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Disezeг tác lómban vizsgálat tárgyává tettem az indolvá- 

»a© vetületűk bioasintézlaét néhány éleeztőfajban éepedig 

az ontranilsavból kiindulva, azzal a hipotézissel, hogy ily- 

mádon feleletet kapok maijának az indolváznak bioszlntézioé- 

re ie.

А/ A kérdésre vonatкokó korábbi vizsgálatok 

1* Az aromás aminoeavak btoezlntéaiae

DAVIS (1955), ZOBEH3T (1958), PQLJAHOV-SKI (1959 ) mun­
káiban az aromás aminosavak bioszintézloének lehetséges ut­
caira vonatkozólag igen figyelemre méltó vázlatokat közöl­
nek (1-3* ábra )•

DAVIS a foozfoenol-piroszólóeavból és az eritróz-4- 

fa©sióiból kiindulva vezeti le a 2-keto-3-dezoxi-7 foazfo- 

D-glükoheptonsav keletkezését, A foezfoenol-piroszÓlősav a 

glikolisis folyamán © 2-fosafoglieerÍnsavból az enoláz en­
zim hatására clehidrotációval keletkezik. Az eritróz-4-fosz­
fát pedig a szedoheptulÓK-7-foszfátbó1» vagy a glieerln&l- 

dehid-3-foszfátból a transsaldoláz enzim jelenlétében* Az a- 

szintéziséhez a 2-keto-3-dezoxi, -7-foszfo, D-glü- 

koheptonsav képezi a közvetlen elóanyagot. Az 5-dehidro-qui- 

niksavból dehidrstációval ez 5-dehidro-sikimineav, majd в 

stkiratneav keletkezik, A ©ikimlneavig minden lépés tisztá­
zottnak látszik. Ezután jön egy ismeretlen vegyület, a- 

raelyból kiindulva az aromás aminoeavak bioszintésiee két öl­
tött is megvalósulhat. Az egyik ütem a prefenaavon keresztül 
eljutunk a fenilal&nini , illetve ismerétlen közteseken ké­

rőmén



'

fenilalanin
/

fenilpiroszőlósav
COOH

c=o

COOH hrozinI COOH
COPOjH2 I
I! c=o prefensav

HO COOH COOHCH2 COOHI / ICH2
foszfoenol-

piroezölősav у »HOCH

неон
z< . •

0 OH 0 но OHCHO II OH OH OHHCOH 

CH20P03H2
HCOH

i 5-dehidro
quiniksav

5-dehidro-
sikiminsav

sikiminsav anfranilsavHCOH
I
CH2OP03H2

erilróz-4- fősz fór,

2-kefo-3 dezoxi- 
7 foszfo-

0- glükohepfonsav
5-foszfosikiminsav

\
szerin

fripfofán

1. ábra: Aromás aninosavafc biosaitttéaiso /űáTLS 1953/*
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penlózfoszfrjf ciklus

foszfoenolpiroszőlAsov errtróz-4 fosztár
\ ^

l
„x”

5 - dehidrokinosov

HO COOH

5- dehidro-sikiminsav

sikiminsav

@

5- foszfo-sikiminsav

CH2-CH-C00H

NH2

triplofánanrranilsav

HOOC COOH CHt-CO-COOH 

fenilpiroszölősav

Hí-CH-COOH
NH2 fenilalonin

(?)

-/>сиг-со-соон но^Уснг-снНО -COOHОН
NH*p-hidroxi-piroszölösavprefensav tirozin

Aro :&B aaiBOeavek bioesinté^iee* POLJAHC SXI (1959 )2. ábrái



fenilolanin
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о^ЦЛн Sz) oM
OH

5-dehidro eikiminsav 
redukház indol—► hr i profánanlranilsav

ТРИ
OH

OH0

p- aminobenzoesav

)
(

5. ábrái armíiáe иЛгхьшvak faiOBSSintéai а /1'0Б;ШЯЯ 1958/•
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és jelentős számú ellentmondó lépést tartalmasnak* Ezen váz­
latokban a szerzők a legkülönbözőbb élő szervezeteken megfi­
gyelt egyes reakciólépásékot összegezték* igy az ellentmondó 

megállapítások részben érthetők*

2* Az indol biossintóziee

As előzőekben bemutatott ezkémák ©serint az antranilsav 

fontos vegyülei és központi helyet foglal el az indolváz bio- 

asintézisébön, amennyiben annak közvetlen előanyaga* DAVIS* 

PCLJAHGWSKI és 20BERST idézett müveikben az antrantleavat as 

ismeretlen Zj intermedierből* tehát a glükóz fossforolitikus 

lebontása közben keletkező intermedierekből származtatják*
Az antranilsav azonban lehet lebontási reakció terméke is* 

hiszen TEAS és AWE&SQU (1951) a kukorica porzóiban, csiranö­
vényeiben és leveleiben megfigyelték a triptofánnak antranil- 

savvá való átalakulását* Hivatkozhatunk TYLER é© ЗСШУАКТХШ 

(1953) munkáira is, akik izotoptechnikával bizonyították, 

hogy a triptofán a Clavicepo purpurea-ban antranllsavra bom­
lik* Az antranilsav és alanin keletkezését triptofánból - fci- 

nurer.inen keresztül - állatkísérletekben is igazolták* Ez u- 

tóbbi reakció valószinUleg reverzibilis* A triptofánból kinu- 

reninen keresztül 3-OfI-antranilsav* őe ebből több lépésen át 

a ktnolineav, nikotinsav, és a H-pikolinsav keletkezik* HEH­
LER (1955 ) a 3-OH-antranilsavból kiindulva az antranilsav 

3,4-dikinonon át vezeti le a reakciót (5* ábra)* A nikotin- 

sav keletkezésének mechanizmusát a triptofánból HEIDELBERGER» 

ÁBRAUÁMf LBFKOVSKY (1949) tisztázták (6* ábra).
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соонсоом

NH 2 '2

3-OH-onlranilsov 3-4 dihidroxi- 
anlTanilsav

antranilsav
3,4 dikinon

kinolmsav

COOH
COOH

nikohnsov

a- pikolinsav

COOH

5. ábra: Kinolinsav, nikotinsav, a-pikolinsav keletkezése az 
elő szervezetben (MEHLER 1955 ).

C0-CH2-CH-C00H
CHi-CH-COOH

nh2l
NH NHZ

kinureninIriptofón

COOH
■

m

nikohnsav3- hidroxi- antranilsav

6. ábra: Triptofónból a nikotinsav keletkezése (HEIDELBERGER, 
ABRAHAM, LEPKOVSKY 1949).



«* ю *

as antronilsav észterek formájában virágok illat- 

anyagában fordul elő* de Jelenléte feltehetően fontos az élő 

szervezetben az indolvúzas vegyülitek bioozictézisáhcs is. 

rxre mutatnak KYC* MITCHELL» LEIPER és LAHGfíAM (1949) izotóp- 

technikával végzett kisáriétel a Heurospóra néhány mutánsá­
ban» ahol az antranilsav 

YAHGFSKY (1956), PARKS és DOUGLAS (1957 ) as E.coli antranll- 

eavaa táptalajából szintén kimutattak indolt*
YABOFSK1 szerint ez az átalakulóé a következőképpen 

Játszódik les

indol reakciót bizonyították.

x
COOH

NU,

PöLJAEO SKY (19593 szerint antraaileavból és ecetsavból 
keletkezik az íí-ace tilaatranilsav, majd több lépésen át az 

indolI

COOH
CHsC00H --- ►

HH-CO-CHj

h-acetil antranilsav
KREBS» H1FEZ és EGGLhSVOR már 1942-ben kimutatták» hogy 

a Bacterium coli a 2/2 aminofenil-etanolt képes átalakítani 
indolIá*

СНг-СН0снг-снг-он

ннг
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MANN és SMITHES (1955) szerint indol keletkezik a 2/2 

aminofenil-etilaminból is:

CHt-CMj=NH^смг-снг-мнго:,,, ннг

A felsorolt kisérleti megfigyelések alapján jogosan 

feltételezhetjük, hogy az inclol szintézise többféle előa- 

nyagból és a különböző élő szervezetben különböző utakon 

valósulhat meg.

