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val kapcsolatos vizsgdlatokat a Gydgyszerkutatdéd In-
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l. Bevezetés

A biotin felfedezésel, kémiai szerkezetének bi-

3

zonyitésaz, szintézisének megvaldsitdsa” az interme-
dierek bioldégiai vizsgdlatdt is lehetdévé tette. Ha-
marosan felismerték, hogy egyes biotin szdrmazékok
és analdgok mikrobioldgiai tesztrendszerben nemcsak
biotin~-szerii hatdsuk mértékében kiilonbdznek, henem a
biotin eredeti hatdsdat befolyédsolhatjdk /cstkkenthe-
tik/*. Mivel a biotimt &1taldban mikroorganizmusok
novekedési faktoraként hatdroztdk meg, 8 biotin ana-
16gok a baktériumok szaporoddsa szempontjédbdl poten-
cidlis antagonistdk, amelyeket patogén mikroorganiz-
musok esetén hasznositani is lehetne.

Az elgondolds gyakorlati megvaldsitdsa akkor
kapott ujabb lehdUIetet, amikor fermentlébdl izoldl-
tak egy Mycobacidine-nek nevezett vegyiiletet, amely
Mycobacterium tuberculosis emberpatogén torzsek sza-
poroddsdt is igen alacsony koncentrdcidban gdtolta

5

in vitroZ. A vegyiilet szerkezetét a biotinhoz hason-

6

ldénak taldltdk , bioldgiai kisérletekben pedig a bio-

tin hatdsdt in vitro antagoniiélta7.
A lMycobacidine-rdl megdllapitottdk, hogy emberi

terdpids alkalmazhatdsdgdnak szamos koriilmény gatat



szab. A melegvériiek nem szintetizdlnak biotint, a
mikobaktériumok igen. A biotin antagonista vegyUle—
tek antimikobakteridlis hatdsa magyardzhatd a biotin
bioszintézisének gatldsdaval, ezt a gatldst azonban

a biotin jelenléte megsziinteti., A melegvériiek fel-
vett biotinja miatt a Mycobacidine in vivo kisérle-
tekben hatdstalannak bizonyult8.

Hazdnkban rendszeres szerves kémiai kutatds in-
dult meg ujabb kémiai szerkezetli biotin antagonista
vegyliletek szintézisére azzal az elgondoldssal, hogy
azok esetleg terdpidsan is alkalmazhatdk lesznek.
Ezért valt sziikségessé az elbdllitott vegyliletek
bioldégiai vizsgdlata.

Az elddllitott vegyliletek in vitro és in vivo
mikobaktérium-ellenes hatdsdnak meghatdrozdsa folya-
mén megdllapitést nyert, hogy a 26 uj vegylilet kozil
tobb in vitro igen ektiv mikobaktériumok szaporoda-
sdnak gdtldsdban, in vivo azonban ezek a vegylletek
is hatdstalanok voltak-.

Doktori‘értekezésemben a fent emlitett vegyli-
letek koziil az in vitro egyik leghatékonyabb vegyli-
let hatdsmdédjdt tanulmdnyoztam. Arra a kérdésre ke-
restem valaszt, hogy a Nyitrai és mtsai’ &ltal eld-
allitott uj /3,4,5,6-tetrahidro-4-oxo-2H-1,3-tiazin-

2-il/alkdnsavak leghatdsosabb tagja eltér-e bioldgiai



hatdsdban a masok &altal kordbban vizsgdlt Mycobacidine-
£61728+10  4i1etve az irodalombél ismert mds biotin

antagonista vegyiilettdl.

2. Irodalmi eldzmények Osszefoglaldsa

2.1. A biotin bioszintézise

A biotint v. H-vitamint /I/ Kbgll izoldlta 1936-
ban tojdssdrgdjabél. Melville és mtsai’ 1942-ben &lla-
pitottdk meg helyes szerkezeti képletét, melyet Folkers
3

és mtsai” szintézissel igazoltak 1945-ben.
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A biotint ez &llati szervezetekés a mikroorga-
nizmusok egy része nem képesek szintetizdlni. Ezek-

nek kiilsé forrdsbdl kell vitaminsziikségletilket fe-



dezni. Mds mikroorganizmusok azonban képesek a bio-
szintézisrell, amelynek jelenleg hdrom utja ismert.

A biotin bioszintézise Lez.ius12 szerint Achro-
mobacter IV S-ben az 1. dbrdn ldthatd mddon jatszd-
dik le. A biotin molekula 1,4,5,1’ része ciszteinbdl,
a 2,3,6-10 rész pimelinsavbdél és a 2’3’ rész karba-
moilfoszfdtbél alakul ki.

A mdsik reakcidutat Pail’ E. coliban irta le
/2. dbra/. Eszerint pimelinsavbdl és alaninbdl 7-ox6-
8-aminopelargonsavon és 7,8-diaminopelargoneavon ke-
resztiil deztiobiotin /II/ keletkezik természetes in-
termedierként a biotin bioszintézisében. Az eredményt
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Bacillus megaterriummal™', Brevibacteriummal, Bacillus
spheericussal és Mycobacterium smegmatissall5 végzett
kisérletek is alatémasztottak.

Harmadik reakcidutat is leirtak mdar Agrobacte-
rium esetén16, ahol a pimelinsav helyett glutdrsav
a prekurzor, a torzs a pimelinsavat nem is tudta

hasznosgsitani. A deztiobiotin abben az esetben is ter-

mészetes intermedier volt,
2.2. A biotin biokémiai szerepe

A biotin az €16 szervezetekben lejatszdédd kar-

boxildldsi ill. transzkarboxilaldsi folyamatokban
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vegsz részt oly médon, hogy az e folyamatokat katali-
5

2416 enzimek prosztetikus csoportjdt képezi~'.

2.2.1., Holoenzim /biotin-enzim/ képzddése

A karboxildz ill. transzkarboxildz enzimek ugy
keletkeznek, hogy a biotin karboxil csoportja és az
apoenzim egy lizinjének €-amino csoportja kozott ko-
valens kotés létesiil. A kotés igen stabil, enzimati-
kusen nem hidrolizdlhatd, cssk tomény kénsav vagy
gdésav hasitja. Ezt a kotésmédot az Osszes eddig vizs-
gdlt biotin-enzimre bizonyitottékl7.

A holoenzim képzddése két lépéses reakcid:

2+
ATP + RCOOH + szintetdz 28 R-CO-5’-ANP-szintetdz /l.a/

/biotin/ " PPi

R-C0-5'-AMP-3zintetdz + HoN-enzim—»R-CO-NH-enzim /1.b/
+ 5'<-AMP + szintetaz

A biotin~deficiens sejtek is tartalmazzdk mind
az apoenzimet, mind a szintetdzt, amely katalizdlja
a D/+/-biotin ATP-fliggd k6tS8dését az apoenzimhez. A
reakcid terméke az enzimatikusan aktiv holoenzim.

Ha a reakcidt tisztitott enzimekkel, sejtmentes
kdzegben végzik, bdrmely komponens kihagydsa a holo-
enzim képzddés megszﬁnéséf vonja maga utdn. A reak-
cié a D/+/-biotinra specifikus, de racém oxibiotin-

nal is végbemehet a holoenzim képz8dés /az oxibiotin
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bioldégiai rendszerekben is képes a biotint helyette-
gsiteni/. A biotinil-adenildt helyettesitheti a bio-
tin + ATP + Mg2+—ot, de a szintetdz elengedhetetlen
a reakcidhoz.

A holoenzim térszerkezetének megdllapitdsdra is
kiterjedt vizsgdlatok folynak. Abbdl a kisérleti
adatbdél, hogy a P-metilkrotonil-CoA karboxildz ké-
pes a viszonylag nagy toménységben jelenlévs szabad

17 arra ko-

biotint karboxibiotinnéd alakitani, Lynen
vetkeztetett, hogy a biotin nemcsak karboxil csoport-
jédval kotbédik kovalensen az apoenzimhez, hanem mdsod-
lagos kotés is kialakul a biotin ureido-gyliriije és

az enzim kozO0tt. EbbSl a kotésbll szoritja ki a sza-
bad biotin a prosztetikus csoportot, mikor karboxi-
1a1édik.

Lane és mtsail8 egy mésik biotin-enzimet, az
acetil-CoA karboxildzt vizsgdltak igen részletesen.
Megdllapitottdk, hogy ez enzimkomplex, amely hdrom
alegységbdl 411 /3. dbra/: karboxil-hordozdé protein
/CCP/, biotin karboxildz /BC/ és karboxil transzfe-
rédz /CT/ alegység. A biotin a CCP-alegység egy lizin-
jének €-amino csoportjdhoz kspcsolddik kovalens ko=
téssel, és a mdsik két alegység kozo6tt szabadon osz-

cilldlva felveszi ill. leadja az "aktiv CO,"-ot. A

biotin karboxildz ill. karboxil transzferdz alegysé-
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3. abrs
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Acetil-CoA karboxildz enzim szerkezete Lane szerint

O~ -CH-CHzCH,

gen lev3 kotdhely nemcsak a prosztetikus csoportot
képes befogadni, hanem szabad biotint is meg tud nem-
kovalensen kotni. /Tehdt elvileg azonos a LlLynen al-
tal feltételezett "mdsodlagos kotShely"-lyel./ Kimu-
tattdk azt is, hogy a biotin karboxildz a szabad kar-
boxil oldalléncot tartalmazdé biotint k&ti inkdbb, mig
a karboxil transzferdz a biotin-metilészterre, bioti-
nil-acetdtra, biotinolra, biocitinre 50-100-szor ér-

zékenyebb modellreakecidkbant??20,
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2.2.2. Karboxildcids, illetve transzkarboxildcids

folyamatok mechanizmusa

A karboxildcids folyamat séméjal7:
2+
I M T S
RH + ATP + HCO, =2-> R-CO0™ + ADP + By /2/

Ez a bruttd egyenlet két lépésre oszthatd:
ATP + HCOB- + biotin-enzimg=CO,-biotin-enzim + /2.a/
ADP + Pi
CO,-biotin-enzim + RHF=biotin-enzim + RCOO™ /2.0/
A transzkarboxildlds is hasonld mddon jdtszddik
le:

2+
R,C00™ + R,H =&~ R.H + R,CO0™ /3/

1 a i 2
Ez is két lépéses reakcid:

RICOO_ + biotin-enzimg2CO,-biotin-enzim + R.H /3.a/
CO,-biotin-enzim + R,HE=R,C00™ + biotin-enzim /3.b/
Kimutattdk, hogy az "aktiv COZ? keletkezésekor
a CO, a biotin 1’-N-jéhez kotddik, a 3’-N-t a biotin
oldalldncédnak elsé szénatomja a tiszta cisz szerke-

zef miatt gdtolja a co, megkdtésében,

A CO,-biotin-enzimben a COO™ reaktivitdsa az
ureido-gyliri elektronvonzdsdbdl szdrmazik, amely no-
veli a karboxil csoport elektrofil karakterét, és
igy affinitédsdt a nukleofil akceptorokhoz. Az akcep-
torok metil vagy metilén csoportok, melyek a szom-

szédos karbonil csoportok révén képesek karbanion

képzésre. Az elektrofil transzkarboxildcidé a 4. &b-
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rdn ldthatd egyenlettel irhatd le. A reakcid megfor-

dithatd, és a citrdt indukdlja az enzimfunkcid meg-

véltozésétzl.

