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Peveszetds

4 herminces évektfl keszdve az indolvdszes vegyilletek az
érdeklfdds kizpontjébe keriiltek, Szémos kislemény szdmol be
esen vegyilletek izoldldedrdl, bicesintdsisdrfl ds dlettani
hatdadrél sgyardnt. Az indolvigas vegyliletek és szdrmaséia-
iknak kutatdse Jjelentls, mivel biowzintésisilk lsmerete szde
mos elméleti ém gyakorlati probléme megolddpdban segiti a
kutatdkat, '

iz élettanilag jelentfs indolesdrmazékokat két csoports
ra oszthatjulks

1. A nvények nbvekedését ssubdlyozd fitohormonok je=
lentés réeze indolssdrmasdk. ¥ hormonsszerii enyagra bioszine
ténige nem egysdges, ssdmog Utja lehetsdges, smelyek kisild
egyenekd a mageasabd szeyvesettsdgll ndvinyekben ds & mikro-
organizmusokban mdy igen valdesinii.

2s Indolvégszérmaséknak tekintjik az anyarcozs-alkoloi-
dokat (indolalkaloidokst) is, noha az alkaloidkémia nem ebe
be & csoportba soroljas Sket. Idescroldsukat az & kirilmdny
indokolja, hogy ezek magvidt képezé 1isargacv szintdsise is
& triptofdnbdl indul ki, ds & lizergsav sserkegetében is
felismerhetf sz indolvéds. Az anyarozs-alkaloidok a gydgyd-
paatban jelentisek.
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pisesertdcidmban vizsgélat tdrgydvéd tettem az indolvde
gae vegytiletek blospintésliedt néhdny élessztiéfajban dspedig
az antrenilsavbél kiindulva, asszal e hipotészissel, hogy ily~
médon feleletet kapok mmgénak as indolvéznek bioszintésisée

re is.

A/ & kérdépre vonatkozd kordbbi vizagdlatok
le Az aromés sminosavak bioszintdzise

DAVIS (1995 )y Z0OBERST (1958), POLJANOWSEI (1959 ) mune
kdiban ez aromds sminosavak bioszintézieének lehetodges ut-
jaira vonatkozdlag igen figyelemre méltd vdzlatokat kistle
nek (1~3, dbra ),

DAVIS & foszfoenclepirosz8l8savbdl és az eritrdz-i-
foszfdtbdél kiindulva vezeti le a 2-keto=3-dezoxi-T foazfo-
D=gliikoheptonsav keletkezdsét, 4 foszfoenol-piroszfllsav a
glikolizgis folyenédn a 2~foszfoglicerinsavbél az enoldz ene
zim hatdsédra dehidratdecidval keletkeszik., Az eritriz-d-logge~
£4% pedig & szedoheptuldz-T-fosufdtbdl, vagy & glicerinale
dehid=3-~foszfdthd)l a transsaldolds enzim jelenlétdben. Az ae-
romés mag szintdéziadhez 8 2-~keto-3~dezoxl, «T-foszfo, Deglie
koheptonsav képesi & kisvetlen elfanyagot. Az Se—dehidro-qui-
nikeavbél debidratdeidval ez S-dehidro-sikiminsav, mejd a
sikiminsev keletkesik., A sikiminsavig minden lépés tisztd-
sottnak ldteszik, Hzutdn jin egy ismeretlen %, vegyilet, a-
melybdl kiindulva az aromds aminosavak bioszintésise két G-
ton is megvaldsulhat. Az egyik Uton a prefensavon keresstil
eljutunk & fenilalaninig, illetve ismeretlen kiizteseken ke
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resstiil a tivosinig, mig o mdeik dton a Z,-bSl antranilsav ke~
letkesik, majd ebb8l indol, végil az indol s & sserin kondenw
sdoids reakeid j4b6l triptofdn jon létre (1. dbra),

POLJAROWSKI as Se-dehidro-quiniksavat "X* jelzett ismeret-
len vegyiiletnek tekinti. A 2, vegylletet DAVIS-szel ellentdi~
ben as HSefossfo-gikiminsavbél szdrmeztatja. 4 Zy ismeretlen
vegyiilethfl prefensavat, & prefensavbél pedig & fenilalanint
ée a tirozint veseti le. Az indolvédszeszintdzise kérddsében
DAVIS-szel uzonos dlldet foglal el. A védslet szerint a fenile
alanin ép & tirogin reversibilisen dtalakulnak egymdsba (2.
abra e

ZOBERET dltal kBsblt szkéme lényegileg megegyesik a méy
isuertetett itakkal, azonban szers a 2, vegylleted megellasd
intermedierek dtalakuldedt katalizdld egyes enzimek nevét is
feltiintetdi (3. dbra ),

SCHUTER egerint az indol, a fenilalanin és & tirozin
antraniloavbél keletkesik. BElképzeldadnek ujszeriisdge abban
foglalhaté Bssze, hogy & fenilalenint és a tirozint az antrve-
nilouvbdél ssdrmastatia, Ezen angg&ndolén‘alapjﬂn a prefoensae
vat nem tekinthetjiik a fenilalanin és & tirozin kizls prekur-
sordnak, A vdzlat szemldletesen mutatje a triptofdn lebontdasl
termékeit. A triptofdnbdl kiindulva & kinwreninen keresztiil
veseti le 2 nikotinsav keletkesdsdét, Esen reakeidsor egyes
intermedierjeibfl szdrmasztetja a kinurensavet és a xenturene
savet (4. dbra s

ie sromds aminosevek biloszintésisdre vonatkozd védslatok
szt mutatjdk, hogy a esintdzisnek Gtjal mdg tisstédzatlanck
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és8 jelontle szdmi ellentmondd ldpdst tartalmaznek. Ezen vdze
latokben & peersfk a legklilUnbbzlvh £186 sservezeteken megfi-
gyelt egyes reakeidlépdseket Usemegesntdk, igy ez ellentmondd
megdllapitdsok réssben éxrthetlk.

2+ Az indol bioszintézige

Az elfzfekben bemutatott szkémék sserint az entranilsav
fontos vegyllet és kisponti helyet foglal el sz indolvéz bio-
gzintézisében, amennylben annak kisvetlen elfanyaga. DAVIS,
POLJANOWSKI és Z0BERST iddgett milveikben az antrenilsavat az
iemeretlen Zy 1ntctmnd1§rb61. tehdt a glikdz fosuforolitikus
lebontédse kizben keletkezd intermedierekbll szdrmaztatjdk.

Az entyenilsev szonban lehet lebontdsi reakeid termdke ig,
hisgen TEAS ds ANDERSON (1951) & kukoricsa porzdiban, csirante
vényeiben és leveleiben megfigyeltdk a triptofdnnak antranile
savvd vald dtelakuldsdt. Hivatkozhatunk TYLER dés SCHWARTING
{1953 ) munkdirs is, skik izotoptechnikdval bisonyitottdk,
hogy & triptofén & Claviceps purpures~ban entranilsavres bome
like Az antramilsav és slanin keletkezdsdt triptofdnbél - kie
nuveninen keresetil - dllatkisdérletekben is igazoltdk. Bz ue
$6bbi reakeid valdsziniileg veversibilis. 2 triptofdnbdl kinue
reninen keresstill 3J-OHeantranilesv, ds ebb8l t6bb ldpdeen &t
8 kinolinsav, nikotinsav, és & ﬁmpikolinaav keletkesiks MEH-
LER (1955) a 3J-OH-antrenilsavbdél kiindulve sz antranilsev
Jpd=dikinonon 4% vezseti le & reskcidt (5, dbra)s A nikotine
pov keletkeszdsdnek mechanizmusdt & triptofdnbél HEIDELBERGER,
ABRANAM, LEPKOVEKY (1949) tisztdstdk (6, dbra)ds



COOH COOH COOH ~ COOH
: NH, HO : NH, O NH, /(‘:\/I NH,
OH OH 0 0 HC
3-0OH-ontranilsav  3-4 dihidroxi- antranilsoy 0// \OH
antranilsav 3,4 dikinon
COOH
(I kinolinsav
r = n"".n N COOH

COOH > COOH
G/K)I e e O/ nikotinsav
0\ a- pikolinsav

N “cooH
5. dbras Kinolinsav, nikotinsav, a-~pikolinsav keletkezése &z

é18 szervezetben ( MEHLER 1955 ).

c'o-cuz—clzu-coou

©\_T" CH,-CH-COOH @i -
\ i NH2
N"° " NH,

H
Friptofan kinurenin
COOH COOH
—Q
Non No
OH
3 - hidroxi- anfranilsav nikofinsav

6. dbras Triptofdnbdl a nikotinsav keletkezése (HEIDELBERGER,
ABRAHAM, LEPKOVSKY 1949 ).
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lisga az sntranilesav desterek formdjéban virdgok illate
anyagéban fordul eld, de jelenléie feltehetfen fontos az 618
pzervezetben oz indolvdsas vegylletek bioszintézsisdhez is.
Erre mutatnak NYC, MITCHELL, LREIPER és LAKGHANM (1949 ) izotdp=
technikdval végsett kisdrletei & Neurcapors néhdny muténpde
ban, ahol ag antranilessy > indol reakeidt bizonyitottdk.
YANOFSKY (1956 ); PARKS és DOUGLAS (1957 ) az E.coli antranile
pavas tdptalajdbdél ssintén kimutattek indolt,

YAROPSKY seerint ez sz dtalakulds a kvetkenlkdppen
jétezbdik les

POLSAROUEKY (1999 ) sserint antranileavbdl ds ecetsavbdl
keletkesik as Neacetilantranilssv, majd tobb lépdsen 4t as

indols
q + CHyCOOH — @: O:]
NHy NH-CO-CR, "

Hegcetil antranilsav
KREBS, HAPRZ és EGCLESTON mér 1942-ben kimutattsdk, hogy
& Bacterium coli a 2/2 suinofenil-etanolt kdpes dtalakitani
indolld:

CHy- CHy-OH CHa-CHO
QT QT —~ O
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MANN €8 SMITHES (1955 ) szerint indol keletkezik a 2/2
aminofenil-etilaminbdl is:

@icu,-cu,—ﬂuz ©:c$-cu,-nu
NH, NH, : ;H

A felsorolt kisérleti megfigyelések alapjdn jogosan
feltételezhetjiik, hogy az indol szintézise t¥bbféle ella-

nyaghél és a kiilonbdzd 618 szervezetben kiilonbozd utakon
valdsulhat meg.

3. A triptofdn (TTP) bioszintézise

Szémos irodalmi adat utal arra, hogy t6hb 6186 szerve=
zethen indolbél és szerinbdl TTP szintetizdlddik, Olyan e-
setekben, amikor sz 418 szervezet elegendS szerint tartale
maz és ezt enzimatikus hidrolizissel szabaddd tudja temni,

a tdpoldathoz kiilon szerin adagolds nem sszilkséges.

GUGGENHEIM (1944 ) a Neurogpora~ban megvaldésitotta az
indol és a szerin TTP-nd vald kondenzdldddsdt. Mig WILDMANN,
FERRI és BONNER (1947 ) az indollal és szerinnel infiltr4lt
parajlevelekben észlelték a TTP szintézisdét. YANOFSKY (1957)
Neurospora mutdnst vizsgdlt és kimutatta az indol és szerin
kondenzdcidjdt PTP-nd.

MADHUSUDANAN, NAIR, VAIDYNATHAN (1961) a csicseri bor~
8én végzett infiltrdecids kisérleteikben tapasztaltdk, hogy
a TTP kbzvetlen elanyage @z indol és a szerin, A szintézist
feltehetbden megvaldéesitd enzimet (& TTP-szintetdzt ) a magvak
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sejtmentes extroktumdbdél kimutattdk. A szintésis optimdlis
pi~ja 5,5 és reakeld megvaldsuldsdhoz & piridoxdl-fossfét
Jelenléte ie wpaiiksdges. A TTP-psintetds miiktdéedt nehds fdme
ionok gdtoltdk.

UMBREI®y WOOD, GURDALES (1946 ), YAROPSRY (1952, 1955,
1956, 1957 ) mutettak réd elfazBr, hogy az indol és smerin
kondensdeids reakeidjdhoz a piridoxdlefoszfit jelenléte
ssilksdges. POLIANOWSKY (1959 )y BRAUNSTEIN ds SCHEMIAKIN
(1953 ) tiectdztdk a foszfopiridoxdleproteid bioketalitikue
pzerepét sz indol és sserin kondenzdcidjdben (7. dbra),
Essnr&nf az indol reskeidba 1ép 2 szerin-piridoxdleproteid
komplex~szel (& sgerin és o fosgfopiridozdleproteid egy aso=-
metin kitdseel 1ldtenit vegyiiletet ) ds a fosefopiridoxdl-proe-
teid kilépéeével TTP keletkezik, |

TATUM s SHEMIN (1954 ) & reakeid mechanizmusdt tanulmée
nyoztdk. A szerint 014~gye1. Rlswtal ds deutérinmmal jelile
ték; 4 reakeid lejdtezdéddsa utdn egy molekula PTP-rs szdmole
va, egy atom deutdrium hidnyszik. EbbEl kbvetkeszik, hogy a
reakeid intermolekuldris dehidratdoid,.

RAFPELSORN (1955 ) az Aerobacter serogenes-bll kivonta a
jelzett szeriibfl pointetisdlt TeP-t épn annak oldalldncs hae-
sonlé volt a jeldlt szerinhes.

Az indol és szerin kondensdeide reskeidjét s uBvetkend
mikroorganizmusokban valdeitottdk meg: Lectobecillugs sspe
( SHELL 1943, SCHYEIGERT 1947 ); lentinus ampholodes ( FRIES
1950 ); Salmonella tiphosus, Bacterium coli, és Claviceps
purpures (HARLEY-HASON 1954 ).
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SCHEEISKIN 1953/.



