2.

Die vorliegende Arbeit soll durch Fixierung von
Serotoninderivaten an polymerem Trigermaterial
die experimentellen Voraussetzungen zur Isolierung

von Serotonin-Rezeptorsubstanzen aus synaptischen
Membranen 8 ? schaffen.

Fixierung von Serotonin-Derivaten an poly-
merem Tragermaterial

Trigermaterial und Auswahl der Fixierungsposition
am Serotonin

Von den zur Fixierung des Serotonins geeigneten,
unloslichen Polymeren Polyacrylamid 1%, Cellu-
lose !, Glas!®> und Agarose!® wurde als Triger-
material Agarose gewahlt, da sie sich durch eine
gelartige weitporige Struktur, ihren hydrophilen
Charakter und das Fehlen von ionischen Gruppen
auszeichnet. Nach Axen et al. 1% 15 1aft sie sich unter
schonenden Bedingungen mit Bromcyan in eine ak-
tivierte Form umwandeln; diese ist durch Nucleo-
phile substituierbar, wobei kovalente Bindungen ge-
kniipft werden 16.

Zur Darstellung des geeigneten Affinitatsharzes
ist es weiterhin wichtig, Kenntnis von der fiir die
Wechselwirkung zwischen Serotonin und Acceptor-
molekiil erforderlichen Geometrie und Ladungsver-
teilung zu haben; denn nur wenn diese Wechselwir-
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kung zwischen Serotonin- und Acceptormolekiil bei
der Chromatographie erhalten bleibt, kann mit einer
erfolgreichen Abtrennung am Affinitdtsharz gerech-
net werden. Aus Untersuchungen iiber die Beziehun-
gen zwischen Struktur und Aktivitdt von Serotonin
und Serotonin-Derivaten ist bekannt, dall Mono-
alkylierung der Aminogruppe in der Seitenkette die
biologische Affinitdt von Serotonin nur unwesent-
lich beeinfluBt 1718, Dariiberhinaus lassen wichtige
Serotoninantagonisten, wie das Lysergsdurediathyl-
amid (2) von ihrer Struktur her vermuten, dal}
eine Substitution der Aminowasserstoffe dann tole-
riert wird, wenn der Abstand der Aminogruppe zum
Indolring erhalten bleibt und die Einstellung der
Seitenkette in eine bevorzugte Konformation mog-
lich ist 1% 20, Diese Befunde legen

nahe, Serotonin iiber die Aminogruppe der Seiten-
kette am polymeren Triger (Sepharose 4 B) zu
fixieren.
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Um die Zuginglichkeit der Serotonin-Acceptor-
molekiile zum polymer gebundenen Bindungspart-
ner sicherzustellen, wurde zwischen Serotonin und
Sepharose 4 B ein C-6 Alkylrest (Spacer) eingefiigt.
Die kovalente Fixierung dieses N-alkylierten Sero-
tonin-Derivates vom Typ 3 an die aktivierte Sepha-
rose 4B erfolgte iiber eine endstindige Amino-
gruppe. Neben dem Sérotoninderivat 3d wurde die

Rm CHa=CHyTN=CH,(CHy),CHy~NH,
N |

H | |

| |
| |
|
|
|

¢ R=0CHj,

R
R d R=OH

oW

H
OBzl.
3

Methoxyverbindung 3¢ dargestellt, um die Oxida-
tionsempfindlichkeit, bedingt durch die 5-Hydroxyl-
gruppe, auszuschalten. Um den Einflul der 5-Hy-
droxy- bzw. 5-Methoxygruppe auf die Bindungs-
konstante zwischen Serotonin und seinem Acceptor-
molekiil abschitzen zu konnen, wurde auflerdem die
5-Desoxyverbindung 3a dargestellt.
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Syntheseweg

Ausgangsprodukte fiir die Serotonin-Derivate
3a—d waren Indol (4a) bzw. dessen 5-Methoxy-
(4¢) oder 5-Benzyloxyderivat (4b). Nach Speeter
und Anthony ?! lassen sich Indol und dessen Deri-
vate durch Oxalylchlorid an C-3 elektrophil substi-
tuieren, wobei aus 4a — ¢ Glyoxylsdurechlorid-Deri-
vate vom Typ 5 entstehen. Diese sind reaktiv und
reagieren mit Aminoverbindungen glatt zu Amid-
derivaten. Setzt man die Sdurechloride 5a —c¢ mit
Hexamethylendiamin um, so sollte unter Kniipfung
einer Amidbindung gleichzeitig ein C-6 Alkylrest und
eine w-stindige freie Aminogruppe in das Molekiil
eingebaut werden. Da Hexamethylendiamin als bi-
funktionelles Amin zweifach substituiert wird, muf}
eine seiner Aminogruppen geschiitzt werden.
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Verwendet man statt Hexamethylendiamin
6-Amino-capronsaureamid (6), so hat man eine
C-6 Verbindung in der Hand, die sich glatt mit den
Sédurechlorid-Derivaten 5a—c¢ zu 7a—c umsetzt.
Die Amidgruppen 7a — ¢ lassen sich mit komplexen
Hydriden reduktiv in Aminogruppen umwandeln,
wobei gleichzeitig die Carbonylgruppen des Gly-
oxyloylrestes in Methylengruppen reduziert werden.
— Waren 3a und 3c¢ direkt zur Umsetzung mit
CNBr-aktivierter Sepharose bereit, muf3te bei 3b erst
der Benzylrest abgespalten werden.