3. A triptofán ( TTP ) bioszintéziee

Számos irodalmi adat utal arra, hogy több élő szerve­
zetben indolból és szerinből TTP szintetizálódik, Olyan e- 

setekben, araikor az élő szervezet elegendő szerint tartal­
maz és ezt enzimatikus hidrolízissel szabaddá tudja tenni, 

a tápoldathoz külön szerin adagolás nem szükséges,
GUGGENHEIM (1944 ) a Neurospora-ban megvalósította az 

indol és a szerin TTP-ná való kondenzálódását, Mig WILDMANN, 
FERRI és BONNER (1947 ) az indollal és szerinnel infiltrált 

parajlevelekben észlelték a TTP szintézisét, YANOFSKY (1957) 

Neurospora mutánst vizsgált és kimutatta az indol és szerin 

kondenzációját TTP-ná,
MADHUSUDANAN, NAIR, VAIDYNATHAN (1961 ) a csicseri bor­

són végzett infiltrációs kísérleteikben tapasztalták, hogy 

a TTP közvetlen előanyaga az indol és a szerin, A szintézist 

feltehetően megvalósító enzimet (a TTP-szintetázt) a magvak



*



СИг0Р0*Н2 СМгОРО,Нг
profeidproteid

SS" CMj-dg-l® + o=cu- снг=с—n=ch
Iсоон соонМО смэ

Foszfopirídoxól - proteid
МО СН3
ozomefinszerin

CH£0P0,W2-ъ I- proteid
CH,-CM-N=CH -СМ-СООН н

* I U
СООНindol ♦ Нг0 Iнн2

teiptoíón
+

СМг0Р03М2
- proteid

0-СН N

НО СН3
foszfopirídoxói- proreid

7. ábrás A fossfopiridoxál-proteid biokatalitikus sserope /POLJ.IWSKI 1959» BEéUNSTEIN ás
SOKÉ! ISK.If 1955/.
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Az élesztők IBS előfordulásával és szintetizálásával kapcso­
latban as irodalomból csupán néhány közlemény ismeretes,

Ä gombák köréből le csak kevés eset i 

az IBS Jelenlétét papirkrometogréfiásan bizonyították, ‘VOLF 

(1956) Gyainosporanglum Juniperi-Virginia© kultúrát állított 

be folyékony szintetikus táptalajon és a gomba auxinprodak­
cióját megvizsgálta* Az lES-t a kultúra szürletéből Gordon- 

ebor reágenscol és epek tr of о t eme briósán kvantitativc megha­
tározta, öem a tápoldatból# ©e az egy hónapos kultúra esür- 

letéből nem lehetett IES-t kimutatni# de ha a tápoldathos 

ö#l ís-nyi l-triptofámt adott az IBS már a tizedik napon ki­
mutatható volt# Papirkrom&tográflévai igazolta, hogy az IBS 

a triptamin (ТА), az indolacetaldehld IAa köztes termékeken 

keresztül TTP-ból keletkezik, й'ОЬР (1956) vizsgálataiból kö­
vetkezik# hogy a gombával fertőzött növény magas IBS tartal­
ma a gomba IBS szintetizáló képességével magyarázható, vi­
szont az IBS prekurzorokat a gomba e gazdaaövényból kapja, 

ÖRÜEK (1956) а Шусощусев blakealeanus-ból papirkroma- 

tográfiával ée Salkowsky-reageneeel mutatta ki az IBS-at* 

WATAMABB (1957) Ehrlich-reágenssel mutatta ki as IBS-at a 

Piricularia orysae ©teres extraktuaának savanyú frakciójá­
ból készült papirkromatograaján, SHAW és HAWKIHS (1958 ) a 

Puccini» gramlnia tritici uredospórájának éteren eztraktű- 

mával készült papirkromatogramján Avena teszttel az IBS-at 
kimutatták és még két aktiv foltot észleltek.

ИВЫСИ (1960 ) IBS előfordulást közölt a aikorrhisa 

gombákban. Említést tesz az IBS-oxidázról Is, mely a gomba

retee# amikor
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,

felmutatható IBS tartalmát 24 óra alatt 11 más ve yttletté 

alakítja át#
Számos példát találunk az iroűaloíaban arra is, hogy a 

szintetikus táptalajhoz egyes ominosavak adagolása iáiképpen 

emeli vagy indítja meg az IBS produkciót, m már bizonyí­
tott, hogy а “ГТР as IBS p re kurzora, Számos szerző ssáaolt 

b© arról, hogy a tápöldathoz, va,.y a szilárd táptalajhoz 

adagolt MP hatására emelkedik az IBS produkció, avagy caak 

ennek hatására Indul meg a szintésió.
meglepő viszont az, hogy ©gyes mlкгоorgan!zmuaok ese­

tében a tlrosin is jelentősen megemelte as IBS mennyiségét, 
holott a tirozin szerkezeti sajátságai jelentésen eltérnek 

az indolváz szerkezetétől* KOQL és КОМШМКЗ í 1934 ) a 

Saccharomyces eerevioiae tápoldatában akkor kapott legmaga­
sabb auxin produkciót (530000 A£^ ), ha a tápoldatban a ti­
rozin ie jelen volt# BOYЗШ?—JBKSEJí (1932 ) az Aepergilua ni- 

£.er auxinprodukcióját variál tan különböző aminosav tartalmú 

szintetikus tápoldatokban vizsgálta. A tirozin és T1?P tar­
talmú tápoldatokban mindig magasabb volt az auxinezint, 

/-mennyiben a szintetikus tápoldathoz még hisztidint, leu- 

cint, iisint, gliclnt, fenilal&nint* triptofánt éa tirozint 

is adott, az auxin megjelent a tápoldatban* Bgy aás összeté­
telű ezintotikus tápoldatban nevelt Aepergilus niger-tenyé- 

szeihez alanint, arginint, aozparagint, cisstint, glicint 

és prolint adott, s a megfelelő inkubációs idő után az Avena- 

teszt negativ auxinreakciót mutatott# Ezek az adatok még nem 

bizonyítékok arra, hogy az A# niger tirozinből indolauxint

'
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szintetizál, mivel a tápoldatbaa a fff is jelen volt* Minden 

eset«* ьтвт^ттт CX932) vizsgálatai arra mutattak rá# 

hogy az A* niger saját szabad aminosavkászletéből nem képes 

auxint szintetizálni, hanem csak a felsorolt eisinosavak egyi­
kéből*

J№GI* és KOOTRMABS C1934 ) A. niger szintetikus tépol­
datához aszpar -gint adva, a tépoldatban positiv auxinreakci- 

ót kaptak a tirosin szintén positiv reakciót adott, sőt az 

auxint ISS-val azonosították* SUKHCRUXOV és STROGOHOV (1945) 

adatai megegyeznek az előző eredményekkel, vagyis az A* ni­
ger tirosin tartalmú tá©oldutóban az auxinprodukció nő*

Mindezen adatok arra mutatnak, hogy egyes mikroorganiz­
musok a tirosinból keревек IfcS-vat szintetizálni* Ha ezen fo­
lyamat reakciólépéseinok lehetőségét keressük, csak egy út 

lehetséges* A tirozinnak először indollá kell alakulnia, 

amely a özerinne1 egy dehtdr&táeiós kondenzációval ffP-t 

szolgáltat* A fT pedig közismerten IBS prekurzor* Még kér­
déses és kellőképen nem bizonyított az, hogy a tirosin képes-© 

indollá alakulni, avagy csak az indol-szintázisét indukálja 

valamilyen, eddig ismeretlen reakció révén* Fennáll © lehe­
tősége ónnak is, hogy a tirosin egy fiziológiailag nagy ha­
tású enzia-fehérj©szintéziséhez elengedhetetlen. A kérdésre 

végleges választ csak az izotópos módszerrel végzett vizsgá­
latok adhatnak*
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В/ A vizsgálat célja

Az áttanulmányozott irodalomból az állapítható meg* 

hogy az indolvásae vegyülitek szintézise kérdésében még 

nincs egységes álláspont* és as eddig raegvieagált szerve­
zetekben különböző útafc voltak megfigyelhetők* ppen esért 

feladatul tűstem magam elé, megvizsgálni több élesstőtörss- 

ben as indolvás és ozárraazéfcaihak bloszintésieét* as ontra­
ni 1 sav hői kiindulva* továbbá e szintézisben a tiroain Jelen­
tőségét* GélkitUaéaeaet egyrészt KÚGL ée HAAGEH-SMIDT (1931), 

KÖGLt HAAGES-SMIDT és EPJCLE.BEK (1933 ), KIKLSEN <193D# KOS- 
TBRMAHS (1934 ), JUMP U938) és ROBINSON és STIER (1941 ) ama 

megállapítására alapoztam, amely szerint a Saccharomyces ce- 

revislae auxint termel* Ebből pedig igen nagy valószínűseg­
gel következik, hogy as indolváz felépítésére is képes, hi­
szen az auxin szintézise indolaaentea tápoldatban is megvaló­
sul* Másrészt mind as egyszerűbb, mind © magasabb szervezett­
ségi! növényekből is ismert az antronilsavból megvalóeitott 

indolesintésis* Viszont az Indol a sserinnel kondenzáció ut­
ján triptofánt ad, arai az IES prekureora*

A tirozin-indol reakció út tisztázásához tirozin tar­
talmú tápoldatben nevelt élesztőtörzsek indol termelését i© 

vizsgálat tárgyává tettem, miután irodalmi adatok szerint a 

S* cerevisiae-tenyőszét auxintartalma tirozin tartalmú táp­
oldatban magasabb aint anélkül.
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/

II* Aöláés peptones tápoldats
100 ml tápoldat tartalmas
Ugyanéul! ш int az I# tápoldat ♦ 20 g pep ton

III* Hiányos tápoldat« 

1000 ml tápoldat tartalmas
Glükóz 10 g* * * * •

IV# Szilárd táptalajs 
1000 ml tápodat tartalmas
Maláta.......................... ... ,
Agár ...........