Az indel és suzerin koh&ansﬁcidjét rTP-nd & Claviceps
puypuredban TYLER és SCHWARTING (1953) is megveldsitottdk,
azonban @& keletkezett PTP antranilsavra de nikotinsavre
bomlotte

4y A peindolilecetesv (IE8) biossintészise

A megesabd. szervesettedgi novényekben az IES eldfordulde
pa kiziswert, de sszédmos kislemény bizonyitje ez IESensk a
mikroorgenizmusokban vald eléforduldsdt is. GRUEN (1959 ) nagy
Seazefoplald dolgozatdban - melyben sy auxinok gombdkban vald
eléforduldsdrd) szdmol be - kisli, hogy eddig 30 gomba genus
és 75 gombafa) auxinprodukeidjdt irtdk le, 42 elfforduldeld
adatokat figyelemmel kisérve mag&iiaﬁiﬁhat;uk. hogy asvxmﬂ
jelenlétét tubbedgében bioldglai tesut-nédszerekkel mutattdlk
ki, 4 mikroorgenismusokbdl prepsrstive hdrom esetben mutattak
ki de d1litottek el§ IES-at, KUGL 68 KOSTERMANS (1943 ) 5C kg
élepztlb8l dteres extrahdldesal 1,2 mg IES-at kaptak, THIKANN
{1935 ) a Bhizopus sulnus~bél, CRAUN és TISCHER (1948) & Penie
eillium-bél vontak ki IiS-at, 4 gembdk suxin produkeidjét £0-
leg Avena koleoptiletessttel igazoltdk,

4 Seccarcmycetsles genusban ¢ S.cerevisise suxinproduke
¢idjét igazoltdk Avena koleoptiletesztiel ds 1zoldldseer/,

T 4 dolgosat kéazitdee idején a Jdézsef Attila Tudomdnyegye-
ten Nﬁv&nvélcttauz Intézetében Szalal I, prafesazor $5bb
Cminte 10) sSaceh: yees speciest vizegdlt n % éa agya~

gclentsw 1ES tésint figyelt meg ezintetikus
tdpalﬁa bans A fermantl kxnmatagruriin izoldldedval éa
Gardnnmwabnr reakeidvel & fa gak kizbtt Jelentds killtinbe
a8 talﬁlt ag IES produkeidt 1110taan‘ { Ve kidgtilt o=
re ¢ ) (Bxsverbs Prof, Sﬁam
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Az 8lesztdk 188 eliforduldsdvel ds szintetisdldsdval kapcso-
letban ag irodalombél ceupdn néhdny kizlemény ismeretes.

A gombdk ktréb8l is csek kevds eset ilsmerctes, amikor
az 188 Jelenlétdédt pepirkrometogrifidsan bizonyitottdk, wOLP
(1956 ) Gymnosporangium juniperi-virginiae kulturdt 4llitott
be folydkony ssintetikus tdptalajon de & gomba suxinproduke
eidjdt megvizugdlie. Az IBS-¥ 8 kultura esziirletébll Goxdon-
Yebor roagenssel s spektrofotometridsen kventitative meghew
tdropgtas Sem a tdpoldathdl, se az egy hénapos kultura saiire
letédbél nem lehetett IES-t kimutatni, de ha a tdpoldathosz
Opl %enyl letriptofdnt adott az IES mdr & tizedik napon kie
mautathatd velte Papirkromatogyrdifidval igesolte, hogy az IES
8 triptamin (T4 ), az indolacetaldehid Ira kbztes termékeken
keresztiil TTP-b6l keletkesik., WOLF (1956) vigegdlataibdl ke
vetkezik, hogy a gombdval fertdzitt nivény megas IES tartal-
ma & gomba IES szintetlisdld képessdgével magyardshatd, vie
"szont az IES prekurszorokat a gomba & gazdantvényb8l kepja.

ORUEN (1956 ) a rPhycomyces blakesleanus~bdél papirkromae
togrdfidval és Selkowsky~remgenssel mutatta ki az Ips-at,
WATAWNARE (1957 ) ihrlicheresgenssel mutatta ki az IBs-at a
Piriculeria orysse dteres extraktumdnak savanyl frakeidjé-
bS8l kéeeiilt pepirkromutogramjdn. SHAW és HAWKINS (1958) a
Puceinia greminie tritici uredospérdjdnak étercs extraktu-
mdval késziilt papirkrometogremjdn Avens teszttel az IESeat
kimutattdk és még két ektiv foltot Sszleltek,

URLICH (1960 ) IES elfforduldst k8261t & mikorrhiza
gombdkben, Emlitést tesz az IpS-oxidderdl is, mely & gomba
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kimutathatéd IES tartalndt 24 dra alatt 11 mds wepyilettéd
alakitja &t,

Szdmos pdlddt taldlunk az irodalomban erre isy; hogy a
szintetikus tdptalajhoz egyes aminosevak adagoldsa miképpen
emeli vagy inditje meg az 1ES produkcidt., e mdr bizonyi-
totty hogy & TTP ag IES prekursors. Ssédmos ezersd szdmolt
be arrdl, hogy a tédpoldathoz, vagy & szildrd tdptalajboz
adagolt TTP hatdsdra emelkedik uz IES produkeid, avagy ceak
ennek hatdsdra indul nmeg & szintdzie.

Meglepd viezont asy hogy egyes mikraorgahiumnack Col-
tében & tirozin is jelentfeen megemelte ag IES mennyisédgdt,
holott a tirosin sserkesetl sajdtsdgai JjelentSsen eliérnek
az indolvdz sserkemetdtll. EKUGL ds KOSTERMANS (1934) &
saccharomyces cerevisiae tdpoldatdban akkor kapott legmagaw
sabb auxin produkcidt (530000 Aﬁl), ha & tdpoldatban a ti-
rozin is jelen volt, BOYSEN-JENSEN (1932 ) ss Aspergilus nie
ger suxinprodukeidjdt varidltan kiiltnbbed aminosev tartalmi
szintetikus tdpoldatokban vissgdlta. A tirogin és TTP tare
talmi tdpoldatokban mindig magesabb volt sz suxinssint,
imennyiben & ssintetikus tdpoldathoz még hisgtidint, leu~
eint, lisint, glicint, fenilalenint, triptofdnt és tirosint
is adott, az suxin megjelent & tdpoldatban. gy nds beszetés
telll szintetikus tdpoldatben nevelt fspergilus niger-tenyde
sgethes alenint, srginint, sssparagint, cisztint, glicint
és prolint adott, s & megfeleld inkubdeids 1d8 utdn ag Avene=
teszt negativ suxinreskeidt mutatott. Esek agz adatek még nem
bizonyitékok arrae, hogy a8z A, oiger tirozinbdl indolauxing
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gzintetindl, mivel a tdpoldatban & PIP is jelen volt. Hinden
epetre BOYSUN-YENSEN (1932 ) vizsgdlotal arre mutattek rd,
hogy &g A. niger saj4t ssabad sminosavkészletéb8l nem képes
suxint esintetisdlni, hanem csak & felsorolt aninossvak egylie
kébEl,
®UCL ée KOSTERMANS (1934 ) A. niger ssintetikus tdpole

datdhoz aeszpersgint adva, a tdpoldatban poszitiv suxinreakole
6t kaptak a tivozin szintén positiv reakeidt adott, a8t ag
suxint IES-val szonositottdk., SUKHORUKOV ds STROGUNOV (1945)
adatal megegyeznek az elizf eredménye:kel, vagyie az i, nie-
ger tirosin tartalmi tdpoldatdban az suxinprodukeid nd.

Hindezen adatok arra mutatnak, hogy egyes mikroorganize
mugok & tirozinbél képesek Ius~vat szintetisdlni, Ha esen fo-
lyamat reakeidlépdseinek lehetladpét keresaﬁk, caak egy Ut
lehetsdges, A tirozinnak ellesztr indolld kell alakulnia,
amely & ezerinmel egy debidratdcide kondenzdeidval TTP-t
ssolgdltat. A 777 pedig kbUzismerten IES prekurzor. lég kére
déees ég kelllkipen nem bizonyitolt ez, hogy a tirosin képes-e
indolld slakulni, avagy csak ag indolesgintdésisét indukdlje
valamilyen, eddig ismeretlen reakeid révén. Femndll e lehe~
t8sége emnek is, bogy & tirosin egy fiszsiocldgiailag negy hawe
tdst enzimefehdrieszintézisdhes elengedhetetlen, 4 kérddore
végleges vdlaget csak az izotdpos médsserrel vigsett vizsgée
latok adhatnek. |
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B/ A vizegdlat célja

Az dttanulményozott irodalombél ag éllapithatd meg,
hogy 8z indolvizas vegyliletek ssintdsise kérddsdben még
nincs egyedgen &1ldéspont, ds ag eddig mepgvisegdlt szerve-
setekben killonbozsf dtak voltak megfigyelhetSk. fppen ezdrt
feladatul tlztenm magam eld, megvissgdlni tibb élesztlitrzs~
ben sz indolvdz és pzdrmapékeinak bilcszintdsisdt, sz antra-
nileavhél kiindulva, tovdbbd e szintdzisben a tirozin jelen-
t8adgdt, cdlkitunéaampt egyrdazt RUGL de HAAGEN-SKIDT (1931),
KiGLy HAAGER=-SHMID? 6a BRXLEBEN (1933 ), WIELSEN (1931), KOS=
TERMANS (1934 ), JuMP ¢1938) do ROBINSCN ds STIER (1941) ama
megdllapitisdre nlnpeztum§ amely szerint a Saccharomyces cew
revisiase suxint termel. EbbS1l pediz igen noagy valdsziniedge
gel ktvetkesik, hogy ez indolvds feldpitdsdre is képesy hie
szen az suxin scintéziee indolumentes tépoldatban is megvalde
pul, Mderésut nind az egyszeriilbb, mind & magasabb szervezettis
pégll ntvényekb8l is ismeyrt sz antrenilssvbdél megvaldoitott
indolegintézis. Viezont az indol & szerimmel kondensdecid ute
Jén triptofdnt ady anmi ag IES prekursora.

4 tirozineindol reakeld Ut tizztdsdsdhos tirosin tare
talmi tdpoldatban nevelt dlesztfiBrssek indol termeldsdt ie
vizagélet tdrgyévd tettem, miutén irodalmi sdetok sserint a
S« cerevigise-tenydszet auxintartalme tirozin tartelmi tdp-
oldathen megasebd mint andlkiil,
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¢/ myag és nédszer
le Az élesziltbrusek tenydsztise

A bioszintetikus reaskeidket & kivetkezs teszttirzseken
tanulményostans '

1.
e
3e
de
Se
G
Te
Ee
Ge
104
i1,

Ag

Saccharonyces cerevisgiae Hansen

Schizosacharomycesn pombe Lindner

Endomycopeis fibuliger (lindner ) Dekker

Hansenule anomela (Hansen) He e% P.Sydou
Geotrichum candidum Iink

Candida utilis (Henneberg) lodder et Xreger van RiJ
Kloskers spiculata (Reess emend. Kldcker) Janke
Rhodotorula rubra ( Demme ) Loddey

Paratorulopsis pseudaeria (Zsolt ) Novdk et Zsolt
Dekkeronyces fragilie (J6rgensen) Novdk et Zeolt

Kercokedelmi forgalomben lévl pékdlepstd (5. ceree
visiee )

§lesztlttrzceket 20 ¥ maldtdt tartalmasd 2 Yeos fore

de dgdrra oltottam, Két.napos inkubdeid utdn (28 C%on),

15 ml steril bouillonben szuszpenddltan, amelynek 10 ml-nyi
wmennyisdgdét a mdr el8z8leg (autoklivban 120 ¢%on) sterili-
281t tdpoldatba pipettdstem. Az olidsokat steril olt&fﬁlki-

ben végeatenm,

Teszt=t4poldatoks

Le

Teljes tdpoldat:

1000 ml tdpoldat tortalmas

(RK4%253‘ L T S S 58
%m‘ﬁttsdvtnc 1g

w380¢ o 7 Hg@ » b »

s « U5

-

Elesstfkivonat + o s o+ +10,0 g
SzacharoZ o« « o « ¢« « o« 50,0 g
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Il Teljes peptonos tépoldat:
100 m1 tdpoidat tertalmes |
Ugyanag mint az I. tdpoldat + 20 g pepton

111, Hidnyos tdpolints
1000 ml tdpoldet tartalmas

GlURGE o o » o o ¢« = » & « 10 g

IVe Seildrd tdptalaj:
1000 ml.tapnfdat tertalmas

Haldta o« o o o » » & & & % 20 %
ﬁﬁﬁr L T S T S S 2 &

A %eljes és & teljes peptupom tdpoldat a tessttlirzsek elw
szaporitdsdhoz volt esiiksdgen. & fermentédldshoz 500 mleen Ere

lenmeyer-lomblkokat ds 100~100 ml tdpoldatot hagandliom. A
fermentélédt rdsdgépven, 28 0%-os hmérsékleten 3 napon 4%
végentem, A prekursort, illetve prekursorokat Seitz~-féle azie
r8n préseltem & tenyfszethesz. 4 peptonos tépoldat alkalnasde
gével az volt a ¢élom, hogy nagyobb mennyisdgl eminosavat vie
gyek be, amelyek kisil egyesek prekurzorként szerepelhetnek,
A vizsgélatakhom hegendlt Caramin, Heparamin, Cellasin és
Pripton aninosev tertalas & papirkromatogydfide vizegdlatok
alapjédn & k¥vetkez8i leuein, fenilalanin, triptofdn, tirozin,
alanin, ezerin, glicin, glutamin, asgpareging lisin és hisze
tidin, Valamennyl peptonfélesdg ugyanazoket az aminogavakat
tartalmazta, termdugetesen eltdédrd mennyisdgben. Kigdrleteime
ben magas tireszin de triptofdn tartalmes miatt £8leg & "Caraw-
min®et hagzndlten,

datot kiszdréleg & pdkélesstdhtz haszndle
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tam, 8hol & ¢él nem & tumeg produlkcidn, hanem sz IS ssintée-
zisén volt, amelyet e minimdlis szsporodds mellett valdsita-
nak mege

2e 4z indol bioszintésigdt vizegdld
médezer

le Risérlets fz L Logyin 3 AL }
A I11. vedui tépoldet 100 ml-dben ssuszpenddlt 4 g pékdlesse
téhoe 50 mg, 2 ml etanolban oldett antranilsevat adtam, A
kontroll wgyenigy volt beéllitva, de antrenilsaev nélkills A
3 pédrvhuzemos tenydsszotet 28 c%on 48 dvdn 4t rézattam..Az ine
kubdlds befejeztdvel & tenydsset 50 mlenyl mennyisdgdt 6000
fcrdfpczc mellett centrifugdliam, majd & ssupernstanst ¢3-as
peiirdn dtasiirten. Borkdsavval pﬂvxura bedllitott fermentlew
vet 3x20 ml peroxidmentes dterbe dirdatam. Az epyesitett é-
teres frokeidt 60 ®~os viazfuvdsn vekuumban (4 gmm nellett )
2 mlere besiiritettem ég abhdél 0,2 mlenyl mennyisdget ScheSch
2043b pepiron felesdlld médeserrel krometografdltam ( 68 ),
Szolvensként igopropanoliammoniasviz 10:1l:1 ardnyd keverdket

hepsndltan, majd & negezdritott krometogrammot Gordonevieber
resgenssel ( 68 ) kezeltem, Szdritds utdn sz indolfoltokat
kivdgtan, 5 al 1 f-os perklorsavval eludltamy ha szilkséyg volt
(3-a8 sslirdn szlirten ép $60 mu-ndl fotometrdltam,

2¢ Kimérlet: Az indol bicszintézise telljes %dpoldatban.
& torsetenydszethSl bouillomnal készitett szuszpenszid 10 mle
nyi mennyiedpét 100 ml steril I.sz, tdpoldatbs vittem ds 28
0%~0p hémérsékleten erfteljes riuzds mellett 72 Srdig inkubdle



tam, Zzutdn 20 ¥eos meleg etanolhe oldott annyi antranilsavat
vittem be Seitze-geiirlin 4t, hogy & tenydezet antranilsav taye
talme 100 ppm legyen, ezutdn sz inkubdldst szonoe kSrUlmée
nyek kizditt folytattam. 4z indo) mennyiadgét 24 drdnkdnt

négy elkalommal az l. kisérletndl leirt nddszerrel mértem. Az
asntraniloavat ceak 72 érde inkubdids utdn edéleserii a tenydeset=
hes hogegdadni, mert igy a mmagaf&dést gdtléhatdésa nem savard.

