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Ezúton is köszönetét mondok mindazoknak, akik 

munkámban segítségemre voltak.

Külön szeretnék köszönetét mondani Or.Férése zy 

Lajos egyetemi tanárnak, Dr.H olezinger László 

h.tudományos igazgatónak, Or.K ellnor Béla akadémikusnak, 
Dr.N ©vák Ervin tudományos osztályvezetőnek,Br.P erényi 

Tibor tudományos főmunkatársnak és Dr.T u r t 6 c z к у 

István egyetemi adjunktusnak szakmai irányításukért és tá­
mogatásukért.

Végül megköszönöm Besztercei Anikó vegyésztechnikusnak 

a kísérleti munkában való részvételét.
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BEVEZETÉS

A kannabidiolsav /CBS/ /l.ábra/ a kenderbe» /Cannabis 

sitivé I»./ található Cgj-tegszánú gyűrűs vegyületcsoportba, a 

kannabinoidok /2.ábra/ közé tartozik. A vegyületcsoport legjobban 

ismert tagjai a tetrahidrokannabinolok, a/i^-THC /III/ és a 

^1/6/^jgc /jv/t аив1уек a hasis /marihuana/ kábítószer hatóanya­

gai. A kannabinoidok közé egy izociklikus /pl.: kannabígerel /X/ /, 

két izociklikus /CBJS/II/ /, egy izociklikus és egy heterociklikus 

Aannabichromén ДШ/ /, valamint két izociklikus és egy hetero­

ciklikus gyűrűt /ТНС /III/ / tartalmazó vegyületek tartoznak.

А В gyűrű /l.ábra/ minden kannablaoidnál megvan és minden esetben 

aromás, az A gyűrű, ha megvan lehet aromás is, mint a kaanabiad­

nál AH/, de a legtöbb esetben csak egy kettős kötést tartalmaz.

A heterociklikus gyűrű az egy oxigént tartalmazó hattagú pirán- 

gyürünek felel meg.

A kannabinoidok származtatása és ennek megfelelően a gyűrű- 

számozás nem egységes. Amikor a kannabinol szerkezete ismertté vált 

Adams /Adams 1941-1942./ és mások a dibenzopirán nomenklatúrát hasz­

nálták, mig Todd /Tedd 1946./ a pirán gyűrű heteroatomjától indítot­

ta a számozást. Később többen a kannabidiol tipusu vegyületeket, 

mint difenil származékokat fogták fel /Kabelik, Krejei és Santavy, 

I960: Körte, Sieper és Tira, 1965/* A legújabb irodalomban a kanna- 

binoidókat a monoterpének szubsztituált származékainak tekintik 

/Mechoulam és Gaoai, 1967» Farnsworth, 1969/, ezért a disszertáció­

ban a monoterpén számozást követtem.
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Az indiai és az európai kenderben /Cannabis sativa L. var. 
indica, illetve var.non-indica/ egyaránt megtalálhatók a kannabi- 

noidek, elsősorban a növény ágcsúcsában és ennek gyantájában.
A kétféle kender összetétele azonban eltérő. A kábítószer hatású 

THC csak az indiai kenderben található meg, az európai kenderben 

a kannabiiiol és a CBS dominálnak. A botanikai okok mellett a 

drog összetételét éghajlati tényezők is befolyásolják.

CH2-CH3
C-O-N-CH2-CH3CH3 OH

I I \
C = CH CH2-CH3c — c
/ \

H2C А НС С В C—CH2—CH2—CH2—CH2-CH3

H2C — CH c = CH
I /
c OH
/ \

H3C CH2

1. ábra.

