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1. Bevezetés

A biotin felfedezése^, kémiai szerkezetének bi­

zonyítása^, szintézisének raegvalósitása^ 

dierek biológiai vizsgálatát is lehetővé tette. Ha­

marosan felismerték, hogy egyes biotin származékok 

és analógok mikrobiológiai tesztrendszerben nemcsak 

biotin-szerü hatásuk mértékében különböznek, hanem a 

biotin eredeti hatását befolyásolhatják /csökkenthe­

tik/^. Mivel a biotint általában mikroorganizmusok 

növekedési faktoraként határozták meg, a biotin ana­

lógok a baktériumok szaporodása szempontjából poten­

ciális antagonisták, amelyeket patogén mikroorganiz­

musok esetén hasznosítani is lehetne.

Az elgondolás gyakorlati megvalósitása akkor 

kapott újabb lendületet, amikor fermentléból izolál­

tak egy Mycobacidine-nek nevezett vegyületet, amely 

Mycobacterium tuberculosis emberpatogén törzsek sza­

porodását is igen alacsony koncentrációban gátolta 

in vitro . A vegyület szerkezetét a biotinhoz hason-

lónak találták , biológiai kisérletekben pedig a bio-
7tin hatását in vitro antagonizálta .

A Mycobacidine-ről megállapították, hogy emberi 

terápiás alkalmazhatóságának számos körülmény gátat

az interme-
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szab. A melegvérüek nem szintetizálnak biotint, a 

mikobaktériumok igen. A biotin antagonista vegyüle- 

tek antimikobakteriális hatása magyarázható a biotin 

bioszintézisének gátlásával, ezt a gátlást azonban 

a biotin jelenléte megszünteti. A melegvérüek fel­

vett biotinja miatt a Mycobacidine in vivo kísérle­

tekben hatástalannak bizonyult^.

Hazánkban rendszeres szerves kémiai kutatás in­

dult meg újabb kémiai szerkezetű biotin antagonista 

vegyületek szintézisére azzal az elgondolással, hogy 

azok esetleg terápiásán is alkalmazhatók lesznek. 

Ezért vált szükségessé az előállított vegyületek 

biológiai vizsgálata.

Az előállított vegyületek in vitro és in vivo 

mikcbaktérium-ellenes hatásának meghatározása folya­

mán megállapítást nyert, hogy a 26 uj vegyület közül 

több in vitro igen aktiv mikobaktériumok szaporodá­

sának gátlásában, in vivo azonban ezek a vegyületek 

is hatástalanok voltak'3.

Doktori értekezésemben a fent emlitett vegyü­

letek közül az in vitro egyik leghatékonyabb vegyü­

let hatásmódját tanulmányoztam. Arra a kérdésre ke- 

restem választ, hogy a Nyitrai és mtsai által elő­

állított uj /3,4»5,6-tetrahidro-4-oxo-2H-l,3-tiazin- 

2-il/alkánsavak legnatásosabb tagja eltér-e biológiai
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hatásában a mások által korábban vizsgált Mycobacidine- 

, illetve az irodalomból ismert más biotin 

antagonists vegyülettől.

tői7*8’10

2. Irodalmi előzmények összefoglalása

2.1. A biotin bioszintézise

A biotint v. H-vitamint /I/ Kögl^ izolálta 1936-

Melville és mtsai2 1942-ben álla-ban tojássárgájából.

pitották meg helyes szerkezeti képletét, melyet Folkers 

3és mtsai szintézissel igazoltak 1945-ben.
0
II

H №' ri'N H

и с;—c*h
-íchA-cooh

3

6-9 ю

I. Biotin
- ^3a S-/За «К, 4(3i, 6a c</J- 

£3 >4-dJimidazol-4-pentánsav

lH-tieno-Hexahidro-2-oxo

A biotint az állati szervezetekés a mikroorga­

nizmusok egy része nem képesek szintetizálni. Ezek­

nek külső forrásból kell vitaminszükségletüket fe-
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dezni. Más mikroorganizmusok azonban képesek a bio- 

11szintézisre , amelynek jelenleg három útja ismert.
12A biotin bioszintézise Lezius 

mobacter IV S-ben az 1. ábrán látható módon játszó­

dik le. A biotin molekula 1,4,5,1’ része ciszteinból, 

a 2,3,6-10 rész pimelinsavból és a 2’3* rész karba- 

moilfoszfátból alakul ki.

A másik reakcióutat Pai^ E.

/2. ábra/. Eszerint pimelinsavból és alaninból 7-oxo- 

8-aminopelargonsavon és 7,8-diaminopelargoneavon ke­

resztül deztiobiotin /II/ keletkezik természetes in-

szerint Achro-

coliban irta le

termedierként a biotin bioszintézisében. Az eredményt 

Bacillus megaterriummal'1'^ , Brevibacteriummal, Bacillus

végzett15sphaericussal és Mycobacterium smegmatissal 

kísérletek is alátámasztották.

Harmadik reakcióutat is leirtak már Agrobacte- 

rium esetén1^, ahol a pimelinsav helyett glutársav

a prekurzor, a törzs a pimelinsavat nem is tudta

hasznositani. A deztiobiotin abbén az esetben is ter­

mészetes intermedier volt.

2.2. A biotin biokémiai szerepe

A biotin az élő szervezetekben lejátszódó kar- 

boxilálási ill. transzkarboxilálási folyamatokban

4f
1 \

* **jr«rt*

s%í.
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1. ábra
12Biotin bioszintézise Lezius szerint Achromobacter

IV S-ben

3ch3-c-scoA AC0^3q=c_5CoA
0 CH.

a Hí
_2 0*2C-SCoA

1

(СНЛÍooh

CHZ CHz-(CHz)4-COOH

I
COOH0 -LNH. 0

J I 1 II
* CH-C

HS-CH^CH-COOH
П

NH NH2 
CH- c = 0 
сн2 СНА-(СНг)гСООН

-coz Ii

SH
0 •SH0 0IIII c IIC N NH

I I
CH—c
СНг СИСЦСЮН

HNr z 3'NHNH NH
ICH-с-OH 

CHZ СНГ(СНДСООН
I _v-+-

HC—jCH 
HZC5, исн-(снд-соон

о

•hJ 6-9 /0

nsh 5H

I. Biotin

2. ábra

Biotin bioszintézise Pai^ szerint Escherichia coliban

NH
¥»< ff
CH-C
сн3 CH2-(CH4)rCOOH

I l
CHj-CH-COOH0= C- S Со A Met

i
(CH,)v 5
COOH

0
II

NH. NH,
Iх I L
CH - CH

Mg1', CQZ, ATP, biotin szintetazNH NHII
СН2-(СНД-СООН

I CH-CH
cHj снг-(снД-СООН 

II. Deztiobiolin

CH3

0
II

NH NH!I
CH—CH
CH, сн-{снЛ-соон 
'-V
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vesz részt oly módon, hogy az e folyamatokat katali-
17záló enzimek prosztetikus csoportját képezi .

2.2.1. Holoenzim /biotin-enzirn/ képződése

A karboxiláz ill. transzkarboxiláz enzimek úgy 

keletkeznek, hogy a biotin karboxil csoportja és az 

apoenzim egy lizinjének £-amino csoportja között ko­

valens kötés létesül. A kötés igen stabil, enzimati- 

kusan nem hidrolizálható, csak tömény kénsav vagy

sósav hasitja. Ezt a kötésmódot az összes eddig vizs-
17gált biotin-enzimre bizonyitották .

A holoenzim képződése két lépéses reakció:
Mg2* R-CO-5*-AMP-szintetáz /l.a/ 

+ PP±

R-CO-5’-AMP-szintetáz + í^N-enzim—Ml-CO-NH-enzim /l.b/

ATP + RCOOH + szintetáz ~ 
/biotin/

+ 5’-AMP + 3zintetáz

A biotin-deficiens sejtek is tartalmazzák mind 

az apoenzimet, mind a szintetázt, amely katalizálja 

a D/+/-biotin ATP-függő kötődését az apoenzimhez. A 

reakció terméke az enzimatikusan aktiv holoenzim.

Ha a reakciót tisztitott enzimekkel, sejtmentes 

közegben végzik, bármely komponens kihagyása a holo- 

enzira képződés megszűnését vonja maga után. A reak­

ció a DA/-biotinra specifikus, de racém oxibiotin- 

nal is végbemehet a holoenzim képződés /az oxibiotin
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biológiai rendszerekben is керез a biotint helyette- 

siteni/. A biotinil-adenilát helyettesítheti a bio-

-ot, de a szintetáz elengedhetetlen2+tin + ATP + Mg 

a reakcióhoz.

A holoenzim térszerkezetének megállapítására is 

kiterjedt vizsgálatok folynak. Abból a kísérleti 

adatból, hogy a ß-metilkrotonil-CoA karboxiláz ké­

pes a viszonylag nagy töménységben jelenlévő szabad 

biotint karboxibiotinná alakítani, Lynen 

vetkeztetett, hogy a biotin nemcsak karboxil csoport­

jával kötődik kovalensen az apoenzimhez, hanem másod­

lagos kötés is kialakul a biotin ureido-gyürüje és 

az enzim között. Ebből a kötésből szoritja ki a sza­

bad biotin a prosztetikus csoportot, mikor karboxi- 

lálódik.

17 arra kő­

báné és mtsai"^ egy másik biotin-enzimet, az 

acetil-GoA karboxilázt vizsgálták igen részletesen. 

Megállapították, hogy ez enzirakoraplex, amely három 

alegységből áll /3. ábra/: karboxil-hordozó protein 

/ССР/, biotin karboxiláz /ВС/ és karboxil transzfe- 

ráz /СТ/ alegység. A biotin a CGP-aleg.ység egy lizin- 

jének £-amino csoportjához kapcsolódik kovalens kö­

téssel, és a másik két alegység között szabadon osz­

cillálva felveszi ill. leadja az "aktiv C02"-ot. A 

biotin karboxiláz ill. karboxil transzferáz alegysé-
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3. ábra
18Acetil-CoA karboxiláz enzim szerkezete Lane szerint

\
O-

\ N

.* \ x 0

- - СТ.;,л.

gén levő kötőhely nemcsak a prosztetikus csoportot 

képes befogadni, hanem szabad biotint is meg tud nem­

kovalensen kötni. /Tehát elvileg azonos a Lynen ál­

tal feltételezett "másodlagos kötőhely"-lyel./ Kimu­

tatták azt is, hogy a biotin karboxiláz a szabad kar- 

boxil oldalláncot tartalmazó biotint köti inkább, mig 

a karboxil transzferáz a biotin-metilészterre, bioti-

nil-acetátra, biotinolra, biocitinre 50-100-szor ér-
19,20zékenyebb modellreakciókban
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2.2.2. Karboxilációs, illetve transzkarboxilációs

folyamatok mechanizmusa
17A karboxilációs folyamat sémája :

2+Ш /2/+ ADP + P±

Ez a bruttó egyenlet két lépésre osztható:

C02-biotin-enzim + 

ADP + P±

biotin-enzim + RCOO~

RH + ATP + HCO ^ R-COO3 ^

/2.a/ATP + HCO + biotin-enzim3

/2.Ь/C02-biotin-enzim + RH

A transzkarboxilálás is hasonló módon játszódik

le :
2+ми /3/R-,000 RXH + R2COO+ r2h ^

Ez is két lépéses reakció:

/З.а/
/з.ь/

R^OO

C02-biotin-enzim + R2H

C02~biotin-enzim -+• R^H

r2coo

Kimutatták, hogy az "aktiv CO^ keletkezésekor 

a C02 a biotin l’-N-jéhez kötődik, a 3’~H-t a biotin 

oldalláncának első szénatomja a tiszta cisz szerke-

+ biotin-enzim

+ biotin-enzim

zet miatt gátolja a C02 megkötésében.