4, &abra

Elektrofil transzkarboxildcid mechanizmusal7

R e
| \C,FLH 0\\[\/0 (E) R‘cn—cfg— 8
|
CH,—=C MO D e fent I N
Il + | ] T I + | )
lI:H & C'H-- ?H CH] HC — CH
CoA-S-C=0Q _ CoA-5-C=0

n=0 R =H : acetil-CoA
n=0 R = CH,: propionil - CoA
ne={ R =H : p-metilkrotonil - CoA

2e2¢3s Biotin-enzimek szerepe a zsirsavak bioszin-
tézisében
Az elsé megfigyelés, amely szerint a biotin kap-
csolatban van a mikroorganizmusok zsirsav szintézisé-
vel az volt, hogy néhdny telitetlen zsirsav csdkken-
tette a Lactobacillusok biotin igényét22. A zsirsav
szintézist tanulmanyozva kimutattdk, hogy a biotin-

enzimek kozvetleniil résztvesznek a bioszintézisbeneB’24
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. - . 2 . s ’ s 2
A zsirsav bioszintézis Lynen-féle semaja 2 az

5. abrédn lathatd. A ciklus egyik kiinduldsi anyaga,
a malonil-CoA acetil-CoA-bdl keletkezik egy biotin-
enzim, az acetil-CoA karboxildz hatdsdra. Ha a bio-
tin-enzimet gdtoljuk pl. avidinnal25 /ez a protein
sztochiometrikus ardnybaen komplexet képez a biotin-
nal, ezdltal a biotin enzimeket teljesen blokkolja/,
a zsirsav szintézis ledll.

5. &bra

25

Zsirsavak bioszintézise Lynen szerint

£0,-biotin-E W0
Cies SCoA TS CHy= C S Co

X Ro Co0"

/: %
NADP'R CH; CH,-CH,-Cgw E R-Ch; c°
H)[FMN] “00C-CH-C~ 5" o,
NADPH+ HS

05 ,/\’H'
R-CH,-C= U!E”s
NADPH + H*
HS ‘/cNADP'
R=CHe  CH-CH; c~5
OH SH en{eno.lus
SH Centro.ll.s

R - CH-CH=CH- CZs 7 %

2.3. Biotin antagonista vegyiiletek

A kemoterdpids szerek kutatdsa sordn szdmos olyan
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vegyliletet taldltak /természetes és szintetikus ere-
detiit egyardnt/, amely mikroorganizmusok szaporoddsét
gdtolta, de a gdtld hatds biotin jelenlétében megsziint.
Ezeket a vegylileteket Osszefoglald néven biotin anta-

gonistdknak nevezziik.

2.3.1. Biotin antagonista vegyliletek csoprtositdsa
szerkezetiik szerint
A. A biotin heterogyiirliije vdltozatlan, a szubsztitu-

ensek valtoznak:

biotin szulfon /IIT/2°

norbiotin /IV/ és szulfonjaz7’28’29’30

homobiotin /V/, biszhomobiotin, triszhomobiotin

és szulfonjaik27’28’29’30
o-metilbiotin /vI/31s32
ec-dehidrobiotin /VII/>>
hexahidro-2—0x0-4—hidroxibutil-l-furo[3,4]imidazol

/vi11/??

B. A biotin heterogyliriijében kén helyett oxigén van,
és az oldalldnc is vdltozik:
oxibiotin szulfonsav /IX/34’35

34

noroxibiotin

homooxibiotin, biszhomo- triszhomooxibiotin és

34,35

szulfonsavjaik



C.

- 18 -

Izo- és heterociklusos, karbonsav oldallédcot tar-
talmazd vegyliletek:
imidazol-2-on~-4~karbonsavhidrazidok /X/36

imidazolid-2-on-4-valeriansavhidrazid /XI/37

29,38,39

imidazolid-2-on-4-kapronsav €és hidrazid-

ja40,41,37
tiazolidin-~4-~karbonsav /XII/36 és hidrazidja
tiazolid-4-on-2-kapronsav /Mycobacidine, Acidomycin,
Actithiazic acid/ /x111/8+10,42,43,44
11-/2-ciklopenten-1-il/undekdnsav /hidnokarpusz-
sav/ /XIV//45
36

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

indolil-karbonsav /XVI/ és hidrazidja36

indolecetsav /auxin/ /XVII/46

X-/3,4-ureilénciklohexil/vajsav /XVIII/>°

2-amino-4-p-nitrofenil-vajsav /Amiclenomycin/
/X1X/1°

tiofen-2-il-valeriansav /XX/47

Nyilt szénléncu vegyliletek

hidrazidok /XxI/*®

tioszemikarbazonok /XXII/48

dikarbonsavhidrazidok /XXIII/49

olajsavso
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E. Néhdny antibiotikum és kemoterdpeutikum antibakte-
ridlis hatdsa szintén csokken biotin jelenlétében,

Ide sorolhatdk:
53 sD8,53

alsb2
plyhe

20

Aureomycin Streptomycin

54
g4

Terramycin Paraaminoszalicilsav

Chloromycetin Izonikotinsavhidrazi
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2.3.2. Biotin antagonista vegyliletek csoportositésa
hatdsmdédjuk szerint

A biotin antagonista vegyliletek attél filiggden,
hogy melyik metabolikus folyamatra hatnak, hdrom cso-
portba sorolhatdk:

a. biotin bioszintézist gdatld
b. holoenzim kialakuldsdt gdatld
c. holoenzim funkcidt gdatld vegyliletek.

A biotin bioszintézist gdtld vegyliletek kozos
jellemz8je, hogy igen kis mennyiségii biotin /az in-
hibitor koncentrdcidnak 10 °-10"%-szerese/ elegendd
az altaluk okozott baktérium-szaporodds gdtlds meg-
szintetéséhez, tovabbd a biotinrs nézve nem-kompeti-

15

tiv jellegii az inhibicid. Az Amiclenomycin™~ és a

47

tiofen-2-il-valeridnsav a 7-oxo-8-aminopelargonsav

—¥»7,8-diaminopelargonsav dtalakuldst gdtolja. A My-

15,42,44

cobacidine és az imidazolid-2-on-4-kapron-

gav2 2239441 g destiobiotin—+biotin dtalekulést gé-
tolja.

A biotin enzimatikusan aktiv formdva alakuldsdt
/holoenzim képz8dést/ gdtld vegyliletek a biotinra

nézve kompetitiv antagonistdk. Ilyen mdédon hatnak a

35

homobiotin29, a x~ﬁ3,4-ureilénciklohexil/vajsav , @

homooxibiotinBs, az oxibiotinszulfonsav35 és a bio-

tinszulfon26.

A holoenzim milkodésének gdtldsdra példa lehet

oy W

- g

O T L
Sy

SRR
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a hidnokarpuszsav45, bdr & szerzdk nem tisztdztdk

ezt a kérdést, és feltételezik, hogy a biotin bio-
szintézisének gatldsa is szdébajohet. Mindenesetre
tiszta hatds bizonyitdsa /karboxildz ill. transzkar-
boxildz enzim gdtldsa/ csak sejtmentes rendszerben,
iz0ldlt enzimmel torténhet, mig az Osszes eddig vizs-
gdlt biotin antagonista vegyliletnél in vitro rendsze-

rekben mikroorganizmus szaporodés gdatldst mértek.

34 Kisérleti anyagok €s modszerek

3.1, Tédptalajok készitése

3.1.1. Kirchner tdptalaj

NaZHPO4.12H20 /Reanal/ 6,00 g
K2HPO4 % 4,00 g
MgS0 4. TH,0 0,60 g
Trindtriumcitrdat /Merck/ 2,50 g
L-Aszparagin /Reanal/ 53002
Ferriammdéniumcitrdt ™ 0505 &

ad 1000 ml deszt., viz
Az oldat pH-jét 6,5-re 4llitjuk, 126 C°-on autokldv-
ban sterilezziik, majd 900 ml oldathoz 100 ml steril-
re sziirt /G 5 baktériumsziiré/ 5 %-os glukdz /Difco/

oldatot mériink, steril koriilmények kozdott.
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3.1.2, Biotin-mentes komplett téptalajS7 /kétszeres
toménységi/

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

Glukdéz /Difco/ 4,00 g
Natriumacetat /Reanal/ 1520 &
DL-Triptofdn  /Reanal/ 40 mg
L-Cisztin o 20 mg
Adeninszulfat % | : 4 ng
Guanin, HC1 = 1 mg
Xantin 3 1 mg
Uracil " 1 mg
KH2P04 " 100 mg
K2HPO4 " 100 mg
MgSO0, . TH,0 " 40 mg
FeSO4.7H2O " 2 mg
NaCl " CI
MnS0, . 4H,0 n 2 g
Piridoxin.HC1l /Bg-vitamin/ /Fluka/ 400 png
Riboflavin /B,-vitamin/ o 200 pg
Kalciumpantotendt " 200 pug
Nikotinsav - 200  pg
Tiamin,HC1 /Bl-vitamin/ 9 400  pg
p-Aminobenzoesav /Reanal/ 100__ Mg

ad 100 ml deszt. viz
Az oldat pH-jit 6,6-6,8-ra &llitjuk, 121 C%°-on 15

percig autokldavban sterilezziik.



3.1.3. Cukor-élesztS tdptala]
Glukéz /Difco/ 10,00 g

Eleszt8-kivonat /Difco/ 10,00 g
ad 1000 ml deszt., viz
Az oldat pH-jdt 6,6-6,8-ra 4llitjuk, autokldvban

121 C°%-on 15 percig sterilezziik.

3.1.4. Szildrd tdptalajok /torzsek fenntartdsdhoz/
A szildrd tdptalajok a megfeleld folyékony tdp-
talajokbdl késziiltek 1,5 % szdlas agar /g/v/ hozzda-

addsaval a sterilezés eldtt.

3.2. A kisérletekben felhaszndlt egyéb anyagok

A vizsgdlt modellvegyililetek /jeliik NYT/ a Buda-
pesti Miiszaki Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén ké-
sziiltek?.

A deztiobiotint biotin /Calbiochem/ katalitikus
redukciéjdval dllitottuk el5°”. A termék jellemzdi:
O.p. 158-9 C°, biotin-tartalom mikrobioldégiai mdéd-
szerrel mérve” 0,01 %, kitermelés 10,6 %.

A diazometant N-nitrozometil-p-toluolszulfonsav-

196

amid prekurzorbdl fejlesztettil , a felhaszndlds
napjdn. Az éteres oldat diazometdn-tartalma 1,14

g/100 ml volt.
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A 24}40]-nétriumacetét 3,7 GBq/g /100 mCi/g/
specifikus aktivitdsu készitmény volt /Gydgyszerku-
tatéd Intézet, Dr. Banfi Dezsl/.

A palmitinsav-metilésztert és a sztearinsav-
metilésztert a Gydgyszerkutatéd Intézet Gazkromatogra-
fids Csoportjdtdl kaptam.