А к annabidiolsav-trietilamin képlete.
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Mechuol«» és Gaoni egy hails mintában az alábbi Össze­

tételt találták: kannaUdiol /I/ 4 %, CBS /II/ 3,25 %, Ä1-THC /III/ 

0,4 %, kannabinol /411/ 1,2 %, kannabinolsav /4111/ 0,25 %t kanna- 

bigerol А/ 0,3 %* kannabigerelsav /XI/ 0,5 %t kannabichromén ДШ/ 

0,1 % és kannabiciklol 0,1 % /Meehóula* és Gaoni 1967Л

A Cannabis extraktumok gyakorlati felhasználását - adat al­

tatót a sebészetben - már egy 2000 éves kínai forrás is említi. Xá- 

bitószerkémt az arab hódítások során terjedt el a Közel-Keleten és 

Észak-Afrikéban. Európában Napóleon egyiptomi hadiárata után ismer­

ték meg és az orvosi gyakorlatban közel egy évszázadig használták 

fájdalomcsillapító és nyugtató hatása miatt. A népgyógyászat is fel­

használta a kender kivonatok analgetikus, valamint antiszeptikus 

tulajdonságait. Az újabb időkben a drog gyógyászati alkalmazása 

háttérbe szorult, viszont mint tiltott kábítószer az egész világon 

elterjedt.

A kanmablnoidok kémiájával kapcsolatos első cikk több mint 

130 éve jelent meg /Bohllg,l840/. Az első kristályos vegyületet - a 

kannabinol acetátját - 1899-ben állították elő Aood,l899/« A foly­

tatás viszonylag sokáig, 1940-ig váratott magára, amikor két munka- 

csoport egymástól függetlenül megállapította és szintézissel igazol­

ta a kannabinol /411/ szerkezetét /Adams, Baker és Wearm, 1940; 

Ghosh, Todd és Wilkinson, 1940/. További fontos eredmény a kannabi- 

diol /I/ izolálása, amelynek pontos szerkezetét akkor még nem tudták 

megállapítani, valamint több kábítószer hatású analóg szintetikus 

előállítása /Adams, Pease és Clark, 1940; Adams, 1941-1942; Adams, 

MacKenzie és Loews, 1948; Todd, 1946/.
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A pszichétomimetikustn aktiv komponenseket, ami a 

A^-THC /III/ és А^^-ТИС /IV/ keveréke, az indiai kenderből 

nyert úgynevezett "vörös olaj" acetilezését követően frakeienált 

desztillációval sikerült többé-kevésbé tisztán izolálni« A petrol- 

éteres extraktum savanyu frakciójának fŐkonpenensét a CBS-t /II/ 

több kutatócsoport egymástól függetlenül találta neg és ismerte 

fel antibakteriális tulajdonságát növényi extraktumok baktériumo­

kon való "screen" jellegű vizsgálata során /Perenczy, 1956* Ferenczy, 

Gracza és Jakobey, 1958* Drobotko, Sasba és Ajzenman 1957* Schultz 

és Haffner 1958* Kabelik, Krejci és Santavy I960/. Az utóbbi évek­

ben különféle kromatográfiás módszerekkel izolálták a kenderben 

található többi kannabinoidet /2.ábra/, valamint nem-kannabinoid 

terpéneket, fenolokat, cukrokat és nitrogén bázisokat /cholin, tri- 

gonellin/ mutattak ki ezek mellett« /De Hopp, I960; Gaoni és Mecho- 

ulam, 1964, 1964 a; Mechoulam és Gaoni, 1965* Körte és Sieper, I960* 

Körte, Haag ésClausen, 1965* Körte, Sieper és Tira, 1965/*

A CBS kristályos előállítása komoly nehézségekbe ütközött« 

Ezt Ferenczynek és munkatársainak /Ferenczy, Gyöngy, Szabó, 1959/ 

sikerült megoldani« A híg, vizes lúggal, vagy szerves oldószerrel 

történő extrakció után kapott gyantát alkoholban feloldva a CBS-t 

alifás tercier aminokkal, legalkalmasabban trletilaminnal képzett 

sója formájában kristályosították« A CBS-trietilamin savas megbon­

tása után a CBS-t kristályosán elő tudták állítani«

A CBS /С22НЗо°4^ £58вгкв2в**** dekarboxilezve kamiabi-
diollá alakul - a difenil számozást használva - korábban
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hidref«ttii~5*-ker*6xi~e»v*sfc g «»delták /Кг*jel, Herék és Ssutevy,