A C02-biotin-enzimben a COO- reaktivitása az 

ureido-gyürü elektronvonzásából származik, amely nö­

veli a karboxil csoport elektrofil karakterét, és 

igy affinitását a nukleofil akceptorokhoz. Az akcep- 

torok metil vagy metilén csoportok, melyek a szom­

szédos karbonil csoportok révén képesek karbanion 

képzésre. Az elektrofil transzkarboxiláció a 4. áb-
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rán látható egyenlettel irható le. A reakció megfor­

dítható, és a citrót indukálja az enzimfunkció meg­

változását*^.

4. ábra

Elektrofil transzkarboxiláció mechanizmusa 17

R. JO CH-CV0 ,0- 0 

44N

0
CH Л14 H

HN
I I 

HC - CH
I I

\CH.-C 
3 II __. CH.-C

-— J II
NH

+ I +
9HJ n CH *I J nCH — CH 

I l
Co A - 5 -C =0CoA-S -C = 0

n -o R = H : Qcetil - CoA
R . CHy propionil- CoA
R * H : ß-mslil krotonil - CoA

n *0
h-1

2.2.3* Biotin-enzimek szerepe a zsirsavak bioszin­

tézisében

Az első megfigyelés, amely szerint a biotin kap­

csolatban van a mikroorganizmusok zsirsav szintézisé­

vel az volt, hogy néhány telítetlen zsirsav csökken- 

tette a Lactobacillusok biotin igényét . A zsirsav 

szintézist tanulmányozva kimutatták, hogy a biotin- 

enzimek közvetlenül résztvesznek a bioszintézisben23,24
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25A zsirsav bioszintézis Lynen-féle sémája az 

5. ábrán látható. A ciklus egyik kiindulási anyaga,

a malonil-CoA acetil-CoA-ból keletkezik egy biotin- 

enzira, az acetil-CoA karboxiláz hatására. Ha a bio-

/ez a protein25tin-enzimet gátoljuk pl. avidinnal 

sztöchiometrikus arányban komplexet képez a biotin-

nal, ezáltal a biotin enzimeket teljesen blokkolja/, 

a zsirsav szintézis leáll.

5. ábra
25Zsirsavak bioszintézise Lynen szerint

.0СОд-biotin-E.0 CHZ- C~ÓCoACH3-C~5 CoA
C00'. ? ,o

JEHSИ5
R - СНуСНгСНА-С^уД R-CHfCzs

“OOC-OtC-r
\

NADP
HSNADPH+ Q

R-ch2-ch=ch-c^5«/

R-CH2-CH-CHrcl5
OH 5H perifériális 

5”H centrális

2.3. Biotin antagonists vegyületek

A kemoterápiás szerek kutatása során számos olyan
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vegyületet találtak /természetes és szintetikus ere­

detűt egyaránt/, amely mikroorganizmusok szaporodását 

gátolta, de a gátló hatás biotin jelenlétében megszűnt. 

Ezeket a vegyületeket összefoglaló néven biotin anta- 

gonistáknak nevezzük.

2.3.1. Biotin antagonista vegyületek csoprtositása

szerkezetük szerint

A. A biotin heterogyürüje változatlan, a szubsztitu- 

ensek változnak:
biotin szulfon /III/2^

27,28,29,30norbiotin /IV/ és szulfonja

horaobiotin /V/, biszhomobiotin, triszhomobiotin
27,28,29,30és szulfonjaik 

°<-metilbiotin /VI/ 

«x-dehidrobiotin /VII/99

31,32

hexahidro-2--oxo-4~hidroxibutil-l-f uro £3, áj imida zol 

/VIII/29

B. A biotin heterogyürüjében kén helyett oxigén van, 

és az oldallánc is változik: 

oxibiotin szulfonsav /IX/ 

noroxibiotin9^

34,35

homooxibiotin, biszhomo- triszhomooxibiotin és
34,35szulfonsavjaik
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C. Izo- és heterociklusos, karbonsav oldallácot tar­

talmazó vegyületek:

imidazol-2-on~4-karbonsavhidra zidok /X/36
37imidazolid-2-on-4-valeriánsavhidrazid /XI/

29,38,39 és hidrazid-imidazolid-2-on-4-kapronsav
.40,41,37ja

36tiazolidin-4-karbonsav /XII/ és hidrazidja

tiazolid-4-on-2~kapronsav /Mycobacidine, Acidomycin,

acid/ /XIII/8’10’42’43’44Actithia zic

11-/2-ciklopenten-l-il/undekánsav /hidnokarpusz- 

sav/ /XIV/45

piperid-2-on-6-karbonsav /XV/ és hidrazidja 

indolil-karbonsav /XVI/ és hidrazidja 

indolecetsav /auxin/ /XVII/
Y-/3,4-ureilénciklohexil/vaj sav /XVIII/55 

2-amino~4-p~nitrofenil-va jsav /Araiclenomycin/ 

/XIX/15

tiofen-2-il-valeriánsav /XX/

D. Nyilt szénláncu vegyületek 

hidrazidok /XXI/ 

tioszeraikarbazonok /XXII/ 

dikarbonsavhidrazidok /XXIII/45 

ólajsav5^

36

36

46

47

48

48
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2.3.2. Biotin antagonista vegyületek csoportosítása 

hatásmódjuk szerint

A biotin antagonista vegyületek attól függően, 

hogy melyik metabolikus folyamatra hatnak, három cso­

portba sorolhatók:

a. biotin bioszintézist gátló

b. holoenzim kialakulását gátló

c. holoenzim funkciót gátló vegyületek.

A biotin bioszintézist gátló vegyületek közös

jellemzője, hogy igen kis mennyiségű biotin /az in­

hibitor koncentrációnak 10~^-10~^-szerese/ elegendő 

az általuk okozott baktérium-szaporodás gátlás meg­

szüntetéséhez, továbbá a biotinra nézve nem-kompeti- 

tiv jellegű az inhibició. Az Amiclenomycin 

tiofen-2-il-valeriánsav

15 *es a
47 a 7-oxo-a-aminopelargonsav

7,8-diaminopelargonsav átalakulást gátolja. A My- 

15,42,44 és az imidazolid-2-on-4-kapron™ 

biotin átalakulást gá-

coba cidine 

29,39,41 a destiobiotinsav

tolja.

A biotin enzimatikusan aktiv formává alakulását

/holoenzim képződést/ gátló vegyületek a biotinra

nézve kompetitiv antagonisták. Ilyen módon hatnak a

)f-/3,4-ureilénciklohexil/va jsav"^ , a
35, az oxibiotinszulfonsav

homobiotin^ , a
35homooxibiotin és a bio-

26tinszulf on

A holoenzim működésének gátlására példa lehet



- 23 -

a hidnokarpuszsav^, bár a szerzők nem tisztázták 

ezt a kérdést, és feltételezik, hogy a biotin bio­

szintézisének gátlása is szóba jöhet. Mindenesetre 

tiszta hatás bizonyitása /karboxiláz ill. transzkar- 

boxiláz enzim gátlása/ csak sejtmentes rendszerben, 

izolált enzimmel történhet, mig az összes eddig vizs­

gált biotin antagonista vegyületnél in vitro rendsze­

rekben mikroorganizmus szaporodás gátlást mértek.

I

3. Kisérleti anyagok és módszerek

3.1. Táptalajok készitése

3.1.1. Kirchner táptalaj 

Na2HP04.12H20 /Reana1/ 

K^HPO

6,00 g

4,00 g

0,60 g 

2,50 g 

5,00 g

0^fi
ad 1000 ml deszt. viz 

Az oldat pH-ját 6,5-re állitjuk, 126 C°-on autokláv- 

ban sterilezzük, majd 900 ml oldathoz 100 ml steril­

re szűrt /G 5 baktériumszürő/ 5 %-os glukóz /Difco/ 

oldatot mérünk, steril körülmények között.

2 4
MgS04.7H20

Trinátriumcitrát /Merck/

L-Aszparagin /Reanal/

Ferriammóniumcitrát •' V-
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57 /kétszeres3.1.2, Biotin-mentes komplett táptalaj 

töménységű/

Vitamin-mentes kazein-hidrolizátum /Difco/ 1,00 g

Glukóz /Difco/ 4,00 g

1,20 gNátriumacetát /Reanal/ 

DL-Triptofán /Reanal/ 40 mg

L-Cisztin 20 mg

Adeninszulfát 1 mg

1Guanin.HCl 

Xantin 

Ura eil

kh2po4 

к2нро4
MgS04.7H20 

PeS04.7H20 

NaCl

ItoS04.4H20 

Piridoxin.HCl /Bg-vitamin/ /Fluka/ 

Riboflavin /ß2-vitamin/ 

Kalciumpantotenát 

Mkotinsav

Tiamin.HGl /В^-vitamin/ 

p-Aminobenzoesav /Reanal/

и mg

1 mg

1 mg

100 mg

100 mg

40 mg

2 mg

2 mg

2 mg

400 MS

200и MS

200и MS

200и MS

400и MS

100 üs
ad 100 ml deszt. viz

Az oldat pH-ját 6,6-6,8-ra állitjuk, 121 C°-on 15 

percig autoklávban sterilezzük.
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3.1.3. Cukor-élesztő táptalaj 

Glukóz /Difco/ 

Élesztő-kivonat /Difco/

10,00 g 

10^00£

ad 1000 ml deszt. viz

Az oldat pH-ját 6,6-6,8-ra állítjuk, autoklávban 

121 C°-on 15 percig sterilezzük.

3.1.4. Szilárd táptalajok /törzsek fenntartásához/

A szilárd táptalajok a megfelelő folyékony táp­

talajokból készültek 1,5 % szálas agar /g/v/ hozzá­

adásával a sterilezés előtt.

3.2. A kísérletekben felhasznált egyéb anyagok

A vizsgált modellvegyületek /jelük NYT/ a Buda­

pesti Műszaki Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén ké­

szültek^.

A deztiobiotint biotin /Calbiochem/ katalitikus

. A termék jellemzői:г55redukciójával állítottuk elő 

O.p. 158-9 C°, biotin-tartalom mikrobiológiai mód-
57 0,01 %, kitermelés 10,6 %.