3¢ Triptofdn biopzintézisét visegdld
nédezeyr

3s Eigdriet: Tript 8 g _te , pold
nyéoeset bedllitdea agonos & 2. kisdrletndl leirtakkal, 2 72
Srds inkubdeid utdn Seitzessiirén a tenyéassethez annyi meta~

noiban eldott indolt ds ezerint vittem, hogy & tdpoldaet kone
centrdeidje 210 ppm, illetlleg 70 ppm legyens A& triptofdn
mennyisdzét 24 Srdnkdnt hat elkslommel ROTH (1939 ) mddezerd~
vel hatdrostam meg, 4 médszer a kivetkesnls

20 ml fermentdtumot turmixon homogenizdltam, mejd
8 homogenigdtumhoz 50 ml 5 Y=o triklorscetsavet adtam,
és épen 30 percig rdpattam. Az dleosztdsejtenet a
fermentitumbdl centrifugdlissal védlegstottanm el, a
spupernatangt ledntdttem, & maradvinyt kétezer egymds-
utdn 50«5C ml 1 %=os triklédrecetsavval mostam, majd
centyifugdltam, { Az egyesitett ssupernatans tartalnezza
a pzabad triptofdnt. ) A trikldrecetsavag oldatot vecuunw
ban 10 mlere bepdroltam. A centrifugecsdébll a maradvinyt
& ml degst.vizsel Bxlenmeyer lombikba kvantitative bee
mosten (es tartalmazsa & kdtott triptofdnt )s Mind a bew
pdrolt oldathoz, mind & mavedvinyhoz $0-40 ml oxiddlt
keverdbet {100 nl 70 4-0s H%804 + 60°m1 25 deog HNO. )
adtan, ¢ 10 perces 4llds uldn 100 ¢ =0g vizfirdén gya=-
kori rdpogatds kizben egg érdn 4% féstems Lehilés u
ag anyagot ScheSch 5893 (kékezalugos ) ssiirfn 4% 50 mle
es mérflombikba ssiirtem, majd TO g kénpavval addig
mogtan szirfn & csapaddkot, wig & sziirlet 50 ml nenm
lett, A sdrge pzini oldatot 8 §~88 piirfvel 1 onees
kitvettdban vekprdébdval naenhaﬁvrulfriah fotondéieren fow
tometrdlian.
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4. Kipérlet: Txiptolfip ssintézie hidnyos tdpoldatbans A
11182, Gdpoldat 100 nleben ssusspenddlt 4 g pékélesstlhis
2 ml, 60 d=08 etenolban oldott 30 mg indolt ds 10 mg eserint
vittem. Az indol és szerin dlesztlsejtek dltali felvdtelédt
az alkoholban vald teljes feloldds megktnnyiti. He ag indolt
és szerint oldott dllapotban és nem kristdly formijdban vite
ik & tédpoldatba, lényegesan t¥bb triptofdn szintetisdlddott.
4 pbkdlepstd triptofdn tartelmdt Ggy hotdroztam meg, hogy
58 pékélanﬁt&t 50 ml 5 %~08 triklérecetsavval turmixban th
mogenisdlian. A homogenizndlt élesztd triptofdn tertalmét
ROTH médeszerdvel (ls & 3¢ kisérletnédl ) hatdrostam mege A
ROTH-£61e tyiptofdn-neghutirosds itt csak dgy volt alkelmage
hotd, ha a gzupernatanst de & lelilepedett élesstlsejteket aw
lapos {3x15 ml) dteres mosdsnak vetettem ald, Eyrre azért volt
selikedg, mert az indol és az indolasuxinok az oxiddld keverdke
kel a kolorimetrides értékeldst saverd virte szint sdnak, ani
egy Ords Szépeel sem tilntethetd el, Az dteres extraktumot
egyesitettenm, bepdroltan, majd kromatografdltam ds kvalitati-
ve drtékeltem., Az indol és szerin kondensdieids reakeidje folye
tdn keletkezett triptofdn mérdedre nem tertottanm kieldgitle
nek a ROTH médssert, ezért papirkromatografids visegédlatoke-
kal is kiegészitettem. Miutdn ss élesstlk feltehetlen jelenw
t8s mennyledget bedpitenek a szintetizdlddott triptofdnbdl
gajdt fehdrje rendsgexiikbe is, ssikedgesnck mutatkozott a be-
éplilt aminosavek meghatdrozden is.

a/ A fe 2 Buebad . 3°:; :
A 20 ml fermentlevet 6000 ford/pere mellett Ulepie

roentle LNOSAY mes kbvetkeal

o N



- 24 -

tettem ds & ssupernatans leintdse utén ez élaast&aaite-
ket 2220 ml deszt.vizszel ujbél centrifugdliam, Végl

60 %~og meleg etanollal nuceson dtmostom. 4 szupernas
tanet da a moséfolyeddkok egyesitdse utdn a fehdrjdket
aboe clkohollal kicsaptom. & zsirok eltdvolitdsa céle
2dbd1 & fermentlevet felemeanyiedgll sséntetrakloriddal
4 réozletben kirdztam. 4 sadntetrakloridos dtrdsds u~
tén a vdlasztdttlesdrben hérom fduis kloniilt el, felll
a fehdrje~ és seirmentes fdsis o szabad aninovsavakkal,
ez alatt a kicesapddott fehdrjék killvnilnek el, mig az
algd fdsicban & fermentld sséntetrakloridban oldott
zeirkomponensei teldlhatdk. A vizes fdzist (Jl-as szl
rdn dtesiirtem, mejd vakuumban 2 mleve koncentrdltam.
EbhSl 045 mlet butanclecceteavevis (4313l ardnyd ) ssol-
vengben felezdlld médazerrel futtattam. A kromatogracnot
ninhidrinreagenasel hiviam eld,

b/ £ 8legztis

3

Ah g ARENES

o
Sy

tdrosdsa. Annek megdllapitdsa cél3ébdl, hogy & szintetisdls
triptofdn milyen ardnyban oszlik meg & sejtek de & formentlé
kbzttt, meg kellett hatdrozni sz élesztleejtek szabad aninoe
savait is.

Az 8/ pont szerint vizzel és alkohollel dtunosott

élesztlsejotek 0,5 g-nyi mennyliedgdt dbrzecedssébe
kvarchomokkal homogenigdltam, mejd a homogenizdtumot

§ ml shs. alkohollal kvantitative kémcsSbe bhemostam és
36gan¢kr‘n%bc helyeztem. A8 alkoholos hamog:zisétunot
ké p milva vekuumon ssiirten ds 5 ml 60 %=0e meleg
etanollal dtmostam. A3 aninossvakat tartalmesdé alkoho-
los extraktumot vakuumbhan 2 mlere bepdroltem, és ebbll
Opl mle=t kromatografdltam, Jelen esetben elegendd volt
Ogl ml extraktumot kvomatografdini. Mivel sz dlepstl-
gejtekben ag aminogay tartaelom magesabb mint a fermente
lében, 041 mlenél nagyobb mennyisdg felvitele nem lett
volne ul&nyﬁa.

1 and

W
£y

& kiv 8

0e5 vizzel éa 60 d-0s meleg etanollal dtmosott
S1esstioe]telket 100 mlegs jédozdmlombikben 20 ml 20 fe
os kdliumhidroxiddal vizfiirdfn, visszafolyds hitd kize
beiktatdsdval 24 dydig hidrolizdltam, A hidrolizdtumot
40 d=os perklérsavval neutraligdltam, igy & keletkesd
kdliumperklordt ag oldathdl kvantitative kicsupddik s
kisslirhet8. Nds sav hasandluate esetén sok oé marad ag
oldatban, amely a kromatografdldst saverja., & kbotbtt
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sminosavakat tertalmasé neutrdlisdlt folyadédkot 2 ml~ic
bepdroltan ds abbdl 0,05 nlet kromatografdltam.

Az amindsavek kromatogrdffldsdhoz whatmenn papirt ds
butanolseceteaveviz (4113l ) szolvenst haszndltam. 2 folto-
kat 0,9 %-on scetonban oldott ninhidyinnel hivtam el, me=
lyet felhaszndlds eldtt visb8l dtkristdlyositettan. Az elle
hivott kromatogramok értékeldadt KHAIS ds PRANKE médeserdvel
{esbkkond steandard mennyisdgek médegere az analizdlendd ole
dat nivekvd nmennyipdgével szembedllitva ) vigeztem.

A fermentlé tyiptofdn tartelmit a prekurzsorok bevitele~
kor, és ezt kivetlfen 24 drdnként 6 alkelommal mértem. A tyrip-
tofdn bioszintdsisdt peptonos teljes tdpoldetben nem tanule
ményostam, mivel & pepton nem tartelmazott kimutathaté menye-
nyiségben szerint, ds izy prekurszor hidnydban nem sokat mone
dott volna ez a vizsgdlat,

A $riptofdn-szintetds optimdlis pHejdnak meghatdrozdsa
¢31j4bél a teljes tdpoldatbdl 0,1 n edsavval 4; 4,53 53 5,53
63 649 pli=ju poroezatot késsitettem. 4 tdpoldatsorosatot &
triptofédnt j6l szintetizdldé Hansenuls snomala, Ssccharomyces
cerevicise ds Schysosaccharomyces pombe fajokkal oltottam be.
4 médeger nem vegetett sikerre, mert asg eltérd pi-ju tdpole
datokban & szdreseily tekintetében igen jelentls killinbede
get keptam, ami reltahmtﬁen'bafnlyéaolaa & triptofdn-szinté-
siat. Ezdrt o pli=t a megfeleld sevmennyledg hossdaddsdval a
prekursorok bevitele utdn dllitottam be, amikor & tenydszet
mir teljecen kifeilett, 4 kﬁlﬁnhﬁn& phi-ju tenydszetek tyrip=
tofdn tartelndt & negyedik nppon mértem, mivel a triptoféne
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termelds maximuma ekkor jelenthkezetts A pliet noponként ele
lenfrizten és a sterilitdes fenntartiss mellett vz esetleges
véltozdsokat 1 %eos borkésavval, illetSleg 10 fmos ndtriume
hidrokarbondttal korrigdltams A tyiptofdn de ag indolvds
bioszintdziadnek kvantitativ drtdkeldse a fermentlé visegde
lata alapjdn redlis, mert as egyes tenyéssetek szdrazeiilys
ip =~ 2 hibehetdrty figyeleube véve - agonocesnak tekinthetd,

Az 188 biossgintézisének tanulmdnyozéséhoz két prekure
zorts a triptofdnt de & tirozint haszniltanm,.

5¢ Kisdrlets Az IRS ntégise hidnvog tépoldatbane
A IXX. tdpoldat 100 mleben 4 g pékéleszift ssuszpenddltam és
meleg vigben feloldott 10 mg triptofdnt, illetlleg tirozint
adtanm hozzd, 4 tenyédszetet 28 ¢%«on inkubdltem 6 napig ée a
szintetizdlodott 1IES mennyiségét naponta meghatdroztam,

6. Rigdrlets Az IES szintézise telies tdpoldstokban.
A3 IES biospintézisét sz I. sz. tdpoldatban hasonld médon ta-
nulményortan asgal e killonbedggel, hogy & prekursorokat 3 née
pos inkubdldés utén vittem be olyan menmnyiségben, hogy a tédp=-
oldat 100-100 ppm mennyiségben tartelumasga.: A prekurgorok
bevitele utdn oz inkubdecidt 6 nepig folytattam és neponként
mértem o2 IES mennyiedgdét, majd sz inkubdeid befejesztével a
fermentlé indolvegylleteit kromatogrdfidsan analizdltan,

T« Kimérlet: Az IES ntey g . tap
oldatbane. A Il. vze tdpoldathoz nem adtum se triptofdni,; se




tirosint, kontrollja a teljes tdpoldat volt. Az amincsev pre-
kurzorokat mege & pepton nagy mennyisdgben tartslmezsza. Az
158 mennyledpdt & beoltdatdl kesdve 12 napon 4ty 24 drdnkdnt
mérten.

Az 158 mennyisdgdt o beoltds olltt is mértem, mivel el-
képselhetf, hogy a tdpoldetnek is van IES tartalma,

A G4 88 T kRisdrlotoket egyardint intenziv rdsatdis mele
lett 28 ¢%-on inkubdltam. 4 jelzett IES vizegdlatre killbn rde
zélombikot dllitottam be,

iz indolauxinok papirkrometogrdifids kimutatdsdhoz a tdp~
oldatot 50 ml-dt 6000 ford/perc mellett centrifugdltem, sz
ag liledéket 2x50 ml vizgel dtmostan dg a ssupernatansokat
egyeaitetten,

Az extrakium elkéesitdsdhes BONDE-LARSEN médezerédt hasgpe
piltam (8. dbre) ndmi médopitdesal. 4 saves ds nem savas
frakeidt kvsss foltrs vittes fel, mert ssétvdleasatdsuk és
identifikdldsuk igy sem okogott nehézadget.