A mikolsavakat Mycobacterium phlei-b8l prepa-
raltuk az aldbbiak szerint:

10 g centrifuga-nedves M. phlei-t /15 % szdraz suly/
3x200 ml etanol-éter = 3:1 /v/v/ eleggyel extrahdl-
tunk’®. 4 maradékot 100 ml 5 % KOH/50 % metanol ol-
dattal 85 C°-on 4 6érdn &t refluxdltuk”’, 15 ml 6 n
HCl-val savanyitottuk, majd 3x100 ml éterrel extra-
hdltuk. Az egyesitett éteres fdzist 2x100 ml deszt.
vizzel savmentesre mostuk, NapSOy felett szaritottuk,
majd szdrazra pdroltuk. A maradékot 20 ml metanollel

60

30 percig refluxdltuk -, a metanolos oldatot ledntve
a maradékot mégegyszer refluxdltuk 20 ml metanollal.
A metanolos oldatot eldontve a lombikban a metanolban
oldhatatlan mikolsavak maradtak. A hozam 1,5 g sza-

raz baktériumbdl 30 mg mikolsav volt. Eszterezését

diazometdnnal végeztiik.
3.3. Mikroorganizmusok

A kisérletekben haszndalt mikroorganizmusok a
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Gydgyszerkutatd Intézet torzsgylijteményébll szdrmaz-

Tak.

3.3.1. Torzsek fenntardsa
Mycobacterium phlei /M. phlei/
szildrd, ferditett Kirchner téptalajon
tenyésztés 37 C%-on
tdrolds hiit8ben, havonta &dtoltva
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 /L. plantarum/
szildrd, ferditett cukor-élesztdé tdptalajon
tenyésztés 30 C%-on
tdroléds hiitében, havonta atoltva
Saccharomyces cerevisiae /Sacch., cerevisiae/
szildrd, ferditett cukor-élesztd tdptalajon
tenyésztés 30 C°-on

tdrolds hiitében, havonta dtoltva

3.3.2. Inokulum készités

Mycobacterium phlei
Szildrd tdptalajrél 1 kacsnyi baktériumot 5 ml folyé-
kony Kirchner taptalajra oltunk, 3 napig 37 GPosnine.
kubdljuk. A tenyészetbll 1 %-nyit friss tdptalajba
oltunk, majd 37 ¢%-on 3 napig rédzatva tenyésztjik.
Az igy nyert tenyészetet haszndljuk inokulumként a

kiilonbozd kisérletekben, 2-10 % mennyiségben A M. phlei
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gzaporoddsi gdrbéje a 6. dbran ldthatd.
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Mycobacterium phlei szaporoddsi godrbéje Kirchner tap-

talajon, 37 c%-on rdzott tenyészetben
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Lactobacillus plantarum
Szildrd tdptalajrdl 1 kacsnyi baktériumot 6-8 ml fo-
lyékony cukor-élesztd tdptalajra oltunk, 30 ¢c%-on 24
érdn dat inkubdljuk. A tenyészetet centrifugdljuk
/2000 fordulat/perc, 10 perc/, majd 2x10 ml 0,8 %-os
steril NaCl oldattal tdptalaj-mentesre mossuk. Az
utolsd centrifugdlds utdn a baktériumot 10 ml 0,8 %-
os NaCl oldatban szuszpenddljuk, 100-szorosdra higit-
juk fizioldgids sdoldattal, és ebbdl 1 % mennyiséget

haszndlunk inokulumként,
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Saccharomyces cerevisiae
Szildrd tdptalajrdl 1 kacsnyi élesztdt 6-8 ml folyé-
kony cukor-élesztd tdptalajra oltunk, 30 c%-on 4 4rén
4t inkubdljuk. Centrifugdljuk /2000 fordulat/perc,
10 perc/, 2x10 ml 0,8 %-os NaCl oldattal mossuk, majd
10 ml fizioldégids sdoldatban szuszpenddljuk. 10 %

inokulummal fertdziink a kisérleteknél.

3.3.3. Mikroorgenizmusck szaporoddsdnak mérése

A szaporoddsi gorbék felvétele a tenyészet fény-
elnyelésének mérésével tortént, Spektromom 402 tipusu
spektrofotométerrel., Vakprdbaként steril tdptalajt
haszndltunk. A steril koriilmények biztositdsa miatt
a méréseket nem kiivettdban, hanem kozvetleniil a kém-
cslben végeztilk, ezért a mért értékeket a kiinduldsi

extinkcids értékekkel korrigaltuk.
3.4, Kisérleti mddszerek és eszkozdk

3.4.1., Sorozathigités

Kétszeres higitdsi sorral dolgoztunk6l. A mini-
malis inhibitor koncentrdcidé /MIC/ meghatérozésakor
kozvetleniil a kémcsdben végeztilk a higitdst. Kombi-
ndcids kisérleteknél lombikban eldéhigitdst készitet-

tiink kétszeres toménységben, és a két lombikbdl 1:1

arédnyban mértiink be a megfeleld kémcsovekbe.
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3.4.2. Deztiobiotin—ebiotin dtalakulds vizsgdlata
Saccharomyces cerevisiae torzzsel

Egy 0,3 mm rétegvastagsdgu Kieselgel HF254 /Re-
anal/ vékonyréteg-kromatografids lemezt 9 mezlre osz-
tottunk. Minden mezd kGzepére egy pontban felcseppen-
tettilkk a deztiobiotin és a vizsgdlt NYT vegylilet ol-
datdt. A felvitt deztiobiotin mennyisége 0,25; 0,5;
1,0 ug volt /100 ug/ml koncentrdcidju oldatbdl 2,5;
5; 10 ml-t cseppentettiink fel/, az inhibitor mennyi-
sége valtozott. Szdradds utdn a lemezt liveglapokkal
bekereteztik, majd a vékonyrétegre 25 ml 10 % Sacch.
cerevisiae inokulumot /3.3.2./ tartalmazdé biotin-men-
tes komplett tdptalajt rétegeztiink /3.1.2. szerint,
1,5 % agar-agarral kiegészitve/. A lemezt az agar-
agar dermedése utdn steril iveglappal lefedtilk, majd
30 C%on 2 napig inkubdltuk. Az agar tetejére ezutdn
3 ml 100 ug/ml koncentrdcidéju 2-/4-jédfenil/-3-
/4-nitrofenil/-5-fenil-tetrazoliumklorid /Fluka/ ol-
datot rétegeztiink., Azokon a helyeken, ahovd a deztio-
biotin diffuzid utjén eljutott és a Sacch. cerevisiae
kinétt /vagyis a deztiobiotin-—»biotin Atalakulds le-
jétszddott/, a lemezen halvdnylila foltot észleltiink,
Ahol a NVYT vegylilet gdtolta az dtalakuldst, nem ész-

leltiink novekedési gyiiriit.
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3.4.3. Biotin meghatdrozdsa
A biotin tartalom mérését mikrobioldgiai mddszer-
rel végeztﬁk57, Lactobacillus plantarum ATCC 8014
torzzsel., A baktérium szaporoddsét, amely a Jjelen-
1évé biotin koncentrdcidjatol fiigg, a tejsav termelés
visszatitrdldsdval /0,1 n NaOH-dal/ mértiik, brdémti-
molkék indikdtor mellett.
3¢e4¢3.1. Baktériumok Osszes biotin tartalmdnak mérése
Kb. 100 mg /analitikai mérlegen mért sulyu/ sza-
raz baktériumot 5 ml 6 n Hy80, oldattal 121 C%°-on
/1 at/ 1 érdn &t autokldvban hidrolizdltunk. A hidro-
lizis befejezése utédn a hidrolizdtumot 10 n NaOH-dal
semlegesitettiikk, 100 ml-re toltottiuk deszt. vizzel,
majd redds papirsziirén sziirtiik. EbbSl az oldatbdl
5 ml-t 100 ml-re higitottunk deszt. vizzel, és az igy
nyert oldatbdl végeztilk a meghatdrozdst az aldbbi
médon:

Hidrolizdtum Deszt., viz Téaptalaj

/ml/ /ml/ /ml/
1 4 5
2 3 2
3 2 5
5 0 5

Minden higitdsbdl 3 pdarhuzamost mértiink, igy egy ér-

téket 12 mérés dtlagdbdl szdmitottunk.



3.4.3.2. Baktériumok szabad biotin tartalmdnak mérése

Kb. 100 mg /analitikai mérlegen mért sulyu/ sza-
raz baktériumot 5 ml foszfat pufferben /pH=7,0/ szusz-
penddltunk /6,5 ml 0,25 M KH2PO4 * 3y5.mk G295 M KZHPO4/.
A feltérést 18 perces ultrahangos kezeléssel végeztiik,
MSE ultrahang késziilékkel. A mintdt kOzben sé-jég ke-
verdiicel 0-4 £C-on tertottuk, & Teltért wintdt 100 mi-
es normdllombikba mostuk, és 1, 2, 3, 5 ml aliquot-

okbdl végeztilk a biotin tartalom meghatdrozdsat.

3.4.4. Mycobacterium phlei zsirsav szintézisének
vizsgdlata

3.4.4.,1, Zsirsav szintézis jelzése

80 ml logaritmikus szaporoddsi fdzis elején levd
/E4g0=0,15/ M. phlei tenyészethez /Kirchner tdptalaj/
2,5 pmol  2-f14c [-Na-acetétot /836,2 B/ adtunk, msjd
hozzdmértiik a vizsgdlt anyagot a megfeleld koncentrd-
ciéban. A tenyésztést 37 C°-on rdzatva tovdbbi 30 per-
cig fol&tattuk, majd 8 sejtek szaporoddsdt 16 ml 12
%08 HClO4-va1 ledllitottuk. A sejteket 0,45 2 pérus-
méretii Millipore szlirén lesziirtiik, és 10x10 ml deszt.
vizzel mostuk.
3.4.4.2. Zsirsavak prepardlésa

A 3.4.4,1. szerint nyert sejteket 20 ml 5 %-os
KOH/50 % metanol oldattal 4 dérén &t 85 C°-on refluxdl-
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va elszappanositittuk, 4,8 ml 6 n HCl-val semlegesi-
tettilk, 3%x20 ml dietiléterrel extrahdltuk. Az egyesi-
tett éteres extraktumot 3x20 ml deszt. vizzel savmen-
tesre mostuk, Az éteres fazist l\la2SO4 felett 24 doréan
4t szdritottuk, majd az extraktumot vakuumban szdraz-
ra pdroltuk. A maradékot 1 ml éterben oldottuk.
3.4.4.3. Zsirsavak észterezése

Az 1 ml éterben oldott zsirsav-keverékhez 2 ml
diazometédn oldatot /3.2./ mértiink. Szobahdmérsékleten
1l érédn 4t 41llni hagytuk, majd a diazometdn felesleget

ill, az étert N, -drammal elpdrologtattuk. A vissza-

2

maradt mintdt 1 ml éterben ujraoldottuk; ma jd anali-

tikai mérlegen mért sulyu kémcsbébe pipettdztuk. Ujra

lefuvattuk nitrogéngdzzal, exszikkdtorben egy éjsza-

kdn &t CaCl, felett szdritottuk, majd analitikai mér-

legen mértiik a minta sulyéat.