A diazometánt h-nitrozometil-p-toluolszulfonsav- 

amid prekurzorból fejlesztettük^^, a felhasználás 

napján. Az éteres oldat diazometán-tartalma 1,14 

g/100 ml volt.

szerrel mérve
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A 2-j^cJ-nátriumacetát 3»7 Gßq/g /100 mCi/g/ 

specifikus aktivitású készítmény volt /Gyógyszerku­

tató Intézet, Dr. Bánfi Dezső/.

A palmitinsav-metilésztert és a sztearinsav- 

raetilésztert a Gyógyszerkutató Intézet Gázkromatográ­

fiás Csoportjától kaptam.

A mikolsavakat Mycobacterium phlei-ból prepa­

ráltuk az aláobiak szerint:

10 g centrifuga-nedves M. phlei-t /15 fo száraz súly/ 

3x200 ml etanol-éter = 3:1 /v/v/ eleggyel extrahál- 

A maradékot 100 ml 5 % KOH/50 % metanol ol­

dattal 85 C°-on 4 órán át refluxáltuk^, 15 ml 6 n 

HCl-val savanyítottuk, majd 3x100 ml éterrel extra­

háltuk. Az egyesitett éteres fázist 2x100 ml deszt. 

vizzel savmentesre mostuk, NagS04 felett szárítottuk, 

majd szárazra pároltuk. A maradékot 20 ml metanollal 
30 percig refluxáltuk^ 

a maradékot mégegyszer refluxáltuk 20 ml metanollal.

A metanolos oldatot elöntve a lombikban a metanolban 

oldhatatlan mikolsavak maradtak. A hozam 1,5 g szá­

raz baktériumból 30 mg mikolsav volt. Észterezését 

diazometánnal végeztük.

tunk

, a metanolos oldatot leöntve

3.3» Mikroorganizmusok

A kísérletekben használt mikroorganizmusok a
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Gyógyszerkutató Intézet törzsgyüjteményéből származ-

t а к «

3.3.1. Törzsek fenntarása 

Mycobacterium phlei /М. phlei/

szilárd, ferditett Kirchner táptalajon 

tenyésztés 37 C°-on 

tárolás hűtőben, havonta átoltva 

Lactobacillus plantarum ATCC 8014 /L. plantarum/ 

szilárd, ferditett cukor-élesztő táptalajon 

tenyésztés 30 C°-on 

tárolás hűtőben, havonta átoltva 

Saccharomyces cerevisiae /Sacch. cerevisiae/

szilárd, ferditett cukor-élesztő táptalajon

tenyésztés 30 C°-on

tárolás hűtőben, havonta átoltva

3.3.2. Inokulum készités 

Mycobacterium phlei

Szilárd táptalajról 1 kacsnyi baktériumot 5 ml folyé­

kony Kirchner táptalajra oltunk, 3 napig 37 C°-on in- 

kubáljuk. A tenyészetből 1 %-nyit friss táptalajba 

oltunk, majd 37 C°-on 3 napig rázatva tenyésztjük.

Az igy nyert tenyészetet használjuk inokulumként a 

különböző kísérletekben, 2-10 % mennyiségben A M. phlei
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ábrán látható.szaporodási görbéje a 6.

6. ábra

Mycobacterium phlei szaporodási görbéje Kirchner táp­

talajon, 37 C°-on rázott tenyészetben

E«0 nrn

1,0
0,í
0,6 .
0,5-
0.Ц
0,3-

V-

►* + 100100
inkubációs idő (óra)

Lactobacillus plantarum

Szilárd táptalajról 1 kacsnyi baktériumot 6-8 ml fo­

lyékony cukor-élesztő táptalajra oltunk, 30 C°-on 24 

órán át inkubáljuk. A tenyészetet centrifugáljuk 

/2000 fordulat/perc, 10 perc/, majd 2x10 ml 0,8 %-os 

steril NaCl oldattal táptalaj-mentesre mossuk. Az 

utolsó centrifugálás után a baktériumot 10 ml 0,8 %- 

os NaCl oldatban szuszpendáljuk, 100-szorosára higit- 

juk fiziológiás sóoldattal, és ebből 1 % mennyiséget 

használunk inokulumként.
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Saccharomyces cerevisiae

Szilárd táptalajról 1 kacsnyi élesztőt 6-8 ml folyé­

kony cukor-élesztő táptalajra oltunk, 30 C°-on 4 órán 

át inkubáljuk. Centrifugáljuk /2000 fordulat/perc,

10 perc/, 2x10 ml 0,8 %-os NaCl oldattal mossuk, majd 

10 ml fiziológiás sóoldatban szuszpendáljuk. 10 % 

inokulummal fertőzünk a kísérleteknél.

3.3.3. Mikroorganizmusok szaporodásának mérése

A szaporodási görbék felvétele a tenyészet fény­

elnyelésének mérésével történt, Spektromom 402 tipusu 

spektrofotométerrel. Vakpróbaként steril táptalajt 

használtunk. A steril körülmények biztosítása miatt 

a méréseket nem küvettában, hanem közvetlenül a kém­

csőben végeztük, ezért a mért értékeket a kiindulási 

extinkciós értékekkel korrigáltuk.

3.4. Kísérleti módszerek és eszközök

3.4.1. Sorozathigitás
' б 1Kétszeres higitási sorral dolgoztunk

mális inhibitor koncentráció /MIC/ meghatározásakor 

közvetlenül a kémcsőben végeztük a higitást. Kombi­

nációs kísérleteknél lombikban elóhigitást készítet­

tünk kétszeres töménységben, és a két lombikból 1:1 

arányban mértünk be a megfelelő kémcsövekbe.

. A mini-
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■biotin átalakulás vizsgálata3.4.2. Deztiobiotin

Saccharomyces cerevisiae törzzsel 

Egy 0,3 mm rétegvastagságú Kieselgel HF254 /Re- 

anal/ vékonyréteg-kromatográfiás lemezt 9 mezőre osz­

tottunk. Minden mező közepére egy pontban felcseppen­

tettük a deztiobiotin és a vizsgált NYT vegyület ol­

datát. A felvitt deztiobiotin mennyisége 0,25; 0,5; 

1,0 /ag volt /100 ^ug/ml koncentrációjú oldatból 2,5;

5; 10 jul-t cseppentettünk fel/, az inhibitor mennyi­

sége változott. Száradás után a lemezt üveglapokkal 

bekereteztük, majd a vékonyrétegre 25 ml 10 % Sacch. 

cerevisiae inokulumot /3.3.2./ tartalmazó biotin-men-

tes komplett táptalajt rétegeztünk /3.1.2. szerint, 

1»5 % agar-agarral kiegészítve/. A lemezt az agar- 

agar dermedése után steril üveglappal lefedtük, majd

30 G°-on 2 napig inkubáltuk. Az agar tetejére ezután 

3 ml 100 Aig/ml koncentrációjú 2-/4-jódfenil/-3- 

/4-nitrofenil/-5-fenil-tetrazoliumklorid /Fluka/ ol­

datot rétegeztünk. Azokon a helyeken, ahová a deztio­

biotin diffúzió utján eljutott és a Sacch. cerevisiae 

kinőtt /vagyis a deztiobiotin 

játszódott/, a lemezen halványlila foltot észleltünk. 

Ahol а МУТ vegyület gátolta az átalakulást, nem ész­

leltünk növekedési gyűrűt.

■biotin átalakulás le-
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3.4.3. Biotin meghatározása

A biotin tartalom mérését mikrobiológiai módszer­

rel végeztük"^, Lactobacillus plantarum ATCC 8014 

törzzsel. A baktérium szaporodását, amely a jelen­

lévő biotin koncentrációjától függ, a tejsav termelés 

visszatitrálásával /0,1 n NaOH-dal/ mértük, brómti- 

molkék indikátor mellett.

3.4.3.1. Baktériumok összes biotin tartalmának mérése 

Kb. 100 mg /analitikai mérlegen mért súlyú/ szá­

raz baktériumot 5 ml 6 n HgSO^ oldattal 121 C°-on 

/1 at/ 1 órán át autoklávban hidrolizáltunk. A hidro­

lízis befejezése után a hidrolizátumot 10 n NaOH-dal 

semlegesítettük, 100 ml-re töltöttük deszt. vizzel, 

majd redős papirszürőn szűrtük. Ebből az oldatból 
5 ml-t 100 ml-re higitottunk deszt. vizzel, és az igy

nyert oldatból végeztük a meghatározást az alábbi 

módon:

Hidrolizátum Deszt. viz Táptalaj

/ml//ml/ /ml/

1 4 5
2 3 5
3 32

5 50

Minden higitásból 3 párhuzamost mértünk, igy egy ér­

téket 12 mérés átlagából számítottunk.
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3.4.3.2. Baktériumok szabad biotin tartalmának mérése 

Kb. 100 mg /analitikai mérlegen mért súlyú/ szá­

raz baktériumot 5 ml foszfát pufferben /рН=7,0/ szusz- 

pendáltunk /6,5 ml 0,25 M Kí^PO^ + 3*5 ml 0,25 M ^HPO^/. 

A feltárást 18 perces ultrahangos kezeléssel végeztük,

MSE ultrahang készülékkel. A mintát közben só-jég ke­

verékkel 0-4 C°-on tartottuk. A feltárt mintát 100 ml­

es normállombikba mostuk, és 1, 2, 3, 5 ml aliquot- 

okból végeztük a biotin tartalom meghatározását.

3.4.4. Mycobacterium phlei zsirsav szintézisének 

vizsgálata

3.4.4.1. Zsirsav szintézis jelzése

80 ml logaritmikus szaporodási fázis elején levő 

/E480=0>15/ M. phlei tenyészethez /Kirchner táptalaj/ 

2~B4CJ-üa-acetátot /836,2 MBq/ adtunk, majd 

hozzámértük a vizsgált anyagot a megfelelő koncentrá­

cióban. A tenyésztést 37 C°-on rázatva további 30 per­

cig folytattuk, majd a sejtek szaporodását 16 ml 12 

%-os HC10^-val leállítottuk. A sejteket 0,45 Ц pórus- 

méretű Millipore szűrőn leszűrtük, és 10x10 ml deszt. 

vizzel mostuk.

3.4.4.2. Zsírsavak preparálása

A 3.4.4.1. szerint nyert sejteket 20 ml 5 %-os 

KOH/50 % metanol oldattal 4 órán át 85 C°-on refluxál-

2,5 /дто!
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va elszappanositittuk, 4,8 ml 6 n HCl-val semlegesí­

tettük, 3x20 ml dietiléterrel extraháltuk. Az egyesi­

tett éteres extraktumot 3x20 ml de3zt. vizzel savmen­

tesre mostuk, Az éteres fázist KagSO^ felett 24 órán 

át szárítottuk, majd az extraktumot vákuumban száraz­

ra pároltuk. A maradékot 1 ml éterben oldottuk.

3.4.4.3. Zsírsavak észterezése

Az 1 ml éterben oldott zsirsav-lceverékhez 2 ml 

diazometán oldatot /3.2./ mértünk. Szobahőmérsékleten 

1 órán át állni hagytuk, majd a diazometán felesleget 

ill. az étert N^-áramraal elpárologtattuk. A vissza­

maradt mintát 1 ml éterben ujraoldottuk, majd anali­

tikai mérlegen mért súlyú kémcsőbe pipettáztuk. Újra 

lefúvattuk nitrogéngázzal, exszikkátorban egy éjsza­

kán át CaCl2 felett szárítottuk, majd analitikai mér­

legen mértük a minta súlyát.