19591 Schult* és Hsffser, 1959/# ШкйхЬев * к«шЬШе1 /X/

'9

*etke» vám és •* isseprcpesil cldsllése JL térállésu, «*1мк ssgf*»

loloes • cm seerkesete Is »édesült /11/ /Hecheules és Gsesl# 1963/.

Swrt**b 1959; Schult* és ü.ffwr, 1959/# •* Ш* ei»«gáWtok **ш*г$-

* CU s«lek»lesúlye< 353. Visit* 

korlátoséit кirtékké* olcédlk.

A kristályé* CBS ssisteles, olvedé&postjs 48°C, cptikei fersstéké-

tükrictályokst ed# elvsááspostl« 16C°C /Perese*y* Gyöngy. £»»bé#1959/. 

A CBS~di»cetét kristályok elvedáspeatj» 12€-8°C Д«Ы1к, krejei és

■3»3~íiialtr©bea*cáté 1?3-5°CSsftievy, 196С/, « CBS-eettlésster,-

/M*eheul*K és 3»e»i, 1965/. A £8£-*etilés*ter «isseik»» felvett
és a»esi s festi cikkbe» ex alábbiultraibolya

ed*töket kelték*

224 23.100
12.000

4.530
271
304

A CB, -diacetét, «»leslat a CB5-*»«tÍlés*t«r IsflrsvSrés és
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A kannabinoidok biológiai hatásukat illetően jelentős 

változatosságot mutatnak, ami annál is szembetűnőbb, mert viszony­

lag kis különbség az egyes kannabinoidok molekulaszerkezetében lé­

nyegesen eltérő biológiai hatást eredményez. Ebből a szempontból 

azonban a legtöbbet közülük csak részlegesen, igen sokat pedig 

egyáltalán nem vizsgáltak. Jellemző, hogy eddig két természetes 

komponens, а ^-THC /III/ és а Л1/б/-ТНС /IV/ bizonyult halluci­

nogénnek és annak ellenére, hogy érthető mődon a legtöbb vizsgála­

tot ebből a szempontból végzik, az eddig izolált kannabinoidok fe­

lét sem erre, sem egyéb biológiai tulajdonságaira nem vizsgálták.

A hallucinogén hatás mellett а ТИС /III, IV/ kutyában ataxiát vált 

ki, amit ma állatkísérletben a hallucinogén hatás legvalószínűbb 

indikátorának tartanak.

Több kannabinoid, köztük a CBS, antibakteriális tulajdon­

ságú. Ferenczy, valamint Kabelik munkacsoportja egyaránt kimutat­

ták, hogy a CBS in vitro Gram-pomitiv baktériumokkal szemben bak- 

tericid, gram-negativ baktériumokra, élesztőkre és egyéb gombákra 

nincs hatással /Ferenczy, Graeza és lakobey, 1958; Kabelik, Krejci 

és Santavy, I960/. A CBS antibakteriális hatásával kapcsolatosan 

többek között az alábbi mikroorganizmusokat vizsgálták meg: a Ba­

cillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus megatherium, Bacillus 

subtilis, Corynebacterium diphteriaa. Enterococcus sp , Erysipelothrix

rhusiopathiae. Pneumococcus sp., Sarcina flava, Staphylococcus aureus, 

Streptococcus haenolyticus Gram-positiv baktériumokkal szemben a 

CBS baktericld volt, viszont az Aarobacter aercgens, Ervinia caro- 

tovora, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas paratyphi, 

Shigella fiexneri, Shigella shiga, Shigella sennei, Streptemyces 

griseus és Xanthi Ivacearum Gram-negativ baktériumokra,
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Hansenule sp*, Rhodeterula rubra, Saccharomyces cerevisiae élesz­

tőkre, különböző Aspergillus és Penicillium gombákra nem veit ha­

tással* /Ferenczy, 1956; 1956 a; Ferenczy, Gracza és Jakebey, 1958; 