3e4.4.4, Zsirsav-észterek szétvdlasztdsa vékonyréteg-

kromatogrdfids mddszerrel

Lemez: Kiegelgel G /Reansl/ 0,5 mm

Futtatd: petroléter-dietiléter = 8:2

Minta mennyisége: 500-1000 Hg a zsirsav-észter elegybdl

100 pg a kontrollként futtatott
palmitinsav-metilészterbdl
sztearinsav-metilészterbdl

mikolsav-metilészterbdl /3.2./

Eléhivas: kémiailag, Jdédgbzzel
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A radiocaktivitds szdzalékos megoszldsdnak vizs-
gadlatdra a vékonyrétegre rontgen-filmet taritettiink
és 24 6rds expozicidé utdn a filmet eldShivtuk. A feke-
tedés helyét a kromatografids lemezen bejeloltiik, a
réteget a foltoknak megfelelden Packard-edénybe ka-
partuk és mértilk a minta radioaktivitasat.
3e4.4.5. Radioaktivitds mérése

A radioaktivitdst Packard Tricarb 3380 folyadék-
szcintilldcids spektrofotométerrel mértiikk, toluolos

szcintilldcids folyadék alkalmazdsdval,

4., Kisérleti eredmények és értékelésiik

4,1, Perhidrotiazin szdarmazékok hatdsa Mycobacterium

tuberculosis H37Rv torzsre

A Nyitrai és mtsai’ dltal elédllitott perhidré-
tiazin szdrmazékok /XXIV/ antituberkulotikus hatdsdt
in vitro sorozathigitdsos mddszerrel vizsgdltuk Dubos62
tdptalajon. A M. tuberculosis H37Rv torzs szaporodd-
sdt legjobban gdtld vegyliletek szerkezeti képletét és
a minimdlis inhibitor koncentrdcidé /MIC/ értékeket az
1, tdbldzatban foglaltuk Ossze.

Az optimdlis hatdshoz 05 oldallanchossz sziik-

séges, karboxil vagy karboxil-szdrmazék /észter, sav-
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1. tédblazat

Perhidrotiazin szdrmazékok in vitro hatdsa Mycobacterium

tuberaulosis H37RV torzsre Dubos tdptalajon '00
\ 2
6\ 0=C-——!\llH i \? NH,
H,C” NH ‘ i
K HC_ CH(CHlgC00H 1 4,
XXIV XIII XXV
Mycobacidine INH
Mol=- Minimalis inhibitor konc.
R
i suly pe/ml M !
-/CH,/-COOH /NYT 105/ | 231 0,06 2,59.1077
-/CH,/CO0Et /NYT 59/ ? 259 0,015 5,79.107° g
~/CH,/ ,COCH | 217 12,5 5,76.1072 |
-/CH,/,COOEY 245 6,2 2,53.107° |
~/CH,/ ,COCE . 217 25,0 gk et
; |
~COOEt 189 25,0 108 0 TP
-NH-(}?) 214 0,15 e We W ] §
/C);—O-LHZ-COOEt 295 0,03 B LS
. |
-<E§)-O—CH2COOH ' 267 8,0 2,99.107° !
Br | s
-{Q3-0-CH,~COOE® | 452,8 12,5 2,76,107°
=< Br ;
= (Br : § -
cq(-o-CH ~COOH ! 424,8 100,0 2435410
Mycobacidine 217 0,12 5,53.107 7
INH 187 0,03 2,19.1077
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amid/ végzbdéssel. A szénldnc hosszdnak csokkentésével
csdkkent a hatds erdssége is. Az aliféds karbonsavldnc
helyettesithetd p-fenoxiecetsavészterrel a hatds el-
vesztése nélkiil. A szabad sav, vagy a benzolgyliri nagy
térkitoltési heiyettesitései azonban a hatds cstkke-
négséhez vezettek. ’

A tovdbbi kisérletek sordn az egyik igen hatdsos
vegyiilettel, a /3,4,5,6-tetrahidro-4-oxo-2H-1,3-tiazin-
2-il/-kapronsavval /jele NYT 105/ végeztiink sziszte-
matikus vizsgdlatokat a hatdsmechanizmus tisztédzdsa
érdekében., Az emberpatogén Mycobacterium tuberculosis
H37Rv torzs helyett ezeknél a vizsgdlatokndl az apato-
gén Mycobacterium phlei torzzsel dolgoztunk, a fertd-

zési vesz€ly elkeriilése miatt.
4,2, NYT 105 hatdsa Mycobacterium phlei torzsre

Az apatogén M. phlei torzzsel mérve a minimélis
inhibitor koncentrdcié 0,8 pg/ml /3,46.10—6 M/ volt
/sorozathigitdsos mddszer, Kirchner tédptalaj/. Erde-
kes, hogy a mdsik apatogén mikobaktérium tdrzsre, a
Mycobacterium pellegrinora a vizsgdlt vegylilet még
100 pg/ml koncentrdcidban sem fejtett ki szaporodds-
gdt1lé hatést.

A NYT 105 M. phleire kifejtett hatdsa még a
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vizsgdlt legmagasabb inhibitor koncentrdcidéndl, 100
pg/ml-nél /4,32.10-4 M/ is bakteriosztatikus jellegi
volt. A baktérium 10 napos, inhibitor jelenlétében
tortént inkubdlds utén is szaporodni kezdett, ha in-
hibitor-mentes tdptalajba oltottuk at, vagy az inhi-
bitor mellé a tdptalajba 0,5 pg/ml /2,05.10'6 M/ bio-
tint mértiink,

4,3, NYT 105 Mycobacterium phleire kifejtett hatdsa-

nak antagonizdldsa biotinnal

A biotin védShatdsdnak vizsgdlatdt a 7. dbra sze-
rinti kisérleti elrendezésben végeztiike A NYT 105 kon-
centrdcié O - 50 pg/ml /2,16.107%1/, a biotin koncent-
récié 0 - 1 ng/ml /4,09.107° M/ kozott véltozott. A
két anyag Osszemérése utdn M. phlei tenyészettel fer-
téztilk a tdptalajt. A kiértékelés szabad szemmel, a
téptalaj zavarossdgénak megdllapitdsdval tortént, mi-
vel a M, phlei csomésan né, kémcslben nehezen szusz-
penddlhatdé, gyorsan ililepszik, igy a fényelnyelés mé-
rése nem nyujt tobb informdcidt, mint a szabad szem-
mel torténd leolvasds.

A kisérleti eredménybsl ldthaté, hogy a NYT 105
M. phleire kifejtett szaporodds-gdtlé hatdsat a bio-

tin megsziintette. A minimdlis inhibitor koncentrdcid
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7. dbra
NYT 105 hatdsdnak antagonizdldsa biotinnal M. phlei

torzs esetén, Kirchner tdptalajon

NYT 4105 konc. (p Im)
50 | 25 | 125]6.2] 34 ,J@@&;_pﬂ. 10,2] 0

4+++++++++ﬂ

083 8 R (O, 7 Ol TR -

060 = | + |+ +# | + |+ |+ |+ |+ ]|+

ng- O T i (I O WP e
%Eqml_ EF e +l + 0+ |+ |+
50i5}-—+'+ +i+1:++++
gu,?,d-'- -!-+1+‘++++
£— .
.fgﬂ,lﬁl-- —‘——+'+{+++
@00 - | = = ===+
1 05 - | - ;_ e B I T S
!gm I e ey S BRR BeR R E RE R
lO—-—---—-+++

- : taptaloj tiszta, baktérium nem szaporodik
+ : tdptalaj zavaros, baktérium szaporodik

egyre nagyobb lett a biotin koncentrdcidé novelésével,
Ha a teljes gdtlds eléréséhez sziikséges inhibitor
koncentracidé /MIC/ filiggvényében dbrdzoljuk az adott
pontban fenndlld inhibitor/biotin koncentridcidk ard-
nyat /8. dbra/, azt ldtjuk, hogy ez az ardny nem kons-
tans, hanem linedrisan né, tehdt a hatds nem fliggetlen

az inhibitor és a szubsztrdt /biotin/ abszolut kon-
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8. dbra
NYT 105 hatdsdnak antagonizdldsa biotinnsl M. phlei

torzs esetén

kiﬂjn !u!'ﬂel M ‘40“
NYT 405 (M) iotin (M
440 0
R X \ 1 —e—e-
120 +20
{004 100
80 + 80
601 - 60
i 1 k0
0t 7 20
) X
e L
0 30 &0
MIC (f4g/mi)

centrdcidjédtél., Ez annyit jelent, hogy a biotinra,
mint szubsztrdatra nézve a NYT 105 dltal okozott gdat-

1l4ds nem-kompetitiv jellegii.

4.4, NYT 105 hatdsdnak antagonizdldsa deztiobiotinnal

Mycobacterium phlel esetén

Mivel a NYT 105 M. phleire kifejtett hatdsdt mi-
nimdlis mennyiségii biotinnal meg lehetett sziintetni
/10"4-10"2-sz676s mennyiségii biotin elegendd volt a

szaporodds meginditdsdhoz/, feltételeztilk, hogy a ve-
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gyllet a biotin bioszintézisét gdtolja. Feltételez~-
tiik tovdbbd, hogy a M. phleiben a biotin bioszinté-
zise az E., coliban lejdatszddd reakcidsor szerint’>
megy végbe. Ezért megvizsgdltuk, hogy az utolsd 1é-
pést, a deztiobiotin —>biotin dtalakuldst hogyan be-
folydsolja a vegylilet.

A kisérleti elrendezés a 9. dbran lathatd.
9. é&bra
NYT 105 hatdsdnak antagonizdldsa deztiobiotinnal M.

phlei torzs esetén, Kirchner tdptalajon

NYT 405 konc. (uglml) NYT 05 (M)
Destiobiotin (M)
100| 50| 25]425] 82/ 34| 46(08 |04 | 0
ol R B R e e el Rl R 8
B -]+ + |+ + + |+ |+ 8
g MU5[=|-|[=]*|[+|+]|+]|+]|+]|+ b
:‘é 58l =1 - =]+ |+ |+[+]|+]|+ |+ 8
2 29-|-|-|=[-]+]+]+]+]+ N
-
S k== ===+ +|+|+]+ 3
=) Sl
0F| = | == |=|=|=]+|+]|+|+ ]
N I e e e e R

+ : boktérium szaporodik
- : baktérium nem szaporodik

A NYT 105 koncentrdcié 0 - 100 ug/ml /4,32.107% u/, a
deztiobiotin koncentrdcid O - 46,2 pg/ml /2,16.107% m/
kozott vdltozott. Az anyagok Csszemérése utdn fertlz-

tiikk a tdptalajt a M. phlei-vel,
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A minimdlis inhibitor koncentrdcidhoz tartozd
pontokban a NYT 105 - deztiobiotin ardny 4-8 volt,
ami azt jelenti, hogy 1 mol deztiobiotin 4-8 mol NYT
105 hatéasat védi ki. Ez az ardny nem filiggott az ab-
szolut koncentrdcidktdol, hanem dllandd volt, tehat
a NYT 105 kompetitive gatolta a deztiobiotin —>biotin

dtalakulast.

4,5, NYT 105 hatdsdnak antagonizdldsa deztiobiotinnal

Saccharomyces cerevisiae toOrzsdn

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

jes bioszintézisére képes11

, @ Sacch, cerevisiae-ben
a biotin szintézisnek csak az utolsd lépése, a dez-
tiobiotin —»biotin Atalakulds jdtszédik 1e°3. A torzs
azonos koncentrdcidban igényli biotin-mentes komplett
tdptalajon a deztiobiotint vagy a biotint.

A Sacch, cerevisiae torzs szaporodééét a NYT 105
a standard vizsgdlati korilmények kozott nem gdtolta
/cukor-éleszté tdptalajon a MIC > 1000 pg/ml/. Ezért
a vizsgdlatokat biotin-mentes komplett tdptalajon
/3.1.2./ végeztiik. A rendzlkezésre 8116 rendkiviil cse-
kély deztiobiotin mennyiség miatt mikromdédszert dol-

goztunk ki a vizsgdlatokhoz /3.4.2./. A 10. &dbrdn egy

bioautografids mdédszerrel eldhivott lemez képe ldtha-
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10. dbra
Deztiobiotin —biotin dtalakulds vizsgdlata NYT 105-

tel Sacch., cerevisiae torzson

-12

Minden mezében 1 ng /4,67.10 ~“mol/ deztiobiotin van.