3.4.4.4. Zsirsav-észterek szétválasztása vékonyréteg- 

kromatográfiás módszerrel

Lemez: Kieselgel G /Reanal/ 0,5 mm 

Futtató: petroléter-dietiléter = 8:2

Minta mennyisége: 500-1000 jug a zsirsav-észter elegyből

100 p.g a kontrollként futtatott

paImitinsav-metilésztérből 

sztearinsav-metilészt érből 

mikolsav-metilészterből /З.2./

Előhivás: kémiailag, jódgőzzel
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A radioaktivitás százalékos megoszlásának vizs­

gálatára a vékonyrétegre röntgen-filmet taritettünk 

és 24 órás expozíció után a filmet előhívtuk. A feke­

tedés helyét a kromatográfiás lemezen bejelöltük, a 

réteget a foltoknak megfelelően Packard-edénybe ka­

partuk és mértük a minta radioaktivitását,

3.4.4.5. Radioaktivitás mérése

A radioaktivitást Packard Tricarb 3380 folyadék- 

szcintillációs spektrofotométerrel mértük, toluolos 

szcintillációs folyadék alkalmazásával.

4. Kísérleti eredmények és értékelésük

4.1. Perhidrotiazin származékok hatása Mycobacterium 

tuberculosis H^yRv törzsre

Q
A Nyitrai és mtsai által előállított perhidro- 

tiazin származékok /XXIV/ antituberkulotikus hatását
62in vitro sorozathigitásos módszerrel vizsgáltuk Dubos

táptalajon. A M. tuberculosis H^yRv törzs szaporodá­

sát legjobban gátló vegyületek szerkezeti képletét és 

a minimális inhibitor koncentráció /MIC/ értékeket az 

1. táblázatban foglaltuk össze.

Az optimális hatáshoz oldallánchossz szük­

séges, karboxil vagy karboxil-származék /észter, sav-
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1. táblázat

Perhidrotiazin származékok in vitro hatása Mycobacterium

tuberculosis törzsre Dubos táptalajon 0
&c NH-NK,Q-C — NH s

hc^nch
I)

ИС'^./'СНN
XXIV XIII XXV

Mycobacidine IMH

Minimális inhibitor konc. 

/ig/ml

Mol-
R

súly M
!í

>7-/CH2/5COOH /NYT 105/ 0,06

0,015

231 2.59.10

5.79.10

5.76.10

-a-/CH2/5COOEt /IMIT 59/ : 259
5

-5-/gh2/4coch 217 12,5
-5 j

j
!

-/CH^COOEt 6,2245
217

!
189

2,53.10
■

-4-/CH2/2C0CEt 25,0

25,0

1,15.10

1,32.10 -4“OOOEt
;iyI> -7-NH- 7,00.10i 214 0,15\
i

”'w)"°"CH2”G00Et -7-
■295 0,03 1,01.10

-<o)-°-ch2cooh -5267 8,0 2,99.10

rBr -< o)-o-ch
■”s*Br

-52,76.10452,8 12,52~C00Et

/-ГВГ-( Q>-0-CHo-C00H -4424,8 100,0 2,35.10

-75,53.10Mycobacidine 217 0,12

0,03 -7IMH 137 2,19.10
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amid/ végződéssel. A szénlánc hosszának csökkentésével 

csökkent a hatás erőssége is. Az alifás karbonsavlánc 

helyettesíthető p-fenoxiecetsavészterrel a hatás el­

vesztése nélkül. A szabad sav, vagy a benzolgyürü nagy 

térkitöltésü helyettesítései azonban a hatás csökke­

néséhez vezettek.

A további kísérletek során az egyik igen hatásos 

vegyülettel, a /3,4,5,6-tetrahidro-4-oxo-2H-l,3-tiazin- 

2-il/-kapronsavval /jele NYT 105/ végeztünk sziszte­

matikus vizsgálatokat a hatásmechanizmus tisztázása 

érdekében. Az emberpatogén Mycobacterium tuberculosis 

törzs helyett ezeknél a vizsgálatoknál az apato- 

gén Mycobacterium phlei törzzsel dolgoztunk, a fertő­

zési veszély elkerülése miatt.

4.2. NYT 105 hatása Mycobacterium phlei törzsre

Az apatogén M. phlei törzzsel mérve a minimális 

koncentráció 0,8 yug/ml /3,46.10~^ М/ volt 

/sorozathigitásos módszer, Kirchner táptalaj/. Érde­

kes, hogy a másik apatogén mikobaktérium törzsre, a 

Mycobacterium pellegrinora a vizsgált vegyület még 

100 yug/ml koncentrációban sem fejtett ki szaporodás­

gátló hatást.

A NYT 105 M. phleire kifejtett hatása még a

inhibitor

?\ V
'V
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vizsgált legmagasabb inhibitor koncentrációnál, 100 

^ug/ml-nél /4,32.10”^ М/ is bakteriosztatikus jellegű 

volt. A baktérium 10 napos, inhibitor jelenlétében 

történt inkubálás után is szaporodni kezdett, ha in­

hibitor-mentes táptalajba oltottuk át, vagy az inhi­
bitor mellé a táptalajba 0,5 jug/ml /2,05.Ю~^ М/ bio- 

tint mértünk.

4.3. NYT 105 Mycobacterium phleire kifejtett hatásá­

nak antagonizálása biotinnal

A biotin védőhatásának vizsgálatát a 7. ábra sze­

rinti kisérleti elrendezésben végeztük. A NYT 105 kon- 

- 50 jug/ml /2,l6.10~^M/, a biotin koncent­

ráció 0-1 ng/ml /4,09.10™^ М/ között változott. A 

két anyag összemérése után M. phlei tenyészettel fer­

tőztük a táptalajt. A kiértékelés szabad szemmel, a 

táptalaj zavarosságának megállapításával történt, mi­

vel a M. phlei csomósán nő, kémcsőben nehezen szusz- 

pendálható, gyorsan ülepszik, igy a fényelnyelés mé­

rése nem nyújt több információt, mint a szabad szem­

mel történő leolvasás.

A kisérleti eredményből látható, hogy a NYT 105 

M. phleire kifejtett szaporodás-gátló hatását a bio­

tin megszüntette. A minimális inhibitor koncentráció

centráció 0
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7. ábra

NYT 105 hatásának antagonizálása biotinnal M. phlei 

törzs esetén, Kirchner táptalajon

NYT 105 konc. 
1151 6,2 3,1 1,6 0.3

/Jqlmlj 
0Л 0.250 25 0

1 f + + + + + + + + +

0,75 + ++ + + + ++ +

0,50 ■I- + +4- + + +

0,« + + + ++ + + +
a- 4-

Í<W - + + + + +• + +• + +■
*oi50p5 - + ++ +- + + + +

№ - ----*--------- ♦ ++ + ++

|V5 + i +• i + + +

«0Д0 + + ++

0.15 + ++ +:
++ +0,10 +

0 + +•+
- : táptalaj tiszta, baktérium nem szaporodik 
+ : táptalaj zavaros( baktérium szaporodik

egyre nagyobb lett a biotin koncentráció növelésével. 

Ha a teljes gátlás eléréséhez szükséges inhibitor 

koncentráció /MIC/ függvényében ábrázoljuk az adott 

pontban fennálló inhibitor/biotin koncentrációk ará­

nyát /8. ábra/, azt látjuk, hogy ez az arány nem kons­

tans, hanem lineárisan nő, tehát a hatás nem független 

az inhibitor és a szubsztrát /biotin/ abszolút kon-
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8. ábra

NYT 105 hatásának antagonizálása biotinnal M. phlei 

törzs esetén

Biotin iHl.gy 
NYT105 N Й-«*NYT 105

Biotin
W)IW

—*— д—

<20

<00 100

Í0 »0

60 60

W

2020

■■

<0 20 30 М)
MIC (/-IQ/ml)

centrációjától. Ez annyit jelent, hogy a biotinra, 

mint szubsztrátra nézve a NYT 105 által okozott gát­

lás nem-kompetitiv jellegű.

4.4. NYT 105 hatásának antagonizálása deztiobiotinna1 

Mycobacterium phlei esetén

Mivel a NYT 105 M. phleire kifejtett hatását mi­

nimális mennyiségű biotinnal meg lehetett szüntetni
—4 —5/10 -10 -szőrös mennyiségű biotin elegendő volt a

szaporodás megindításához/, feltételeztük, hogy a ve-
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gyület a biotin bioszintézisét gátolja. Feltételez­

tük továbbá, hogy a M. phleiben a biotin bioszinté­

zise az E. coliban lejátszódó reakciósor szerint 

megy végbe. Ezért megvizsgáltuk, hogy az utolsó lé­

pést, a deztiobiotin 

folyásolja a vegyület.

A kisérleti elrendezés a 9. ábrán látható.

13

biotin átalakulást hogyan be-

9. ábra

NYT 105 hatásának antagonizálása deztiobiotinnal M. 

phlei törzs esetén, Kirchner táptalajon

NYT i05 konc. (yug/ml) 

501 25 Й2.51 6,21 3.<Кб|0,<
NYT <05 (M)
Destiobiotin (M)

0400
81^2 

5 23J_
í lü
.£ 5,8

ÍH
s <Л

4 ++ + +4 4 44+

84+ + ++ + ++ +
4+ 44 + 4 ++

4 44 44 4 4

44 4 4 4 4

84 4 44 4
e=\

0.7 84 4 4 4

0 4 4

baktérium szaporodik 
- : baktérium nem szaporodik
4 :

A NYT 105 koncentráció 0 - 100 jug/ml /4,32.10""^ М/, 

deztiobiotin koncentráció 0 - 46,2 jug/ml /2,16.10”^ М/ 

között változott. Az anyagok összemérése után fertőz­

tük a táptalajt a M. phlei-vel.

a
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A minimális inhibitor koncentrációhoz tartozó

pontokban a NYT 105 - deztiobiotin arány 4-8 volt, 

ami azt jelenti, hogy 1 mól deztiobiotin 4-8 mol NYT 

105 hatását védi ki. Ez az arány nem függött az ab­

szolút koncentrációktól, hanem állandó volt, tehát 

a NYT 105 kompetitive gátolta a deztiobiotin 

átalakulást.

biotin

4.5. NYT 105 hatásának antagonizálása deztiobiotinnal 

Saccharomyces cerevisiae törzsön

/A M. phlei-vel ellentétben, amely a biotin tel­

jes bioszintézisére képes^

a biotin szintézisnek csak az utolsó lépése, a dez- 

biotin átalakulás játszódik le 

azonos koncentrációban igényli biotin-mentes komplett 

táptalajon a deztiobiotint vagy a biotint.