Synthese der Serotonin-Derivate 3a — d

N6.{ [Indolyl- (3") ]-glyoxyloyl }-6-amino-capron-
sdureamid (7a), dessen 5-Methoxy- (7¢) und
5-Benzyloxy-Derivat (7b)

Fir 7a—c war es notwendig, 6-Amino-capron-
sdureamid darzustellen. Eine Methode von C. S.
Marvel et al.??, die die 6-Amino-capronsédure durch
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Veresterung in Athanol/Chlorwasserstoff zuerst zum
6-Amino-capronsauredthylester und anschliefender
Ammonolyse in 25-prozentigem Ammoniak zum
Amid tberfithrt, verlief unbefriedigend. Entgegen
den Angaben der Autoren entstand nicht nur das
Amid 6, sondern auch 6-Amino-capronsiure, die
im Diinnschichtchromatogramm LS I, Cellulose)
vom Amid getrennt werden konnte. Von den beiden
Ninhydrin-positiven Substanzen entspricht die mit
dem groBeren Rp-Wert dem Amid 7, die langsamer
wandernde Substanz der 6-Amino-capronséure.

Da die préparative Abtrennung des Amids von
der Sdure unbefriedigend verlief, wurde ein anderes
Verfahren fiir die Darstellung von 6-Amino-capron-
sdureamid notwendig. Schiitzt man 6-Amino-capron-
sdure an der Aminogruppe durch den Carbobenz-
oxyrest und behandelt die geschiitzte Verbindung
mit Thionylchlorid, so wird N-CBZ-6-Amino-capron-
sdurechlorid gebildet, das bei Ammonolyse N-CBZ-
6-Amino-capronsdureamid gibt. Durch katalytische
Hydrierung wird der Carbobenzoxyrest abgespalten
und chromatographisch reines 6-Amino-capronséure-
amid gebildet. — Da Hartmann und Holler 23, die
diesen Syntheseweg bereits benutzten, keine experi-
mentellen Angaben machten, werden in der Ver-
suchsbeschreibung die Reaktionsbedingungen zur
Darstellung von 6-Amino-capronsdureamid angege-
ben. Um die zur Darstellung von 7a —c¢ erforder-
lichen Indolverbindungen 5a —e¢ zu erhalten, wur-
den die Indol-Derivate 4a — ¢ durch Behandeln mit
Oxalylchlorid an C-3 acyliert 2! und die Saurechloride
S5a—c¢ mit 6-Amino-capronsdureamid zu den Ami-
den 7a — ¢ gekuppelt.

N-(6-Amino-hexyl)-tryptamin (3a), dessen 5-Meth-
oxy- (3¢) und 5-Hydroxy-Derivat (3d)

Kocht man 7a — ¢ in Gegenwart eines Uberschus-
ses von Lithiumaluminiumhydrid in Dioxan unter
RickfluB}, so erhdlt man ein Reaktionsgemisch, aus
dem sich durch Umsetzen mit 3.5-Dinitrobenzoyl-
chlorid die Bis-3.5-Dinitrobenzamide von 3a — ¢ iso-
lieren und charakterisieren lassen.

Wie die Dinnschichtchromatogramme (Kieselgel,
LS III) zeigen, enthalten die Reaktionsgemische
neben einer Hauptkomponente sowohl schneller als
auch langsamer wandernde Nebenprodukte. Die
Ubertragung der analytischen Diinnschichtchromato-
graphie der N-(6-Amino-hexyl)-tryptaminderivate
3a —c auf prdparative Sdulenchromatographie ge-
lang weder beim Benutzen von Kieselgel noch von
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Cellulose als Sorptionsmittel. In allen Fallen konn-
ten nur unreine Substanzen isoliert werden. Offen-
bar zersetzen sich 3a—c¢ wahrend der Chromato-
graphie. Um starke Adsorption und extreme pH-
Werte zu vermeiden, werden die Reaktionsprodukte
nach der Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid
am Kationenaustauscher (Cellex P, 0,1 N Natrium-
formiatpuffer, pH 3,5) adsorbiert und durch stei-
gende Salzkonzentrationen (Natriumchlorid) aufge-
trennt. 3a entstand in 27,9-prozentiger, 3b in 16,4-
prozentiger und 3¢ in 33,3-prozentiger Ausbeute. —
Ahnlich niedrige Ausbeuten wurden bereits von
anderen Mono-N-Alkyltryptaminen beobachtet, wah-
rend Di-N-Alkyltryptamine bei gleicher Reaktions-
folge in wesentlich hoheren Ausbeuten ent-
stehen 2+ 25, Offenbar hydrolysieren die Zwischen-
stufen der Mono-N-Alkylverbindung bei der Li-
thiumaluminiumhydrid-Reduktion in Gegenwart ge-
ringer Mengen Wasser zu den entsprechenden Alde-
hyden.