NYT 105 mennyisége az egyes mezlkben:

1. 20,0 ug /8,65.10 Cmol/ . 0,6 ug /2,70.10 2mo1/
2. 10,0 ng /4,32.10’8mol/ Toar By B UG /1,35.10-9m01/
3. 5,0 ug /2,16.10 Smol/ 8. 0,1 ug /6,75.10 Cuc1/
4., 2,5 ug /1,08.10 Cmo1/ 9. 0 ug

5. 1,2 ug /5,40.10 2mol/

Az 1. mezdben teljes szaporodds-gdtlas ldathatd.

té. A lemezek kiértékelésénél azt a mezdt vettilk fi-

gyelembe, amelynél nem tapasztaltunk szaporoddst.
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A 2. tdbldzatban foglaltuk Ossze a NYT 105 vizs-
gélatandl alkalmazott kisérleti elrendezést.
2., téablazat
NYT 105 hatdsédnak antagonizélésa deztiobiotinnal Sacch.

cerevisiae torzson

INYT 105 Novekedési gyliri dtmérd /mm/
mennyisége

/mol/ Deztiobiotin mennyisége /mol/

o T 595 0™ s, 6T 10T e

5,65.1078 0 0 0
PR 0 0 31
2 35,108 0 26 3
1,08.1078 23 26 31
5,40,1075 974 26 32
2,70,1072 23 26 31
B, 35,102 o2 26 31
6,75.107 10 23 26 31
0 23 26 31

A teljes gdtldshoz szilikséges NYT 105/deztiobiotin
molarény vdltozatlan volt, 18500-nak adddott. Tehdt
nemcsak a mikobaktérium, hanem az élesztd deztiobio-
tin —biotin dtalakitdsdt is kompetitiv mdédon gétol-

ta a NYT 105. De amig a M. phlei esetén 1 mol deztio-
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biotin 4-8 mol NYT 105 hatésdt tudta kivédeni, a Sacch,
cerevisiae lényegesen kevésbé volt érzékeny a vegyli-
letre. Az eltérés adddhat abbdl, hogy mds a vegyiilet
dthatoldsi képessége a mikobaktérium és az élesztSgom-
ba sejtfeldn ill. membrénjdn, de eltérd lehet a két
mikroorganizmus biotin szintetdz enzimjének érzékenysé-
ge is a NYT 105-tel szemben.

A deztiobiotin—=biotin atalakulds gdatldsanak
vizsgdlatdt Sacch. cerevisiae t0rzsdn tobb perhidro-
tiazin szdrmazékkal és a iMycobacidine-nel is elvégez-

tik. Az eredményt a 3. tdbldzatban foglaltuk Ossze.

3. tébldzat
Perhidrotiazin szdrmazékok /XXIV/ hatdsédnak antagoni-

zadlasa deztiobiotinnal Sacch. cerevisiae torzson

0 Inhibitor /mol/ MIC

\NH

6’L-R Deztiobiotin /mol/ | M. tub. H37Rv

R = /M/

-/CH 5/ sCOOH 18 500 2. 59,107
-/CH,,/ sCO0EY 66 000 5,79:10™0
~/CH,/ ,COOH 490 000 5 76,1672
~/CH,,/ ,COOE* 870 000 2,53.107°
Mycobacidine 82 000 5,53,10""
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A 3. tébldzat eredményei azt mutattdk, hogy a
kaproil-szdrmazékok erdsebb inhibitorok, mint a vale-
ril-oldalléancu vegyliletek, a M. tuberculosis H37Rv
egsetén tapasztaltakhoz hasonldan. Azonban a mikobak-
tériunmtdl eltérden, az élesztlgombdndl az észter szar-
mazékok kevésbé gdtoltdk a deztiobiotin —»biotin at-
alakuldst, mint a szabad karboxil oldalléncot tartal-
mazd szarmazékok. A Mycobacidine-nél is ki lehetett
mutatni a deztiobiotin —biotin dtalakulds kompetitiv

gatlasat.

4,6, NYT 105 hatdsa Lactobacillus plantarum biotin-

hasznositdsdra

A L. plantarum nem képes sem teljes, sem részle-
ges biotin bioszintézisre. Ezért érdekesnek taldltuk
megvizsgdlni, vajon erre a baktériumra hat-e a NYT
105, vagyis a biotin bioszintézisének gatldasdn kiviil
van-e mads hatdsa is a vegyliletnek.

Biotin nélkilili komplett tdptalajon felvéve a
baktérium szaporoddsi gorbéjét /4. tdbldzat, 1l. dbra/
azt taldltuk, hogy a baktérium szaporoddsdt még a
vizsgdlt legmagasabb koncentrdcidban /100 pg/ml =
4.32.10-4M/ sem gdtolta teljesen a NYT 105, de kis

mértékben csokkentette. A csokkenés mértéke fliggott az



4, tablazat

NYT 105 hatdsa L. plantarumra biotin-mentes komplett

tédptalajon
Inkubalas ELi0nm
ideje NYT {05 konc. ({ug/ml)

(6re) | 400 | 50 | 25 | 425 | 62| 34 | 46 | 04 | Ok | O
0y id Ol B0 00

Zh 0423|0440/ 0436|0425 |0,438| 0428 0,124 0,456/ 0,138/0,63

LA,5 0460|0,2000:223 0,244 0238|0233 | 0235|0130, 0228 0260

b8 0476 |0220/0243 0245 024 0243 (0244 0243|0251 0220
65,5 0220(0.270/0220 0,234 0245 083 045 0,295 0295 0320

0,290 (0298 |0,298/0293 0195{0,50—6_555 038
; | cab

(<)

Oo

2 10133]0280

il 10,343/0313

5.390"0}583 038 o,mio,asalo,m 0394/028

11, abra
L. plantarum szaporoddsi gdrbéje NYT 105 jelenlétében

biotin-mentes komplett tdéptalajon

E‘fBO nm
4
05¢

o4 i
/"/ x—x 0 pg/ml NYT 105
L ‘,x 5
o il ”’? e e "
o /o
/‘/ 0—0 50 i "

0,2 o// O0—100 1" "
/n
/ ?

O

20 40 60 80 100 120 o 10
inkubdlas ideje (6ra)
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inhibitor koncentrdcidéjéatél. /A L. plantarum biotin-

mentes taptalajon mért kis mértékii szaporoddsa a bak-
térium biotin-pool-jdval magyardzhaté./ A NYT 105 te-
hat csokkentette az eleve a baktériumban meglevd vi-

tamin felhaszndldsdt.

Ha a tdptalajt kiegészitettiik 0,02 - 0,2 ng/ml
/8,19.10"11-8,19,1071° 11/ biotinnal /ebben a koncent-
rdcid-tartomdnyban a baktérium novekedési vélasza
ardnyos a biotin koncentrdcidval/, a kovetkezdket fi-
gyelhettik meg.

0,02 ng/ml biotinnal kiegészitve a komplett tdp-
talajt /5. tdbldzat, 12, dbra/, megfigyelhetd a L.
plantarum szaporoddsdnak gdtldsa /kb. 13 % 100 ug/ml
NYT 105 jelenlétében/, és a szaporoddsi gorbe loga-
ritmikus fdzisa is késett a kontroll /NYT 105 nélkiil
mért/ gorbéhez viszonyitva. 25 pg/ml alatti NYT 105
koncentrdcidkndl mdr nem tapasztaltunk koncentracid-
Tliggést, de a kis mértékii /kb. 8 %~os/ gdtlds még a
vizsgdalt legalacsonyabb inhibitor koncentrdcidndl
/0,4 pg/ml/ is megmaradt. Ugyanezt tapasztaltuk, ha
a biotin koncentrdcidjdt 0,04 ng/ml-re emeltiik /6.
tablazat, 13..8bra/, 100 pg/ml NYT 105 koncentrdcid-
nal kb, 17 %-os a gdtlds, 50 pg/ml-nél kb. 10 % és
0,4 pg/ml-nél kb. 4 %-os gdtldst mértiink.



50 téblézat
NYT 105 hatédsa L. plantarumra 0,02 ng/ml biotin je-

lenlétében, komplett tdptalajon

il B i o e
(évo) NYT {05 konc. (pgimi) |
100| 50| 25 | 425/ 62| 34 | 46 |08 |0k | O

0 DS T a0l e D00 |'0 {0

13 [0,028]0,033 0,045)0,034 /0,033 0,035 |0,045|0,040(0,043 0,063

19 |0,055/0,078/0,086/0,083|0,08{/0,080]0,095/0,090(0,093/0{23

24 |0,085/0,440|0425|0,426 {0426/0,424| 0.435|0440|0,438 /0,180

23 |0403]0,164 /0,463 0,470] 0,83 0,186, 0,188/0,136|0,198|0,243

25 |0456|0222|0.243 0,243/ 0,258 0,266 0,2¥5/0,183|0,281,0,346
40,5 | 0496/0553/0,5% 0,5H|0,583 0,588 0,603 0,591 |0,588, 0,626

L2 |05510|05%0|0,578 0,585|0,590 0,605 0,606 0,608| 0,615 0,660

L5 _|0,520]05%5/0,604 0,590 0,5% 0,605 0,606 0,648|0,608 0,653

48  |0,663]0606|0,621 0,625/0,626 0,628/0,654 0,840|0,6k4 0,630

65 |0,643/01400,%05/0,305(0,}46/0,735(0,132 0,135 | 0,125 0,360

L F2 |08%3]0120[0,325|0,H1|0,323]0,}48]0,338|0138 | 0,150,310,

12, abra
L. plantarum szaporoddsi gdrbéje 0,02 ng/ml biotin

tartalmu komplett tdptalajon, NYT 105 jelenlétében

EMO nm
4071
0,5}
0+

3 -
% O pg/ml NYT 105
0|Z+ 25 " "
0|4 r 50 n "

- ——'~1OO " "n

20 30 %0 50 60 30

inkubalas idejs (¢ra)
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6. tdbldzat
NYT 105 hatdsa L. plantarumra 0,04 ng/ml biotin je-

lenlétében, komplett tdptalajon

Inkubdlas EL10 nm
ideje NYT 405 konc. (pglml)
lora) | 400 | 50 | 26 | 42.5) 82 [ 34| 46/ 048] 0k] O
0 00 0T 000 pli0] 00
13 10,033/0,033/0,023|0,0400,038/0,0280,03%/0,035|0,036(0,093
19 0,010,080/0,018|0,088)0,088/0,0160,082/0,048/0,085 0,36 |
2{  |0,0950,106/0,408]0,434/0,125|0,120]0,123|0,448 0,423 0,184
23 |0,430{0443|0,183(0,434[0,180]0,468/0,166|0,468{0.433{0,234
25 |0,486]0,2480,230/0,231{0,263]0,160{0,270|0,254 |0,218/0,344
40,5 [0,321/0,796/0,790{0,814 |0,838/0,806/0,820|0,303|0,833/0,884
k1 |0,1h5]0413/0,820/0,841]0,838)0,850|0,850/0,826/ 08460895
45 |0,765|0,860{0,833|0,874|0,858|0,835|0,840|0,833|0,360/0,925
48  10,398/0,880(0,868/0,915|0,924|0,300/0,883 |0,86/0,903| 0,954
65 [0,935]4,023]1,030{1,095/1,084| 4,034,043 | 4,043|1,086| 4,108
$2 [0,931(4,000(1,0%0{4,095(4,078(4,050{ 1,036 [1,043[{,100{4 421