2ü *
2 %

A tel.iea ée a tel.los oentu-nos tápoldat a toozttörssek el- 

ssaporifásához volt eaUkeáges# A fermentáláshoz 500 ml-ев Er« 

lenoeyer-lombifcokat ás 100-100 ml tápoldatot haaanáltura* A 

fermentálást rázógépbgn* 28 C°-oe hőmérsékleten 3 napon át 

végezteai, A prekurzort, illetve prekurzorokat Seits-féle szű­
rőn préseltem a tenyészethez* A peptonos tápoldat alkalmazá­
sával az -volt a célom* hogy nagyobb mennyiségű aainoeavat vi­
gyek be* amelyek közűi egyesek prekurzorként szerepelhetnek#
A vizsgálatokhoz használt Caramin, Beparcmin» Cellamln és 

fripton arainosav tartalma a papiffcromatográflás vizsgálatok 

alapján a következői leucin* fenilalanin, triptofán, tirozin* 

alajiln, ozerin* gllcin, gint teáin* aoaparagln* liein és hisz­
tidin* Valamennyi peptonfáleaég ugyanazokat az aminoesvakat 

tartalmazta, természetesen eltérő mennyiségben* Kísérleteim­
ben magas tirozin éa triptofán tartalma miatt főleg a «Cara- 

ain*Vt használtam#
A hiányos tápolüatot kizárólag a pékélesstőhöz használ-
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tea* ahol a cél пса a tömeg produkción, hanem az, ISS sainté» 

sióén volt, amelyet a minimális szaporodás mellett valósíta­
nak meg*

2# As indol bioeaintósleét vizsgáló 
módszer

1. Kísérleti /a indol oioazlntéslae hiányos táooldatban# 

А III* számú tápoldat 100 ml-ében esuespendált 4 g péfeóless- 

tőhös 50 mg, 2 sl otanolban oldott arttranileavat adtam# A 

kontroll ugyanígy volt beállítva, de antr&nilsav nélkül. A
3 párhuzamos tenydseotet 28 C°-on 46 órán át rásattam# Aa in- 

kubáláe befeleEtával a tény Isset 50 ral-nyi mennyiségét 6000 

ford/pere mellett centrifugáltam, majd a osupernatanst G3-as 

szűrőn átszűrtem# Borkősawal pH 3-ra beállított fermen tie» 

vöt 3x20 ml peroxldmentes éterbe átrágtam# Az egyesített é- 

tores frakciót §0 C°-os vi»fürdőn vákuumban (4 gjaa mellett}
2 ial-re besűrítettem és abból 0,2 ral-nyi mennyiséget Sch-sch 

2043b papíron fele»álló módszerrel krosmtografáltam ( 68 }« 

Szolvensként iaopropanolíaraaöniaívis löslíl arányú keveréket 
haeanáltam, majd a raegeaáritott taromatogpaia&ot öerdon-weber 

широт—ti C 68 ) kezeltem# szárítás után s» ináolfoltókat 

felvágtam, 5 ml 1 -os perklorsawal eiuáltara, ha szükség volt 

03*“as szűrőn szűrte.1 éo 560 mu-nál fotometráltam#
2. Kísérlet* Kg indol feiosaintésise to 1.1 о о tápoldatban*

A t&rsstenyéesetből bouillonnal készített ssuszpensiő 10 ral- 

nyi mennyiségét 100 ml steril I.ea# tápoldatba vittem és 26 

C°-od hőmérsékleten erőteljes rázás mellett 72 óráig Inkubál-



* 22 -

tam* Issutáa 20 os meleg etanolba oldott annyi antreelleavat 

vittem be Seitz-azürőn ót, hogy a tenyészet antranilsav tar- 

talma 100 ppm legyen, ezután se Inkubólást azonos körülmé­
nyek között folytattam, Äz Indol mennyiségét 24 éránként 
négy alkalommal as 1, feinerlétnél leírt módszerrel mértem. Az 

antranilsevat csak 72 éráé tnkubáXás után célszerű a tenyészet­
hez hozzáadni, mert így a saaporoűást gátlóhetáea m® zavaró•

3, Triptofán biGozintézisét vizsgáié 
módszer

3* Kísérleti Triótof án szintézis teljes tápoldatban, A te­
nyészet beállítása azonos a 2* kísérletnél leírtakkal, A 72 

órás inkubáció után Seitz-ezürŐn a tenyészethez annyi meta­
nolban oldott indolt és szerint vittem, hogy a tápoldat kon­
centrációja 2IC ppm, illetőleg 70 ppm legyen, A triptofán 

mennyiségét 24 óránként hat alkalommal ROTH (1939) módszeré­
vel határoztam meg, A módszer a következői

20 ml fementátumot turmixon homogenizáltam, majd 
a homogenizátumhez 50 ml 5 -oe triklorcoetsavat adtam, 
és rázógépen 3o percig rásattaa, Az élesstŐsejte et a 
fermentatuabó1 centrifugáién»! választottam el, a 
szupern&tanet leöntöttem, a maradványt kétszer egymás­
után 50-5C ml 1 %-oa trikléree®teawal mostam, majd 
centrifugáltam, (Az egyesített szupernatana tartalmazza 
a szabad triptofáat* ) A triklórecctaavas oldatot vacuum- 
ban 10 al-re bepároltam, к centrifugacsőből a maradványt 
8 ml doszt«viszel Brlenmeyar lombikba kvaatitative be­
mostam C ez tartalmazza a kötött trlptofánt )• 
párolt oldathoz, mind a maradványhoz 40-40 ml oxidált 
keveréket (100 ml 70 ió-oe 11,30, * 60 ml 25 aWoa Ш0» ) 
adtam, é® 10 perce® állás utárrlöC 0-os vízfürdőn gya­
kori ráaogatás közben egy érán át főztem. Lehűlés után 

anyagot sch-öch 5893 (kákssalagoa ) szűrőn át 50 al- 
mérőíombikba szűrtem, m;id 70 %-Q® kéneawal addig 

mostam csűrön a csapadékot, míg a szlirlet 50 »1 nem 
lett. A sárga szinti oldatot S,4-es szűrővel 1 ca-ee 
küvettában vakpróbával ©zembefrPulfrich fotométeren fo- 
toaotráltaa.
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minoaavakat tartalmazó neutrálizált folyadékot 2 ml-re 
bepároltam é© abbéi G,G5 ml-t kromatografáltesu
ás aminóssvak kromatográfálásához Whatmann papirt és 

butanoljecoieav*viz (4*1*1) szolvenst használtam, A folto­
kat 0*5 íS-os асеtónban oldott ninhidrinnel hívtam elő, 

lyet felhasználás előtt vízből á tkristályoai t öt f an, ás elő­
hívott kromatogramok értékelését HAIS és PRAM módszerével 
(csökkenő standard mennyleégek módosere as analizálandó ol­
dat növekvő mennyiségével szembeállítva ) végeztem,

A fermentlé triptofán tartalmát a prekurzorok bevitele­
kor, á© est követően 24 óránként 6 alkalommal mértem, A trip­
tofán biossintósiaét peptones teljes tápoldatban mm tanul­
mányoztam» mivel a pepton mm tartalmazott kimutatható aeny- 

nyiségben szerint, és Így prekursor hiányában nem sokat mon­
dott volna ez a vizsgálat,

A triptofén-szint©tás optimális pH-jának meghatározása 

céljából a teljes tápoldatból 0,1 n sósavval 4} 4,5? 5i 5*5i 
6* 6*5 pK-ju sorozatot készítetten. A tápoldatsorozatot & 

triptofánt jól szintetizáló Haneenula anomale* Saccharomycos 

cerevieiae és schyzosacckmromyces pombe fajokkal oltottam be. 
A módszer nem vezetett sikerre* mert az eltérő pH-ju tápol­
datokban a eeáraaeúly tekintetében igen jelentős különbeé- 

et kaptam* ami feltehetően befolyásolja a triptofán-szint é- 

slst* Ezért a рн-t a megfelelő eavaennyteég hozzáadásával a 

prekurzorok bevitele után állítottam be* amikor a tenyészet 

már teljesen kifejlett* A különböző pH-ju tenyészetek trip­
tofán tartalmát a negyedik napon mértem* mivel a triptofán-
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150 ml szupernatans ♦ 3 т 100 ml éterrel átírásé©
4

bepárlás 60 С°-оз vízfürdőin /kb. 3 ml-re/
1

3 ml kondenzátum ♦ 2 x öblítés 4-4 ml éterrel /11 ml éter a választótölcsérben/
♦

9 ml bideszt.viz * 1 ml 3 '?-os HaHCO rázás 4 percig, majd 
J %

11 ml éteres fázis
I10 ml vizes fázis

+
9 ml viz ♦ 1 ml SaHC03 /rázás У/

■

-10 ml vizes fázis 11 ml éteres fázis
♦

9 ml viz ♦ 1 ml RaHC03 /rázás 3V

* I
30 ml vizes fázis

f 1
11 ml ét eres fázis10 ml vizes fázis

♦

0,5 n HC1 ♦ 25 mi éter /rázás 3*/

bepárolni 5 ml-reí l
30 ml vizes fázis 25 ml éteres fázis

♦ kroraa tografálni
25 ml éter /3* rázással/ I

Ham savas frakció1
30 ml vizes fázis 25 ml éteres fázis

♦
25 ml éter /3* rázással/

i
25 ml átérés fázis30 ml vizes fázis

összesen* 75 ml éteres fázis
I

bepárlás kb >5 ral-re

króméit ografálni
I

savas frakció

8* ábra* Indolauxinok extrahálása papírkromatográfiára• BOÍffiE-LARlSR 
kombinált eljárása
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kőeawal 4»5-re állítottam be* Az ©xtrahálást 5x50 ©1 per- 

oxiömentes éterrel (HBYR 1936} rázótölcsérben végeztem és az 

egyesített éteres extraktunokat vízfürdőn szárazra bepárolta«» 