A kromatografdldadt ScheSch 2043k papiron izopropancle
smmonie~vis, 10:1:l szolvenseel vipgeztems Az értdékelése résne
ben fluoresscencis-onsliicist (enalitikal UV ldmpe alatt ),
résgben kémial médszert (Cordon-weber reagenseel ) hagzndltam,
kv agonosgitds stendardoX egyideju futtatdedvael és Rf-drték
alapjédn tbrtduts A foltoksat kvantitative nem drtikeltem.

g 158 koloxime byl : rdpas 50 ml tdpoldstot
6000 ford/pere mellett sentrifugdltanm, majd a szupernatans
ledntése utédn ag iileddket 2x50 ml vizzel dtmoa&am; As egyew
sitett ezupernatanst 03 sziirdn dtsszirve, pl-jdt 1 $~0s bore
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150 ml szupernatans + 3 x 100 ml éterrel dtrizis
4
bepirldes 60 C%os visfirdfn /kb, 3 mlere/

3 ml kondenzdtum ¢ 2 x ¥blitds 4-4 nl dterrel /11 ml éter a vilasztdétBlesérben/
+
9 ml bideszteviz ¢ 1 ml 8 %-o08 llﬂﬁﬂ,, rézds 4 pereig, majd
v

Y
10 ml vizes fdzis 11 =1 éteres fésis
| +
9 ml viz 4+ 1 ml IaﬂGBB Jrézés 3*/
| ‘
l
_________ 10 ml viges fézis 11 ml éteres fizis

+

9 ml viz ¢+ 1 ml MGO, /rézds 3%/

|

:

| |
' \ ¥ v

.

30 ml viges fdzis — ———— — — 10 ml viges fdzis 11 ml éteres fdzis
*
0,5 n HC1 « 25 ml dter /rizds 3%/ l
l I ‘ bepdrolni 5 mlere
30 ml vises fdsis 25 ml dterves fézis l
¢ kromatografding
25 ml éter /3 résdssal/ !
l ¢ fiem savas frukoié]
30 ml vizes fizis 2% m) éteres fdsis

*
25 ml éter /3 rizdssal/

30 ml vizes fdsis 25 ml éteves fdzis
Jsszesens 75 wl dteres fizis

v
bepédrlds kb 3-5 mlere

Y
kromatografdlni
v

savas frakceid

8, dbras Indolauxinok extrahdldsa papirkromatogrifiira, BONDE-LARSEN
konbindlt eljdirdsa
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kfmavval 4,5-re dllitottam be., Az extrahdlist 5250 ml pere
oxidmentes dterrvel (HEYE 1936 ) rdséttlesérben vigestem ds as
egyesitett dteres extraktumokat vizfiirdln szdrezra bepdroltam,
A marvadékot § ml bidesszt.vizsel felvettem s 10 ml Cordonw-ve-
ber reagens hoszdeddsa utdn e jellemsd szinreakeid kialakue
ldpe ¢6134bél 20 pereig 100 C%-on tartottam, A ssines olde-
tot 25 mless mérSlombikban & jelig vizzel kiegészitetten da
UVIFOT fotométeren KP saiirfdlldsben 546 mu-ndl fotometrdle
tam, Tirozin prekurzor adagoldsakor is ugyeneszel a miédezers
rel dolgostam,

pz_indoleuxinok elekiroforetikus elvilssatdsa, Az elvée
lasztdet ADOLP PISCHER (1954 ) médszerdvel végeztems 30 em
hosszu é8 4 cm sudles ( ScheSch 2043b ) papirceikra as analie
gdlandd (a BONDE-LARSEN extrakeide eljdrdssal nyert) oldat-
b6l Osl ml=t vittem fel., A papircsik nedvesiidséhesz SURENSER
féle foszfdtpulfert haszndliam. As olfo-kemydt 8 Srds 1dl-
tartamra 100 V fessiiltsdgnek vetettem ald, Az elektroforé-
zis befejestdével a papircebkokat ssobahimdérsikleten, stitét-
ben szdritottam ds Cordon~Weber reagenssel hivtam eld. Az
IBs foltja hatérozottan &2 andd felé vdndorolty mig a tripe
tofdn foltja (melyet aminopav extrakeidval kaptam) majdnem
a felviteli helyen meradi, & triptamin pedig hatdrogottan a
katéd feld véndorol,

Az IES bicezintézise folyamdn a triptofdn w- {ripta-



“30“

min reakeidldépdaben & triptofdn dekarboxildeidja kizhen fele
azabaduld szdéndioxidot WARBURGemetddussal mériem.

50 ml 0 (%08 scetonba szitdn &t pdkdlesztdt préseliem
és Uvegbottal dllandden kevergettem, Ullepedés utdn ez sce~
tont lebntbttem. Bzt a miveletet 3x megismételtem. Vacuume
saiirés utdn az élesztlpejteket 50 ml peroxidumentes éterrel
dtmostam, Hzdritds utdn a 6 genyl "acetonport” 50 ml 30”3'
W=op kdliundihidrofosafdt-oldatban ssuszpenddltams A WAR=
BURG=késziildék manométer edénykéjének flterdbe 2 ml szuszpenw
2iét vittem, sz oldaleddnykébe 1 mg triptofdnt tartalmasd
1/2 ml metanolt. A megfeleld kontroll oldeledénykéjdben 1/2
ml metanol volt triptofdn nélkil, 4 mérdseket 25 ¢%-on vé-

geztem.

6o I5S hatdea sz élesztlk endopén lézzéeére
Waldtde tdptalajon nevelt 5. cersvislae hdrom napos
tenydazetét steril viszben szuszpepddltam ds 6000 ford/pere
mellett centrifugdltem. Az Uledékb8l (élesstfsejtekbdl)
1 g=ot 100 m1 10} N-o0s kéliumdihidrofoszfdt pufferben

sgusspenddltan. A szuszpenzidbil P mlet 2 nanométer eddny-
be vittem, & hengereddnybe 042 nl 20 S~o0s kdliumhidroxidot,
as oldaledénybe 042 ml desst.vizet, illetve 107 u~os IES=
ate Az oxigén fogyasztdst 29 ¢®«on mértem.

79 L2 IES~oxidaz k ¢ A
Amméniumkloriddal 2 ¢%on 24 érdig sutolindlt 5 g é=-
lesgtlt a W/60~08 (6,1 pHeji ) kdliundihidrofossfdtban szuss-

f.‘».:
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penddliamy majd 6000 ford/perc mellett centrifugdltam. 4 szue
pernatenst 25 mlees mérSlombikbe Gntve pufferrel jelig fele
ttlttttens Az oldat ensimprepardtumként sserepelt és !slhaémw
ndléeig jégesekrényben tdroltem. Az IES-oxidédz tanulmdényondséde
re ag aldbbi két reskeidelegyet készitettem; az utdbbit vake |
prébakénts

3 ml sngickivonat és 3 ml enzimkivonat
5 ml 6,1 pH puffer 5 ml 641 pit puffey
2 ml 5:10“‘ H~0s 1ES oldat 2 ml deszt.vis

L két reukeidelegyet 35 ¢%on 2 érdn 4t inkubdltam, majd
mindkét elogybll kivett 5«5 mlehez 10-10 ml Gordon-Weheyr reae
genst adtam. E két elegyet 60 percre 40 ¢%~08 termosztétba
helyesten a ssinreakeid kifejlesztdse edljidbdl. Esutdn PULe
FRICH~fotométeren az extincidt g g=as osiirfvel olvestan le.
Aw 188 koncentrdeidt hitelesitlgirbével hatdrogtam meg.

pa alatt 0,403 0,803 0,06 ds 0,95 Re Sxtéknél fluoreszkdls
sénédkat kaptam, melyeket az indel ds indolilecetsav pdrhuzaw
mos futtetdsdval, valanint Gordon~Yeber reagens alkalmasdode
val részben sikerilt szonositani, Az Ry Op4 indolilecetsave
naky a8 Re 0,95 pedig @ nerencsesinesddds alapjin indolnek
bigsonyult, mig & mdsik kdt {luoresskdld séne ssonositdsa nem
sikeriilt.
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& kontroll krometograsnldn sz IES foltje ayqng&bﬁ sine
oukeldt adott, mint ag sntrenilescvas tdpoldatd, 2 Cordoneige
ber reagenssel indolyeakeidt nem knptan; viszont ag UVeanslie
sis nyoasckban jelenldévl indolrs sutote 2 iw&ﬁwﬁgl antronilasy
tartalmi hidnyos tdpoldatban ssusspenddlt pékélesstd 48 drds
inkubdeid folysmén 22 Y/ml indolt ssintetizdlt, |

b/ Antranileay tartalsd teljes tdpoldatok kromatogremja.
4 teljes tdpoldatban nevelt iz &lesptltirse ksl o kvetw
kesd hérom ssintetizdlt indolt antranilsav jelenlétében,

eh G Ghay g ponbes A kyomatogremon ceak sz indol
s Insefoltok ssonceitdon sikerlilt, mig 88 0,533 0603 0,80
Re értdkkel jelzett foltoké nems Az indolesintésindt vz id§
figevénydbon o Y dbru mutatis. Peserint ez indolptirbe & T2,
érdban dyi ol & meximumot (28 v/ml), utiéne a gurbo esike

: is Sibulizers 4 kropstogramon gpak as indol ds
T88~foltok aponositdss sikerilt, mig 83 0,535 04603 0,80 Re
drtéikel jelmett foltokd nem. iz indolesintdsisdt es 140
figevénydven o 9¢ dbra mutatjn. Fesewint ez indolgbrbe a T2,
Sxdban 4y el & maximumot (28 ¥/ml), utdne a gbrbe esik,

gndomyeopsis fibuligeys A kromstogyason @s indol és oz
I8 vols nannhaiﬁhaté, mig ez identifikdlatlan suyugek a
0453, L1lotve 8 0,80 Ky értéinél helyeukedtek els iz indole
maxisun ittt 2 48 Srdbsn jelenthesik (10 Sbzady majd sennyie
odge coikkens As ligefolt szinveskeidje erdteljesebd mint
- as eldbbi tirasndl,

parutorulopaie psmeuderias & trnaatogrmmnn kimutasthatd
ez indol és ag Ius, valamint & 0,805 0,06 ﬁfwnﬁl két sronoe
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indol bioszintézsise teljes tdpoldatban + 100 ¥/ml antrenilsav

7/ml
30

20 ' —

10

]
24 A8 72 96 ora

9, dbra: Schizosaccaromyces pombe

7/ml

10, ébras indomycopeis fibuliger
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sltatlan anyag, Az indol ds ap IES mennyisdge & kromatogree
mon minimdlis, tehdt visudlis értdkeléssel is kbnnyil eldbne
teni, hogy @ Ps pseuderia a hédrom t8rge kisiil a leggyengdébe
ben seintetizdl indolt antrenilesavbdél, iz indolszintéazis
maxinume & 48, Srdban jelentkemett (15 v/ml)s & 24 dSrde ine-
kubdlds utdn sginreakeidval még kimutathatatlan mennyisdg-
ben van jelen & tdpoldatban ag indol, majd a 96, drddban asz
indol mennyledge iemét a kimutathatd Srtdk ald slillyed

{11, ébra),

7/ml
30

20

11, ébras Pasrateorulopsis peeuderia



A kisérleti eredmények alspjdn es dleaztlttirzsek kitbtt-,
sgabad~ ds Basu-~triptofdn tertelmének vdltozdsdt grafikusan
ébvrdgoltam TTP prekurzorok Jelenldétében é8 & ndlkiil,

A ktthtt-, anabade- o Useatyiptofdn mennyisdgének vdle
tozdsa teljes tdpoldatban, amelyhez prekursoronként 210 ¥Y/ml
indol da 70 ¥Y/ml 41 szerint sdtam. Az aldbbi dértdkeket muw
tatta (12-21, &brdk ).

Jelmegyerdzates

Basze tript. prekurzorok jelenlétében
- e RELHEY tript. prekurzorok Jelenlétében
-=camemem gpabad tript. prekurzorok jelenlétdben
Useze tript. prekurzorok nélikiil
————— ktt8tt tript. prekurgorok nélkil
——————— szabad tript. prekursorok ndélkill

4 jelmagyardzat velamennyi (12-21) dbrdra vonatkozik.

r/ml
150 -
‘:—-”X
50|
'-’- [ —; - o 5_"” T T 1
/ 0 3 4 5 6 nap

12, dbra: Candida utilie



77/ml

200

N /————-—-
150 -
o h%“——’ R

PO cnpiiuseis) s i S o | i oo g — S, — St

100
50,
=y r ' , 1
1 2 3 4 S5 © nap
13, ébras Endomycopsis fibuliger
7/ml
200 |
150 |
100 |
50 —— X s GED D GED Gup Gmn e
: ; ,-—Jzo","—.’.-.."s
1 2 3 4 5 6 nap
14, ébras Pebogpdras fyagilis
7/mi
200
150_
100 |
w—
e T e iy e
¥ T L4 .s;'—4’. —— T

18, dbyss Geotrichum candidum



r/ml
250 |
200
150 |
100
50.
et T T T e
. ; \._? ’-o!
2 3 4 5 6 nap
16, dbra: Hansenuls anomdla
7/ml
150 |
100_
50
o
ST Tmcem o mm o mm e o oy,
: . = Tisais 1A -
4 2 3 4 5 6 nap
17« ébras Rloeckera apiculata
/m
200
m
150 | —————— T tSsSsS=TmmT
100 |
50 |
—1| : — -o—-—o-o-.~.-.—.—.—._-‘
'1. e e,
4 ? 3 4 - 6 nap

18, dbras Parathorulopsis pseuderia
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7/ml
'200_‘
150
— 4”--‘
50 — s T A L A_E -_em ===
= o e © -o-..-o‘o-.‘._q_.._-m__.-.
1 v 3 4 5 6 nap
19, dbyaz Rhodotorula rubra
Pl
250 |
200 |
150-
100_
50 | _.
o amo = O
;...— '—-.-,_'_. ...... ~.\.~
v r Y T \‘V r
1 ? 3 4 5 b nap
#/mi
250 ]
200
150 |
100_
so— o o— —— ‘~
. - == i ~.,
;M: ________ \.~
v — —
1 2 3 4 5 6 nap

21, dbhyra: Schisosgaccaromyces pombe
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4 12-21. dbrdk alepjén elmondhatjuk, hogy 2z délesztitir-
soek TTP-szintetisdld képessdge meglehetfsen szelektive. A Fae
bospors, Geotrichum és Hensemule ag emlitett prekurzorok jelen-
1étéhen az inkubdcide 146 elatt kiemelkedd TTP-maximumot mutat,
mésok pedig egy lepos gdrbét adrnaks Az indolsuxinok meghatdro-
zdga e¢dlj4bsl kéezitett kromatogramoket kvalitative édrtdkelve
megdllapithatjuk, hogy & nagy mennyiségben jelenlevd indol
foltjdn kivill, ez 108 foltjét is megtaldlhatjuk mind szon (¥re
zoeknély amelyek IESe~biocszintézisre képesek (1. kdéulbble 4
triptacin is dllandd Jelleggel meglelenik a kromatopramon ott,
shol az 153 foltje is megtaldlhatd. iz Rp 05533 0,803 0,86
anyagokat nem tudtam szonositani,.