13, abra
L. plantarum szaporoddsi gdrbéje 0,04 ng/ml biotin
tartalmu komplett taptalajon, NYI 105 jelenlétében

EMO nm
1o}

051
0k
03¢t

011

0 pg/ml NYT 105
0,4 " "

01

" "

20 30 40 50 60 %0
inkubalas ideje (ora)
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7. téabldzat
NYT 105 hatdsa L. plantarumra 0,06 ng/ml biotin je-

lenlétében, komplett tdptalajon

Inkubdlis : E540 nm
g NYT 405 konc. (uglml)
(ora) | 400150 | 25 | 42,51 6.2 34| 461 0,81 Ok

Q B e T e R I R T SR e O
14 |0,046/0,068{0,086/0,086]0,018|0,086/0,018{0,093/0,108]0,(50
15 |0,095/0,442/0,425/0,426|0,425/0,128/0,420/0,434/0,453{0,183
16 [0,415/0,193/0,240/0,223/0,203/0,244]0,205/0,230(0,260/0,280
11 [0,248]0,264/0,280/0,283(0,271|0,268 |0,233]0,295|0,356|0,368
18 |0,288]0.298|0,320/0,325/0,345/0,323]0,325{0,354/0,363]0,4
29 |0,358/0,318/0,398/0,406]0,384 {0,393]0,336/ 0,408/ 0,444{0,4+13
30 [0,432/0,438{0451| 0,460/ 0,445]0,450{ 0 }55|0+50{0,491/0,516
34 |0,515/0,504/0,540{0,55010,535]0.553|0,560{0,525/0,516/0,640
L3 |0,968|0,964/0,920{0,950{0,945/0,986]0,900|0,891|0,935/0,366
5k [1.054]4,045(1,020],033{ £,031| L0531.020] 4,044,035 {,060
FL | 1,135] 1,018/ 1,086/1,093] 4085} 4,006/ 4,103{ 1,055| 1,083] {.436

14, &bra
L. plantarum szaporodédsi gorbéje 0,06 ng/ml biotin

tartalmu komplett tdptalajon, NYT 105 jelenlétében

Esug nm

ol

ol

o] ——— 0 pg/ml NYT 105

021 e o n n
....... 50 7" "

0,4' e lOO " "

10 3 k0 8 6 0
inkubalds ideje lro)
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8. tdbldzat
NYT 105 hatdsa L. plantarumra 0,08 ng/ml biotin je-

lenlétében, komplett tdptalajon

Inkubalas ESI,(] nm
i NYT 405 konc. (pg[ml)
lora) | 400 150 | 25 | 42,5] 6,2] 3,4 ] 46 0.8 | 04
0 Lol gl ool alrv ool

14 |0078|0088]0,105/0,408]0,405(0,105(0,101]0,095]0,095(0,434
25 [0.458]0430[0,215]0,196 [0.210[0,196 [0.2050.200]0.1 18]0.235
16 |0,200[0.220[0,253 (0245 |0,238]0,253|0,155(0,238]0.126/0,283
27 |0,266/0,283]0,351(0,3460,340/0,335 |0,360(0,336/0,308| 0,376
28 |0,520{0,348]0,405(0,391(0,334 0,398 [0,336|0,380]0. 35| 0.4 2
29 |0,400]0.,423]0,488(0.433]0,456(0, 4880,k 3]0, #20[0, 416 0,514
30 |0,4+16/0,500/0,555/0,5%6(0,543]0,5380.541]0.530{0.516] 0,552
34 |0,585(0,603(0,655/0,645/0,615(0,6330634|0,6% 10,638 0,650)
L8 |1,033(1,030[1,0341,053(1,023/1,024]L043]1,063/1,065/1,055
5 |1,420[1.418 [4,168[4,433[1,106[1,108]4.423(1,166 1,164 ] 4,15

12 [1.246]1,00(1,265|1,236(1,223[4.224[4,240(1,246| 1,225 {215]

15, &bra
L. plantarum szaporoddsi gdrbéje 0,08 ng/ml biotin

tartalmu komplett tdptalajon, NYT 105 jelenlétében

E5HO‘nm
m -
o 0 pg/ml NYT 105
MRS el T T 25 n "
0'2. 50 " "
o3 S S TARIRE Ay o = 100 " "

20 30 »0 50 €0 0
inkubalas ideje (6ra)

>




9. tablazat
NYT 105 hatdsa L. plantarumra 0,12 ng/ml biotin je-

lenlétében, komplett tdptalajon

Inkubalas ESHO nm
deje NYT {05 konc. (uglmi)
(6ra) | 400 |50 [ 25 | 425] 6.2 ] 34| 16 0,8 | 0,4

0 e 0 1 P a- 0 18101018
1% |0,413]0,145/0,108/0400{0,098/0,400 [0,100(0,440 [0,088(0,126
25 |0,216{0,206/0,2450,22¢{0,433|0,205|0,194]{0,224|0.135/0,223
26  |0,258/0,266|0,268/0,253{0,225(0,2850,244]0,240|0,208{0,264
21 10,280]0,330/0,376{0,365|0.326] 0,335/ 0,34 0.320{0,218/0,356
28  |0,435/0,430{0,446/0,431(0,333|0,404] 0,408 0.350| 0,341|0,403
29  |0,545]0,543|0,543/0,535|0,483/0,501{0,544|{0.516|0,453{0,508
30 10,641/0,6080,598/0,538]0,554|0,584| 0,538/ 0,543]0,533/0,538
34 |0,695/0,700/0,703/0,685(0,670| 0,684/0,694|0,658/0,638 0,698
L8 [4.431[1.480]4.456 1,441 [4,483[4,478(1,208(4,433]4,454{1.196
54 14,281]4,300/4,286]4,265[1,216 4,285/1,2941.296|1,218(1,306
2 |1.334]4,350]1,340] ,24{1,330( 1,378|1,375] 4,340| 1,335/ 1,330

16, &bra
L. .plantarum szaporoddsi gorbéje 0,12 ng/ml biotin

tartalmu komplett tdptalajon, NYT 105 jelenlétében

Esag nen
|
154

4‘0 . /1/

05! £ x—=% O pg/ml NYT 105
ont -
031

r
ll o ——s 100 n n
.f

01 /"

044 ;
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10, tablazat

- 53

NYT 105 hatdsa L. plantarumra 0,2 ng/ml biotin Jje-

lenlétében, komplett tdptalajon

ln!t(;:b_&ﬁé E5'r0 nm

ideje NYT 105 konc. ml

lora) | 400|650 | 25.142.5] 6.2 | 3. (}41.2’ o).a 0,

5. |0 Lo ol Dlo @ 0Lelnin

24 [0.448]0,128]0.423]0.128]0.113[0.106{0.106]0426 [0.444[0.138
15 |0.228]0.245/0.218]0.246]0.240]0,236]0,224]0,233 [0,2280.241
26 |0.268/0,305]0.308]0,2980.288]0,281]0,270{0,280]0,263(0,283
17 |0.393|0,418]0424]0,418[0,306]0,105[0,3980,390/0,5%0[0,381
18 |0,450]0,496]0,475[0,191[0,491|0,470{0,451]0,430] 0,454, 0,475
79 |0.5%6(0,608|0,586]0,608]0,603[0,573]0,571[0,590/ 0,585(0,694
30 |0,644]0,6%3]0,646]0,6910,656]0,6%0/0.631/0,656]0,664/0.,681
34 |0,343]0,715(0.763|0,181|0,760(0,743[0,740[ 0,16]0,45[ 0,765
L8  [4.320(1,344[1,330(1354|4,286/1,256]4,2#1[1,283[1.295|1.313
5k [1,386(1,375]1,566] 1,451 ]1.363(1,3631,338] 1.3331,345( 1,383
T2 |1.L53[ 4 6T5(1.430] 454 1,403 ] 1,373] 1,105/ 1,393 1,301 | 1,478

17. &bra

L. plantarum szaporoddsi gorbéje 0,2 ng/ml biotin

tartalmu komplett tdptalajon, NYT 105 jelenlétében

E540 nm
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0,06 ill. 0,08 ng/ml biotin koncentrdcidéndl mdr
csak a logaritmikus fdzis idObeli eltoldddsa figyelhe-
t6 meg a kontroll gorbéhez képest. A végsS baktérium-
szdm /ami a fényelnyeléssel ardnyos/ mar azonos a .
kontrolléval /7. és 8. tébldzat; 1l4. és 15, dbra/.

0,12 ng/ml és 0,2 ng/ml biotin koncentrdcidndl
a 0 és 100 pg/ml inhibitor koncentrdcidé esetén mért
értékek egybeesnek /9. és 10. tdbldzat; 16. és 17.
dbra/. Ilyen biotin koncentridcidkndl tehdt a NYT 105
mar nem gdtolta a L. plantarum biotin-felvételét a
tdptalajbdl.

Mivel a L. plantarumban nem lehet sz deztio-
biotin—»biotin dtalakuldsrdl, és ha kis mértékben
is, de ennek a mikroorganizmusnak a szaporoddsat is
gdtolta a NYT 105, amely gdtlds biotin hozzdaddsédra
megsziint, feltételeztiikk, hogy az dltalunk vizsgalt
vegyulet nemcsak a biotin bioszintézisét, hanem a
biotin bioldgiai funkcidjat /holoenzim képzldése

vagy a holoenzim milkodése/ is gdtolja.

4,7. NYT 105 hatdsa Mycobacterium phlei biotin tar-

talmara

Annak igazoldsdra, hogy a NYT 105 a biotin bio-

1légiai funkcidjat is befolydsolja, megvizsgdltuk a



logaritmikus szaporoddsi fdzis végén 1lévdé /tehdt mar
adott biotin tartalommal rendelkezd/ M. phlei tenyé-
szetre kifejtett hatdsat.

250 ml logaritmikus szaporoddsi fédzisban 1lévé
M. phlei tenyészethez /Kirchner tdptalaj, E480 b= 0,6/
1 ml végtérfogatban adtuk a megfeleld koncentrdcidju
NYT 105 alkoholos oldatdt, a kontroll tenyészethez
1 ml alkoholt mértiink. A tenyészeteket 37 C°-on 6
drédn 4t rdzattuk. A kezelés végén a tenyészetet Milli-
pore sziirén /0,45 u pdérusméret/ sziirtilk, exszikkdtor-
ban szdritottuk és a 3.4.3. pontban leirtak szerint
mértik a mikobaktérium biotin tartalmdt.

A kisérlet eredményét a 1ll. tdbldzatban foglal-
tuk Ossze.
11, tabvldzat

NYT 105 hatdsa a M. phlei Osszes biotin tartalmédra

Kezelés NYT 105 Osszes biotin
ideje konc,

/éra/ /pg/ml/ ng/100 mg bakt., %
0 0 590 £ 5 % 100,00
6 0 579 £ 5 % 98,13
6 50 437 £ 3 % 74,06

Hat Jrds kezelés alatt a M. phlei mérhetlen nem

szaporodott /fényelnyelése €s szdrazsulya valtozat-
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lan a 0 drds kontrollhoz viszonyitva/. NYT 105 nél-

kiil sem biotin szintézis, sem spontdn biotin-kiilirii-

1és nem tortént a baktériumsejtbél 6 dra alatt. A

M. phlei biotin tartalménak csokkenése tehdt valdban
a NYT 105 hatdsdnak tulajdonithaté. Az 50 pg/ml kon-
centrdacidban jelenlevd NYT 105 a mikobaktérium osz-

szeg biotin tartalmdt 26 %-kal csokkentette.