Wihrend 3a und 3¢ direkt mit CNBr-Sepharose
4 B umgesetzt werden konnen, wurde bei 3b durch
katalytische Hydrierung der Benzylrest abgespalten.
Aus 3b entsteht die 5-Hydroxy-Verbindung 3d, die
sich diinnschichtchromatographisch (LS III) durch
ihren geringeren R;-Wert (0,3) deutlich von dem
Ausgangsprodukt 3b (R-Wert 0,4) unterscheidet.

Darstellung der Sepharose 4 B-Derivate 9a, ¢, d

Setzt man gequollene CNBr-aktivierte Sepharose
4 B mit den Serotoninderivaten 3a, e, d in alkali-
schem DMF/Wassergemisch um, so werden diese
kovalent an das Polymer gebunden. Bei dieser Reak-
tion kann man davon ausgehen, daf} sich hauptsich-

7_0\
/ C=N-H + 3a,c,d —>
"y
8
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— 0~C-N~(CH)g =N ~CHy~CHy T R
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|—OH H

9a,c,d

lich die primdren Aminogruppen von 3a, ¢, d mit
der Teilstruktur 8 der Sepharose zu 9a, ¢, d um-
setzen 16; denn trotz starkerer Nucleophilie der se-
kundiren Aminogruppe in der Seitenkette sind die
primdren Aminogruppen sterisch weniger behindert,
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ein Faktor, der vor allem bei Reaktionen an Poly-
meren, von Bedeutung ist. — Dal} aliphatische
Amine, die gleichzeitig primdre und sekundire
Aminogruppen enthalten, bevorzugt iiber die primére
Aminogruppe reagieren, zeigt die Verkniipfung von
3.3"-Diamino-dipropylamin mit Sepharose 4 B 26, —
Bei 3d ist dariiberhinaus in Betracht zu ziehen, dal}
dessen 5-Hydroxylgruppe mit CNBr-aktivierter Se-
pharose reagieren kann. Wie jedoch die Umsetzung
von Tyrosinderivaten mit CNBr-Sepharose 4 B zeigt,
spielt diese Reaktion nur eine untergeordnete
Rolle ?7. Die Sepharosederivate der Struktur 9a, ¢, d
werden nach der Kupplung noch mit Athanolamin
nachbehandelt, um eventuell nicht umgesetzte akti-
vierte Sepharosepositionen abzusattigen. Waren 9a
und 9c¢ farblos, so dunkelte 9d offenbar durch die
leichte Oxidierbarkeit der 5-Hydroxylgruppe nach.
Durch Waschen mit alkalischer Natriumdithionit-
losung 1aft sich 9d jedoch nahezu vollstindig ent-
farben.

Der qualitative Nachweis, da} 3a, 3¢ bzw. 3d an
Sepharose 4B gebunden sind, gelingt durch Be-
handlung der Sepharose 4 B-Derivate 9a, ¢, d mit
van Urks-Reagenz. Die Sepharose 4 B-Derivate far-
ben sich dabei charakteristisch an. Die einzelnen
Féarbungen von freien und fixierten Serotonin-Deri-
vaten sind in Tab. I zusammengefalt.

Tab. I. Farbreaktionen von freien und an Sepharose gebun-
denen Tryptaminderivaten mit van Urks-Reagenz.

Substanz Farbe
1. Reagenz griinstichig-gelb
2. Tryptamin rotviolett
3. N-(6-Amino-hexyl) -tryptamin rotviolett
4. Sepharose gebundenes N- (6-Amino-
hexyl) -tryptamin rotviolett
5. Serotonin stahlblau

6. 5-Benzyloxy-tryptamin blauviolett

7. 5-Benzyloxy-N- (6-amino-hexyl) -

tryptamin blauviolett
8. 5-Hydroxy-N- (6-amino-hexyl) -

tryptamin stahlblau
9. Sepharose gebundenes 5-Hydroxy-

N- (6-amino-hexyl) -tryptamin stahlblau

10. 5-Methoxy-N-(6-amino-hexyl)-

tryptamin blauviolett

11. Sepharose gebundenes 5-Methoxy-

N- (6-amino-hexyl) -tryptamin blauviolett

Aufgrund des groBen Uberschusses an Serotonin-
Derivaten bei der Kupplung (1:20) und ihrer ge-
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ringen Molekiilgrofe mufl man annehmen, daf} alle
aktivierten Positionen der Sepharose mit Serotonin-
Derivaten besetzt sind. Das entspricht bei einem Ein-
satz von kauflicher CNBr-Sepharose 4 B mit einem
Aktivierungsgrad von 5 umol/ml Gel einem Gehalt
an gebundenen Serotonin-Derivaten von ebenfalls
5 umol/ml Sepharose 4 B.