A Sacch. cerevisiae törzs szaporodását a EYT 105 

a standard vizsgálati körülmények között nem gátolta 

/cukor-élesztő táptalajon a MIC>1000 jug/ml/. Ezért 

a vizsgálatokat biotin-mentes komplett táptalajon 

/3.1.2./ végeztük. A rendelkezésre álló rendkivül cse­

kély deztiobiotin mennyiség miatt raikromódszert dol­

goztunk ki a vizsgálatokhoz /3.4.2./. A 10. ábrán egy 

bioautográfiás módszerrel előhivott lemez képe látha-

, a Sacch. cerevisiae-ben

63tiobiotin . A törzs
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10. ábra

Deztiobiotin—>biotin átalakulás vizsgálata NYT 105- 

tel Sacch. cerevisiae törzsön

— 12Minden mezőben 1 ng /4,67.10 raol/ deztiobiotin van. 

NYT 105 mennyisége az egyes mezőkben:

1. 20,0 ug /8,б5.10~8гао1/

2. 10,0 ug /4,32.10”8mol/

3. 5,0 ug /2,l6.10"ömol/

4. 2,5 ug /1,08.10"8mól/

5. 1,2 ug /5,40.10_<^mol/

Az 1. mezőben teljes szaporodás-gátlas látható.

6. 0,6 ug /2,70.10 ^raol/

7. 0,3 ug /1,35.10 8mol/
-10mól/8. 0,1 ug /6,75.10 

9.0 ug

tó. A lemezek kiértékelésénél azt a mezőt vettük fi­

gyelembe, amelynél nem tapasztaltunk szaporodást.
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A 2. táblázatban foglaltuk össze a NYT 105 vizs­

gálatánál alkalmazott kísérleti elrendezést.

2. táblázat

NYT 105 hatásának antagonizálása deztiobiotinna1 Sacch. 

cerevisiae törzsön

Növekedési gyűrű átmérő /ram/NYT 105r 
mennyisége
/mól/ Deztiobiotin mennyisége /mól/ 

-12 -12 -121,16.10 4,67.102,33.10

~88,65.10

4.32.10

2.16.10 

1,08.10

5.40.10 

2,70.10“9

1.35.10

6.75.10

0 0 0
-8 0 0 31
-8 260 31
-8 2623 31
-8 2623 32

2623 31
-9 2622 31
-10 2623 31

260 23 31

A teljes gátláshoz szükséges NYT 105/deztiobiotin 

molarány változatlan volt, 18500-nak adódott. Tehát 

nemcsak a mikobaktériura, hanem az élesztő deztiobio- 

biotin átalakítását is kompetitiv módon gátol­

ta a NYT 105. Ne amig a M. phlei esetén 1 mól deztio-

tin ■
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biotin 4-8 mol DYT 105 hatását tudta kivédeni, a Sacch. 

cerevisiae lényegesen kevésbé volt érzékeny a vegyü- 

letre. Az eltérés adódhat abból, hogy más a vegyület 

áthatolási képessége a mikobaktérium és az élesztőgom­

ba sejtfalán ill. membránján, de eltérő lehet a két 

mikroorganizmus biotin szintetáz enzimjének érzékenysé­

ge is a NYT 105-tel szemben.

A deztiobiotin biotin átalakulás gátlásának 

vizsgálatát Sacch. cerevisiae törzsön több perhidro- 

tiazin származékkal és a Mycobacidine-nel is elvégez­

tük. Az eredményt a 3. táblázatban foglaltuk össze.

3. táblázat

Perhidrotiazin származékok /XXIV/ hatásának antagoni- 

zálása deztiobiotinna1 Sacch. cerevisiae törzsön

0 Inhibitor /mól/ MIC

Deztiobiotin /mól/ M. tub. H37Rv— T\
R ss /М/

~7-/ch2/5cooh 18 500 2.59.10

5.79.10 

5,76.10'5 

2,53.10"5

-8-/CH2/5COOEt 66 000

-/CH2/4C00H 490 000

-/CH2/4C00Et 870 000
-7Mycobacidine 82 000 5,53.10
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A 3. táblázat eredményei azt matatták, hogy э 

kaproil-származékok erősebb inhibitorok, mint a vale- 

ril-oldalláncu vegyületek, a M. tuberculosis 

esetén tapasztaltakhoz hasonlóan. Azonban a mikobak- 

tériumtól eltérően, az élesztőgombánál az észter szár­

mazékok kevésbé gátolták a deztiobiotin 

alakulást, mint a szabad karboxil oldalláncot tartal­

mazó származékok. A Mycobacidine-nél is ki lehetett

biotin átalakulás kompetitiv

biotin át­

mutatni a deztiobiotin

gátlását.

4.6. NYT 103 hatása Lactobacillus plantarum biotin- 

hasznositására

A L. plantarum nem képes sem teljes, sem részle­

ges biotin bioszintézisre. Ezért érdekesnek találtuk 

megvizsgálni, vajon erre a baktériumra hat-e a LYT 

105, vagyis a biotin bioszintézisének gátlásán kivül 

van-e más hatása is a vegyületnek.

Biotin nélküli komplett táptalajon felvéve a 

baktérium szaporodási görbéjét /4. táblázat, 11. ábra/ 

azt találtuk, hogy a baktérium szaporodását még a 

vizsgált legmagasabb koncentrációban /100 pg/ml — 

4.32.10 4M/ sem gátolta teljesen a WYT 105, de kis 

mértékben csökkentette. A csökkenés mértéke függött az
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4. táblázat

NYT 105 hatása L. plantarumra biotin-mentes komplett 

táptalajon

É-4J0Inkubólós
idejo

nm

NYT <05 konc. (/ug/ml) 
15 <15 6,1 3JIIÍH 0,4 0<00 50 M

о 0 0Q 00 00 00 0

24 о,ш 0,(56 0,(380,(40 0,(2( 0,(630,(25 0.Ш 0,(280,(36

ч,5 ;о,(бо 0,233 0,135 0,230 0,223 0Д60 

0^( 0,243 0,251 0^0 

0,283 0^5 0,296 0ДЭ5 0,320 

0Д93 0295 0,306 0,305 0,116 

0,316,0,383 0,400 0239( 0,4261

0,2(( 0,2330,200 0,223

48 0,(76 02'И 02430,243 0,2450,220
t

65,5 0,220 0,270j 0,280 0,234 

0,230 0,290; 0298 

0,373 0390 0,335

0,125

U ОДЗЗ 0298

(44 0,3(3 0,388

11. ábra

L. plantarum szaporodási görbéje NYT 105 jelenlétében 

biotin-mentes komplett táptalajon

^480 nm

0,5

°д:
x — * 0 Jag/ml NYT 105

a—a 25 

0—о 50 

о—a 100

0,3 II It

и »I

It0,2 it

0,(
20 40 60 80 <00 <20 <40 <60

inkubilii ideje (óra)
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inhibitor koncentrációjától. /А L. plantarura biotin- 

raentes táptalajon mért kis mértékű szaporodása a bak­

térium biotin-pool-jával magyarázható./ A NYT 105 te­

hát csökkentette az eleve a baktériumban meglevő vi­

tamin felhasználását.

Ha a táptalajt kiegészítettük 0,02 - 0,2 ng/ml

М/ biotinnal /ebben a koncent­

ráció-tartományban a baktérium növekedési válasza 

arányos a biotin koncentrációval/, a következőket fi­

gyelhettük meg.

0,02 ng/ml biotinnal kiegészítve a komplett táp­

talajt /5. táblázat, 12. ábra/, megfigyelhető a L. 

plantarum szaporodásának gátlása /kb. 13 % 100 jug/ml 

KYT 105 jelenlétében/, és a szaporodási görbe loga­

ritmikus fázisa is késett a kontroll /KYT 105 nélkül 

mért/ görbéhez viszonyítva. 25 pig/ml alatti KYT 105 

koncentrációknál már nem tapasztaltunk koncentráció- 

függést, de a kis mértékű /kb. 8 %-os/ gátlás még a 

vizsgált legalacsonyabb inhibitor koncentrációnál 

/0,4 pig/ml/ is megmaradt. Ugyanezt tapasztaltuk, ha 

a biotin koncentrációját 0,04 ng/ml-re emeltük /6.

100 jug/ml NYT 105 koncentráció­

nál kb. 17 %-os a gátlás, 50 jug/ml-nél kb. 10 % és 

0,4 jxg/ml-nél kb. 4 %-os gátlást mértünk.

-11 -10/9,19.10 -8,19.10

táblázat, 13. ábra/,,
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5. táblázat

JMYX 105 hatása L. plantarumra 0,02 ng/ml biotin je­

lenlétében, komplett táptalajon

Euo nmInWubalós
ideje

NYT 105 konc. (juo/ml)
12,5! 6,2 3,1 1,6 M(óra) 100 50 Z5 0,4 0

0 0 000 0 0 0 0 0 0
17 0,025 0,031 0,0350,033 Ц045 0,0400,045 0,033 0,°S3_0,043
19 0,055 0,078 0,083 0,08! 0,090 0,0930,080 0,1230,086 0,095

0,110 0,13521 0,085 01400,126 0.1Z6 0,12101Z5 0,138 0,100 
0,198 j 0,2^ 
0,231.0^16^ 
0,558:0,626 
0,615 0,660 
0,600 0,653 
0,641 0,670 
О.725Д760 
O,715jo,770j

Z3 0,183^,186 0,188 0,196 
0,258(0,256 0,275;0,283 
0,583 0,588 0,603 0,591 
0590 0,605 0,606 0,608 
0,518 0,605 0,606 0,618 
0,626 0.6Z3Í 0,651 0,640 

0,716 0,73 5 0,73 2 0,735 
0,723 0,748 0,738 Í0,73ő

0,103 0,161 0,168 Д,170 
0,143 0,243 
0,57^0,571 
0,573 0,585 
0,601 0,590 
0,621 ’ 0,635 

0,70 5 0,705 
0,725 0,711

25 0,2220,156
40,5 0,496 0,553
42 0,510 0,570
45 0,520 0,575
4<3 0,563 0,606
65 0,643 0,710 

0,673 0,72072

12. ábra

L. plantarum szaporodási görbéje 0,02 ng/ml biotin 

tartalmú komplett táptalajon, NYT 105 jelenlétében
^44Q nm

1.0

0,5
0,4
0,3

0 jug/ml NYT 105
0,2

и и25

ии500,1I
II

t *'
20 30 40 50 60 ?0

inkubálás ideje (óra)
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6. táblázat

NYT 105 hatása L. plantarumra 0,04 ng/ml biotin je­

lenlétében, komplett táptalajon

^430 nmInkubólós
ideje
lóra)

NYT 105 konc. (/ígfml)
16 <2,51 6,2 3,1 | 1,6 o.a100 50 0,4 0

00 00 0 0 00 0 00
44 0,023 0,0300,033 0,033 0^340 0,0350,028 0,036 0,0930,037
19 0,077 0,078 0,0380,050 0,076 0,035 0,1360,033 0,0330,031
и 0,131 0,1310,115 0,120 0,1270,108 0,123 0,1180,090 0,106

0,1730,183 0,171 0,166 0,2310,130 0,180 0,16823 0,1660,143
25 0,186 0,3410,218 0,230 0,271 0,270 0,251 0,2780,163 0,260