Az egyes tirssek TPetartelmdnak meghatdrogzdse ¢61jdbsl
az inkubdcids 148 befejesése utdn elvigestem 2 szabad aninoe
pavkéaslet papirkrometoprifide analiziedt is. 2 kromatogramoe
kat casak kvalitative 6rtékeltem, csupdn a ?7TP mennyisdgét vize-
gdltam o HAING ds FRANC (1961} félkvantitativ médezerével és
vizudlie &sss&hasonlitég alapjén a2z slanin ds a velin foltjait
(1. babldzst ) |

Az Slesztltirzsek sminogav kromstogramjai majdnem agonosg
képet mutatnek. Beeket Bs-zehasonlitva a fermentlé szabad amie
nosav tartalmdvel megdllapithatjuk, hogy a tdpoldathan mind=-
azok & szabad aninosavak megtaldlhsték, de jével kisebd mennyfe
aégben (1. tdbldzat ), |

A sejtek kitbit aminosav sennyisdge jéval magasabb, mint
a gzabad aninosavakd.



- 40 =

1, tébldzats A 5, cerevisise 96 drds tenydeweidének smabad

gaval
= 10 T/aly 44 = 20 Y/ml, 444 30 ¥/ml,
i4bd = AQ=- Y/ mi
8 £ 8 fermentlé
aninosavak naahadﬂgizgfatt aza:adtaminnauv

leuecin At < +
fenilalanin - ++
valin Fbd +
metionin s T
triptofdn B +
tirogin R s +
prolin _ +* 4t +
alanin bl d 4 i
treonin + + +
glutanin ++ + 4
gliecin + ok
agzparaginsav b b +
hisztidin +4 EEs +
glutaminsav i 44 4
agsparagin + ot +
cisztein 4t A b
szeyin ' + s ¥

e indol ds szerin. prekursorbkat adagolunk a tépoldat-
hog, némi vdltosdst teldlun az egyes aminosavak mennyisége
kst (2, tdbldzat ).

A 2. tédblézat szerint az dlesztlsejtek srsbad aminosav
tartalma - & TTP, valin és slanin kivételédvel - nem mutat
lényeges kiilsnbadget @& prekursor tartalmi és a PFOKUracy mene-
tea tdpoldatokbone



2+ tébidsat

-4l -

a8 fermentlé a pejt

aminosavak asnt:&ai p—
leucin b ++
fenilalanin +
valin et Pt
metionin 44
triptofdn +i4 4
tirogin + +
prolin + +
alanin +Add ER S
treonin + +
glutamin e o
gliein +
agzparaginsav 4+ +4
higztidin + 4
glotanineav 4 ++
angparagineav + +
cigztin Rt 4+

kotott
aminogavak |

++
s
bt
4
it

IR Ts
+

&

44
A
s
R
1
A

A 22, ébrdn ldthatdy hogy az indolt és szerint tartale
mazd tdpoldat szabad aminosaval kbzll az slanin (0,38 Rf),
& triptofdn (0,50 Rp) és a valin (0,60 Ry) foltjai sokkal in-
tencvivebb, mint & teljes tédpoldathan nevelt élesztitbrseek

hasonld asinosavai,.

Oeszehoagonlitve a megvigsgdlt tiz élesztfttrze alanin,
valin és triptofdn tartalmdt teljes tdpoldatban prekursorok
Jelenlétében ds esek ndélkill megéllapithetd (3. tdébldzat),
hogy o téresek negy rdsze megenelt TPPeszint Jjelenldtében
intenzivebd alanine de valinezintégist mutatnak,



Endomycopsis ﬁth/'ger
a

- Hansenula anomola

Saccharomyces cerz visige a b
a

Triptofan

Alags Alanin
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3. tdbldsat: Az élesstfttresek alaning valin ds triptofdn
tartalan triptofdn prekursorock ndlkil, (a) és
prekurzor jelenldétdben (b )y teljes tdpoldat-
ban 96 Srde inkubdeid utdn

alenin yalin triptofs

2 8 B iﬂ""“s%;
G; utilis b ER S S + +4
Es fibuliger RS bt + EERS + s
Pe fragilie 4+ 44 ER 4 s E
Ge candidun s i + 4 + ERS
He anomals 4 +td 4 4+ e 4 Gt
Ke apiculata b +44 A 44 s +4
Pe poeuderia e At 4 e+ At dd b
Re rubra b R, + B + b
Se cerevisise e 444 +4 a— e PN
S« pombe +4 A + +i ok +44

Heyes dlesztdtrueek PTP-szintdézlpe maxinumdnak iomeree
tében vizagdlat tdrgydvd lehetett tenni, hogy mi sz optimd-
lie pl=ja a TYP-szintdésisnek. A TTP-szintézisc ds az optimde
lig pH kizti Seszefiggdat csak azon tirzsekndl vizsgdltam,
emelyek e tekintetben kiemelkedtek. Vivel a sgintézie maxie
muma dltaldban az inkubdeid 4, napjén kivetkezett be, & kile
lonbzd pli-ji tdpoldatok TTP-tartalmét s prekurszoyrok bevie
tele utdni nezyedik napon mértem, A TTP-pzintdzis optimédlia
pi=ja & 23., 244 do a 25, dbrdk alapjdn a 6 kirili dridknél
vane A He snomala (23, dhra) e tekintetben igen asilk pH hae
térok ktzttty a 5. cerevisise pedig igen széles pH drtékek
kbgttt szintetizdlje a ?9P-t, mig & S, pombe esetdben két
kis 7TrP-maximumot ldtunk pH § ée G-ndl,



w 44 »

e R el }Tro-mm;iség
w| T szabad
150 Ve
B 7
100 _.”” -y
- ——
50—4
—.—.~'-'- —-"‘.-.—.-.~.-.-
4 45 5 55 6 65 pH
23+ ébra; Hansenula anomdle
7/mi
— ,_——_
-
' 150— /
100
50—. "’.’.\.\.
.—'—.’. - \.
—-—'—"_.— ~
4 45 5 55 6 6,5 pH
24. dbrya: Saccaromyces cerevisise
7/ml
250
200
150 |
100
_1
50 |
; e e —_— —.—._’_’.,-—s-\ ot =
4 45 5 55 6 6,5 pH

25, dbras Schigopaccaromyces pombe
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Ircdalni adatok utelnak erre, hogy ha egyes gombék tdp~-
oldatédhoz TTP-t adunk, Ggy egy bigonyos inkubdeids ;aa eltelw
te utdn & tdpoldatban IES mutathaté ki, & beviit TTP mennyie-
sdge pedig csbkken. Esen vigspgdlatok aslapjén bizonyitottnak
ldtssik, hogy sz ezyezeriibb sserveszettsdgl é18lények IES-
szintézige is TTP-b81 indul ki, Szdmos kizlemdny szdmol be
ayrdl is, hogy magesabd sgervesettsdgii ntvényekben az 148 és
a TTP mennyisége korreldeidban ven egyméssal és & TIP prekure
zor jellegii vegyiletnek tekinthet§.

Hidnyos tdpoldatban szusspenddlt pékélesztl éterua'cz-

traktumdnek kromatogramidn egydd indolvdgag vegyliletek mele
lett 035 Ry drtékndl agonositani lehetett az IES-at. TTP je=
lenlétédben & kontrollhoz viesonyitve nétt az IES produkeid,.
Egy nepos inkubdlds utdn 2 tdpoldatban 10 v/ml IES velt kimue
tathatd, ami kiozel aponos volt & kontroll IES-tartalmdval,
Az inkubdlds 5. napjdig ez az érték TTP jelenlétében tovdbd
emelkedett, majd egy (55 ¥/ml) saxiowm utdn az Iis-tartalom
lagsan cstkkent. A kontrolle-tenydészetben az IES~-tartalom ez
inkubdlde slatt (10-15 ¥/ml) alig vdltogik (26. dbyra),

A tirozin adagoldes suzintén fokozza az IiS-szintézist,

A wmaximum az Bt8dik inkubdeids napon jelentkeszett és pedig
35 v/ml mennyiségben (27. dbva)s

A kontroll suxin kromatogremjdn is 0,35 Reedrtiknél je=
lentkezett az IES. Gordon-vebher-reapenssel 0,79 Rfuértéknél
egy asonosithatatlen zdldes~barns folt keletkesett., 4 T7TP-



/mi
50_|
40

30

10_1 l—_\/\

1 2 3 4 5 6 nap

PG, dhyas pékélesstS 1ES ssintdsise hidnyos tdpoldetban
100 Y/l triptofdn jelenldtdben,

7/mi

3 8 8 5 &

1 2 3 4 5 6 nap

27. dbras Pékélosstd 185 ssintésise hidnyos tdpoldstban
100 v/md tiromin jelenlétdban.
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tartalmi tdpoldat auxinkromatogramje & kontrollal szemben
lényeges killtnbedget mutat. Cordon-Weber-reagenssel 0,37 Re-
nél ibolya (IES ) 0,75 annél barne (triptamin), 0,90 Rr-nﬂ.
ibolya szini (indol ) foltokat keptams & 0479 Ht~6rtéknél.1tt
isc megjelent a zildes~burna aszoncsitatlan folt.

4 megvizegdlt tieg élesztbitirzs kbzil TTP-tertalmi teljes~
tépoldatben hat produkdlt IES-at (28=33. &byeds 62 IES=proe
dukeid tekintetében as élesstltbrzsek nem viselkednek egysée
gevens bgyeseket intensivebb IES~ssintéuis jellemes, pls &

Ge candidum, Es fibuliger, Sche. pombe tdgoldatdban mdyr 24 b=
rds inkubdlds utdn kimutatheté ez IES; mdeoknak 48 drde inkue
bdlde sslikedges as IES kémiailag mérhetﬁ-mennyiségéhek mep]e=
lenéséhez. A TTP-tartalmi teljes tdpoldatban az IkS-mazimun
& 4=5, napon Jelentkesiks

legjelentfsebt IuSwprodukeidt ez E. fidbuliger-nél a 9P
bevitele utdni Ht8dik ziapw mérhetink, emikor is az IES-tare
talom 300 Y/ml (28, 4bre ) Viszonylag magas IES tartelme van
& Sche. pombe-nak, ag tddik nepon 160 Y/mlees saximwanal,

A Hengenuls enomala és sz Endomycopsis fibuliger a fere
mentlidviben TTP hozzdaddes ndlkil is kimutathetd sz IE8. A
He snomala IESe-produkeidje s TrP-mentes tédpoldatban & maximum
elérdse utdn hogezabd ideig dllandd drtéken morad (31, dbra),

A vizegdlatokat pH G-os tdpoldatben nevelt élesztSilre
zaeken végestemy mivel enndl a pl-értéknédl mutattak az egyes
élecstltbreack mazimdlie InSeprodukcidt.

2l jeg " stban nevelt élesztfttrzsek IES
termeldsdt ag 148 fﬁggvényéhun & 34~39, dvrdkon mutatom be.




J/mi
300 100 7~/ml triptofant tartalmazo
— reljes tapoldatban
250 ———— teljes tapoldatban
b (kontroll)
200
150
100,
50
T T T T — I
4 b 3 4 5 6 nap
268, ébra; Endomycopsis fibuligewr
r/ml
70
60
S0
40 |
30,
20
10
1 2 3 ; S 6 nop
29, dbra: Ceotrinum candidum
7/ml
30
20,
v T T T T T
1 2 3 4 5 6 nap

30, dbre: Hansenula anomala
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6 nap
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32, dbras Saccaromyces cerevipise

J°/ml
150

100

50 |
—

-
-

1\
-
-
-

L 2 3 4 5 6 nap

33, dbras Schizosaccaromyces pombe
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07 M 12 nap

34, dbyas Endomycopsis fibuliger

7/mi

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 M 12 nap

35, dbrasy Geotrichum candidum

77/ml
40

30
=

20

10 |
— v// '

1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 # 12 nap

36, dbra: Hangenule anoméla



7/ml

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

37. dbra: Peratorulepsis pseuderia

7/ml

20

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

38, dbres Ssccaromyces cerevigisae

7/ml
75

50

25

Ll T v L T T L T T

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

39, dbras Schizosaccaromyces pombe
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Szembetiing, hogy peptonoe tdpoldatban is ugyenazok e tSrssek
ssintetisédlnak IES~t, amelyek TTP Jelenldétdben erre képesek
voltaks A peptonos teljes tdpoldathan szonban kevesebb 1ES
mutathetd ki, mint TP Jelenldétében, 2 teljes pepitonos tdp-
oldet I#S tertelmét & beoltds utdn 12 napon #4% naponta mértem.
L prafikonokbdl ldthatd, hogy az I8S-naximunok dltaldban a
G9=10s nspon kbvetkesnek be. Azon torzsek esetében, melyek
teljes tdpoldatban TTP nélkill is képesnek IES~t az IES pro-
dukeié teljee peptonos tdpoldatban ie hasonld értékil,

- Pel ldatban tirozin hatdedra egyes torasek IES-
- szintézise intenzivedb lesz, mint & kontrollban, vagy ott ia
tapasgtalunk IES ssintdzis-t, ahol tirozin nélkiil nem mutate
| haté ki (4. tibldget)e

4. téblézat: (lesztStbrzcek IuS eszintdsise teljes tdpoldate
ban 100 ¥/ml tiroein tartalom mellett, négy
napos inkubdceid utdn

Teljes tdpoldat Peljes tépoldat
A megvizegdlt + 100 y/nl ti~ {(kontroll)
&jok rozin
Candida utilie - -
indomycopsis fibuliger 50 40
Faboapora fragilis - -
Geotrichum candidun 30 -
Hansenula anomalsa 2% 15
Kloeckera apiculsata - -
Parthorulopsis peseuderia 35 -
Ehodotorula rubre - -
Saccaronyces cerevisise 25 -
Schizosaccharomyces pombe 46 -




- 53 -

A 4y tdbldzat adataibdl kivetkesik, hogy eogyes dleoztd
térssek ssdmdra a tirosin is lehet IiSeprekursor. Legmage=
gabh IESeprodukeidt tirozin jelenléidben ag B, fiduliger ép
8 Sch, pombe tdpoldatdban mértem. A szintdsicre kipes tore
zoek esetiben kbzls vonds, hogy tiroszineprekurszor jelenlée
tében io sszok & tUrezsek ssintetizdinak t8bb IESe-vat, amﬂlysk
P jelenlétében,

Az inkubdlds bdefejestével készitett papirkronatogramoke
b8l megdllepithatjuk, hogy valamennyi azonos foltokat tape
talnaz, mnlxgk csupdn szin intenszitdsukban zulwnbﬁznek. Azon
toresek kromatogremjén, emelyek valamennyi visegdlt kbriile
mény kbsbtt esintetizdlnak IESet Coxdonsveber resgenssel a
kbvetkezd foltok 14thatdks

0437 Bfenédl ibolya~virts folt
075 Rfenél beryna sginit folt

079 Rf-nél mtldes~barna folt
0490 Rf-nél ibolya folt,

Analitikal kvarcldmpa alett az emlitett foltokon kivill
0,54 én 0,44 waériéknél intenziven fluorceskdlsé foltokat je~
lennek meg, de ezek Cordon-vebere-reagenssel mdég feldisitott
dllapotban sem sdnak foltot. Pdrhusemosok futtatisdval és az
R£~értékak alapjdn a 0,37-ndl lév8 foltot 1iSe-val, & O,7T5-8t
pedip tyiptaminnal agonositottam,

Vizudlies kromotogram éridkeldssel megdllapithat juk,
hogy azon térssek kromatogramjdn - melyek magasabb IES ssine
tézisre kdpesek - ag INS és ezzel pdrhuzemosan a tyiptamin
foltja is intensivebb. A pem azonosithatd foltok és az indol
foltja nen mutat esabdlysserii Vocsefiggdést az 155 termelép-
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sels AZ hosgsabb inkubdlds utdn felvett kromstogramon ag ine
dolfolt intenzivebb.