A maradékot 5 ml bidesst»viszel felvettem áe 10 «1 Gordon- e- 

ber reagens hozzáadása után а jellemző szinreakeiő kialaku­
lása céljából 20 percig 100 C°-on tartottam, A színes olda­
tot 25 rnl-oe aérőloabikban a jelig vízzel klegéssitettem és 

UVXFOT fotométeren KF ssíürőállásben 546 mu-nál fotometrál- 

tam. Tlrosin prekurzor adagolásakor is ugyanezzel a módszer­
rel dolgoztam,

hz indolauxlnok elqktroforetikae elválasztása. Az elvá­
lasztást ADOIF FISCHER (1954 ) módszerével végeztem# 30 cm 

hosszú és 4 cm széles (Scb-Soh 2043b ) papírcsíkra az anali­
zálandó (a BÖKIE-LARSEH extrakclés eljárással nyert) oldat­
ból 0*1 ml-t vittem fel# A p&pircaik nedves!téréhez SÖRKWSEN 

fél© foszfát puff ért használtam# Az elfo-kamrát 8 órás idő­
tart amrft 100 V. feszültségnek vetettem alá. Az elektroforő- 

zis befejeztével a papíré aAkokat szobahőmérsékleten, sötét­
ben szárítottam és Gordon-Weber reagenssel hívtam elő* Az 

IBS foltja határozottan ш anőd felé vándorolt* mig a trip- 

tofán foltja {melyet aminoeav extrakciőval kaptam) majdnem 

a felviteli helyen maradt, a triptamin pedig határozottan a 

Itatőd felé vándorol#

.

5, A I.'» cerevlsiae triatofán dekarboxiláa rend egerek
kimutatásának és mérésének manoaetriáe .módszere

Az IES bioezintézlee folyamén a triptofán tripta-
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oltatlan anyag. As inctol éa az IBS mennyisége a kromatogra- 

mon minimális, tehát vizuális értékeleesel le könnyű eldön­
teni, hogy a i># pseuderia a három törse közül a leggyengéb­
ben szintetizál Indolt antranilsavbél. Az indolesintézle 

maximuma a 48. érában jelentkezett {15 Y/ml ). A 24 órás in- 

kubálás után szlnreakcióval még kimutathatatlan mennyiség­
ben van jelen a tápoldaibun az indol, majd a 96. érábfm as 

indol mennyisége lemét a kimutatható érték alá aüllyed 

(11. ábra).

11. ábraj paratorulopsio peeutíeria
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/■/ml

250

200

150

100

50

-=т-----
4 6 nap53-1 2

16* ábra* Hansenula anooála

;-/ml

150

100

50

T T

2 31 4 6 nap5

17. ábra* КХоеокезга apiculata

r/ml
200

150

100

50

7T TT
6 nap542 31

18. ábra* Parathorulopais peaudaria
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r/vn\

200

150

100

50

1 2 3 54 б nap

19* ábra: fihodotorula rubra

/V ml

250

200

150

100

50_

1 2 3 4 5 б nap

20* ábrát Saccaror^ces cereVielae

#7ml

250

200

150

100

50

1 2 3 4 5 6 пор

21« ábrát Schizoeaccaronxyces p csőbe
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A 12-21# ábrák alapján elmondhatjuk, hogy az élesztőtör- 

zmk Tff-eaintetiaáló képessége meglehetősen ©selektiv# A Pa- 

bospora, Qeotrichum ée lleneenula as említett prekursorok jelen­
létében az inkubációs idő alatt kiemelkedő ffl-maximumot mutat, 

mások pedig еда lapos görbéi adnak# hz indol&uxinok meghatáro­
zása céljából kásái tett kromatogreaok&t kvalitatív© értékelve 

megállapíthatjuk, hogy a nagy mennyiségben jelenlevő indol 
foltján kívül, m IS foltját is megtalálhatjuk mind ason tör­
zseknél, amelyek lES-bioszintéaisre képesek (X# később )• A 

triptaidn is állandó jelleggel megjelenik a kroiaatogramon ott# 

©hol as IBS foltja is megtalálható# As Rg 0,53í 0,80; 0,86 

anyagokat nem tadtai« azonosítani#
As egyes torzeek ffP-tertalmának meghatározása céljából 

az inkubációs Idő' befejezése után elvégeztem a szabad amino- 

eavkészlet papirkromatográfiás analízisét is. A kromato,; rarno- 

kat csak kvalitatív© értékeltem, csupán а mennyiségét vizs­
gálta® a HAIMs és FEálIO í 19611 félkvantitatlv módszerével ét. 
vizuális Összehasonlítás alapján az almiin és a valin foltjait 

(1. táblázat).
Az éleaztótörzeek aminosav fcroaatograrajai majdnem azonos 

képet mutatnék* Ezeket ős zehasonlitva a fermentlé szabad ami** 

nesav tartalmával megállapíthatj ok# hogy a tápoldatban mind­
azok a szabad aminosav&k megtalálhatók, de jóval kisebb menny£- 

oágben (1# táblázat )•
A sejtek kötött aminosav mennyisége jóval magasabb, mint 

a szabad aminosavaká.
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1* táblásat* A 5* cerevislae 96 őrá© tenyészetének szabad
aminosavai

+ - 10 r/ml, 4+ » 20 Г/ml* +++ 30 Г/ml, 
40- r/ml4 + 4+ *»

a ferraentlé
szabad amlnosav 

tartalma

a seЛlek
aainoeavak esabad kötött

lauein
fenilalanin
valin
metionin
triptofán
tároséin
prolin
alanin
treonin
glutamtn
glicin
aezparagiaeav
bi.azt id in
glutaminsav
aszparagin
cisztáin
©serin

++ +++
+ -$'4'

+++ 4'

4+ 444

+ 4

44 444 4

+ 444 4

44+4 4444 44
4 + 4

44 4 44

4 444

444 444
44 444 +

+444 +4'

44 +4

44 4 4444 44

4 444

Ha indol ée s serin-, prekurzorfek&t adagolunk a tápoldat- 

hoz, némi változást találna az egyes amlnoaav&k mennyisége 

közt (2« táblázat)*
A 2* táblázat szerint az élesztőseitek szabad, aminosav

tartalma - a OTP, Valin és alanin kivételével - nem ©utat 
lényeges különbséget a prekurzor tartalmú ás • grakuraor 

tea tépőlóátokban.

rsen-
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2. táblássát
v*

в ferment14 
szabad 

aninosavai
 а ee.1t

szabad
aminooavai

asainosavak kötött
arainoeavak

leucin
fenilalanin
valin
metionin
triptofán
tirosin
prolin
alanin
treonin
glutamin
glicin
aszparaginsav 

hisztidin 

glutamineav 

assparaginsav 

ciaztin

44 44+44
+44

4+44

4+

4+4

+44 44

+ 44+

4444 44+

44 4444
4 4

4444+44+44+444

4 4+
444 4+

4 444

4 4+444

4 44 +44 +

4++4 +44+

444 4

4+ 4+444+4

A 22« ábrán látható, hogy az indolt és szerint tartal­
mazd tápoldat szabad asiinosavai közül az alanin (0,38 IU ), 
a triptofán (0,50 IÍ£ ) és a valin (0,60 ) foltjai gokkal In­
tenzivebb, mint a teljes tápoldatban nevelt éleszt Őt örsssek 

hasonló atainosavai*
Összebasonlitvö a megvizsgált tiz elesztőtörzo alanin, 

valin és triptofán tartalmát teljes tápoldatban prekurzorok 

jelenlétében és ezek nélkül megéllopitható (3. táblázat ), 
hogy a törzsek nagy része megemelt T^P-ezint jelenlétében 

intenzivebb alanin- ée valinszlntézist mutatnak.
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Hansenula onomo/a
Endomycopvs fibu/iger 

а bbSaccharomyces cere vis iát

ez о о оо о CD оо о ОО Оez (~-VolinValin cs> CDezValinО Qо о оTriptofán 

С ' Alanin
О ОоTriptofán ОTriptofán тС2) с»)Alanin AlaninО

о ооО öОо оо оо
Оо оо о

8 8_ )

Qоо
О <0О О

-ár....
...'s?