0,83140,5 0,721 0,790)0,8110,795 0,8060,838 0,820 0,803 0833
42 0,745 08260,813 084608950,8410,820 0,838 02150 0,850
45 0,765 02! 600,840 0,833 0,9250,860 0,878 0,858 0,8350,833
43 09510,376 0,9030,798 m0,865 0915 0,3330,880 0,900

1,1081,08665 1,0431,095 1,081 1.0430,935 1.013 1,030 
0,93! 1,000 1,040

1,043
72 1,1211,078 1,043 1,1001,095 1,050 1,036

13. ábra

L. plantarum szaporodási görbéje 0,04 ng/ml biotin 

tartalmú komplett táptalajon, NYT 105 jelenlétében

6 wo

1,0

0,5
0,4

0 jug/ml NYT 1050,3

0,4 " II0Д

50 II

0,1
tt I»

тГ"
inkubáldi ideje (óra)

20 30 40 50 60
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7. táblázat

NYT 105 hatása L. plantarumra 0,06 ng/ml biotin je­

lenlétében, komplett táptalajon

^540InkubaHii
ideje
(óro)

nm
NYT 105 konc- (/jglml 

50 15 <2,51 671 3,1 1,6 0,8 0,4 0<00
0 0о 0 00 00 00 0

24 0,093 0,<500,018 0,086 0,018 0,<080,046 0,0860,068 0,086
25 0,(26 0,125 0,(28 0,120 0,(310,095 0,125 0,(53 0,1830,(42

ОДОЗ 0230 0260 0,28002050,115 0,21126 0,210 02230,(93
0,356 0,3680,211 0,268 0,2130,28321 0,280 0,2950,248 0,26 (

0,3(5 0,36528 0.325 0,323 0,325 0,353 0,4080,3200,288 0298
0,408 0,44 0,4130,3860,406 0,381 Ц3930,318 0,39829 0,358
0,450 0,491 0,5160,44530 0,460 0,450 0,4550,438 0,4510.432

31 0,560 0,515 0,5160,501 0353 0,6(00,5(5 0.540 0,550 0,535
0,9660,93543 0,23910,986 0,9000,9450,961 0,9500,9200,968
1,060«,0351,020 (.oil1,03154 1.045 1,020 40531,0331.051
1,(361,085 1.0236 1,08812 U35 (.086 1,093 1.(03 1,0551,078

14. ábra

L. plantarum szaporodási görbéje 0,06 ng/ml biotin 

tartalmú komplett táptalajon, NYT 105 jelenlétében
^34Q nm

1,0

0,5
0,4 0 /Ug/ml NYT 105
03

25 n !»
02

50 1» II

0,1
100 II II

20 30 40 50 60 ÍQ *
inkubálds ideje tóra)
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8. táblázat

ÍJYT 105 hatása L. plantarurara 0,08 ng/ml biotin je­

lenlétében, komplett táptalajon

^ 5«t 0InVubóJis
id»je
(óra)

nm
NYT <05 konc. (ядМ)

25 <2,51 6,1| 3,1 1,6 0,8 0Л100 50 0
0 0 00 0 0 00 0 0 0

24 0,018 0.Ю5 0,103 0,105 0,105 0,101 0,0950,033 0,095 0,133
25 0,1960,153 0,215 0,1960,110 0,210 0,1130,205 a 200 0.235
26 0,245 0,2530,200 0,253 0,2380,220 0,255 0,238 0,226 0,233
2? 0,351 0,346 0,3400,233 0,335 0,360 0,3360,266 0.303
28 0,4050,320 0,358 0391 0381 0,380 0,355 0,5210,398 0,386
29 0,493 0,443 0,4460,488 ОЛ56 0,488 03110,400 0.423 0,480

0,500 0,555 0,54630 0,416 0,5380,513 0,511 0,5580,530 0,516
31 0,585 0,603 0,655 0,645 0,615 0,631 0,6410,633 0,638
48 1,065 1,0551,021 1,043 1,0631,091 1,0531,033 1,0231,030

1,120 U1854 U06 1,1611,163 изз 1.108 1,123 1.166 1,145
U 1.216 1,265U00 U36 1,225 1,2151,223 1,210 1,2161.221

15. ábra

L. plantarum szaporodási görbéje 0,08 ng/ml biotin 

tartalmú komplett táptalajon, NYT 105 jelenlétében
E540 nm

40

0.5 0 jug/ml NYT 1050,4
03- 25 II И

02
50 I» И

0,1 ti It

2*
20 30 40 50 60 10

inkubálii ideje (óra)
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9* táblázat
NYT 105 hatása L. plantarurara 0,12 ng/ml biotin je­

lenlétében, komplett táptalajon

^540 nmIhkubcOis
ideje NYT 405 konc. (yUglml)

15 42,51 6,2 3,4 4,6 0,6 0,4 f 0(óra) 400 50
0 00 0 0 0 0 00 0 0

24 0,098 0,4000,443 0,445 0,1000.40« 0,400 0,440 0,4260,088
25 0,146 0,206 0,245 0,4í50,214 0,493 0,224 0,2230,205 0,194
26 0,266 0,268 0,285 0,244 0,2100,258 0,253 0,215 0,20,5 0,261
21 0,280 0.310 0,335 0,344 0,3200,316 0.21« 0,3560,365 0.326
28 0,3440,435 0.430 0,393 0,401 0,408 0.350 0,4030,440 0,431
29 0,545 0,543 0,543 0,483 0,501 0,514 0,516 0,453 0,5060,535
30 0,5810,611 0,593 0,543 0,5330.608 0,598 0,598 0,551
31 0,638 0.6980,695 0,100 0,685 0,610 0,681 0,6580,103 0,694
48 4,413 4,454 4,4964,431 4,418 1.2081.480 UŐ31.156 1.141

1,30654 1,291 1.2961,216 1,2184,281 4,2851,2654,300 1,286
12 4.331 4.318 4,315 4,335 1.3301.214 1,330 1,3401,350 1,340

16. ábra

L. .plantarum szaporodási görbéje 0,12 ng/ml biotin 

tartalmú komplett táptalajon, NYT 105 jelenlétében
Es« nm

4,5

4,0

0 jug/ral NYT 105(45 *0,4 ■
I »»ti—• 1000,3- ,**

/од-

0,1

>
20 30 40 50 60 70

inVubálái idíjí (ira)
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10. táblázat

NYT 105 hatása L. plantarurara 0,2 ng/ml biotin je­

lenlétében, komplett táptalajon

^5**0 nmInkubalós
ideje NYT 105 konc. ( Ш |ml) 

12,5 | 6,2 3,1 1,6 0,8(Óra) 100 50 15 . 0,4 0
00 0 00 0 0 0 0 0 0

24 0,128 0.113 0,1060,118 0,123 0,128 0,106 0,126 0,111 0,138
25 0,226 0.245 0,246 0.240 0,236 0,2210,216 0,233 0,228 0,241
26 0,268 0,305 0,281 0,2800,288 0,210 0,2830,308 0.298 0,263
2? 0,418 0,3910,393 0,421 0,395 0,406 0,3980,418 0,390 0,310
28 0,450 0,496 0,4*5 0,491 0,491 0,451 0,480 0,451 0,4150,410
29 0,608 0,5850,516 0,586 0,608 0,603 0,5980,513 0,511 0,590

0,613 0,646 0,631 0,65630 0,641 0,691 0,656 0.64Q 0,661 0.681
31 0,143 0,1630,115 0,140 0,1160,143 0,1650,1450,181 0,160
48 1.320 1,341 UH 1,283 1,2951,286 1,256 1,3131,330 1.351
54 1,386 1,315 1,363 1,338 1,3451,451 1,363 1,3831,366 1.333

1.415 1.43012 1,453 1,403 1,4051,451 1,313 1,393 1,391 1,418

17. ábra

L. plantarum szaporodási görbéje 0,2 ng/ml biotin 

tartalmú komplett táptalajon, NYT 105 jelenlétében
e540 nm

1,5

1,0

0 /ag/ml NYT 10503
0,4 и и* 100
03

0,2

0,1

20 30 40 50 60 70
inkubálasi idő (óra)
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О,Об ill. 0,08 ng/ml biotin koncentrációnál már 

csak a logaritmikus fázis időbeli eltolódása figyelhe­

tő meg a kontroll görbéhez képest. A végső baktérium- 

szám /ami a fényelnyeléssel arányos/ már azonos a 

kontroliéval /7. és 8. táblázat; 14. és 15. ábra/.

0,12 ng/ml és 0,2 ng/ml biotin koncentrációnál 

a 0 és 100 /ug/ml inhibitor koncentráció esetén mért 

értékek egybeesnek /9. és 10. táblázat; 16. és 17. 

ábra/. Ilyen biotin koncentrációknál tehát a NYT 105 

már nem gátolta a L. plantarum biotin-felvételét a 

táptalajból.

Mivel a L. plantarumban nem lehet szó deztio- 

biotin átalakulásról, és ha kis mértékben 

is, de ennek a mikroorganizmusnak a szaporodását is 

gátolta a NYT 105, amely gátlás biotin hozzáadására 

megszűnt, feltételeztük, hogy az általunk vizsgált 

vegyület nemcsak a biotin bioszintézisét, hanem a 

biotin biológiai funkcióját /holoenzim képződése 

vagy a holoenzim működése/ is gátolja.

biotin

4.7. NYT 105 hatása Mycobacterium phlei biotin tar­

talmára

Annak igazolására, hogy a NYT 105 a biotin bio­

lógiai funkcióját is befolyásolja, megvizsgáltuk a
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logaritmikus szaporodási fázis végén lévő /tehát már 

adott biotin tartalommal rendelkező/ M. phlei tenyé­

szetre kifejtett hatását.

250 ml logaritmikus szaporodási fázisban lévő 

M. phlei tenyészethez /Kirchner táptalaj, E = 0,6/480 nm
1 ml végtérfogatban adtuk a megfelelő koncentrációjú

HYI 105 alkoholos oldatát, a kontroll tenyészethez 

1 ml alkoholt mértünk. A tenyészeteket 37 G°-on 6 

órán át rázattuk. A kezelés végén a tenyészetet Milli- 

pore szűrőn /0,45 M pórusméret/ szűrtük, exszikkátor- 

ban szárítottuk és a 3.4.3. pontban leirtak szerint 

mértük a mikobaktérium biotin tartalmát.

A kisérlet eredményét a 11. táblázatban foglal­

tuk össze.

11. táblázat

NYT 105 hatása a M. phlei összes biotin tartalmára

Összes biotinKezelés
ideje

/óra/

HYT 105 
konc.