Affinitatschromatographie synaptischer
Membranproteine

Extraktion der Proteine

Die Isolierung synaptischer Membranen aus Rat-
tenhirnhomogenaten erfolgte nach der Abtrennung
von Zelltrimmern durch Dichtegradientenzentrifu-
gation nach der Methode von DeRobertis?. Zum
Losen der Membranfragmente in wiésserigem Me-
dium wurde ein Losungsvermittler zugesetzt, wofiir
Triton X-100 und Natriumdodecylsulfat zur Aus-
wahl standen. Wahrend 0,1- und 1,0-prozentige Lo-
sungen dieser Detergenzien die Membranen nach
kraftigem Schiitteln bis auf einen geringen Riick-
stand in Losung brachten, reichten Konzentrationen
von 0,01% nicht aus. Da Triton X-100 aufgrund
seiner UV-Eigenabsorption die chromatographische
Auftrennung der Membranproteine storte und auch
die Proteinbestimmung nach Lowry 28 ungiinstig be-
einflulte, wurde zum Losen der Membranproteine
eine 0,1-prozentige Natriumdodecylsulfatlosung be-
nutzt. Das noch ungeloste Material wurde durch Zen-
trifugation abgetrennt.

Chromatographie der Proteine an den Sepharose-
derivaten 9a, ¢, d

Chromatographiesdulen, die entweder die Sepha-
rose 4 B Derivate 9a, ¢, d oder unsubstituierte Se-
pharose 4B enthielten, wurden mit dem gleichen
Detergenzpuffer, der zum Losen der synaptischen
Membranen benutzt wurde, dquilibriert. Die Sdulen
wurden mit dem Membranextrakt beladen und mit
Detergenzpuffer steigender Salzkonzentration eluiert
und die Extinktion des Eluates bei 280 nm regi-
striert. Wie Abbn.1 —4 zeigen, werden die Mem-
branproteine von unsubstituierter Sepharose 4 B
nicht zuriickgehalten und mit dem Ausschlu3volu-
men der Saule eluiert. Bei den Sepharose 4 B-Deri-
vaten 9a, ¢, d wird nur ein Teil der Substanz beim
AusschluBlvolumen eluiert, wihrend ein anderer am
Saulenmaterial gebunden bleibt. Durch Steigerung
der Natriumchlorid-Konzentration auf 2 M 1af3t sich
die gebundene Substanz nicht eluieren. Erst wenn
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Abbn. 1—4. Elutionsprofil nach Chromatographie des Deter-
genzextraktes synaptischer Membranproteine an Sepharose
4B (Abb. 1) und den Sepharosederivaten 9a (Abb. 2), 9¢
(Abb. 3) und 9d (Abb. 4). 1. Detergenzpuffer, 2. 0,5 M NaCl
in Detergenzpuffer, 3. 0,5 M NaCl in Detergenzpuffer, der 1%
Natriumdodecylsulfat enthalt.

die Natriumdodecylsulfatkonzentration in der Elu-
tionsfliissigkeit von 0,1% auf 1,0% erhoht wird,
eluiert man das gebundene Protein. Wie die Bestim-
mung der Proteinmengen in den Eluatfraktionen
zeigt, fallen maximale UV280-Absorption und maxi-
male Proteinkonzentrationen zusammen.

Die Ergebnisse der Affinitatschromatographie
deuten darauf hin, dall an den Sepharose 4 B-Deri-
vaten 9a, ¢, d ein Membranprotein mit hoher Sero-
tonin-Bindungsaffinitat
trennt wurde.

Obwohl mit der Bindung saurer Membranpro-
teine an die basischen Gruppen des Affinitatsharzes
gerechnet werden muf, ist eine unspezifische Bin-
dung der Serotonin-Rezeptorsubstanzen, die aus-
schlieBlich auf elektrostatischen Wechselwirkungen
beruht, unwahrscheinlich, da der Serotonin-Protein-
Komplex wesentlich durch strukturspezifische Merk-
male (Indolring) stabilisiert wird. Fir diese An-
nahme spricht, daf} eine Erhohung der Salzkonzen-

(Serotoninrezeptor) abge-
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tration keinen Einflu} auf das Elutionsverhalten der
Membranfraktion zeigte, wiahrend nach Erhohung
der Natriumdodecylsulfatkonzentration der Protein-
Serotonin-Komplex dissoziierte, so da3 das Protein
eluiert werden konnte. Dall im Elutionsverhalten
der Membranproteine keine signifikanten Unter-
schiede auftraten, kann durch die spontane Er-
héhung der Detergenzkonzentration erklart werden,
so dall mogliche Abstufungen in der Bindungs-
starke tiberdeckt werden. Der Nachweis, da} in der
bei héherer Natriumdodecylsulfatkonzentration elu-
ierten Proteinfraktion das Serotoninrezeptorprotein
angereichert wurde, bleibt weiteren Untersuchungen
vorbehalten.

Beschreibung der Versuche

Reagenzien und Bestimmungsmethoden
Analysen

Die Elementaranalysen wurden vom Mikroanaly-
tischen Laboratorium Beller, Gottingen, ausgefiihrt.
Bei der Proteinbestimmung nach Lowry2® wurde
fir die Eichkurven eine Losung von Rinderserum-
albumin in 1-prozentigem Natriumdodecylsulfat ver-
wandt.