4 peptonos tdpoldatben nevelt tdrzsek kromatopramjdn
az IB8~folt termépgetuzeriien kisehb, de a triptemin folija
iz megtaldlhatd, bdr ndmely esetben csak egdsszen halviny bare
ne seinnel Jjelentkeziks

Pivogin tartalmi tdpoldatban nevelt tUrszsek kromatograme
Jén sz 185 és a triptemin foltja megtaldlhetd, de UV ldmpa
alatt ldthatunk egdssen gyengén fluoregzkdld foltokat is. Az
indelfolt értékeldedvel dvatosan kell eljdrnunk - bdr az
neglehetdsen intensiv dp hetdrozott~ médgeem lehet tudni, hogy
az nem valamely indolvegyillet lebontdsdblél, avagy & tirozine
bl sudrpnagott-e, 4 kérdést ceak izotopos vizegdlatokkal lee
het eldvnteni. |

4 40, dbrdn az Be fiduliger indolasuxin kromatogramiait
mutatonm be, killunbbzd tdpoldetban S8 prekurzorck jolenlété-
ben inkubdqves A krematogramokon jol ldthatd, hopy a legmae
gamabh 188 termelds TTP Jelenlétében van, de a kontroll tdpe
oldathoz visgonyitva intensiveblh I85 foltot kapunk tirozin
éa pepton prekursor jelenlétében ise. Bdr as egyes dleaztl=
tirzaek indolvegylileteit papirkromatogrdfidval sikeriilt tUe
kéletecen sedtvdlaszteni, migis heoeznoenak ldtszotl az ereds
nények kontrolildldse elfo-analizissel i (41, éhia)¢ Az IES
hatdrozotten es andd {eld, mig s itriptamin a kutdd feld vine
dorolt, iz indold foltja a felvitel helyéheg kizel, de az

andd felé mozdult el, iz identifikdlatlan foltok kis sebeg=
séggel a katdd felé vdndoroltak.









Az éleszt8b8l kdesziilt scetonpor-ssusspenszid sséndioxid
produkeidjét WARBURG~nmetddussal mértems 4 metanolban oldott
T9P hoggdaddpa utdn emelkedett a széndioxid meanyisége a
kontrollhoz viszoayitve, Az drdnkdnti széndioxid produkeidt
P jelenlétében ée anélkill az 5, tdbldzat mutatja

5¢ tdbldsats

10 )
l.6ra 2.0ra
_kvzép kzép
triptofdn 1.| + 36,6 | + 33,1 + 17,2 | + 14,8
né1kiil 26| + 29,7 + 12,7
+ tript le| + 42,1 + 2045 :
ra 2: + 58:0 + 50,0 + 34:0 + 2742

Az elegd Grds mérések alapjdns

leveg8
Qeo, = 0,2 (25 ¢%on)

& ieakcid lagaiodgdt valdazintileg a TTP rosez cldéddséd-
val magyerdshatjulk,

A menometrids mérése:r ém a kromatogrdfids ersdmények
Bssshongban vannak, ! TTP dekarboxildcidjdt & manometrikus
mérések do a kromatogrdfikus snalizisek igazoljék, aci a
S« cervisise~ben TTP-dekarboxilds enzimrendszer 1é%4t bizow
nyitja. Az enzim jelenlétét az irodalomdan eddig nem irtdk
le én jelenldétét sem mutettdk ki,

5e¢ Az IES hatdss sz délesztlk endopén léazésdre
Hégy pérhugamos mérdst vigestem WARBURC késziilékben. A
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manondteredény fiterébe bovitt IUS az élowtﬁwuazpemm 1dge
sdadre nem volt hetdspals An Ikbensk as dlesstlk endopgdn lége
sépdre gyskorelé hatdsdt & kUvetiend grafikonon Shrdsolom
(42, dbrs ),

200, mm’

42, &ébpras
B ¢ = az éleasztlk oxigén
fogynusstina

A= ap dlesstlk oxigdn
fopyanstdse as 188
15 bevitele utdn

» 158 bevitele a £8-
térbe

10 20 30 40 50 60 perc

4 kisdrlet szewint as Ix8, ez dlesztdk endogdn ldégade
86t nem hefolydoolia, IBS-oxiddat nz issertetett médsgerrel
nem sikerilt kimutatni, A a.m“"-n 183 koncentrdeid az ene
plakivunattal vald kdt drdes inkubdeid utdn newm véltomott meg.
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E/. Az eredmények értdkeldse

Antranilsavas tdpoldatban ez dlesztlk indol produkeide
Jé% fluoreszcencia enalizissel igegolni lehet, smi a kontroll
tdpoldathaen csak myomokban volt jelen. 4 Schs pombe da Ee fie
guliber és & P poeunderis a teljes tdpoldat 100 v/ul antra-
nilsav tartalmdbhél ez indol szintésiedre mintegy 20 %=ot hasze
ndltak fel, A legmagasabd indolssint & Sch, pombe (9. dbra)
fermentlevében taldlhatd (28 Y/ml), mig 8 legelacsonyabb ére
ték (15 (/ml) a P. pseuderium-ndl van (11, dbre ). Az indol
mennyiedge o moximum elérése utdn valamennyl esetben csikkent,
amit kdtfdlekdppen magyerdszhetunks

a/ Az indol kondenzdcide reakcidba 1ép sz élesztd sszabad
sperin tertalmdval de TTP keletkezik, amelyb8l szutén Ius-et
szintetizdl, Bzt a feltevdet a2 & kisdrleti tény is aldtdmeszte
Jay hogy sz antranilassvas fermentlé éteres extraktumdnak kyoe
matogramjdn egy igen intensziv 1S folt volt azonosithatd, mig
ag antranilsev nélkilli teljes tdpoldat haesonld kromatogramjén
cank nyomokban volit mege.

b/ A 9+ ébra szerint a TTP szintdéslie maximume dltaldban
i 96e drdban kivetkeszik be, igy érthats‘ hogy ez indol meny=
nyisdge csak T2 drédes inkubdeid utdn ceBkken, mivel ezutdn a
TTP ssintézie maximdlis.

Indolt jé1 szinteti dlé t¥rszeek antrasnilsavas tdpoldaw
téban eikeriilt kimutateri epy megasabb 7P ssintet is, Tehdt
antranilsavbél kiindulve az IES-ig t6bb kiztesteradket lehet

agonoglitani, ani ayre mutet, hogy az indolvdzes vegyiletek
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biocazintdézise az élesstbkben is sz antranilsuvon kereastiil
veldsul meg de sz antranilesav as indolvdznek kisvetlen pre-
kursora. Szt & kipessdget terméssetecen nem lehet cpupdn az
enlitett hdrom tirsere korlitozni, hiszen a megvizegdlt tobe
bi téres mindenike jelentSe mértdkben tartalmazott TTP-t.
Igy igen veldesinli, hogy a mdsik hét tirze ie meg tudja va-
lésitani az entranilsev -~> indolreakcidt, de a keletkesd
indol aszonnel felhessndldédik & TTP szintdsisére., ¥ivel az ale
kelmagoti médegerrel as indolt nem lehet kimutatni, epy kige
vetett médezert -« nevezetesen a TTP mennyisdpinek nérdedt -
kellene felhapsndlni, 42 indol nagyobb menmnyisdgben ez 616
pzervezetben nem is kumuldlddhat, hiszen kizismerten erls
funglestatikue hatdea van, Hogy ez emlitett hdrom t8rze tép=-
oldatdban mégis kémiecilag kimutathatd mennyigégben jelen vols,
epsak dgy megyerdszhatjuk, hogy a8z antranilsav - indolreakeid
f818e mennyiedgll indol prekurzor jelenldtdben nagyobb sebesw
ségpel jditsuddik le, vagy pedig a TTP szintépise gdtolt. Je=
len esethen az indolvdzas vegyiletek biossintésise egyensu=-
lydnak nmegbomldsdrdl van szl

As indol biogzintérisét antranileavbdl BYO, HITCHELL,
LEIFER 6o LANCHAN (19481} e Neurospora-ban biponyitottdi.
YANOPSRY (1985, 1956, 1957 ) sz E. colival tudts ezt a reakeiw
6% megvaldsiteni. Sgerinte uz sntrenilsay az S5-fossioribozile
~lepivofoszfdttal (PRPP ) egyosiil dg indole3 glicercfosufdt kee
letkezik,
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®cuou;cum-cu,-o-oo,u.
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COOH
@[ + PRPP
NH,

EDDY (1955e, de 1955b) a 8. cerevisise ndhdny TTP igényes
mutdnedban sutatts ki ez antranilsev —> indolreakeidt. EDDY
vizsgdlntal is aldtdmasztottdk mat a {eltevéet, hogy az indol
mennyisdgének cetikkendse T2 dwds inkubdeid utdn T7P szintdsiee
sel megyerdeshatd, BpDY vigsgdélatal vieszont keveset mondanak o
indolvdz ssintésise szempontjdbdél,. Vigsgdlatait egy TTP igde
nyes mutdnson végeste, tehdt & mutdns nem volt T7P autotrof,
ani a sedben forgd reakeid kinnyebb tanulmdnyozdsdt tette le-
hetdvé, hispen & keletkeszd indol, TTP szintézis hidnydban fele
suzaporodhatotty EDDY nem ad feleletet arra o kérddare sem,
hogy & seintetizdlddott indolbdl mi keletkemik,

2 riptod ossinté

Teljes tdpoldatban, prekurzorok jelenlétdben nevelt dlesz-
t0tbrzcek TP szintetizdld képessédgében killvnbségek mutatkoze
take

a/ A torzoek egyik csoportja indel ées szerin tartalmi
tépoldathan nevelve, kiizel annyl Usss- és kétBtt-triptofdnt
tartalmastak, mint prekursorok nélkiili teljes tdpoldatban
nevelve., Eszek: a Candia utilie, Kloeckera apiculats, Paratho-
rulopsis poeuderis dés a Rhodothorula rubra t8rzsek. Bz & tény
nem jelenti ast, hogy nem rendelkesnek triptofdn-szintetds
enzimyendszerrel, ¢supdn azt, hogy ez az enzimrendsser jéval
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kigebb intensitdssal ssintetizdlje & TTi=t mint a bf poutban
falasorolandd tBrzsekben. Hogy ezek a tUrssek is rendelkesnek
triptofdn~pzintetds rendeserrel, dg hogy szdmukre is sz indol
és szerin e TP prekurzor, bizonyitja & ssabad TP mennyiedpi
vdltosden, prekursorck jelenldtében e endélkil. Pl, a Candida
utilie tenydszetben v prekursorck hozsdeddss utdni elsd naw
pon, @z indolt ds szerint tertelmazd tédpoldathan ds o kont-
rolban egyerdnty 10 /ol TiP-t lehetett kimutatni, iz inkubde
ldps 2+ nupjén a kontyollben m'r new volt T1TP, mig prekurzorok
Jelenlétdben a TTP-peint mindig 10 Y/ml volt, wdgil & 3. na-
pon mér ittt sem volt mérhetd mennyisdgben. Még szenmbetiindbh a
jelensdg a Peeuderis tenydsgsetben, ahol & prekursorokat tare
talmasd tdpoldatban vdglg magasebb (kbe 5«16 ¥/ml) 8 PIP-szint,
mint & kontroll tdpoldatban, & pwekurzoroket tartalmasd tdp-
oldat ndg az inkubdeid 64 napjdn is 40 ¥/ml TIP-t Sartalmazott,
Ha tekintetbe vessziik a Popeenderia intensziv IES ssintetizdld
képesebpdt, nég magesabb suzsbad TIP szinttel kell szdmolnunk,
niezen annak egyrdsse az 18 seintdsisdre hassndlddott el.

A Rhe rubre 97F eszintetisdld képesedge killbnbizltt més
élesstltirzsekétfl, Usszw és kttott-triptofdn tartalma kigel
szonos értdkil ez idSflgevénydben - mind a prekursorokat tare
talmesd ds prekursor nélkiili tdpoldatban - viesont & ssabed
TPeazint & kontroll tdpoldathan a 2+ inkubdeide napon kulmle
ndly; (%0 ¥/ml, 19, dbra ), majd a 4, neptél kesdve ag indolt
de pverint tortalmesd tirzsek szobad TP mennyiedpivel azonos.
A prekursorokat tartelmesd tdpoldetban a maximum hidnyzik.