/^ig/ml/ ng/100 mg bakt. %

590 - 5 % 

579 1 5 % 

437 1 3 %

0 0 100,00

6 0 98,13
74,066 50

Hat órás kezelés alatt a M. phlei mérhetően nem 

szaporodott /fényelnyelése és szárazsulya változat- \
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lan a 0 órás kontrolihoz viszonyítva/. NYT 105 nél­

kül sem biotin szintézis, sem spontán biotin-kiürü- 

lés nem történt a baktériumsejtből 6 óra alatt. A 

M. phlei biotin tartalmának csökkenése tehát valóban 

a NYT 105 hatásának tulajdonítható. Az 50 p.g/ml kon­

centrációban jelenlevő NYT 105 a mikobaktérium ösz- 

szes biotin tartalmát 26 %-kal csökkentette.

Ehhez a jelenséghez hasonlót az irodalomból is 

ismerünk, amikor Mycobacidine-nel kezelt nyulak vi­

zeletében mutattak ki biotint^.

A következő lépésben megvizsgáltuk, hogy a miko­

baktérium biotin tartalmának csökkenése hogyan függ 

a jelenlévő NYT 105 koncentrációjától /12. táblázat/. 

A kezelés ideje változatlanul 6 óra volt.

12. táblázat

M. phlei összes biotin tartalmának változása a NYT 

105 koncentráció függvényében

Összes biotinNYT 105 
konc.

/pg/ml/ ng/100 rag bakt. %

611 - 6 % 

425 1 9 % 

501 - 5 % 

432 - 8 %

0 100,0 

69,610

50 82,0

71,1100
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А 12. táblázat adataiból látható, hogy a kivá­

lasztott koncentráció-tartományban /10 - 200 ^ug/ml 

NYT 105/ a baktérium összes biotin tartalmának csök­

kenése nem mutatott koncentráció-függést. A 10 jug/ml 

és 200 jug/ml NYT 105 koncentrációnál mért értékek 

gyakorlatilag megegyeznek. Ezért a következő kísér­

letben alacsonyabb koncentrációk felé terjesztettük 

ki a mérést, és az összes biotin tartalom mellett mér­

tük a mikobaktérium szabad biotin tartalmának alaku­

lását is /az összes biotin és szabad biotin közötti 

különbség adja a kötött biotin tartalmat/. Az ered­

ményeket a 13. táblázatban tüntettük fel.

13. táblázat

M. phlei összes és szabad biotin tartalmának válto­

zása a NYT 105 koncentráció függvényében

6-SSZCS biotin Kötött biotinÖsszes biotin Szobád biotin kötött biotinNYT <05 
konc. 
(^Uglml) ng / <00 mg baktérium

496.Z <00,0 <00,0506 i 8’/. 9,80

460 -iVI. 90/< 6,8 453,8 9<,í

2 G,í463 t <47, «6,3 9<,5 92/

«6,6 86,4 86,2<0 437 í <27. <0,4

76,9436 i «7. 86,2<00 56,9 tg7. 379,<

ч\r,

I \ l
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A 13. táblázat eredményei azt mutatják, hogy mig 

az összes biotin tartalom a NYT 105 koncentráció nö­

velésével szinte alig csökkent /1 jug/ml-nél 90 %,

100 jug/ml-nél 86 % a kontrolihoz képest/, a szabad 

biotin tartalom lényegesen nagyobb lett /1 ^ug/ml-nél 

6,8 ng/100 mg baktérium, 100 /ig/ml NYT 105 koncentrá­

ciónál már 56,9 ng/100 mg baktérium/. Ezért az összes 

biotin és a szabad biotin különbségéből számított kö­

tött. biotin tartalom már koncentrációtól függően vál­

tozott, mégpedig negativ telitési görbe szerint /18. 

ábra/.

18. ábra

M. phlei kötött biotin tartalmának változása a NYT 

IO5 koncentráció függvényében

NYT 105 konc. (/-»9/"11) 
20 40 60 60 <00

- 20

- 40

- GO

- SO

- <00

-120
kötött biotin 
(ng / <00mg bakt.)
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A 13. táblázat eredményeiből az is látszik, hogy 

nemcsak szabad formában levő biotin ürült ki a bakté­

riumsejtből a kezelés hatására, hanem ereaetileg kö­

tött formában levő biotin is szabaddá vált. Mivel a

biotin a biotin-enzimekben az apoenzimhez kovalensen 

olyan erősen kötődik, hogy csak tömény savas hidrolí­

zissel tehető szabaddá, valószínű, hogy a NYT 105 

nem ezt a kötést bontotta, hanem az enzimhez nem-ko­

valensen kötött biotint szorította ki a helyéről. I- 

lyen kötőhely pl. az acetil-GoA karboxiláz biotin

karboxiláz alegységén levő aktiv hely /3. ábra/, a-
18,19,20 valóban képes sza­

bad biotin kötni és azt karboxilálni, de a karboxil 

csoport átvitele már energetikai okok miatt gátolt.

mely az irodalom szerint

Ezért ha a baktériumokban a biotin-enzimen levő ak­

tiv helyek egy részét szabad biotin foglalja el, a 

karboxilálási és transzkarboxilálási folyamatok 

gátolva vannak. A biotin-enzimeken lévő másodlagos 

kötőhelynek és a biotinnak igy valószinüleg regulá­

ié szerepe is van az enzimek működésében.

4.8. NYT IO5 hatása a Mycobacterium phlei zsirsav 

szintézisére

A M. phlei-vel végzett kisérletek során megfi-
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gyeltük, hogy a NYT 105-re rezisztenssé vált M. phlei 

színtelen telepeket képezett - szemben a sárga szinti, 

vad M. phlei-vel. A mikobaktérium Ziehl-Neelsen-féle^ 

festődési tulajdonsága is megváltozott. A rezisztens 

M. phlei nem festődött savállóan. Mivel a saválló fes- 

tődésért a raikobaktériumok sejtfalának magas lipoid 

tartalma /a sejtek szárazanyag tartalmának kb. 30 %-a/ 

felelős, feltételeztük, hogy a NYT 105 hatására a M. 

phlei lipid tartalma is megváltozott. Ezért szüksé­

gesnek tartottuk megvizsgálni a M. phlei zsirsav szin­

tézisét NYT 105 jelenlétében.

A M. phlei zsirsav szintézisének mértékeként a 

■^C-acetát beépülést mértük a logaritmikus szaporodá­

si fázis elején lévő baktériumsejtekbe 37 C°-on, 30 

perces reakcióidővel. Arra a kérdésre kerestünk vá­

laszt, hogy a vizsgált vegyület befolyásolja-e a zsir­

sav szintézis mértékét, és ezen túl megváltoztatja-e 

a baktérium lipidjeinek zsirsav-összetételét akár meny- 

nyiségileg, akár minőségileg. Az INH-ról, az egyik 

legelterjedtebben használt tbc-ellenes szerről ugyan-

, hogy specifikusan gátolja a miko- 

baktériumok mikolsav szintézisét /ami a tbc-baktérium 

patogenitásáért felelős Cord-faktor

Első kísérletként a logaritmikus fázis elején le­

vő M. phlei kultúrához 10 jug/ml NYT 105-öt /4,З.Ю~^М/ 

ill. 11,2 jug/ml NYT 105-etilésztért /NYT 59; 4,3.10“5M/

is kimutatták"^**^

65 alkotórésze/.
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mértünk. A kontroll tenyészethez azonos térfogatú ol­

dószert /etanol/ adtunk." A kísérletet a 3.4.4. pont­

ban leirtak szerint végeztük, a lipideket extrahál­

tuk, elszappanositottuk, majd a zsírsavakat diazome- 

tánnal észtereztük. A zsirsav-észter elegyet vékony­

rétegen kromatografáltuk. A lemezeket kémiailag és 

kontakt autoradiográfiás módszerrel hivtuk elő. A 19. 

ábra a kémiai előhívást, a 20. ábra a röntgen-filmes 

előhívást mutatja. Az összlipidek fajlagos aktivitá­

sát és a radioaktivitás R^. szerinti %-os megoszlását 

a 14. táblázat tartalmazza.

Kísérleti körülményeink között a jelenlévő 

acetátnak 7-8 %-a épült be a M. phlei lipidjeibe. A 

kontrolihoz képest a NYT 105 37 %-kal, a NYT 59 51,4 %-

"^C-acetát beépülését, vagyis az 

összes zsirsav-szintézist. A radioaktivitás megoszlá­

sában a következők figyelhetők meg. A 0,58 R^ értékű 

zsirsav-észter frakcióban egyáltalán nem találtunk 

radioaktivitást. A radioaktivitás zöme /kb. 35 %/ a 

normál-zsirsav frakcióban, és egy, a mikolsavaknál 

még kisebb retenciós faktoru /R^ 0,18/ frakcióban ta­

lálható. A mikolsavakban /R^ 0,35 ill. 0,45/ a radio­

aktivitás 22-25 %-a található. A radioaktivitás %-os 

megoszlása a kísérleti hiba határain belül egyezett 

a kontroll és a KYI vegyületekkel kezelt baktériumok

140-

kai csökkentette a
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19. ábra

M. phlei zsirsav-eaztereinek vékonyréteg-kromato- 

graramja

7>г ъ s и4Ф
Front

ш и

0,15 о

0,58 М
0,55 * т
0,35 -■

’Ф

о0,18 О*

é0 0 Störtт

Lemez: Kieselgel G 0,5 mm

Futtató elegy: petroléter - éter = 8:2 

Előhivás: ^-gőzzel

1. 10 ug/ral NYT 105-tel kezelt

2. 11,2 ug/ml MYT 59-cel kezelt

3. Kontroll

S: sztearinsav-metilészter

M: M. phlei-ből izolált mikolsav-raetilészterek /З.2./ 

P: palmitinsav-metilészter
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20. ábra

M. phlei zsírsav-észtereinek vékonyréteg-kromato- 

grammja

3l Front

14
0,75

0,45Щ *

* 9 0,35

o*o 0,(8

Start

Lemez: Kieselgel G 0,5 mm

Futtató elegy: petroléter - éter = 8:2

Előhívás: röntgen-filmmel

1. 10 y-g/ml NYT 105-tel kezelt

2. 11,2 ^ug/ral KYT 59-cel kezelt

3. Kontroll
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14. táblázat

NYT 105 és NYT 59 hatása M. phlei lipid szintézisére 

és a radioaktivitás R^ szerinti %-os megoszlására

KontrollHl /jglrnl NYT 59 
Beütés
perc ■ rr>g

10,0 jglrnl NYT<05
Beütés
perc mg

Beütés7. 7. 7.pert - mg

48,6835004 09 2063,07 1 00,00453 6170ssz.es lipid

ÜJÜfii.
perc

BeütésBeütés
perc 7. %Rf V. perc

5,5324561 
166 560 

47 418 
55 058

3,84 53 756 
134 238 
47<345 
48 724

14,5108810
37,5636,2336,230,18 168476

59923 10,6912,9112,880,35
12,4113,1511,68543190,45

0 0 000 00,58
85866 23,17 

370 433 100,00
149761 33,77 
443360 100,00

35,35
100,00

164421
465023

0,75
Összes

esetében, csak a NYT 59-cel kezelt sejteknél feltű­

nő, hogy a normál zsírsavakból hiányzó 10 % aktivi­

tás a startpontban mérhető többletként.