Spektren
NMR-Spekiren (0-Werte) : Varian XL-100 (Te-

tramethylsilan als innerer Standard); Massenspek-

treen: Varian CH 4.
Chromatographie

Adsorbentien: lonenaustauscher Cellex P (Fa.
BIO-RAD, Laboratories, Richmond); Kieselgel
unter 0,08 mm und Kieselgelfertigplatten (Fa.
Merck, Darmstadt) ; Cellulosefertigplatten (Fa. Rie-
del deHaen, Hannover) ; Sepharose 4 B und CNBr-
Sepharose 4B (Fa. Pharmacia, Schweden). Lo-
sungsmittelsysteme: LST1: Athanol/25-prozentiges
Ammoniak (7:3); LSII: Pyridin/Benzol (7:3);
LSTIII: Athanol/25-prozentiges Ammoniak/Wasser
(8:1:1); LSIV: Chloroform/Athanol (96:4). Puf-
fer: Detergenzpuffer: 1073m TRISHCI (pH 7,2)
in 0,1-prozentiger wasseriger Natriumdodecylsulfat-
l6sung; Na-Formiatpuffer: 0,1 N Natriumformiat/
Ameisensdure (pH 3,5) in Wasser.

Van Urks Reagenz

1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd wird in 50 ml
konz. Salzsdure gelost und mit 50 ml Athanol ver-
setzt.

Die Schmelzpunkte wurden im Lindstrom-Apparat
bestimmt und sind korrigiert.
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Arbeitsvorschriften

N-(Carbobenzoxy)-6-amino-capron-
saure

54,4 g (414mmol) 6- Ammocapronsaure werden
in 200 ml 2 N Natronlauge gelost, auf 0 °C gekiihlt
und unter Turbinieren portionsweise mit insgesamt
74,8 g (438 mmol) Carbobenzoxydllorid und
240 ml 2 N Natronlauge versetzt. Nach 1 Stunde wird
zweimal mit 80 ml Ather extrahiert und die wis-
serige Phase mit 6 N Salzsdure angesduert. Den
farblosen, teilweise oligen Niederschlag 16st man in
einem Gemisch von 300 ml 2 N Natronlauge/1000 ml
Wasser, sduert unter Kithlung mit konz. Salzsdure
an und erhalt nach Absaugen und Trocknen 97,5 g
(88,6%) farblose Nadeln vom Schmelzpunkt 51 —
53 °C (Lit. ®: 55—57 °C).
N-(Carbobenzoxy)-6-amino-capron-
sdureamid

50 g (137 mmol) N-(Carbobenzoxy)-6-amino-
ca ronsdure 16st man in 500 ml Ather, versetzt bei

C mit 50 ml Thionylchlorid und zieht nach
15 min den Ather und iiberschiissiges Thionylchlorid
im Vakuum ab. Der Riickstand wird in 500 ml 25-
prozentigem Ammoniak von 0 °C pipettiert, wobei
sich ein farbloser Niederschlag abscheidet, der abge-
saugt, mit Wasser gewaschen und aus Athanol/Was-
ser umkristallisiert wird. 43,0 g (86,4%) farblose
Plittchen vom Schmelzpunkt 123 °C  (Lit. 23:
124 °C).

6-Amino-capronsdureamid (6)

16,0 g (43 mmol) N-(Carbobenzoxy)-6-amino-
capronsdureamid lost man in 300 ml Methanol und
hydriert 3 Stunden in Gegenwart von 2,0 g Palla-
dium/Aktivkohle (10% Pd) unter Normalbedingun-
gen, wobei das gebildete Kohlendioxid durch mehr-
faches Evakuieren entfernt wird. Nach Abfiltrieren
des Katalysators wird eingedampft und getrocknet.
7.8g (99%) farblose, leicht zerflieBliche Nadeln
(Lit. 22). Auf der Diinnschichtplatte (Cellulose;
LSTI) gibt sich die Substanz nach Besprithen mit
Ninhydrinlésung und Entwickeln bei 110 °C als ein-
heitliche blaue Zone zu erkennen.

N6.{[Indolyl-(3")]-glyoxyloyl}-6-
aminocapronsdureamid (7a)

7,0 g (59 mmol) Indol, gelost in 200 ml wasser-
freiem Ather, werden bei 0—5 °C mit 10ml (117
mmol) Oxalylchlorid versetzt, wobei gelbe Nadeln
auskristallisieren. Durch Abpipettieren des Ather-
iiberstandes und mehrfaches Waschen mit Ather ent-
fernt man uberschiissiges Oxalylchlorid. Den noch
atherfeuchten Riickstand, Indol-3-glyoxylsdurechlorid
(5a), lost man in 50 ml Dimethylformamid und
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gibt ihn zu einer Suspension von 8,0 g (61 mmol) 6
(aus 16,0 g N-CBZ-6-amino-capronsdureamid durch
Hydrieren gewonnen) und 17 ml Tridthylamin in
200 m! Dimethylformamid. Nach 30 min Schiitteln
ist die gesamte Substanz in Losung gegangen. Durch
Verdiinnen der Reaktionsmischung mit dem vier-
fachen Volumen Wasser fillt man einen hellgelben
Niederschlag aus, der abfiltriert und aus Methanol/
Wasser umkristallisiert wird. 10,7 g (59,4%) blaB-
gelbe Plittchen vom Schmelzpunkt 194 — 196 °C.