22* ábrái A S. cereirieia®, Б» anoisala ée ай 1* fibullger sejt** 
beinek ss abaci aainosav kroraatogr&aja toljee tápol~ 
datbarn illetve 210 y/al tudóit és 70 У/ml estein pre~ 
kwreorok mellett 96 éráé inkubáció után* 
a/ teljes tápoldatban, b/ teljes tápoldat + 210 if/ml 
intíol + 70 K/ml s ser in
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r!ml

1------- összes
-------kötött
------ szabod

250 TTP mennyiség

200
✓

✓
150

✓

iűű

ъо

T

b* pH4.5 5,5 654

.
23. ábra* Hansemila anoiaála

/-/ml

200

' 150

100

50

ч
T

4 4,5 5,5 6,5 pH5 6

24* ábra* Saec&roraycee cerevieiae

f/ml

250

200

150

100

50

6,5 pH5,5 64.54 5

25* ábra* Schiao sacc arorayeea pombe
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3. .Да iBS-biou ginté zisére vonat kösd visszájátok

írodalmi adatok utalnak arra, hogy ha egyes gombák táp­
old at áhoa ffH adunk, úgy egy bleonyoe inkubációs idő eltel­
te után a tápoldatban IMS mutatható ki, a bevitt ff? mennyi­
sége pedig csökken. Ezen vizsgálatok alapján bizonyítottnak 

látszik, hogy az egyszerűbb szervezettségű élőlények IE8- 

esintézise is TTP-ből indul ki. Számos közlemény számol be 

arról is, hogy magasabb ezervezetteégií növényekben az IES és 

a ff? mennyisége korrelációban van egymással és a TTP prokur- 

sor jellegű vegy illetnek tekinthető.
Hiányos tápoldatban ssuszpendált pékélesstő éteres ex­

trák túrnának kromatogramján egyéb indolváaa© vermetek mel­
lett 0,35 Rg értéknél azonosítani lehetett az IBS-at. TTP je­
lenlétében a kontrolihoz viszonyítva nőtt az IBS produkció. 
Egy napos inkubálás után a tápoldatban 10 Y/ffil IES volt kimu­
tatható, ami közel azonos volt a kontroll XSS-tarta1mával.
Az inkubálás 5. napjáig ez az érték TfP jelenlétében tovább 

emelkedett, majd egy (55 У/ml) maximum után az IBS-tartalom 

lassan csökkent. A kontroli-tenyészetben az IKS-tarfcalos ss 

inkubálás alatt (10-15 T/ml) alig változik £26. ábra}#
á tirozln adagolása szintén fokozza az lES-szintésiet.

A maximum az ötödik inkubációs napon jelentkezett és pedig 

35 í/ml mennyiségben (27. ábra).
A kontroll auxin krematogramján is 0,35 %-értéknéX je­

lentkezett az IBS* Gordon- eber-reagenasel 0,79 R^-értőknél 
egy azonosíthatatlan zöldes-barna folt keletkezett* A ffP-



• -

Г/(Ш

50

40

30

20

10_

4 52 3 б пар

•9

26. ábrái V6kéU**t6 IBS oaintássiso hiányoo tápoldatbön 
100 i/al trtptáfán jelenlétében.

/■/ml
?

50

40

30

20

10

T
21 3 4 б nap5

27. ábrái Pékéi' »fcto IES aeiatéaie« hiányos tépoldatbaa 
100 r/tal tíiro®!» Jelonléiéhflia.
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tartalmú tápoldat auxisderomatogremja a kontrollal szemben 

lényeges különbséget mutat# Cornon-weber~reagensse1 .0,37 Ha­
ntéi ibolya (IBS)# 0,75 R^-nél barna (tripteáin ), 0,90 finnél 
ibolya ssinü (indol) foltokat kaptam# A C,79 It^-ért éknél itt 

io megjelent a zöldes-barna azonosítatlan folt#
A megvizsgált tíz élesztőtörzs közül ffp-tartalaú tel,les» 

tápoldatban, hat produkált IbS-at (28-33* ábra}* Az I8S-pro- 

dukció tekintetében az élesstőtörzaek nem viselkednek egysé­
gesen# Egyeseket intenzivebb IES-ssintézie jelleme»# pl# a 

G# candidura, E# fibuliger» Sch. pombe tápoldatában már 24 ő- 

rás inkubálás után kimutatható az lS3j másoknak 48 órás inku- 

báláé eaükségee es ISS kémiailag mérhető mennyiségének megje­
lenéséhez# к TST-tartalmu. teljes tápoldatban as IBS-maximum 

a 4-5* napon jelentkezik#
bogjelentősebb Ikoprodukciót az E* flbuliger-nél a TfP 

bevitele utáni ötödik napon mérhetünk, amikor is es lES-tar- 

talo» 300 T/ml (28* ábra}# Viszonylag magas IBS tartalma van 

a seb, pombe-nak, az ötödik napon 160 í/ml-es maximummal*
A Haneermlé anomala ée as Bndomycopeis fibuliger a fer- 

mentlávában TTP hozzáadása nélkül is kimutatható az IBS# A 

H# anomale XES-produkciája © fff-mentee tápoldatbaa a maximum 

elérése után hosszabb ideig állandó értéken marad (31* ábra},
A vizsgálatokat pH 6-oe tápoldatban nevelt élesstőtör- 

saeken végeztem* mivel ennél a pK-értéknél mutattak az egyes 

éleeztotörssek maximális IЕЗ-produkCÍót,
Teljes neptonos táp-oldatban nevelt élesztőtÖrzeek IBS 

terhelését az idő függvényében a 34-39# ábrákon mutatom be#

. v,
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p/ml

100

75

50

25

?

1 23456789 10 11 12 nap

34. ábra* Endoüjycopsiß fibuliger

//ml

40

30

20

. 10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 пор

35. ábrái Geotriohum eanáidum

//ml

40

30 !

20

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 nap

\

36. ábra: Hanaenula anotrmls
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37. ábrás peratorulopels pseuöeria

36. ábra* snccaronsycee eererleiae

/■/ml

75 *

50

25

-

39. ábrát Schiso вас с ©говзу сев po ibe
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szembetűnő, hogy peptonoo tápoldatban ia ugyanazok e törzsek 

szintetizálnak lES-t, amelyek TTP jelenlétében erre képesek 

voltak# A peptones teljes tápoldatban azonban kevesebb IBS 

mutatható ki, mint ffP jelenlétében# A teljes peptcnoe táp- 

oldat 1í S tartalmát a beoltás után 12 napon át naponta mértem# 

A grafikonokból látható, hogy az XES-maxiaumok általában a 

9-10* napon következnek be* Azon törzsek esetében, melyek 

teljes tápold&tban TTF nélkül is képeznek X.ES-t az ISS pro­
dukció teljes pepionos tápoldatban ie hasonló értékű#

gelles tápolóatban tirozln hatására egyes törzsek ISS*» 

szintézise intenzivebb lesz, mint a kontroliban, vagy ott la 

tapasztalunk IBS szintézis-t, ahol tirozin nélkül nem mutat­
ható ki < 4. táblázat >•

4* táblázat» Blesztőtörzsek IES szintézise teljes tápoldat­
ban 100 l/ml tirozin tartalom mellett# négy 
napos inkubáció után

Teljos tápoldat 
(kontroll)

Teljes tápoldat 
+ 100 V/mlgvizsgált

fajok
A me ti—

rozin
IBS V/ml

Candida utilie 

Sndomycopeis fibuliger 

Faboepora fragilis 

Ceotrichum candid um 

Hanseaula anomala 

Kloeckera apiculata 

Parihortxlopsis pseaderia 

Rhodotorula rubra 

S&cc&rozqyces corevisiae 

Schizooeccharomyce e pombe

4050

30
1525

35

25
46 4M»
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eel* Az hosszabb inkubáláa után felvett kromatogramon az in» 

úoifolt intenzivebb.
A peptonoe tápoldatban nevelt törzsek tematogrisjétt 

az iBS-fölt természetszerüen kisebb, de a triptanlxi foltja 

le megtalálható, bár némely esetben csak egészen halvány bar­
na színnel jelentkezik*

flyozln tartalmú tápoldatban nevelt tbrr.зек kromatograa- 

ján as 2ES ее a trlptamln foltja megtalálható, de Ш? lámpa 

alatt láthatunk egészen gyengén fluoreszkáló foltokai: ie* Az 

indolfolt értékelésével óvatosan kell eljárnunk - bár az 

шее lehetősein intenzív éo határozott- mégse® lehet tudni, hogy 

az nem valamely indolvegyület lebontásából, avagy a tirostá­
ból származott*®. A kérdést csak izotopos vizagálatokkal le­
het eldönteni.