Kabelik, Krejci és Santavy, I960/, Gyakorlati szempontból különösen 

fontosnak látszik a számos antibiotikummal és dezinficienssel szem­

ben ellenálló Mycobacterium tuberculesisra való antibakteriális ha­

tása*

A CBS-en kivül az eddig vizsgált kannabinoidek közül a kanna- 

bidiol /I/, a kannabigerel /X/, a kannabigerelsav /XI/ veit antibio- 

tikus hatású, amely mindhárom esetben a Gram-pozitiv baktériumokra 

korlátozódott /Mechoulam és Gaoni, 1965/* A mégy anyagnak ugyancsak 

közös tulajdonsága, hegy in vivo, valamint különböző növényi és álla­

ti fehérjék jelenlétében a Gram-pozitiv baktériumokkal szemben is ha­

tástalanok voltak*

A CBS-nek szedativ hatása is ismert /Schultz és Haffner, 1958, 

1959/* A kannabinoidek közül a CBS-en kivül eddig csak a fcannabichro- 

mént találták szedativnak* Biztosan nem pszichotomimetikum a kannabi- 

diol /I/, a CBS /II/, a kannabinol ЛИ/, a kannabigerel /X/ és a 

kannabichromén /XIII/. Az utóbbi annak ellenére nem hallucinogén,hogy 

kutyán ataxiát vált ki* A tetrahidrokannabinolsav Л/, a kannabidiel- 

sav-tetrahidroknnnabitriolészter Л1/, a kannabinolsav ДШ/, a kanna- 

bigerolmonometiléter ЛИ/, a kannabidivarin /IX/, a kannabichromén- 

sav /XIV/, a tannabiciklol, valamint a kannából biológiai aktivitását 

eddig még alig, vagy egyáltalán nem vizsgálták, és az utóbbi két vegyü-

letnek a szerkezete sem tisztázott*

Drobotko, Ferenczy, Xabelik ás mások széleskörű screen-vizsgá- 

latok során kimutatták, hogy nem csekély azoknak a növényeknek a száma,
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amelyek antiszeptikus anyagokat termelnek /Drobotko és mtsai.,1951; 

Ferenczy, 1956; 1956 a; 1956 b; Kabelik, Krejci és Santavy, I960/. 

Székét az anyagokat nevezhetjük fitoncideknek, vagy antibiotikumok­

nak is, amióta Gale az antibiotikumokat általában az éló szervezetek 

által termelt antimikróftás anyagokként definiálta /Gale, 1963./ A 

fitoncideknek az antibiotikumokkal való összevetése azért rendkívül 

hasznos, mert az antibiotikumokhoz hasonlóan a fitoncidek esetében 

is nagyszámú, bonyolult és változatos szerkezetű vegyülettel állunk 

szemben, amelyek rendszerezése célszerűbb a hatásmód, mint a kémiai 

szerkezet alapján. Ezenkívül egy fitoncid kísérletes vizsgálata so­

rán igen hasznos az antibiotikum irodalom analógiáinak ismerete.

A fitoncidek többnyire a Gram-pozitiv baktériumokkal szemben

hatásosak. Előfordulásuk nem kötődik szorosan egy-egy rendszertani egy­

séghez, de különösen az Abiataceae, Chenopodiaceae, Cupressaceae, és

Moraceae családokhoz tartozó genusokban gyakoriak. A Cannabis sativa

L. is az egyik említett család, a Moraceae tagja. Legtöbb fitoncid a 

maghéjban, vagy a termés külső rétegében található /Ferenczy, 1956; 

1956 a; 1956 b/, de a CBS-t a magon kívül a növény virágzatában és 

leveleiben is kimutatták /Martinec és Felklová, 1959/.