Ehhez & jelenséghez hasonldét az irodalombdl is
ismeriink, amikor Mycobacidine-nel kezelt nyulak vi-
zeletében mutattak ki biotintiO,

A kOvetkezd lépésben megvizsgadltuk, hogy a miko-
baktérium biotin tartalménak csokkenése hogyan fligg
a jelenlévs NYT 105 koncentrdcidjdatdél /l1l2. tabldzat/.

A kezelés ideje valtozetlanul 6 dra volt.

12, tablazat
M. phlei Osszes biotin tartalmdnak vdltozdsa a NYT

105 koncentrdcié fliggvényében

NYT 105 Osszes biotin
konci,
/pe/ml/ ng/l00 mg bakt. %
0 611 * 6 % 100,0
10 425 £ 9 % 69,6
50 501 £ 5 % 82,0
100 432 £ giq 1.3




A 12, tabldzat adataibdél ldthatd, hogy a kivé-
lasztott koncentrdcié-tartoményban /10 - 200 pg/ml
NYT 105/ a baktérium Osszes biotin tartalmdnak csdk-
kenése nem mutatott koncentrdcid-fliggést. A 10 pg/ml
és 200 pg/ml NYT 105 koncentrdcidndl mért értékek
gyakorlatilag megegyeznek. Ezért a kovetkezl kisér-
letben alacsonyabb koncentrdcidk felé terjesztettiik
ki a mérést, és az Usszes biotin tartalom mellett mér-
tik a mikobaktérium szabad biotin tartalmdnak alaku-
ldsdt is /az OUsszes biotin és szabad biotin kozotti
kiilonbség adja a kOtott biotin tartalmat/. Az ered-

ményeket a 13. tdbldzatban tiintettiik fel.

13, tabldzat
M. phlei Usszes és szabad biotin tartalmdnak vdlto-

zdsa a NYT 105 koncentrdcid fiiggvényében

NET {05  |Osszes bictin | Szobad biotin |Kstott biotin [Osszes biotin |Kotétt biotin
{ ;;}.l) ng /100 mg bakbérium Y,
0 506 * 8% 9,8 496,1 {00,0 100,0
i 460 * 447 6,8 53,8 90,1 94,7
' 463 {47 6,1 L456,3 94,5 924
{0 4374274 104 426,6 86,4 86,2
100 436 £ 447] 569+9% 3794 86,2 16,9




A 13. tébldzat eredményei azt mutatjdk, hogy mig
az Osszes biotin tartalom a NYT 105 koncentrdcid no-
velésével szinte alig csokkent /1 pg/ml-nél 90 %,

100 pg/ml-nél 86 % a kontrollhoz képest/, a szabad
biotin tartalom lényegesen nagyobb lett /1 ug/ml-nél
6,8 ng/100 mg baktérium, 100 pg/ml NYT 105 koncentrd-
ciéndl mdr 56,9 ng/100 mg baktérium/. Ezért az Osszes
biotin és a szabad biotin klilonbségébdl szdmitott ko-
t6tt biotin tartalom mdr koncentrdacidtdl fiiggben vdal-
tozott, mégpedig negativ telitési gorbe szerint /18.

dbra/.

18. dbra
M. phlei kotott biotin tartalmdnak valtozdsa a NYT

105 koncentracid fliggvényében

NYT 405 konc. [ jglml)
L20 N0 B B

- 2_0<
Sl

- b0+

80t
- {00+
{204

Kotott biotin
(ng/400mg bakt.)




A 13. tédbldzat eredményeibdl az is ldtszik, hogy
nemcsak szabad formdban lev$ biotin lirtilt ki a bakté-
riumsejtbél a kezelés hatdsdra, hanem eredetileg ko-
tott formdban levd biotin is szabaddd valt. Mivel a
biotin a biotin-enzimekben az apoenzimhez kovalensen
olyan erdésen kotddik, hogy csak tomény savas hidroli-
zigsel tehetd szabaddd, valdszinii, hogy a NYT 105
nem ezt a kotést bontotta, hanem az enzimhez nem-ko-
valensen kotdtt biotint szoritotta ki a helyérdl. I-
lyen koStShely pl. @z acetil-CoA karboxildz biotin
karboxildz alegységén levd aktiv hely /3. &bra/, a-

18,19,20 y316ban képes sza-

mely az irodalom szerint
bad biotin kotni és azt karboxildlni, de a karboxil
csoport dtvitele mdr energetikai okok miatt gdtolt.
Ezért ha a baktériumokban a biotin-enzimen levd ak-
tiv helyek egy részét szabad biotin foglalja el, a
karboxildldsi €s transzkarboxildldsi folyamatok
géatolva vannak. A biotin-enzimeken 1év3 mdsodlagos

kotbhelynek és a biotinnak igy valdsziniileg reguld-

16 szerepe is van az enzimek miikddésében,

4,8, NYT 105 hatdsa a Mycobacterium phlei zsirsav

szintézisére

A M. phlei-vel végzett kisérletek sordn megfi-



=60~

gyeltilkk, hogy a NYT 105-re rezisztenssé vdlt M. phlei
szintelen telepeket képezett - szemben a sdrga szinii,
vad M. phlei-vel. A mikobaktérium Ziehl-Neelsen-féle®%
festddési tulajdonsédga is megvaltozott. A rezisztens
M, phlei nem fesgstédott savdlldan, Mivel a savdlld fes-
t8désért a mikobaktériumok sejtfaldnak magas lipoid
tartalma /a sejtek szdrazanyag tartalménak kb. 30 %-a/
felelds, feltételeztiik, hogy a NYT 105 hatdsdra a M.
phlei lipid tartalma is megvéltozott. Ezért sziiksé-
gesnek tartottuk megvizsgdlni a M. phlei zsirsav szin-
tézisét NYT 105 jelenlétében.

A M. phlei zsirsav szintézisének mértékeként a
14C-acetét beépililést mértiik @ logaritmikus szaporodd-
si fdzis elején 1év3 baktériumsejtekbe 37 C%-on, 30
perces reakcidéiddvel. Arra a kérdésre kerestiink va-
laszt, hogy a vizsgdlt vegylilet befolydsolja-e a zsir-
sav szintézis mértékét, és ezen tul megvdltoztatja-e
a baktérium lipidjeinek zsirsav-Osszetételét akdr meny-
nyiségileg, akar minbségileg. Az INH-rdl, az egyik
legelterjedtebben haszndlt tbc-ellenes szerrdl ugyan-
is kimutatték58’59, hogy specifikusan gdtolja a miko-
baktériumok mikolsav szintézisét /ami a tbc-baktérium

65

patogenitdsdért felelds Cord-faktor - alkotdrésze/.
Elsé kisérletként a logaritmikus fdzis elején le-
vé M. phlei kulturdhoz 10 pg/ml NYT 105-5t /4,3.107°u/

ill. 11,2 pg/ml NYT 105-etilésztert /NYT 59; 4,3.107°M/
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mértiink. A kontroll tenyészethez azonos térfogatu ol-
dészert /etanol/ adtunk. A kisérletet a 3.4.4. pont-
ban leirtak szerint végeztilk, a lipideket extrahdl-
tuk, elSzappanositottuk, majd a zsirsavakat diazome-
tdnnal észtereztilkk. A zsirsav-észter elegyet vékony-
rétegen kromatografdaltuk. A lemezeket kémiailag és
kontakt autoradiogrdfids médszerrel hivtuk eld. A 19,
dbra a kémiai elbhivdst, a 20. dbra a rontgen-filmes
eléhivédst mutatja. Az Osszlipidek fajlagos aktivita-
sdt és a radioaktivitds Ry szerinti %-0s megoszldsdt
a 14. tdbldzat tartalmazza,

Kisérleti koriilményeink kozstt a jelenlévs L4c-
acetdtnak 7-8 %-a éplilt be a M. phlei lipidjeibe., A
kontrollhoz képest a NYT 105 37 %-kal, a NYT 59 51,4 %-
kal cstkkentette a 14C—acetét beéplilését, vagyis az
Osszes zsirsav-szintézist. A radioaktivitds megoszld-
sdban a kovetkezdk figyelhetdk meg. A 0,58 Re értéki
zgirsav-észter frakcidban egydaltaldn nem taldltunk
radioaktivitdst., A radioektivitds zome /kb. 35 %/ a
normdl-zsirsav frakcidéban, és egy, a mikolsavakndl
még kisebb retencids faktoru /Rf 0,18/ frakcidban ta-
lédlhaté. A mikolsavakban /Rf 0,35 ill. 0,45/ a radio-
aktivitds 22-25 %-a taldlhatdé. A radiocaktivités %-os
megoszldsa a kisérleti hiba hatdrain beliil egyezett

a kontroll és a NYT vegyliletekkel kezelt baktériumok



19.

M. phlei zsirsav-észtereinek vékonyréteg-kromato-

grammgja

R¢
03

0,58
045
0,26

0.8

abra
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h

:::::::

Lemez; Kieselgel G 0,5 mm

Futtatd elegy: petroléter - éter

El6hivds: Iz—gézzel

1.
2.
3.
o
M:

P

10 ug/ml NYT 105-tel kezelt
11,2 ug/ml NYT 59-cel kezelt

Kontroll

sztearinsav-metilészter

palmitinsav-metilészter

Front

M. phlei-bdl izoldlt mikolsav-metilészterek /3.2./
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20. &abra

M. phlei zsirsav-észtereinek vékonyréteg-kromato-

grammja
_{ ; ‘ ’ 5 Front
R¢
L i 0|l'5
% - 0|35
O - - 018
" Start

Lemez: Kieselgel G 045 mm

Futtaté elegy: petroléter - éter = 8:2
El6hivds: rontgen-filmmel

l. 10 pg/ml NYT 105-tel kezelt

2. 11,2 pg/ml NYT 59-cel kezelt

3. Kontroll
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14, tdbldzat
NYT 105 és NYT 59 hatdsa M. phlei lipid szintézisére

és a radioaktivitds Ry szerinti %-os megoszldsdra

100 }Lglm\ NYT405 [{4,1 /ngml NYT 59 .KOnkroll
el A R
Osszes lipid |453 647 63,01 |350174 18,68 | 1419 244 | 100,00
R o e e R e
0 11884 384 [ 53158 4454 24564| 553

0,18 168436 | 36,23 | 134238| 36,23 {66560 31,56
035 | 59923 | 12,88 | 478L5| 12,04] 4Tk48] 10,69
o5 | 54349 | 1468 | 48724 13,45] 55058 12,k
0,58 0 0 0 0 0 0

035 |46uk21| 35,35 | 85866 23,17 140761| 33,77

Osszes |465023(100,00 [370433[100,00 | 443360100,00

esetében, csak a NYT 59-cel kezelt sejteknél feltii-
né, hogy a normdl zsirsavakbdl hidnyzé 10 % aktivi-
tds a startpontban mérhetd tobbletként.