A 40. ábrán az E. fibullger indolaualn kroraatogram jait 

mutatom be, különböző tápoldatban és prokurzorok jelenlété­
ben A»JmM<|V&* A kromatogramokon jól látható, hogy a legma­
gasabb IBS termelés íf? jelenlétében van, de a kontroll táp- 

oldathoz viszonyítva intenzivebb IBS foltot kapunk tirosin 

és poptan pr®kurzor jelenlétében la. Bár az egyes élesztő- 

törzsek indolvögyületeit papirkromatográfiával sikerült tö­
kéletesen szétválasztani, mégis hasznosnak látszott az ered­
mények kontrollálása elfo-anallziseel le (41* ábra). Az IES 

határozottan az anód felé, míg a triptaoin a katód felé ván­
dorolt, Az indol foltja a felvitel helyéhez közel, de az 

snód felé mozdult el* Az identlflkálatlan foltok kis sebes­
séggel a kátéd felé vándoroltak*
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h

41* ábrás BfödöiBjjreopeie fibuliger tnáolauxln ©Ifo-gra^jai 
kftUtag&so tápoldí tokban ©e prekursorok jelenlé­
tében*
Jűliaagyaráeat j 1. и-ind öli 1 eceteav, 2* indol,

3* triptaain, 4* asonoéitatlan 
folt
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Е/. äe eredmények értékelése 

1. Д& Indol hioszintésiee

Antranilsevas tápoldatban as áleaatők indol produkció­
ját fluoreszcencia analízissel igazolni lehetv ami a kontroll 
tápoldatban csak nyomokban volt jelen# A 30h. poabe és B# fi- 

guliber ée о P. pseuaeria a teljes tápoldat 100 У/ml antra- 

nllaav tartalmából az indol azintézieére mintegy 20 %~ot hasá­
nál tak fel. A legmagasabb indoleslnt a Sch, pooibe (9. ábra) 

fermentlevében található (28 f/®l }* mig a legalacsonyabb ér­
ték {15 (/ml) a F, peeuderium-nál van (11# ábra )# Az indol 
mennyisége a maximum elérése után valamennyi esetben csökkent* 

arait kétféleképpen magyarázhatunk*
a/ Az indol kondenzációs reakcióba lép as élesztő szabad 

szerin tartalmával ée TTP keletkezik* amelyből azután ISS-et 

szintetisál# Ezt a feltevést az a kísérleti tény i© alátámaszt­
ja* hogy as sátrául leaves ferment lé éteres extraktumáMk kro- 

aatograraján egy igen intensiv IES folt volt azonosítható, iáig 

az antranilsav nélküli teljes tápoldat hasonló krom&t©gyamján 

csak nyomokban volt meg#
Ъ/ A 9* ábra szerint a TTP szintézis maximuma általában 

к 96. órában következik be, Így érthető* hogy az indol meny- 

nyieége csak 72 órás inkubáció után csökken, mivel ezután a 

?TP szintézis maximális#
Indolt jól szintet! áló törzsek antranilsavas tápolda- 

tában sikerült kimutatni egy magasabb ff'P szintet is# Tehát 
antraniisavból kiindulva az IES-ig több köztesterméket lehet 

azonosítani, ami arra mutat* hogy az indolvázas vegyülőtok
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kisebb intensitáaeal eaintettsálja a ff 1*4 mint а Ь/ pontban 

felsorolandó társnőkben, Hogy esek a törések is rendelkeznek 

triptofán-saintetáa renösaerrel* és hogy számukra is az indel 
és szer in a TTP prekurso r, bizonyltja a szabad ff? mennyiségi 
váltósáén, prekurzorok jelenlétében és anélkül. Pl* a Candida 

utills tenyészetben a prekurzorok hozzáadása utáni első na­
pon, as indolt és szerint tartalmasé tápoldatban 4a a kont­
rolban. egyaránt, 10 í/ml ffP-t lehetett kimutatni, Az inkubá- 

lás 2* napján a kontroliban » r nem volt TfP, mig prokurzorok 

jelenlétében a TTP-ssint mindig 10 r/ml volt, végül a 3* na­
pon már itt sem volt mérhető mennyiségben# Még szembetűnőbb a 

jelenség a Pseuderlo tényéesetben, almi a prekurzorokat tar­
talmasé tápoldatban végig magasabb (kb* 5-16 g/»l) a ffp-szlnt, 

mint a kontroll tápoldatban, A parekurzorokat tartalmasé táp­
oldat még m inkubáció 6, napján is 40 Ч/ml ffp-t tartalmazott. 

Ha tekintetbe vesszük a p,peeuáeria intensiv IBS szintetizáld 

képességét, aég magasabb szobád fTP szinttel kell számolnunk, 
hiszen annak egy réssé m 1.. S szintézisére használódott el,

А Шн rubra fff ©sintetiaálő képessége különbé só tt más 

élesztőtörzsekétől. (leess- és kötőtt-triptofán tartalma közel 
azonos érték!* as időfüggvényétoen - mind a prefcuraorokat tar­
talmasé és prekurzor nélküli tápeldatban - viszont a szabad 

?TP-ezint a kontroli tápoldatban © 2* inkubációé napon kulmi­
nál, (50 í/ml, 19. ábra), majd a 4* naptól kezdve az indolt 

é© szerint tartalmasé törzsek szabad ff? mennyiségével azonos*
4 prokurzorokat tartalmasé tápoldatban a maximum hiányzik*

Est a jelenséget úgy magyarássuk, hogy es ináéira a
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szerotonin
triptofáB - nelanlB

I ■tripteaín
cx töredékforrnilkinuerlnia

I
kinurenin

chinolermav * nikotinavv3-oxi ktnur eriiii

3-oxiantrani leav xanthurene&v

A triptofón-sztntetás optimális pH intervallumának megállspi- 

tásóra vágásit vizsgálatok azt mutatják, hogy m pH 5,5-6,0 

között van* fis a megállapítás égésik ШШЩШНBAHAS, KAIR és 

VAXBVAXAfJIAV (1961) adataival, amelyek szerint a csicoeri bor­
séban a TTP esintéaie optimális pH-ja 5,5 körüli. Esek as ada­
tok igen valószínűvé teesiк azt a gondolatot, hogy egy maga­
sabb szervesettságU növényben és as élesztőkben közel azonos 

a triptofán-szintetós rendszer pH optimuma,
A ealntetizálődott 'ГТР teljes mennyisége nem épül be as 

élesztők fehérje rendszerébe, hanem felhalmozódik a tápoldat­
ban, vagy prekurzora lesz más élettanilag fontos vegyttlot&tk* 

összehasonlítva a 3* táblázat adatait azt tapasztaljuk, hogy 

a prekurzorok jelenlétében az alanin, Valin és a triptofőn 

mennyisége megemelkodéit, é& azok legnagyobb mennyisége a 

tápoldatban található meg,
Triptofán jelenlétében mind a 10 törzs igen sok szabad 

alantot és valint tartalmazott (3* táblázat)» Az alanin való­
színűleg a TTP-ból keletkezik. Irodaira! adatok utalnak arra, 

hogy bőséges TfP jelenlétében ©gyes állati és növényi szöve-

v
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tekbea magasabb alant» é& antranilsav tartalom mutatható ki, 

mint a normállá TfT szint esetiben# HARRIS (1958) elgondolá­
sa szerint Í43# ábra) a nagyobb mennyiségű alantn kelet esé­
sére feleletet kapunk# Tekintve, hogy az Indol ém szerint 

tartalmú tápoldatban több szabad van, mint a kontroll 
tenyészetekben» feltehető, hogy a triptöfán-piroláz enzim 

hatására emelkedik ш alanin mennyiedge ia# A az&óma szerint 

antranilsev ia keletkezik, amely a már iámért reakció útján 

indollá alakul, viszont az mtol és a szerin TTP-ná szinteti­
záló d± к #

*

Az említett kísérleti adatokból éa a HARRIS szkéaájáből 
igen valószínű* hogy a TTF szintéelse és elbomlása es élesz­
tő se tj tökben ceikllkua, vagyis ш triptofán-piroláz enzim* ha 

elegendő ezerin van Jelen a sejtben vagy a tápoldatban ©gy 

rövid cikluson keresztül ismét triplafont szintetizál* Tehát 
tulajdonképpen egy szerin —alanin átalakulásról van szó# 

Ezen folyamat szerint triptofán-pirolás enzim Jelenlétében a 

TTP szint fsiratartásához nem szükséges a tápoldatbfc fölös 

mennyiségű indolt bevinni, mivel m úgyis reazintetizálődik, 

viszont nagyobb mennyiségű ose rinne 1 a reakciót a TTP irányá­
ba eltolhatjuk# Az inkubáláe folyamán a tápoldatban a greerin- 

kéeslet fogy, az alanin mennyiség© emelkedik» és mindkettő 

mennyisége végig korrelációban marad, A szerin —> alanin 

átalakulásnak az indáivá« szintézist ée lebontást mintegy fo­
lyamat biokatalizátornak foghatjuk fel# {43/a ábra )

A krómétegram harmadik intensiv foltját a valla képezi#
A valln másodlagos reakció útján az alanizion keresztül szín-

Ш

v
■ ■ í:
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СН2-СН-С00Н
Iтг

;
и ТТР

Iriptofcm-piroláz

СООН

ННг
anlTanilsavсн.-сн-соон 

I 8 I он тг ■4»сн3-сн-соон
мн2

alanin

szenn

43/а ábra* Saeria alanin átalakulás.
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tén a TTP-ból keletkezik. A valin szintézisét alaninból 
HARRIS (1358) a következőképpen foglalja össze (44. ábra).

CM,
I
CH-HHt

I
* COOH

alonin

CM,
1со CHjCHO
COOH

piroszólosav
^Cs И,С

CH-CO-COOH ^:н-сн2-со-соон
M,C m»c

a - keb>- izokapronsav« - WetO' iiovaleriánsav

Y
M,CN ,СНг HjC4 /СН,

СИ СИ
!