A CBS-t a nagyszámú fitoncid közül kiemeli széles hatásspekt­

ruma, a hatásos dózis kis mennyisége, alacsony toxlcitása és az a tény, 

hogy nagymennyiségben, olcsón rendelkezésre álló nyersanyagból, egysze­

rű eeljárással /Ferenczy, Gyöngy és Szabó, 1959/ állítható elő. Ugyan­

akkor kemoterápeutikumként való felhasználását megakadályozta, hegy 

in vivo a CBS nem mutatott antimikróbás hatást.
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Még a legismertebb antibiotikumok esetében is gyakran vissza­

térő, kényszerű megállapitás, bogy a nagyszámú kisérlet ellenére a 

kemoterápeutikum pontos hatásmechanizmusára nem derült fény. Valami­

lyen droggal kezelt baktériumsejtben számtalan, jól mérhető változást 

lehet kimutatni, de azt a kérdést, hogy ezek okai, vagy következmé­

nyei a szer antimikróbás hatásának, igen nehéz eldönteni, A hatásmecha­

nizmus vizsgálatok azonban nemcsak egy elvileg nehezen megoldható prob­

léma meg-negújuló ostromát jelentik, hanem olyan munkát, 

korlat számára több szempontból is igen értékes eredményeket szolgál­

tathat.

ely a gya-

Egy vegyület kemeterápeutikumként való biztonságos és hatékony 

alkalmazása megköveteli mind a baktérium, mind a szervezet sejtjeiben 

bekövetkező változások ismeretét, tekintet nélkül ezek primer vagy 

szekunder jellegére. Különösen fentos ez az egyre gyakrabban alkalma- 

zatt kombinált kemoterápiában. Több olyan példa ismart, hegy egyes 

gyógyszerek inaktiválják egymást. Korábban jelentéktelennek tűnő mel­

lékhatások együtt drámai hatást válthatnak ki a kezelt szervezetben, 

de lehetságes ilyen mellékhatások igen előnyös kombinációja is,

A hatás és a kémiai szerkezet közötti összefüggés tisztázása

a hatékonyabb származékok előállítása szempontjából hasznos. Különösen 

fontos a kémiai struktúra szerepének vizsgálata egy elyan anyag, mint

a CBS esetében, amely in vitro baktericid hatását, in vivo nem mutatja.

Az antibiotikumoknál, illetve más - például a daganatellenes - 

szereknél a rezisztencia kialakulásának oka, valamint az az ellen való 

védekezés szoros kapcsolatban van a hatásmód vizsgálatokkal«

Gyakorlati célokkal csak közvetve kapcsolatos, de az alapkuta-
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táskán igen lényege« es e szempont, síeli alsóként Hotchkiss vetett 

fel, hogy s különbőz« drogok hatásának vizsgálata ss egyik legelkel- 

«azebb eszköz es anyagcserének, e regulációnak, tehát «egének e ki*
igi szóráséban /Hetchkies, 1946/«záriét! objektumnak a

á kenaebinőidoknak rendkívül kiterjedt Irodai«» ven« Jelien* 

*Ő, hegy 196?*hen egy közel 2000 közlegényt feldolgozó összeállítás 

jelent aeg /Heehoulen és öeonl, 1967/« izeknek e khzlenányeknek e 

heeználhetóeáge viszont korlátozott« mart négy részük e növény egyék 

anyagait is tartalmazó kábítószer preparátumokkal kepesoletoe« A ken* 

aabineidok tisztítási« fóleg krlstályodtáei nehézségei esek ez utóbbi
években oldódott zog« de ez izolált kaanaklnoidokat le« rossz vizeidé* 