Ci6H19N305 (301,4)
Ber. C 63,77 H 6,35 N 13,94,
Gef. C 64,08 H 6,27 N 13,89.

NMR: (DMSO-dg) m 1,5, 2,1, 3,25, 7,25, 7,55,
8,25, s 8,75; NH, 6,7 (breit), NH t 8,7 ppm.
Né.{[Benzyloxy-indolyl-(3)]-glyoxy-
loyl}-6-amino-capronsdaureamid (7b)
0 g (35 mmol) 5-Benzyloxy-indol in 200 ml

Ather werden analog 7a mit 7 ml (82 mmol) Oxalyl-
chlorid versetzt. Das kristalline 5-Benzyloxy-indol-
3-glyoxylsdurechlorid (5b) wird wie 5a mit 6,5 g 6
(50 mmol) (aus 10,4 g N-CBZ-6-amino-capron-
saureamid durch Hydrieren gewonnen) und 13 ml
Tridthylamin in 200ml Dimethylformamid umge-
setzt. Aus Pyridin/Wasser erhdlt man 9,4 g (64,4%)
hellgelbe Plittchen vom Schmelzpunkt 230 — 233 °C
(Zers.).
Cy3H,5N;0, (407,5)

Ber. C 67,80 H 6,18 N 10,31,

Gef. C 67,84 H 6,23 N 10,48.

NMR: (DMSO-dg) m 1,5, 2,1, 3,25, s 5,15, dd 7,0,
m 7,4, d 7,85, s 8,7, NH, 6,7 (breit), NH t 8,7 ppm.
Né.{[5-Methoxy-indolyl-(3")]-glyoxy-
loyl}-6-amino-capronsidureamid (7¢)
5,0 g (33 mmol) 5-Methoxy-indol werden in 150

m] wasserfrelem Ather gelost, mit 7 ml (82 mmol)
Oxalylchlorid versetzt und das Saurechlorid wie bei
7a mit 6,8g 6 (52mmol) (aus 11,0 g N-CBZ-6-
amino-capronséureamid durch Hydrieren gewon-
nen) in 140ml Dlmethylformamid und 11 ml Tri-
dthylamin umgesetzt und wie 7b aufgearbeitet. 6,5 g
(57,7%) gelbe Kristalle (Athanol) vom Schmelz
punkt 201 — 202 °C.
Ci7Hy N30, (331,4)

Ber. C 61,62 H 6,39 N 12,68,

Gef. C 61,64 H 6,45 N 12,51.

NMR (DMSO-dg): m 1,5, 2,1, 3,3, s 3.8, dd 6,9,
d74,d7,8,s8,7; NH 6,7, 7,2, 8,7 ppm.
N-(6-Amino-hexyl)-tryptamin (3a)

3,0 g (10 mmol) 7a werden in 250 ml trockenem
Dioxan in der Siedehitze gelost und unter Riihren
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(KPG-Riihrer) bei 100 °C zu einer Suspension von
4,0 g Lithiumaluminiumhydrid in 100ml Dioxan
getropft. Nach 2 Stunden Kochen unter Riickflufl
kiihlt man ab und versetzt zur amorphen Ausfallung
der Hydroxide mit 20 ml Dioxan/Wasser (4:1),
4 ml 15-prozentiger Natronlauge und 12 ml Wasser.
Nach Absaugen und Waschen des Hydroxidnieder-
schlages mit Dioxan wird das Filtrat eingedampft,
in 150ml 0,5N Salzsdure aufgenommen und mit
Ather geschiittelt. Die wisserige Phase wird mit Na-
tronlauge alkalisch gemacht, das Amin mit Ather ex-
trahient und eingedampft. Der in 8 ml Dimethyl-
formamid geloste, glasige Abdampfriickstand (1,5 g)
wird mit 60 ml 0,1 N Natriumformiatpuffer
versetzt und mit 1 N Ameisensdure auf pH 3,5
nachreguliert. Zur Adsorption der Substanz wird
die Losung auf 4 Ionenaustauschersdulen 0,8 % 16
cm (je 10g Cellex P) verteilt. Durch stufenweises
Eluieren der Sdulen mit 0,1 N Formiatpuffer pH 3,5
und steigenden Natriumchloridkonzentrationen wer-
den zunidchst eine Vorzone (0,1 N Formiatpuffer),
anschliefend Nebenprodukte (0,1 N Natriumchlorid
in 0,1 N Formiatpuffer pH 3,5) und schliefilich 3a
(0,3 M Natriumchlorid in 0,1 N Formiatpuffer pH
3,5) eluiert. Die Auftrennung wird optisch bei
280 nm verfolgt (LKB UV-cord). Durch Alkalisie-
ren kleiner Proben, Extraktion des Amins mit Ather
und Diinnschichtchromatographie auf Kieselgelplat-
ten (LS III) 1aBt sich nach Anfarben mit Ninhydrin
die Trennung analytisch verfolgen. — Aus dem al-
kalisierten 0,3 M Natriumchlorid-Eluat erhalt man
nach Atherextraktion und Abdampfen des Losungs-
mittels 720 mg (27,9%) farbloses, glasiges 3a, das
chromatographisch einheitlich ist.