СИ-NH, I *•
COOH
valin

CH2
Iсн-ннг
COOH
leucin

44. ábra* A valin szintézise alaninból (HARRIS 1958).
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A vázlat feltételezi a nagyobb mennyiségű TTP jelenlé­
tében ш alaninon keresztüli valinképződést в prekurzorokat 

tartalmazó élesstőtorzeek tápoldutában*
Az eredményeket összegezve megállapíthatjuk, hogy az é- 

leaztőtörzeek bár nem egyforma intenzitással, képesek az in- 

dől és ezer in kondenzációs reakcióra, amely reakció шмйшигаа 

pH 3*5-6,0 között van#

снг-ся-соон
мнг

hrÍDl'Ofin

снг-сн-соон + 11 —ои мыг -Иг0

Ezen szintézis mechanizmusát ТАТУМ ás ssmn (1954 ) l»o- 

toptholmikéval igazolták# A fTP Moszint ézisének ezt a formá­
ját GUGÖKEHBIM (1944) a Keuroepora-ban, í1БШАMN, FKHEI és 

ВОИНЕH (194?) Seuroepora mutánsokban igazolták# TAYLH ós 

SCHWARTIHO {1954 ) a Glaviceps purpurea ssubmerzua tenyészeté­
ben tudott Indáiból és szerinbol KW szintetizálni. Megálla­
pításaik szerint rendkívül intensiv TTP szintetizáló rendszert 

tartalmaz az anyarozs, amelyben a prekurzorok elméletileg 94$~ 

ban TTF-ná alakultak# Ez a rendkívül erőteljes Tf? szintézis 

főleg az er ;Ot—alkaloidok bioszintésisénél érdekes*

3# A B-indoIil ecetsav biosaintéaiae

Az a tény, hogy a kereskedelmi forgalomban lévő pékélesz­
tő liífí-at tartalmaz, alapot ad annak feltételezéséhez, hogy 

az élesztők is szintetizálhatnak IES-et. Ezt a feltevést alá­
támasztják az élesztőkön végzett vizsgálataim is, mivel egyes



в 3-%ш *%ищц$оо э'ЗратЛтоъа fgj sm ön ‘sx itp$.n mBfJtfi» юпкгрсэш 

mi 29 Э1ЦЭДЙХХ гррорт spxo%?<l«W so-jotaojcoo *0 aiöAOU u»x 

-X<xax9 tmq^PXodíp^ eapx»* » ©ií Щол soiíqbs q.up:jfíia%m£9a 

-OSTA a Äxps*®-*?55« 10 a»q*ae» »oaptjpirpj •п<П«*тш $oton«pti»« fill 

iw/x LX Эх pad з-халэа т(\%ътойщ тот%бМ, в * VTW/A 9b оагвхлол 

-оо «s %х®л.аи шъ%ърхойщ яэрхах part**»*©* &&1 а *гоопшрсвш 831 

ХШ/Л 55 щ%п Qxopqnjjux eodeu s p^ssaxW'd подавал ireq^apxod^^ 

во&глрч рютлв* &&& © ведхАпшску *ЭД#НП «вр»ХА»дао *s 

-явр£«©з tmq^apiode* в я о { явахвз-хе* х~эахаТлал©о *g
доврд^Эви ржа) о$5ш©х?ар<* « зрапгшоол хх®3 даздац saxf ua(tg»%93.ax:H 

-?П sx«p*£iX**-S3X 2/ *ох ^q.91© Bf epipfnxftdam'ms РТ»А
oaq^apxod«^ «в£щщ а тдедо«?. íH*-S3I 9*88»х$Н|р<1 у

♦ВХХТ^ *0 Bf ‘©^.ax^OTda Н ,вЛ^шс *ЧН *8ТХТ® 

«иыцг *а о woq^pexftraeof 9%9Ц%ъ%хт%ц р*Т?*Т»®*«Т«в fcs-SSX st as ad 

-РЧ «aae ttaqaij-fiuoiap <Шг Эрш xuosaxл •tiaqstaaaxpi ©qi»otf *цо0 s© 

«ja^xxnqxX #S *шпрхртгэ *0 •вх^о«® «H *«T£Bpn&8d •& в tmea^es 

-алан *8Я1 2« tm$.n ррх •PTOfqrapix eoÄno®xq ^хщ%тз%тхщ !ИОА X9Q 

-a^ap.odB!}. оглох xWaox .хода *«»да хардаглдала
SIX Eoqxapiodpx а эй •u©q9fex£uuato la^ajcasappsi

%ъ%тщ *®-S3T яо!Яа««П1% sfessotp* хъ%х1ЩТ$ ®%&йоо£торт эр ©tata 

-owe эхпи*аа®н a u©qpх©гsо fotoхх Т<*о*л %<ep\oüf% saf?x»% у *xp8ps 

-Х&*и©ш Sr I qepxodpq а эрхт<1элв£Э хэАрХР»х«Ч®л£Та срх spxopq«:*! 

•их za uaqftjpx«oxar <ШЬ Ч«-Ж Т^/А ОХ ПО*»ШХ«***% °Т »®ХП 

-врала Xfm Ахжъ *д%^вщвц^ё %хоа.ш uaqxapxodpx so£wpT4 V
•^pxxaxnm ^що5?р®х?рав оаа^ал 

-fij? в з?аеглр^. хх?$3®ТА$аю Sf*xa*X? 2® uaqxsxuxw Я *ХХОА 8©О 

иа$?х uaqp50iwx»r dM ©ЗраоаЙрч отргтхохыхге SSI даяла*

- 01 -



©
 

Й*
 

cf
х-

 
О

JH
 

М
 

cf
 

*0
*<

 
<

 
©

©
 

А
 

М
 

ЯГ
 

©М
 

©
 

cf
 

8
 

Р
<э

» 
н*

 
&

 
а

!
©»
 

Л
 

а 1 
S 

1
С+
 

$S
о;

 
«*

 
с«

з
<*

 
>

» 
*

С
: 

г м
 

н>
 

я*

ОТ
 

©

C
f 

с+
В

W

I
I 

г 
г

м 
£ 

ft
»
 

©
 

«<
 

8
а 

в»
О

:
©

£2
С Г:

©
ч

м
 

Н
Í?

 
4*

 
8

м
 

№ 
» 

т
в 

§ 
" 

* 
* 

§ 
о

§Ь
 

В
 

«*
 

«
 

*0
 

«
f

и
 

йл
 

8
 

н
 

е-
ь 

<+
О

» 
*0

 
С

‘. 
О

 
©

 
*

О
 

М
 

«Г
 

М
и
 

й
 

е 
а
 

а?
 

н
 

м
 

® 
р

0
(
3

к
м

<
к
е
ь
©

ф
ч
9

(
я

 
*=

 
н 

т 
» 

& 
м

© 
© 

и
М

 
О"

 
О

 
й

 
к

3 
© 

р
 

©»
 

ез
3 

ЙГ
 

ч 
о

Г
•;

I
гг

Г
‘-

Я
8

 
©

 
4

j$
 

a
 

н*
 

м
 

м
»

 
В

 
й»

 
©

м
 

м
 

©
 

a
 

т

cf
 

&
 

Ф
» 

8
 

«I
И

М

в
>-з

 
гг

 
© 

© 
а

 
яг

 
w

® 
яг

 
© 

a 
сг

 
©

»*
 

©
 

8
Ц*

 
*

 
в

 
в

 
JM

© 
ш

 
Í3 

«*
 
©

м
 

м
cf

 
©

* 
*

г 
с

М
 

{S
3

 
М

 
М

 
<*

 
М
 

©
©

 
М

 
и*

 
©

 
с

*
О

 
^

 
®

 
0§

0
 

8
 

0
«
+

©
ЕГ

 
О

 
0

 
с*

 
ч

Г"
gr*

“

' 
I 

•
м
 

о
i 

ff
©

<
■

>
'

£
c
f 

c
f 

сГ
©
 

*

М
 

«f
 

О
 

0
O

' 
ЯГ
 

л
 

tf
 

^
 

®
 

8
 

£f
 

S?
ОС
 

сч
 

©

с'
-

©
I*

«•

I.
ÍS
 

И
- 

м
©
 

»
 

©
 

3

яг
•:-

н
и

«
т

яг
 

о»
«
♦
о
м

М
 

Р
 

«+
cf

 
В ©»

 
I

ß 
5 

0 
*

cf
 

©
 

с'-
О»

 
©

 
Я?

 
©

 
4
 

*0
 ЯГ

ЯГ
 

н-
 

©
е

 
«

 
!т

 
в

(♦
 

(Г
 

8
 

«
cf

 
es

a:
 

4
 

*
OS
 

Ч
 

Ф
 

№
 

©
РГ

 
Q

 
S

 
f-3

 
£3

M
S

S
©

 
C

f
Ö

* 
S

í 
©

 
03
 

ß
©»
 

•

o«
.

■
t
*
 

©
1 

В 
<

;;
м
 

о
3

м
 

м
$

« 
3 

3
в

ЯГ
и
 

о м
 

4
 

©
&

 
М

 
O

'
D

о 
о 

ш 
о*

 
о 

©
©
 

м
 

©
 

О*
 

-Ö
 

«+
 

ф
© 

a 
яг

 
о

 
со

- 
ъ 

а 
й

■

«
* 

8

s:
©
 

в
в

с..
.