Következő kísérletünkben megvizsgáltuk, hogy 

nagyobb /Ю-szeres/ NYT 59 koncentráció esetén van- 

e változás a zsirsav szintézisben, és azt, hogy M.

phlei esetén reprodukálható-e a M. tuberculosis
58,59H-^yRv-re leirt mikolsav szintézis gátlás 

sérlet eredménye a 21. ábrán és a 15. táblázatban

. A ki­

látható.
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15. táblázat

NYT 59 és INH hatása M. phlei lipid szintézisére és 

a radioaktivitás szerinti %-os megoszlására

Kontroll100 /ид/ml NYT59
beütés
perc-mg

tOO jug/ml INH
beütés beütés

perc • mg7. 7.7.perc-mg

74,80 58,60726517930 226 1243331 400,00Osstes lipid

beütés beütés beütés
perc7.7. 7.Rt percperc

2,847318 3,59 <6178 
Z53 326 

65414 
84644

4,3953Z90
44,2343,7568 964 

26944- 
Z50Z3

5,3464750,45
4 4,4213,131,81ZZ030,35
14,8112,301,7511260,45
00000 00,56

26,6?152764
5726Z6

27,1055124
203360

86,68
100,00

405047 

424180
0,75

<00,00100,00Összes

A 15. táblázat adataiból látszik, hogy ÍOO yug/ml 

NYT 59 koncentráció hatására nem csökkent az ossz 

■^C-scetát beépülés jobban, mint az előző kísérlet­

ben alkalmazott 11,2 /dg/ml NYT 59 jelenlétében. A 

NYT 59 koncentráció növelésével nem lehetett 40-50 fo­

nál nagyobb ossz lipid szintézis gátlást elérni. A 

NYT vegyület az INH-nál valamivel erősebben csökken- 

“^C~acetát beépülést, vagyis a lipid szinté-tette a

zist.

Az INH a M. phlei-ben is specifikusan gátolta
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21. ábra

M. phlei zsírsav-észtereinek vékonyréteg-kromato- 

grammja

Front1\

0.Í5t

0Л5
Q.35Щ0I í
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1. 100 jug/ml INH-val kezelt

2. 100 /ig/ml KYT 59-cel kezelt

3. Kontroll

Lemez: Kieselgel G 0,5 mm

Futtató elegy: petroléter - éter = 8:2

Előhívás: röntgen-filmmel
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a mikolsavak szintézisét. A 0,45 Rf-ü foltban a kont­

roll aktivitásának 11,8 %-a, 0,35 R£~nél 15,8 %-a és 

0,18 R^-nél 12,1 %-a található meg. Ugyanakkor a nor­

mál zsirsavak aktivitásában akkumulációt észleltünk.

A kontroll tenyészet normál-zsirsav frakciójának ak­

tivitásához képest a kezelt sejteknél 325 % aktivi­

tás volt jelen. Az 1Ш tehát a M. phlei mikolsavjai- 

nak szintézisét is gátolja, mégpedig a normál-zsir- 

savak továbbalakulását blokkolja hoszabb, .elágazó, 

szénláncu zsirsavak kialakításához.

A ÜYT 59-cel kezelt sejtek zsirsavjainak össze­

tétele /a radioaktivitás %-os megoszlása/ nem muta­

tott eltérést a kontrolihoz viszonyítva.

A kísérleti adatokból megállapíthattuk, hogy a 

1ÍYT 105 és a NYT 59 kis mértékben gátolták a M. phlei 

össz-lipid szintézisét anélkül, hogy a zsirsavak %-os 

összetétele megváltozott volna. A gátlás /mivel itt 

már adott biptin-tartalmu baktériumot vizsgáltunk/, 

valószinüleg a biotin-enzim működésének gátlásából 

származott, és nem a biotin bioszintézisének gátlása 

volt az ok. Mivel a kezelt sejtekben egyik zsirsav- 

frakcióban sem észleltünk akkumulációt a kontrolihoz 

viszonyítva, feltehetőleg a zsirsav szintézis első 

lépésében szerepet játszó biotin-enzim, az acetil-CoA 

karboxiláz gátlásáról van szó. A NYT 105 valószinü-
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nüleg a biotin karboxilázon, mig a RYT 59 az észte­

reket jobban kötő karboxil transzferáz alegységen 

levő aktiv helyek egy részét foglalja el, ezáltal 

gátolja a zsirsav szintézis iniciálé lépését, az 

acetil-CoA -3>>malonil-Co.A átalakulást.

5. Összefoglalás

Dolgozatomban a perhidrotiazin származékok, e- 

zek közül részletesen a /3,4,5,6-tetrahidro-4-oxo- 

2H-1,3-tiazin-2-il/-kapronsav /KYT 105/ hatásmódját 

vizsgáltam. A vegyületek antimikobakteriális hatása 

uj, az irodalomból nem ismert. A kísérletekben fel­

használt módszereket kisebb-nagyobb változtatással 

más mikroorganizmusokra leirt módszerekből alakítot­

tam ki.
■1

Munkám során az alábbi eredményekre jutottam:

1./ A /3,4,5,6—tétrahidr0—4—oxo-1,3-tiazin—2—il/— 

származékok in vitro igen jelentős /ismert tbc- 

ellenes szerekkel azonos nagyságrendű/ hatást 

mutattak Mycobacterium tuberculosis törzs

Az optimális hatáshoz oldallánchossz 

szükséges, karboxil vagy karboxil-származék vég­

ződéssel. Az alifás karbonsavlánc a hatás el­

vesztése nélkül helyettesíthető p-fenoxiecetsav- 

észterrel.

ellen.
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2. / A NYT 105 az apatogén Mycobacterium phlei szapo­

rodását is gátolta, igen alacsony koncentráció­

ban. A gátlás bakteriosztatikus jellegű volt, 

biotin hozzáadással vagy inhibitor-mentes tápta­

lajra átoltással a gátlást meg lehetett szüntet­

ni.

3. / A NYT 105 Mycobacterium phleire kifejtett hatá­

sát a biotin nem-kompetitiv módon antagonizálta. 

1 mol biotin ÍO^’-IO^ mól NYT 105 hatását tudta 

kivédeni.

4. / A NYT 105 a Mycobacterium phleiben végbemenő

biotin átalakulást kompetitive

gátolta. 1 mól deztiobiotin 4-8 mól NYT 105 ha­

tását volt képes kivédeni. Ezzel bizonyítottuk 

azt is, hogy a M. phleiben is az E. colira leirt 

módon, deztiobiotinon keresztül megy végbe a bi­

otin bioszintézise.

5. / A deztiobiotin

deztiobiotin

biotin átalakulás kompetitiv 

gátlását NYT 105-tel Saccharomyces cerevisiae

törzs esetén is kimutattuk. Ez az élesztőgomba 

kevésbé volt érzékeny a perhidrotiazinokka1 szem­

ben, mint a mikobaktériumok. Az eltérés oka a 

sejtfalon keresztüli áthatolás képességében és/ 

vagy a biotin szintetáz enzim érzékenységében 

fennálló különbség lehet.
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6. / A NYT 105 - koncentrációtól függően - csökkentet­

te a biotintnem szintetizáló Lactobacillus plan- 

tarum biotin-hasznositását is. A hatást fokozódó- 

biotin hozzáadással teljesen meg lehetett szün­

tetni. Mivel ebben az esetben nem lehetett szó

biotin átalakulás gátlásáról, fel­

tételeztük, hogy a NYT 105 nemcsak a biotin bio­

szintézisét, hanem a vitamin biológiai funkcióját 

/holoenzim képződését vagy holoenzim működését/ 

is gátolja.

7. / A NYT 105 csökkentette a már jelentős mennyiségű

biotinnal rendelkező Mycobacterium phlei biotin 

tartalmát. Kísérleteink szerint nemcsak a szabad 

biotin ürült ki a sejtből, hanem kötött - erélyes 

hidrolízis nélkül a mérő organizmus számára nem 

hozzáférhető - biotin is szabaddá vált. A hatás 

koncentráció-függő volt, a mikobaktérium kötött 

biotin tartalma a NYT 105 koncentráció függvényé­

ben negativ telitési görbe szerint változott. A 

biotin a biotin-enzimekhez .olyan erősen kötődik 

kovalensen, hogy csak tömény savas hidrolízissel 

bontható a kötés. Ezért feltételeztük, hogy a 

NYT 105 nem ezt a kötést bontotta, hanem az enzi­

men levő másodlagos kötőhelyről szorította ki a 

biotint. Ilyen kötőhely pl. az acetil-GoA kar-

deztiobiotin
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boxiláz biotin karboxiláz alegységén található. 

Ha ezt a helyet a prosztetikus csoport helyett 

szabad biotin tölti ki, az enzim működését gá­

tolja. Ezért feltételezhetjük, hogy a másodla­

gos kötőhelynek és a biotinnak reguláló szerepe 

is van a karboxilációs és transzkarboxilációs

folyamatokban.

8./ A WYT 105-re rezisztenssé vált Mycobacterium

phlei külső megjelenése és festődési tulajdon­

ságának megváltozása arra utalt, hogy változás 

történt a baktérium lipid tartalmában. Ezért 

megvizsgáltuk a M. phlei zsirsav szintézisét 

NYT 105 jelenlétében. Megállapítottuk, hogy a 

vegyület hatására a mikobaktérium össz-lipid 

szintézise kis mértékben csökkent, anélkül, hogy 

a radioaktivitás százalékos megoszlása az egyes 

zsirsav-frakciókban megváltozott volna. /Ellen­

tétben az IHH-val, amely M. phleiben is speci­

fikusan gátolta a mikolsavak szintézisét./

A zsirsav szintézis gátlása - mivel adott biotin 

tartalommal rendelkező baktériumot vizsgáltunk - 

valószinüleg a biotin-enzim működésének gátlá­

sából származott. Mivel a kezelt sejtekben egyik 

zsirsav-frakcióban sem észleltünk akkumulációt 

a kontrolihoz képest, feltételeztük, hogy a zsir-
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sav szintézis első lépésében szerepet játszó en­

zim, az acetil-CoA karboxiláz gátlása okozta az 

összes szirsav szintézis csökkenését. A WYT 105 

valószinülerg a biotin karboxilázon, a NYT 59 az 

észterekre érzékenyebb karboxil transzferáz alegy­

ségen levő aktiv helyek egy részének elfoglalá­

sával gátolta a zsirsav szintézis első lépését.

A perhidrotiazinokról megállapítottuk, hogy a 

Myccbacidine-hez hasonlóan gátolták a biotin bioszin-

biotin átalakulás kompetitiv 

gátlása révén. Ez valószinüleg az antimikobakteriá- 

lis hatás fő oka. Másrészt kimutattuk, hogy a biotin- 

enzimek funkcióját is gátolták, valószinüleg az en­

zimen levő másodlagos kötőhelyek egy részének elfog­

lalása révén. Ha a perhidrotiazinoknál sikerülne e- 

rősiteni az ilyen jellegű hatást - pl. különböző ol- 

dallánc-helyettesitések bevezetésével - elképzelhető 

lenne olyan vegyületek kialakítása, amelyek in vivo 

is hatnak.

tézisét a deztiobiotin
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