Bis-3.5-Dinitrobenzamid von 3a

330 mg ungereinigtes, glasiges 3a (Atherabdampf-
riickstand) 16st man in 25 ml Pyridin und versetzt
bei Zimmertemperatur mit 1,0 g 3,5-Dinitrobenzoyl-
chlorid. Nach 20 min wird mit gesattigtem wasseri-
gen Natriumhydrogencarbonat verdiinnt, mehrfach
geschiittelt, mit Chloroform extrahiert und das Pyri-
din durch Extraktion der Chloroformphase mit 2 N
Salzsdure entfernt. Der Chloroformabdampfriick-
stand wird an einer Kieselgelsdaule 20 x 5 cm (mit
LS IV) chromatographiert. Man trennt den Inhalts-
stoff der gelben Hauptzone ab und fallt nach Ab-
dampfen des Losungsmittels aus Athylacetat/Atha-
nol das gelbe, amorphe Bis-3.5-Dinitrobenzamid von
3a. 360 mg (46,4%), Schmelzpunkt 218 — 220 °C)
(Sintern bei 208 °C).

CyoHsoN, 04, (647,6)
Ber. C 55,63 H 4,51 N 15,14,
Gef. C 55,81 H 4,64 N 14,77.

Massenspektrum: m/e 647; Hauptsignal M-1 646.
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5-Benzyloxy-N-(6-amino-hexyl)-
tryptamin (3b)

2,0g (4,9 mmol) 7b werden unter Erwérmen in
600 ml getrocknetem Dioxan gelost und analog 7a
mit 3,0 g Lithiumaluminiumhydrid in 75 ml Dioxan
umgesetzt. Der Dioxanabdampfriickstand wird in
300ml 0,5N Salzsdure aufgenommen, mit 50 mg
Aktivkohle geschiittelt und filtriert. Die Weiterver-
arbeitung erfolgt wie bei 3a, wobei man 900 mg
des Atherabdampfriickstandes erhilt, der an 2 Ionen-
austauschersaulen chromatographiert wird. 295 mg
(16,4%) glasige Substanz, einheitlich im Diinn-
schichtchromatogramm auf Kieselgel (LSIII). Mas-
senspektrum: m/e 365, berechnet 365.

Bis-3.5-Dinitrobenzamid von 3b

420 mg ungereinigtes 3b (Atherabdampfriick-
stand) werden wie 3a in 25 ml Pyridin gelost und
mit 1,0 g 3.5-Dinitro-benzoylchlorid versetzt. Die
Aufarbeitung erfolgt analog dem Bis-3.5-Dinitro-
benzamid von 3a. 240 mg (27,7%) amorphes gel-
bes Pulver, das bei 95 °C sintert und oberhalb von
190 °C schmilzt.

C37Hg5N;044 (753,7)
Ber. C 58,96 H 4,68 N 13,03,
Gef. C 58,95 H 4,79 N 12,98.

5-Methoxy-N-(6-amino-hexyl)-
tryptamin '(3¢)

2,0 g (6 mmol) 7e lost man in der Siedehitze in
300 ml getrocknetem Dioxan und reduziert mit 3,0 g
Lithiumaluminiumhydrid in 75 ml Dioxan. Die Auf-
arbeitung erfolgt analog 3a, wobei die chromatogra-
phische Reinigung des Atherabdampfriickstandes
(930 mg) an 3 Ionenaustauschersdulen vorgenom-
men wird. Die Elution von 3¢ beginnt bereits bei
0,1 M Natriumchlorid. 600 mg (33,3%) farbloses

glasiges 3e.
Bis-3.5-Dinitrobenzamid von 3¢

310mg 3¢ werden in 25 ml Pyridin gelost und

mit 1,0 g 3.5-Dinitro-benzoylchlorid versetzt und
wie das Bis-3.5-Dinitrobenzamid von 3a aufge-
arbeitet. 380mg (52,3%) amorphes gelbes Pulver,
das oberhalb von 185 °C schmilzt.
Cs:H5N; 044 (677.7)

Ber. C 54,94 H 4,61 N 14,47,

Gef. C 55,00 H 4,63 N 14,42.

5-Hydroxy-N-(6-amino-hexyl)-
tryptamin (3d)
160 mg (0,58 mmol) 3b werden in 75 ml Atha-

nol gelost und unter Normaldruck in Gegenwart von

50 mg Palladium/Aktivkohle (10% Pd) aushydriert.
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Nach Absaugen des Katalysators dampft man ab,
wobei 90mg (74,7%) schwach griinliches 3d zu-
riickbleibt, Die Substanz reagiert Ninhydrin posi-
tiv und wandert auf der Kieselgel-Diinnschichtplatte,
LSIII, einheitlich und deutlich langsamer als 3b.
Rp-Wert von 3b 0,4; Rp-Wert von 3d 0,3.