Begt a jelensdget gy megyavdssuk, hogy sz indolra a
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fihe rubra éredkenyebb mint a t8bbi tUrss, és 8 triptofdn-szine~
tetds rendszer miktdésdben dtmeneti gdtlds kivetkezik bes A
fhs xubra triptofdn-szintetdsz rendsserdnek aktivitdss egyébe
ként minimélic, mert prekurzorcok jelenlétdhen sem képes annyi
TPPwt szintetisdlni, hopy & feleslepet sajét fehdrje rendsze~
ribe bedpbtee, igy kitbtt-triptefdn mennyisdge alig vdltosike.

b/ Bbbe & ceoportba szon $lessztftérssek sorolhatdk, amew
lyekben a prekurzovok hatdsdra nemesak & sgabade hanem 8 kbe
ttt~triptofdn nennyisdpge is megemelkedik, Triptolfén-szinte-
téz rendszerikrsl elmondhatjuk, hogy intenzivebb mint ez &/
cooporthba sorolt tdrzeekéd. Erre mutet az & koriilmény, hogy @
kbtott-triptofdn mennyindge is megenmelhkedik, valdesiniileg o=
nért, mert ecek & tUrzeek ag indolbdl ds szerinbll fBlie meny=
nyiedglt triptofdnt képesek szintetizdlni és ennek egyrdszét
sanjét fehdrje rendsserdbe dpiti be, mdsik rdesedbll pedig $ubb
életfontossdgd vegyliletet szintetivdl, & caoport szabad-tripe
tofdn tertelms ie msgasaebb, illetve asz inkubdeids 148 eltel-
te utdn is kimutathatd, & megdllapitdsnak ldiesdleg ellent-
mond sg o tény, hosy ez E, fibuliger ssebad-triptofén tartale
me bdr ag ¢lsd inkubdoids napon mdg 20 ¥/ml (13. dbre), a 2.
napon mdr nem sutathstd ki, holott a kbtitte ds as Ussz-tripe
tofdn tertaslom oz inkubdlds sordn luagean emelkedik, A magyew
rdzat az %. fibuliger kiugrdan legmagasabb IS ssintetisdls
képepadpdben kerependd,

A ssabad triptofdn mennyisdgdt illetlen a P frapgilis a
tobbl t8rsntdl kiiltnbizik (14, dbre)s Hasonld s helyset &
Se cerevisise dg a Sche poube-nédl azgal a killdnbsdguel, hogy



& két utdébbi tdrze indol és szerin tartalmd tdpoldatdban mdr
ez elad inkubdeids nap utdn megjelenik a szebadetriptofdn, de
& meximumot csek & 44 nepon lehet mérni (20. ds 21, dbra). Bz
ez eltolddott meaximumot gy megyerdssuk, hogy az emlitett tiy-
gaek triptofdne-ssintetds rendssere igen aktiv, illetve a Pae
bospora fregilis & szintetisdlddott TTP-b8l kevesmet dpit be
gajét fehérjerendsserdbe, inkdbb mds vegyiiletek szintdsisdre
heszndlja fel,

A megvigegdlt tig dleseilttrssben a szabade s kitdtt-
triptofdn tartalom 96 drds inkubdcid utdn a kSvetkezlképen
alakul,

Gs téblizat: llesztStorzsek ssobad- ds kbtutt-triptofdn ter

talma teljes tdpoldatban. (A teljes tdpoldat
triptofdn prekursorckat nem tartalmazott.)

szabad kBtote boazes
t§ipt. txipte. tript.

1/ml ifmd
Candide utilis 10 107 125
Endomycepeis fibuliger 17 140 165
Fabogpora fragilie 10 62 %
Geotrichun cendidum 12 144 i62
Hangsenula snomala 29 189 210
Kloeckera aplculata 19 140 160
Parathorulopeis pseuderia 40 159 _ 180
Seccaromyces cerevieiase 27 180 210
Sehigosaccaromyces pombe 19 210 225
Fhodotorula rubra 20 75 110

4 kapott adetok értékeldse meglebetluen #ehéa, mivel a
TiP=nak dtalakuldei lehetfadge sokfdle, amint ast az aldbbi
pzkéna mutatja,



peerotonin

triptofdn > melanin
e ;
triptamin |
fommilkinueminin-——a-al tireddk

|

kinurvenin
J~oxikinuvrenin chinolensay — — nikotinsav

J=oxiantrenileay xanthurensay

A triptofdn-sezintetdz optimdlie pH intervellumdnek megdllapie
tdadra vigrett vizegdlatok szt mutatjdk, hogy az pH 5,5«6,0
ktzttt vans E2 & megdllapitds egyesik MADBUSUDANAN, NAIR és
VAIDYARATHAN (1961 ) adetaivel, amelyek szerint a csicseri bore
géban & TTP sszintézis optimélis pi-ja 5,5 kbrili. Ezek az ada~
tok igen vaeldsginiivé teszik azt a gondolatot, hopgy egy megae
sabl sgervesettedgi nivényben da as dlesstlkben kizel asonos
8 triptofdn-szintetdz rendszer pH optimuma,

& sointetizdlddott 17P teljes mennyisépe nem éplll he as
éleaztfk fehdrje rendsserébe, henem felhalmozddik & tdpoldat-
ban, vagy prekurgore leszs mis élettanileg fontoe vegyilletnek.
tlsszehasonlitva a 3. tdbldzat adatait szt tapeszteljuk, hogy
& prekurzorok jelenlétdben az alanin, valin és & triptofdn
mennyiedge megemelkededt, 4o asok legnagyobb mennyisdge a
tdpoldatban teldlhatd meg.

Friptofdn Jjelenlétében nmind a 10 t6rss igen sok szabad
alanint és valint tartalmamott (3. tdbldizat ), Az alanin valde
szinileg a TIP-b6l keletkezmik., Irodelmi adatok utalnak arra,
hogy bladges TTP jelenlétdben egyes dllati do nivényl sztivee
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43, dbres A& triptofdn ssintdsise de lebontdsa (HARRIS 1958).
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tekben megasabb alanin éé antrenilsav tartalom mutathatd ki,
mint a normdlis TTP szint esetiben. HARRIS (1958 ) elgondold~
sa szeyint (43, dbra) a nagyobb mennyisdgl slanin keletiesd-
sére feleletet kepunk. Tekintve, hogy sz indol ds szerint
tartelmi tdpoldatbun t8bh szabed TTP ven, mint & kontroll
tenydezetekben, feltehetld, hogy & triptofdnepirolds ensim

' hatdedra eselkedik as alanin mennylsfge is. A szkéms sserint
satranilsav is kelethezik, amely a8 mdr ismert reskeld vtjdn
indolld alaknl, vieszont sz indol dg & sperin TTP-néd szinteti-
s@lddik, ,

Az emlitett kisdrleti adotokbdl dp & HARRIS szkémdjdbdl
igen valdezinii, hogy & TTP szintézlee ds elbomldsa az élesz-
t8sejtekben celklikus, vagyie & triptefdn~pirolds ensim, ha
elegondd szerin van Jjelen a sejtben vagy a tdpoldatban ezy
révid cikluson keresztill ismét triptofint szintetisdl. Tehdt
tulajdonkdéppen egy szerin -w--> alanin dtelakuldsrdl van szd.
Begen folyamat szerint triptofdnepirvolds ensim jJjelenlétében a
TP szint fenntartdadhos nem ssiiksépes a tdpoldatbe £6lds
mennyiedgil indolt bevimni, sivel ap dUpgyis ressintetizdlddik,
viszont nagyobd smennyledpll szerinnel & reskeidt a T7P ivdnyde
ba eltolhatjuke Az inkubdlds folyamdn a tdpoldatbean & szerine
kéazlet fogy, sz alenin mennyisdge emelkedik, ds mindkettd
mennyisdge véglg korreldcidban merad, A szerin -->» alanin
dtalakuldsnak az indolviz ssintdpist ds lebontdet mintegy fo-
lyamat biokatalisdtornak foghatjuk fel., (43/a dbra)

A kremstogram harmedik intensiv foltjdt a valin képeszi.
A& valin mdeodlagos reeakeid (tjdn az alaninon kevecsetil szine
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tén & TIr-bdl keletkesik. 4 valin ssintdeiedt slaninbdl
HARRIS (1958) a kivetkeslképpen foglalja beesze (44. dbrals
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Y
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?H | Cll-l
$u-uu, ‘ CH,
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valin COOH
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44, dbras A valin szintésise slaninbdél ( HARRIS 1958 ),
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A védzlat feltételesi a nagyobd mennyiségll T9P jelenlée
tében sz elaninon kereestiili valinképsiddet e prekursorokat
tartalmasd élesztlttrzeek tdpoldatdban,

Az eredndnyeket Ssssegesve megdllapithatjuk, hogy ez b=
lesntdttirseek bdr nem egyforme intensitdesal, kipesek az in-
dol és szerin kondensgdcids reaskeidra, amely reakeid memimuma
PH 5,5«6,0 kizttt van.

@\—] 4+ GHa-CH-COOH <I—J-cu,-gu-coou
N OH NHp  -H:0 N NH,

H H triptofdn

fren ssintézis mechanizmusdt TATUM ds SHMIN (1954 ) izow
toptechnikdval igasoltdk, & TTP blossintdzisének est o formde
Jat GUGOEEREIR {1944 ) a Neurosporaeban, WILDHANN, FPEREI ée
BORRER (1947 ) Neurospora muténeokban igasoltdks, TAYLER és
SCHWARTING (1954 ) & Cleviceps purpurea szubmersus tenyégzetd-
ben tudott indolbdl de szerinbdl TTP-t szintetizdini,. legdllae
pitdsaik szerint rendkivill intenziv TTP szintetizdld rendszert
tartalmaz as LAY ATOLE, ﬁmelyben 2 prekurzorck elmdletileg 94/~
ban 7TPend alekultek., Ez & rendkivill erfteljes TTP szintésis
£8leg sz erpotealkeloidok bioszintéziséndél édrdekes.

Az a tény, hogy 2 kereckedelmi forgalomben 1évl pékélesuw
t6 Irse-at tartalmesz, alepot ad annak feltdteleszdaihesz, hogy
ag 6lesztlk is szintetizdlhatnak IES-at. Ezt & feltevéet alde
tédmaestjdk ag dlesstikin végzett vigsgédlataim is, mivel egyes



tirzeek IBS szintetizdld képessdge TTP jelenldtében igen maw
gas volts § tekintethen az dltaiam megvizagdlt tUrgeek & kie
vetkes! sajdtsdgokat mutattdk.

4 hidnyos tdpoldathan nevelt pékdélesstld, amely mér eredew
tileg is tartelmegost 10 ¥/ml IES~at, TTP jelenldtdben az ine
kubdeids id8 elfrehsladtdvel gyarepitje a tdpoldat IS mennyie
gdpét. & teljea $dpoldat sterilienydszetdben a Hansenula ano-
male s Endomycopeis fibuliger tdrssek termeltek IES-at kémiai
nddssereikel kimutathaté mennyiségben, Ha a tdpoldathos IE8
prekursorként Tr-t adtem, askkor tovdbbi 6t ttres tdpoldatéde
b6l volt kimtethaté biszonyos inkubdeids 146 utdn ez IES: nevee
zetesen A P. poeuderis, H. anomala, G. &andidum, Be fibuliger,
és Sche poumbe tirseekben, Viszont még TTP jelenlétdben sem kéw
pesek IBSw-at szintetizdlai kimutethatd mennyisdgben a D. frae
gilis, Rhe rubra, K apiculata, ds C, utilis,

A pékéleszts mdr IES-at tartalmez a hidnyos tdpoldatban
vald ssuszpenddlds és rdzatie elltt le. iz IES-szintdsis te-
kintetdben éles hatdrt kell vonnunk a pékélesztd (ami nagyrdsst
Be cerevisise~t tartaloasz ) ds o tdpoldatban sterilen tenyésze
tett 8o cerevielae kigiitt, Amennyiben & T7P tertalmi hidnyos
tdpoldatban rdszatott pdkdlesztd 5 napos inkubdeld utdn 55 v/ml
158 maximumot, & TTP tartalmi teljes tdpoldatban nevelt S. ce=
revisive 46 Y/mlet, & peptonos tdpoldetban nevelt pedig 17 ¥/md
IES maximunot mutetott. Mindhdrom esetben o szdrazsily & vige-
gélt egysdpgenkdént azonoe volt. Ha & teljes tdpoldatban sterie
len nevelt 8. cerevisise inkubdeids idejdt nbvelte az IES
meximun eldrdse utdn is, lgy as IES mennyisdge cetkkent, mig a
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sedraseily emelkedett. Tehdt a S, cerevisiee steril kiriilmde
nyek késbtti alscsonyabd IES produktums nem & gsdragsillyal
fige Ssoze, lomerve viesont sz dlesztigdrtds folyematdt, felw
tételezhetd, hogy & pékdleputd tartalmaz olyan orgenismusokat,
amelysk intenzivebd I5S szintészicre képesek, avasy erre ser-
kentik n S cerevisgiso-t.

Peljes tdpoldatban TP Jelenlétdben nevelt éleszitltir-
z@ek & termelt 148 mennyisdpdre nézve eltdrd viselheddsliek., Az
Be fibuliger ds a Sche pombe az Otddik inkubdeids napon 300
¥/ml, illetlleg 160 yv/ml Iis-at adtak. 2 $6bbi t¥rzenédl is as
Ht6dik nepon kivetkezik el (a P, pseuderis kivdteldvel ) ags IES
mexiaum, asonban csak 70-25 v/ml drtdkkel, Hivel ag H,s fibulie
ger és & Sche pombe tédpoldate is caék 100 v/al $riptofén tare
telmazott, ag IS produkeldt megyerdznunk kells E tekintetben
agonben Jjelenleg csak hipotdziseink vannak,

A probléma drdekessépét még ez is fokosza, hogy & két
torzs kbsil ag SChe pombe nem termelt IES~at, & TTP nélkiili
teljea tdpoldatben, viszont az B, fibuliger 35 ¥/ml maximumot
ad hagonld k¥rilmények kbzt. Tehdt ha a két torzs IES ssintée
sisét méds kbrilamdinyek kst vesssik vizegdlat ald, egésaen'a1~
térS viselkeddst mutatnak, Ha meggondoljuk, hogy a Sch. pombe
& tdpoldatban jelenldvl triptofdnbdl milyen nagy mennyiségl I8s
tud szintetisdlni, uwgyanskior az srinylsg negas sajdt ssebad
TTP késsletébll nem, vagy ceak sinimdlis mennylséget, fel kell
tételeaniink, hogy & kiviilrdl bevitt 1P hatdedra az egyee in-
dolvegylileteket assintetisdlé és lebonid ensimvendsszerek egyen-
eilya az IES szintdsise feld tolddik el
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Peptonos teljes tdpoldathan mindeszok sz élepztitérzsek
mutatnek JES ezintdésist, melyek TP jelenldétdben (8 peptonok
sxinosey kromatogramjdn mindig megtaldlhetjuk & triptofdn
foltjdt is )y azonban & pepton tartalmi tépoldatbhan nevelt ée-
lesstlk IES produkeidje jével kisebb mint PTP jelenlétében,
teljes tdpoldatben, Az IES meximumok nem hatdérogottak és idl-
ben eltolddnaks & peptonban jelenldvd nagysmennylsdgl asinossy
tehdt gdtolje ez IES esintézisdt, ¥z & gdtlde eredhet a pep~
tonban jelenldvé olyan vegyiiletektSl, smelyek sz indolvdses
vegyliletek szintésiedt mds irdnyba toljdk el,

Tirozin tartalmi teljes tdpoldatben megesabb I:: szintet
lehet kimutstni, mint & koniroll tenyéezetben, de kisel sem
olysn nagy mennylsdget, mint a triptofén jelenlétdben, Tény
awy hogy & tirozin valamilyen tton ellsegiti az 155 szintde
'sint‘ Hdr 1934-ben ROGL ds ROSTIRMANS leirta, hogy élesztét
klilinbBed Ssszetétell tdpoldatban nevelve du o nivekeddsl ae
nyagoket Avens tessttel mdrve, abban ag extrakiumban deslele
tek legnagyobd Avens nivekeddut, amely tirosint tartalmazott,
Ck agonbaen a nivekeddsl anyngot nem szonositottdk az indole
auxinnal, Sajét vizsgdloteim szevint tiresin jelenlétéhen asg
188 folt intenzivebh, mint andlkil, Tehdt a EIGL ds KOSTERMANS
niivekedésl anyag, tirosines tédpoldatban, indolsuxinnal agonos.