O
' 

©
 

©

м
 

*о
ч

№
©

»
a

7
■

©
«я

c
f

М
 

«+
 

рг
I 

S
5

8
 

М
 

Й
Г

I 
I 

я
М

И
- 

«4
8 

Е
,-г

ti
?
:

»
*

©
* 

В
Я»

В
I 

в 
I

© 
er

 
о*

 
е 

м
а 

g 
» 

^
 

«
cs

 
*r

 
©

 
©^

s»
 

3
 

3
“

©
M

O
 

«
 

О
 

Í3
 

M
©

 
cf

 
Ö3

-

H
*

M
 

*o

I
c
f

ft
I 

4
M
 

f9
 

*
о

s
 

M
 

ö»
 

л>
 

M
 

M
C

f 
c
f 

В
 

©
, 

«
f 

©
4 

p
 

Ч
Л

cf
 

ce
» 

cf
 

cf
»

в
I

--
 :■

M
 

M
 

cs
 

о
o

k
 

Ö
4 

M
 

©
m

m 
&

b
 

©
 

cs

©
 

£5
 

4
 

©
fö
 

rf
 

£3
 

©
 

b»

Ф
ч 

fg
ff

ö
о
 

*d
I

H
fl

::
C

‘-

c
8

C-
fc

cf
 

c
f 

©>
 

Os
I

и
•4

i 
■

•+
 

©v
 

er
O

S
©

M
 

4
©

»
М

М
М

 
C

. 
©

 
cf

 
B

 
©

И
 

S
f 

«
t 

*
 

ч
s 

§ 
Л

, 
t 

H
© 

c+
 
4

 
M

 
<3

M
 

C*
 

*g
 

H*
 

M
9 

У
 

® 
I

 
^

 
f

§ 
& 

! 
В 

В 
*

*в 
в

1
I

I
и

3
".

”

К
 
9

 
Щ

гг
 

к
 

ЯГ
 

«+
a

М
 

с+
 

О»
5»

о
♦

Е 
S 

§. 
&

cf
 

O
' 

8
 

S»
©»

 
4

 
cf

М
О

Й
»

S'
M
 

Си
 

*
а

©
 

О
 

C
s

'S
g

з 
a 

§ 
& 

о
о»

ч
н

ЯГ
 

н
(3

<
г

н-
 

м
O

' 
cf
 

М
 

4
© 

g, • 
РГ

c
f 

©
в?

.
в 

*
©
 

8
RT

м
SK
 

с
К
 

©
4

М
 

ÍK
* 

О
о
 

о 
с
 

м

|^
1

3
£5

 
03

 
»

 
<

в
в. 

°
N

е
Сз
 

в I
су

о»
с

M
S

P
 

fc*
. 

№
©
 

©
 

м
 

В
©»
 

в

м
 

м
eff

1
6У

 
*•%

03
 

о
»

" 
I 

-
5

в 
a

о
 

к-
М

О
»
©

 
I 

РГ
р
 

cf
 

п
 

р
 

О
 

*
cf
 

К

&
S 

о
©

 
ef «

е
м

 
яг

 
о*

 
а*

 
о*

 
4

М
 

C
f 

89
ч

<
 

4
 

И«
 

СЭ
 

4
 

М
М

М
М

м
 

м
 

м
 

cf
 

©»
 

a
©

 
cs

 
a

 
©

 
о»

? 
г

V 
I- 

0 
§

I 
§ 

г
М 

н 
в» 

ч
£
1
1
3
" 

a 
г

О
 

В
 

C
f

ЯГ
 

к
©

РГ
 

м

1
1

....
cf

Е 
*

м
 

м

V
»

в 
В-

S"
g
il

£
g
-
<

a
3

о
г:

c
f 

W
£!
 

а
 

«
!

8

I г
о»

©
©

о»
О
 

e
f

»
 

о
с

м
 

S»
 

S
8

 
8
 

Й
8
 

8
©

£5
*

©
a

№
 

м
1#

3>
 

и 
9

С
л 

О
*+

 
S5

» 
SS

 
fö

 
Й

- 
"
H

l'
м
 

*

S
М

 
£Е

 
М

 
**

е+
 

*»
 

8
 

©
» 

М
 

S
<

 
%

 
^

В 
%£

 
м

 
е»

 
о

м
 

в 
е 

о»

S 
S 

Г 
S 

I 
I 

§ 
°

Р
 

С
 

0
*
1

S 
? 

й 
й i
 

t

■
::

с
о

6
М
 

fg
о

й!
р
 

о
М

1 
“

» 
Я 

м
И

 
М

 
РГ

 
яг

О
. 

и
ч 

©
«Т

 
О

 
P

i 
&

И
- 

Н
} 

*
м

 
©

 
ЯГ

К»
 

В»
 

О:
©

о»
©

cf
Г

И
) 

и
 

м
 

©
0
8
©

©
 

©
 

М
 

р
 

©
ч 4

P

• 
В 

S
В

 
* 

м

ЯГ
|

‘
Г

и
M

l
р

* 
в-

W

Р
 

<5
»

М
 

C
f

. 
&

©
С-

'
% 

8
о
м

е
 

гг
 

©
 

м
I 

м
e

f 
c
f

er
 

м
 

ff,
 

о
I

er
г

7
&

и
м
 

о 
I

C
f 

I
S

W
м

ей





- 73 -

a tirozin kelet késését a prefeneavtoél vez tik le, mégpedig 

irreversibilie reakcióval* Ha es a reakció irreverzibilis, 

akkor nehezen képzelhető el, hogy a tirozin mennyiségének e- 

aeIáaével a Z^ intermedieren keresetül as indolvásaeok ösin­
to sí oe Arányában tolódna el a reakció*

Bár a tlrosinoe tápoldat auxin kronatográrnyán egy megle­
hetősen intensiv indolfoltot lehetett azonosítani, azonban er­
ről as imiolról nem lehet megállapítani, hogy a tirosinből 
Bsintetisálódott-e, vagy lebomlási termék* Az első eset való­
színűbbnek látesik, mivel as indolfolt valamivel aktívabb, 

mint T5P pi'©kurzor adagolása esetén. Kgyee asersok beesámolnak 

erről, hogy as álősserves. teliben a tirosin indollá alakulhat*
indolreakció as élesztőkben is megvalósul­

hat , akkor tlrosinos tápoldatban a magasabb XSS szint«t a k<3- 
v. tkeső sóintézisét m&gy aráshutja j

Ha a tirosin

емг-см-соон 1но
Iнма

h'rozin CWt-OM
CH-HH
COOH
ezerin

CMffH-COOH
ннг

triptofón

A fenti reakciósor értelmében tehát a tirosin valamilyen 

ismeretlen ( csak laptopon vizsgálattal eldönthető ) reakcióétan 

indollá alakul, es Indol az élesztő szabad szerin tartalmával
.
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45. ábrás A B-lndolil ecetsav Moszintesstoe (JOHES# Ш53У 
CALPE, SEXTO!? 1949).
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IANIAald IPS

IES

46. ábra* A fi-indolil ecefcaav biossintásiee (ТЕШШЛГ 1955 ).
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48. ábra: Indolauxlnek e ymásba alakulása a n ván ékben /JPAv-wETT 19^1/*
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CHj-COOH

СНг-СНО

IAald.h'rozin

CHj-OH
I

CH-NH*
Icoou

сн*-снг-нн2

TNH2

szerin

4 -^H-COOH 

MH2 TRV
I H ,
} rriptofan-pirolaz

CO-CHj-CH-COOW
MH,

Uinurenin

anrrar:leav

szerin NH*

COOHaNH.+ 1 
CHs-CH-COOH•!

I
nh2

alanin

cm*
^2!c=o 'CH-C-COOH 
/ 11 cw3 о

a - kek>- izovaleriánsav

!
COOH

piroszőlösav

\
H,c

\
CH-CM-COOH 

H*C NH*

valin

49* ábra* Aß inäolrdß blosai-ntézise és lebontása az 
élesztőkben*
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О в a a e f о g 1 в 1 á 8

да inóolvázoe vegyöletek bioszintézisének tauulaáoyozá­
sára rássotott éleeztőssuszpenziákat, analizálásba papirkro- 

matogbáflát, elfc-analizist és коlórimétrikue meghatározáso­
kat használtam* Megállapítottam, hogy a triptoíén adagolásá­
ra egyes törzsek IES szintézise emelkedett# Kimutattam & 

trlptofan szintézisét indolbol és szeriabdl* Antranilsav 

hozzáadására egyes törzsek tápoláatáben megemelkedett az in- 

dói mennyisége* ABBÜKO mádоzerrel kimutattam a triptofán ée- 

karboxilációj át, papirkromstográfiával és elfo-enallzissel a 

triptax int. Megállapítottam, hogy tirosin adagolásra a táp- 

oldat az IES mennyisége megemelkedik* az a reakció a tirosin 

indolreakciá létét igazolja*
üzen eredmények a követkézé szintetikus reakciókat mu-

tátják*

antrimileav — 

indol+szeriö — 

triptofán — 

triptemin — 

indölesetaldehid

> indul 
•> triptofán
> tripla dn 

-> ino ül acetaluokid 

*> B—inci öli 1 ecet sav

A 49* ábrán foglalom össze az indolezármazékok és saár-
aazékainok bioszintázioét és lebontását az élesztőkben*
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