N-(6-Amino-hexyl)-tryptamin-Deri-
vat von Sepharose 4B (9a)

3,0 g CNBr-Sepharose 4B lilt man 10 min in
100ml 1073 N Salzsdure quellen und wischt auf
der Glasfritte 5min mit 150 ml Salzsdure der glei-
chen Konzentration. Waihrenddessen 16st man
120 mg (0,46 mmol) 3a in 50ml Dimethylform-
amid und 25 ml Wasser, das 2,0 g Natriumchlorid
enthélt und stellt mit Salzsdure den pH-Wert auf
10,5 ein. Die auf einer Glasfritte abgesaugte CNBr-
Sepharose 4 B wird in die Losung von 3a eingetra-
gen und 3 Stunden bei 10 °C geschiittelt. Nach Zu-
gabe von 20ml 1M Athanolamin, das mit konz.
Salzsdure auf einen pH-Wert von 10 eingestellt ist,
schiittelt man noch eine weitere Stunde. Das Sepha-
rose 4 B-Derivat 9a wird abgesaugt (Glasfritte) und
alternierend mit 0,1 M Na-Formiatpuffer pH 3,5
und 0,1 M Na-Carbonatpuffer pH 10, die beide 1M
Natriumchlorid und 30% Dimethylformamid ent-
halten, dann mit Dimethylformamid freien Puffern
gewaschen; zuletzt wischt man mit saurem Puffer
und dest. Wasser. Man erhidlt 10 ml farbloses
Sepharose 4 B-Derivat 9a, das sich mit van Urks-
Reagenz rotviolett farbt.

5-Hydroxy-N-(6-amino-hexyl)-
tryptamin-Derivat von Sepharose

4B (9d)

90 mg (0,33 mmol) 3d werden analog 9a mit
3,0g CNBr-Sepharose 4 B umgesetzt und aufgear-
beitet. Man erhélt 10 ml braunliches Sepharose 4 B-
Derivat 9d, das sich mit van Urks-Reagenz stahl-
blau anfarbt.

5-Methoxy-N-(6-amino-hexyl)-
tryptamin-Derivat von Sepharose

4B (9¢)

200 mg 3¢ werden in einer Mischung von 30 ml
Dimethylformamid/30 ml Waser, die 3,0 ¢ Natrium-
chlorid enthalt, gelost, mit 5,0 g CNBr-Sepharose
4 B versetzt und wie bei 9a aufgearbeitet. Man ge-
winnt 15 ml farbloses Sepharose 4 B-Derivat 9¢, das
sich mit van Urks-Reagenz rotviolett anfarbt.

Detergenz-Extraktion synaptischer Rattenhirn-
membranen

Synaptische Membranen aus 9 Rattenhirnen wer-
den durch Dichtegradientenzentrifugation nach einer
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Methode von De Robertis ® modifiziert nach Wese-
mann ® gewonnen. Die vereinigten Inhaltsstoffe der
Gradientenzentrifugation, die Membranen in den
1,0/1,1M und 1,1/1,2M Saccharoseschichten, wer-
den in 6,0ml Detergenzlosung (1073 M Tris/HCI-
Puffer pH 7,2, 0,1-prozentiges Natriumdodecylsul-
fat) durch 5 min Schiitteln in Losung gebracht und
von wenig ungelostem Material abzentrifugiert. In
0,2ml des Uberstandes wird der Proteingehalt be-
stimt 28: 1,6 mg Protein/ml.

Affinitdtschromatographie des
Detergenzextraktes an Sepharose 4B
und den Sepharose 4B-Derivaten

9a, 9¢ und 9d

Chromatographiesdulen (0,9 x 10,0 cm) werden
entweder mit 10 ml Sepharose 4 B oder 10 ml der
Sepharose 4 B-Derivate 9a, 9¢ bzw. 9d gefiillt (Fiill-
héhe 8 cm) und mit Detergenzpuffer dquilibriert.
Nach Auftragen von 0,8 ml Detergenzextrakt wird
mit Detergenzpuffer steigender Ionenkonzentration
eluiert: 1. 15 ml Detergenzpuffer, 2. 15ml 0,5 M
Natriumchlorid in Detergenzpuffer, 3. 40 ml 0,5 M
Natriumchlorid in Detergenzpuffer, der 1% Natrium-
dodecylsulfat enthalt. Die Chromatographie wird
bei 280 nm optisch verfolgt und in den Eluaten der
Proteingehalt bestimmt. Das Elutionsprofil (Extink-
tion bei 280 nm/Elutionsvolumen) der Chromato-
graphie an Sepharose 4 B zeigt nach Elution mit De-
tergenzpuffer nur ein Adsorptionsmaximum mit
Schulter (Zone I), wihrend nach Chromatographie
an den Sepharose 4 B-Derivaten 9a, 9¢ und 9d zu-
satzlich ein zweites Maximum (Zone II) nach Elu-
tion mit 0,5M Natriumchlorid in 1,0% Natrium-
dodecylsulfatpuffer auftritt (vgl. Abbn.1-—41).

Aufgetragene Proteinmenge: 1,4 mg.

Eluierte Proteinmengen:

Zone | Zone 11
[mg] [mg]
Sepharose 4 B 1,30 —
9a 0,30 0,70
9¢ 0,30 0,75
9d 0,25 0,75

Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt.

Fraulein Ruthild Hetche mochten wir fiir wert-
volle Mitarbeit bei der Synthese danken.
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