Kovetkezd kisérletiinkben megvizsgaltuk, hogy
nagyobb /10-szeres/ NYT 59 koncentrdcid esetén van-
e vdltozds a zsirsav szintézisben, és azt, hogy M.
phlei esetén reprodukdlhaté-e a M., tuberculosis
HyoR,-Te leirt mikolsav szintézis gdtlds”®*”%. 4 ki-
sérlet eredménye a 21, dbrdn és a 15. tdbldzatban

ldthatd.
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15, tdblazat

NYT 59 és INH hatdsa M. phlei lipid szintézisére és

a radioaktivitas Re szerinti %~-08 megoszldsdra

100 pglmi INH [100 pglmiNYT5G | Kontrol
Beutes .} Reites i Beites -
perc -mg /o perc.mg /. perc - mg /e

R Beates /. Beates | o Beites y
f perc o perc e perc .
0 5329 39| 348 3,89 16218 2.8k

0,18 6415 5,34 | 88981 | 43,35 | 253326 | 4k 23
0,35 2203 4,84 26944 | 1323 69kik| 14,42
0,45 2026|135 25023| 12,50 84844| {4 8d
0,58 gl o 0 0 0 0
075 [|10504%| 86.68| 55124 | 2310 ({52764 | 26,61

Gsszes |121180/100,00(203360[100,00/512626(100,00

A 15. tdbldzat adataibdl 1dtszik, hogy 100 ug/ml
NYT 59 koncentrdcid hatdsdra nem csokkent az Ossz
14C-acetét beépililés jobban, mint az eldzd kisérlet-
ben alkalmazott 11,2 pg/ml NYT 59 jelenlétében. A
NYT 59 koncentrdcid ndvelésével nem lehetett 40-50 %-
ndl nagyobb 0ssz lipid szintézis gdtldst elérni, A
NYT vegylilet az INH-nél valamivel erdsebben cstkken-
tette a 14C~acetét beépiilést, vagyis a lipid szinté-

zist.

Az INH a M. phlei-ben is specifikusan gdtolta
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M. phlei zsirsav-észtereinek.Vékonyréteg-kromato-.

grammja
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2., 100 pg/ml NYT 59-cel kezeit

3. Kontroll '

Lemez: Kieselgel G 0,5 mm

Puttaté elegy: petroléter — éter = 8:2

Eldhivas: rdntgen-filmmel
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a mikolsavak szintézisét. A 0,45 Rf—ﬁ foltban a kont-
roll aktivitdsdnak 11,8 %-a, 0,35 Rffnél 15,8 %-a és
0,18 Rf-nél Q221 %—a_talélhaté meg. Ugyanakkor a nor-
mal zsirsavak aktivitdsdban akkumuldcidt észleltiink.
A kontroll tenyészet normdl-zsirsav frakcidjdnak ak-
tivitdsdhoz képest a kezelt sejteknél 325 % aktivi-
tds volt jelen. Az INH tehdt a M. phlei mikolsavjai-
- nak szintézisét is gdtolja, mégpedig a normdl-zsir-
savak tovdbbalakuldsdt blokkolja hoszabb, .eldgazé
szénldncu zsirsavak kialakitdsdhoz.

A NYT 59-cel kezelt sejtek zsirsavjainak GOssze-
tétele /a radioaktivitds %-os megosgzldsa/ rem muta-
tott eltérést a kontrollhoz viszonyitva.

A kisérleti adatokbdl megdllapithattuk, hogy a
NYT 105 és a NYT 59 kis mértékben gdtoltdk a M. phlei
0ssz-lipid szintézisét anélkiil, hogy a zsirsavak %-os
Usszetétele megvaltozott volna. A gdtlds /mivel itt
mdr adott biotin-tartalmu baktériumot vizsgdltunk/,
valdsziniileg a biotin-enzim miikdésének gdtldsdabdl
szdrmazott, és nem a biotin bioszintézisének gdtldse
volt az ok. Mivel a kezelt sejtekben egyik zsirsav-
frakcidban sem észleltiink akkumuldciét a kontrollhoz
viszonyitva, feltehetdleg a zsirsav szintézis elsé
lépésében szerepet jdtszd biotin-enzim, az acetil-CoA

karboxildz gdtldsdrdl van szdé. A NYT 105 valédszinii-
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niileg a biotin karboxildzon, mig a NYT 59 az észte-
reket jobban koté karboxil transzferdz alegységen
levd aktiv helyek egy részét foglalja el, ezdltal
gdtolja a zsirsav szintézis inicidlé 1épését, az

acetil-CoA —»malonil-CoA atalakulast.

5. Osszefoglaléds

Dolgozatomban a perhidrotiazin szdrmazékok, e-
zek kozlil részletesen a /3,4,5,6-tetrahidro-4-oxo-
2H-1,3-tiazin-2-11/-kapronsav /NYT 105/ hatdsmddjat
vizsgadltam. A vegyliletek antimikobakteridlis hatdsa
uj, az irodalombdl nem ismert. A kisérletekben fel-
haszndlt médszereket kisebb-nagyobb vdltoztatdssal
mds mikroorganizmusokra leirt mdédszerekbdl alakitot-
tam ki.

lMunkdm sordn az aldbbi eredményekre jutottam:
1./ 4 /3,4,5,6-tetrahidro-4-oxo-1,3-tiazin~-2-i1/~

szdrmazékok in vitro igen jelentds /ismert tbc-
ellenes szerekkel azonos nagysdgrendii/ hatdst
mutattak Mycobacterium tuberculosis H37Rv torzs
ellen. Az optimdlis hatdshoz C5 oldallanchossz
szilkséges, karboxil vagy karboxil-szdrmazék vég-
z6déssel., Az alifds karbonsavldnc a hatds el-
vesztése nélkiil helyettesithetd p-fenoxiecetsav-

észterrel.
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A NYT 105 az apatogén Mycobacterium phlei szapo-
roddsat is gdtolta, igen alacsony koncehtrécié—
ban, A gdtlds bakteriosztatikus jellegi volt,
biotin hozzédaddssal vagy inhibitor-mentes tdpta-
lajra &dtoltdssal a gatldst meg lehetett sziintet-
ni,

A NYT 105 Mycobacterium phleire kifejtett hata-
sdt a biotin nem-kompetitiv mddon antagonizdlta,
1 mol biotin 10%-10% mol NYT 105 hatdsdt tudta
kivédeni.

A NYT 105 a Mycobacterium phleiben végbemend
deztiobiotin —biotin dtalakuldst kompetitive
gadtolta. 1 mol deztiobiotin 4-8 mol NYT 105 ha-
tdgdt volt képes kivédeni. Ezzel bizonyitottuk
azt is, hogy a M. phleiben is az E, colira leirt
médon, deztiobiotinon keresztiil megy végbe a bi-
otin bioszintézise. |

A deztiobiotin —biotin dtalakulds kompetitiv
gdtldsdt NYT 105-tel Saccharomyces cerevisiae
torzs esetén is kimutattuk. Ez az élesztSgomba
kevésbé volt érzékeny a perhidrotiazinokkal szem-
ben, mint a mikobaktériumok. Az eltérés oka a
sejffalon keresztiili dthatolds képességében és/
vagy a biotin szintetdz enzim érzékenységében

fenndlld klilonbség lehet.
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A NYT 105 - koncentrdcidtdl fligglen - csdkkentet-
te a biotint nem szintetizdld Lactobacilius plan-
tarum biotin-hasznositdsdt is. A hatdst fokozddd
biotin hozzdaddssal teljesen meg lehetett szlin-
tetni, Mivel ebben az esetben nem lehetett szd
deztiobiotin —biotin dtalakulds gdtldsdrdél, fel-
tételeztilk, hogy a NYT 105 nemcsak a biotin bio-
szintézisét, hanem a vitamin bioldgiai funkcidjdt
/holoenzim képz8dését vagy holoenzim miikodését/
is gatolja.

A NYT 105 csokkentette a mdr jelentds mennyiségii
biotinnal rendelkezd iMycobacterium phlei biotin
tartalmdt. Kisérleteink szerint nemcsak a szabad
biotin Urililt ki a sejtbdl, hanem kotott - erélyes
hidrolizis nélkiil a mérd orgenizmus szdmdra nem
hozzdférhetd - biotin is szabaddd vdlt. A hatés
koncentrdacié-fiiggd volt, a mikobaktérium kotott
biotin tartalma a NYT 105 koncentracié fliggvényé-
ben negativ telitési gorbe szerint valtozott. A
biotin a biotin;enzimekhez,olyan erSsen kotddik
kovalensen, hogy csak tomény savas hidrolizissel
bonthaté a kotés. Ezért feltételeztilk, hogy a

NYT 105 nem ezt a kotést bontotta, hanem az enzi-
men levd mdsodlagos kotdhelyrdl szoritotta ki a

biotint. Ilyen kotShely pl. az acetil-CoA kar-
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boxildz biotin karboxildz alegységén taldalhatd.
Ha ezt a helyet a prosztetikus csoport helyett
szabad biotin tolti ki, az enzim miikkddését ga-
tolja. Ezért feltételezhet jiik, hogy a médsodla-
gos kotlhelynek és a biotinnak reguldld szerepe
is van a karboxildcids és transzkarboxildcids
folyamatokban,

A NYT 105-re rezisztenssé valt Mycobacterium
phlei kiilsé megjelenése és festdédési tulajdon-
sdgdnak megvdltozdsa arra utalt, hogy valtozds
tortént a baktérium lipid tartalméban. Ezért
megvizsgdltuk a M. phlei zsirsav szintézisét

NYT 105 jelenlétében., Megdllapitottuk, hogy a
vegylilet hatdsdra a mikobaktérium Ossz-~lipid
szintézise kis mértékben csdkkent, anélkiil, hogy
a radioaktivitds szdzalékos megoszldsa az egyes
zsirsav-frakcidkban megvdltozott volna. /Ellen-
tétben az INH-val, amely M. phleiben is speci-
fikusan gdtolta a mikolsavak szintézisét./

A zsirsav szintézis gdtldsa - mivel adott biotin
tartalommal rendelkezd baktériumot vizsgdltunk -
valésziniileg a biotin-enzim miikédésének gatla-
sdbdl szdrmazott. Mivel a kezelt sejtekben egyik
zsirsav-frakcidban sem észleltiink akkumuldcidt

a kontrollhoz képest, feltételeztilk, hogy a zsir-
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sav szintézis els$ lépésében szerepet jdtszd en-
zim, az acetil-CoA karboxilaz gdtldsa okozta az
Osszes szirsav szintézis csdkkenését. A NYT 105
valdsziniileg a biotin karboxildzon, a NYT 59 az
észterekre érzékenyebb karboxil transzferdz alegy-
ségen levl aktiv helyek egy részének elfoglald-

sdval gdtolta a zsirsav szintézis elsd 1épését.

A perhidrotiazinokrdl megéllapitottuk, hogy a
Mycobacidine-hez hasonldan gdtoltdk a biotin bioszin-
tézisét a deztiobiotin —»biotin dtalakulds kompetitiv
gdtldsa révén. Ez valdszinilileg az antimikobakterid-
lis hatds fé oka. Masrészt kimutattuk, hogy a biotin-
enzimek funkcidjat is gatoltdk, valdszinilileg az en-
zimen levd médsodlagos kotShelyek egy részének elfog-
lalédsa révén., Ha a perhidrotiazinokndl sikeriilne e-
résiteni az ilyen jellegii hatdst - pl. kiilonbozd ol-
dalldnc-helyettesitések bevezetésével - elképzelhetd
lenne olyan vegyiiletek kialakitdsa, amelyek in vivo

is hatnak.
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