Attanulményouva DAVIS (1955 ), POLJANOWSKI (1959) ée
ZOBERSY dbrdit, selyeken az ardmds amindsavek ssintéziseinek
lehetsdges Utjal veannak feltintetve, nem kapunk megyardsatot
arra, hogy tirogin jelenlétdben midrt emelkedik, illetve ine
dul meg az 158 ezintésise, Nindhdrman megegyesnek abban, hogy
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a tirosin keletkesdsdt a prefensavddl vezstik le, mégpedig
irreverzibilis reskeidval, Ha ez & reakeid irreverzibilis,
akkor nehezen kdpzelhetd el, hogy a tirozin mennyisdgének o=
meléaével a g, intermedieren keresstiil az indolvézasok szine
tésise drdnydben tolédna el @ reakoid,

. Bér @ tivosinos tépoldat suxin kromatograanjdn egy meglew
Ahotﬁaea intenziv indolfoltot lehetett azonogitani, azonban ere
rSl az indolydl nem lehet megdllapitani, hogy & tirosinbél
~ swintetisdlddott~e, vagy lebomldel termék. Az elel eset valde
spiniibbnek ldtesik, mivel az indolfolt valamivel aktivabb,
mint TP prekurzor sdagolédsa esetén, Egyes sgerzdk beszdmolnek
- arrdél, hogy sz éliszervesctekben a tirogin indolld slakulhat,
Ha a tirogin —» indolreakeid az élesatlkben is megvaldpule
hat, akkor tirozinos tdpoldatban & megasabb IS szintet a ke
vetkend szintézisdt magyardshatjas

—CH- H !
uo@—C"z (I:“ coi’ S i D: Nn
NH, H

tirozin indol CHy~OH

CH -NH

“HO ,/ COOH

szerin

Qg e OJ M
; ek § L

H 1ES " I'ripl'afu'n
A fenti reskeidsor értelmében tehdt a tirvosin valamilyen
jsmeretlen (ceak izotopos vigsgdlattal elddnthetl ) reakeliditon
indolld alakul, 8z indol az élesztd szabad szerin tartalmdvel -
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Trpend kondensdldédik dg ebbfl o mdr ismert Uton IES kelethkee
wike Valdezinly, hogy a tirvozin > indolreskcidhoz mds ve-
gyilet jelenléte is sziiksdges. 4 tirvozin > indolreakeid
létének bizonyitdas Ggy lehetadges, hogy Jelsett tirozin,
vagy fenilalanin jelenlétdben nevelt dlesztltdrzsek amindsave
kromatogranidn a triptofdn, suxinkromastogramjén pedig az ine-
dol ds ez 182 jJelzettedgdt megdllapitjuk. Amennyiben sz emlie
tett vegyiiletek aktivek, gy & reakcid Ut nem kétadges.

1 Xeaed ! rzaek + ’ jdnak értékelés

Indol d8 azerint prekursor adagoldsshkor intensivebd ine
dolfoltot, triptofdn tartelmi tdpoldatban viszont intenzivebb
IEs foltot kapunk. Az 1:ES-at szintetizdld tBrosek auxinkromae
togramjdn 0,79 Re-drtdkil, barns gszinl folt kétedgtelenill a
triptenin foltja. Triptasin jelenldtét bisonyitja a triptofdn
dekarboxildeid jdnak mérdse is. Hivel a triptasin jelenldte
t6bh oldelrél is bizonyitott as IES-at srintetizdld torzeek
tdpoldatdban, gy sz sszonositstlsn foltok as IES seintézisé-

ben intermedierként veldesziniileg nem ssereplnek.

* :_t Frid

Pekintve, hogy ag éleszitfttrzeek indolauxine-kromatogyram-
Ja = & triptenminon kivill « mds I8 intermediert kimutetni nem
sikeriilt, IES intermedierként c¢sak a triptamin jthet szdmitdeha,

Attanulmdnyosvae JONES, METCALPE, SHXTON (1949) (45. dbxe )y
THIMAWH (1955 ) (46. béra ), GORDON (1956) (47. dbra), PAVCETT
{1961 ) (48, dbra) vidzlatait, melyekben az 155 bioszintdésisée-
nek lehetséges Utjel vennak feltiintetve, megdllapithatjuk,
hogy a triptaninbdl IAalde-en keresztil juthatunk el sz IESw
hoge Decdére, hogy ez Irald-et nem tudtam kimutatni, teljes
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45. dbras A g;indolil ecetsav blosgintdsise (JONES, HED-
CALFE, SEXTOR 1949 )
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46, dbrsy 4 p~indolil ecetsav biossintdzise ( THINMANN 1955 )
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bistonsdggal megdllapithatjuk, hogy az flesstikben a peindoe
lilecetsav biocszintdsise & kivetkezd uton tirténiks

@Qr cu,—g-coon
-NH, " ‘

N
/ indolpiroszdlosav *\‘f°t
G W A W € W A
N NHqe N o
H . H
triptofan \.-C0, indolacetaldehid \
Py

N /7 "NH,

4 triptamin / indolecetsav

/
P
pao
CH,-CN CH,-C
N = N Hiy
H H

indolacetonitril indolacetamid

47. ébras A p-indolil ecetsav biossintézise (GORDON 1956 )
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48, dbra: Indolauxinek egymdsba alakuldsa a nivén ekben /FARCETT 1961/.
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Mivel ap IES-at termell hat térss tdpoldatdban megtaldlhatd

e triptemin, gy esen tirzsek 118 szintdzise ie feltehetlen
a triptaminon keressztiil térténik, dés igen nagy valdsziniiasdge
gol elmondhatjulk, hogy valamennyi sz IS ssintdsisdre képes
élesztbtbres triptasinen keresztil szintetisdlja a peindolile
ecetzavat, Bzt az elkdpzeldot az a tény is tdmopgatje, hopy a
vizegdlt tOrszeek mds-mds csalddbe tartoznak, Termécszetesen ez
nem zdrje ki sst, hogy esyes mutdnsokban, avagy bisonyos kie
riilményekhez adaptdlt torseekben az IiS bioszintdsise més
dtat ne kivethetne,

gajnos oz egysszeribh sserveszetii ntvények 185 bioszintdw
zigédvel kevesen foglalkoztek. Az a néhdny ismert adat - igy
WOLPF-nak (1956 ) & Gymnogporangium jJjuniperie-virginiae IES bloe
szintdsiadre vonatkogé kizleménye -« ssintén a triptamin hipoe-
tézist tdmogatja. Amig a magasabb szervezetisdgii ntvényekben
az indolanyagosere fontos biockémial de fiszioldgisl folyamatokw
kal ven kapesolatban, mint 8 fotoszintézie, respirdcid, diffee
rencidldéddes, ndvekedéassabdlyosde, stb., addig ez egyeszeriibb
szarvoﬁattaégﬂ nivényekben ilyen sadles skdldjd vsazefligpboek-
r8l nem beszélhetiink,

Tehdt nem véletlen ag, hopy & magasabb szervesettudglickw
ben a tbrzefeildddés folyamdn ez indolesuxin biossintézisnek
sokirdnyd, vdltosatoe formdja alakult ki (48. dbre), nmig asz
alacgonyabb szmervesettadpgilekben ag 1ES biossintézise veldosie
‘nlileg esak a triptaminon kereastill veldsul meg.

A4 triptaming mint intermedier, megtaldlhaté epyes nagae
pabh szeyvesetisdpll nbvények IS szintésisdben is, hisgen a
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triptofdn egy molekuls széndioxid vesztésével triptaminnd a-
lakul 4%, Ezt as dtelakuldst SKOOG (1937) a zab pzdvetdben,
PILED é@ ATHANASIADES & lenceében, DANNENBURG, LIVERNAMN ds
WHITE a gbrogdinnyédben, GARDI és WOLF (1957 ) a gombdkban,
WEINTRAUB (1951 ), LARSEN (1951 ), HEMBERG (1958) szintén ige~
soltdk. Risédrleteimben & 8. cerevisise-ben WARBURG=-metoduse
sal igagolni tudtam, hogy az IES biloszintdzive triptaminon
keresztil torténik. A dekarboxildcid kiizben felszabaduld széne
dioxid kivdltotta nyomdsemelkedés mérhetd volt. 52 a vizsgde
lat egyben fényt deritett az dlesztlkben miilktdé triptofdn de-
karboxildz rendszer létére. Ez 8z ensim meglehetdsen kis ake
tivitdei, ami a triptofdn rossz olddddednak tulsjdonithatd,
Az intermedier & triptamin 14étét az dlesztd triptofén tartals
mi tédpoldatdban hermadik oldalrdl is igazoltam. Elfo-anslie
slekor & kromatogram barne foltje a ketdd feld vdndorolt,

ami pozitiv toltésil, amin Jjellegl vepyiiletre utal (4l. dbra),

Az indolacetaldehid kedetkezdee & tripteaminhdl de-
samindeidvel egybekdtott oxiddcids folyamat.

CLARKE 8 MANN (1957 ) borsdcsirantvényekb8l szdre
nazd tisptitott amino-oxiddszal igen nagy mennyiedgi
triptamint tudtak indolecetaldehiddé alskitani. Ezen
reakeld ensim rendszere ismert ds minden valdszinlisdg
srerint az dlesztd is rendelkepik hasonld enzimrend-
saerrel.

Az indolscetsldehidnek IES-vd alakuldsdt veldszini a
SUHARDINGER ensim végei, 5z az oxiddld ensim mz dlesztlkben
ie megtaldlhatde 42 IA81ld —p» IBS dtalakuldst tEbbL kutatsd
leirte magasabd sservesettsdgi ndvényekben, izy ple GORDON,
SANCHEZ és NIVEA (1949 ) az enandesban, YAMAKY é6 NAMARUBA @
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kukoricdban. A& reokeidt kimutattdk szabkoleoptilekben is. A
mikyroorgenismusok kirébdl ilyen adatok nem ismertelk.

Felmerillhet még egy kérdés, vajjon milyen fisiolégisi ds
biokémial szerepe van oz IES-nak az élesztdkhen? & tekintete
hen igen keveset tudunk, |

Ujabb visegdlatok esperint o plazma dusssddedt okogundk,
ennélfogva nivell annek viseel vald dtjérhatdedgdt. ANAKER
{1949 ) ag élesztfsejtek oxigdn fogyassztdedt I¥S jelenldtdben
megmérve megdllepitotita, hogy az élesztlezuszpenszid endogén
légedse megemelkedett, ha a manomdteredény oldaledénykéjiébsl
ag etanolban oldott Iss-at a £§ tdérbe vitte, Sajdt vizsgdlati
eredményeim nem tdmogetjdk ANKER megdllapitdedt, sz IES ag de
lesstfk endogén 16zséedt nem befolydsolte, ANKER me§odikai hie
bét ktvetett el, amikor aw IEsS-at etdnolban oldve vitie 2 ma-
nondtereddénybe, mivel ag etdnol okosta a légade megemelkedéd-
géts Emmllett sudl az & kisdrieti adat is, hogy @ szsintetizd~
1ddott IES nagy rdésse a tdpoldatban taldlhaté, nem pedig az
élesztfoe jtekben, Ezidfszerint snnek kijelentése indokolt,
hogy az éleaztd a pzintetisdlddott lig-at wint any ageeerepro=
- duktumot a ktrnyesd médiumba kivdlapatja.

Az indol de szdrmesdkainaek kisdrleteim alapjdn feltéte=
lezett bioszintéziedt a 49. dbrdbon foglaltam Yssze.

Hegoldatlen marad ellenben az & kisérleti tény, hogy as
élesztd torzsek termelte ILS memnyisége, hogyen cebkken, mius
tdn IiSeoxidds rendszert kimutatnom nem sikeriilt.
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49, duras Az indolvéz bdloszintésise és lebontdse ag
élesztlkben,



tessefoglalids

An incolvizas vegyliletek bioszintézisdnek tapulményosde
sdres rdsctott Slesstissusuzpenzidket, enalizdlésra pepirkro-
matogrdfidt, elfo-analizist és kolorimetrikus meghatdrosdesow
kat hependltam, Megdllapitottam, hogy a triptofdn adagolded-
ra egyes tirzeek IES esintézime emelkedett, Kimutattam &
triptofén szintdzisdt indolbdl és szeyrinbfl, Antranilsav
hozsdaddsdra egyes tU8rzsek tdpoldstdben megemelkedett az ine
dol mennyisdges VAHBURC mdédszerrel kimutettem & tyiptofdn de-
karboxildeidjdt, papirkrometogréfidval dg elfo-onslizissel a
triptanint, Kegdllapitottam, hogy tirozin adegoldsrs & tdpe
eldat ag IrS mennyisdge megemelkediks Bz a reakecid a tirozin
- indolreakeid 1létét igaszolja.

Egen eredmdények a kiivetkezl szintetikus reakecidkat mue
tatjdk:

antranilssy  ceew—eeed  indol
indolesgerin e triptofdn
triptofdn  eew—————  friptanin
triptanin  cemmww————>  indolacetaldehid
indolacetaldehid e——p Aeindolil ecetsev

A 49, dbrdn foglalom Sesze az indolezdrmasdkok de ssdre
magékainek bioszintdzisét ée lebontdedt ez élessntlkben,
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