kenyeáguk alatt, biológiai rendszerekben meglehet« nehéz vizsgálni«
Sz lebet e aegyerázete ennek« hogy eddig élig történtek vizsgálatok
ez antiíiikróbás, de aég e hallucinogén keaazbinoidok betásnecKeni zen* 

sávéi кepecolatkan is« A kristály CBS megléte és e vele kapcsolatos 

fiaikéi» kémiai ém túl kroki e légiéi edetek iszüretében célul tűztük ki

a CBS hetáseódjáaak« veisalat in vive hatástalanná válásénak vizsgá­

latát« kísérleteinket« amelyeket nemesek t korábban kifejtett elvi 

nehézségek korlátoztak« bene« ez le« hegy e CBS-en kívül

ssárttezékvegyületek« illetve jelzett vegyü- 

álltak rendelkezésre« e CB4 hatásmechanizmus vizsgálatának 

kezdeti lépéseként tekintjük* A C&> kémiai szerkezete és fizikei-késiéi 
tulajdonságai alapján оlképzel boté volt« hegy hatásmódja hasonló e

letek

zenbránkárezltó, úgynevezett detergens entibiotíkunok, Illetve e bek*

terleid detergenoek hetássecbanlznusához« ezért elsősorban « CBS hatá­
sának ezzel • hatásmóddal való egyezését, illetve étéi veié eltérését 
kívántuk vizsgálni«
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KÍSÉRLETI ANYAGOK SS MÓDSZEREK.

Kisérléteinkben a Bacillus subtilis Marburg Yale és az

Escherichia coli ®. törzseket használtuk. Baktéri 

az ELTE fSK Szárnazás- és Örökléstani Intézetének törzsgyüjte- 

sányéból származnak.

törzseink

2.2 Táptalajok. tenyésztési módszerek.

A baktérium törzseket az alábbi összetételű hús ferdeagaron

tartottuk fenn:

1000 ml húslé kivonat 
10 g pepton /Richter/ 

3 S NaCl 
2 g Ka2HP04 

20 g agar

A sterllezést autoklávban l20°C-on, 20*-ig végeztük.

A húslé kivonat készítése:

Zsírtól, inaktól negtisztitott marhahúst ledarálunk, 500 g-ot 

24h-ig 1000 ni desztillált vízben, 5°C-on inkubálunk, az anyagot 

szűrjük, autoklávozzuk, majd ismét szűrjük.

A tenyészeteket kísérleti célra Bifco Nutrient Broth /ЙВ/ táp­
talajon állítottuk elő.

HB: Difco beef extract
Difco bacto pepton 

NaCl

0,3 % 

0,5 % 

0,5 %
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A táptalaj pH-ját NaOH-val pH 7,0-re állítottuk be. 

A sterilizálást 120°C-on, 20*-ig végeztük.

A minimális gátlási koncentráció megállapításához és a növe­

kedési görbék felvételéhez a minimál glükóz /№/ táptalajt 

használtuk /Anagnestopeulos és Spizizen, 1961/*

0,2 %

1,4 %

0,6 %

0,1 %
0,02 %

0,5 %

MG: /SH4/2S04

K2BP04

шгро4
Na-citrát x 2HgO 

MgS04 x 7H20 

glükóz

A táptalaj pH-ja 7.0. A sterilezést 120°C-on, 20*-ig végeztük. 

A glükózt 110°I-on külön sterileztük és a megfelelő mennyisé­

get az oltás előtt adtuk a táptalajhoz.

Tenyészeteinket 37°C-on, rotációs rázógépen növesztettük úgy, 

hogy 1 napos húsferdéről oltott, egy éjszaka növesztett inoku- 

lumokból oltottunk tovább és az igy nyert tenyészeteket 3-4 órás 

növekedés után használtuk fel.

A sejteket a kísérlet céljának megfelelő pufferrel, vagy fizi-

jtszámotológiás sóoldattal kétszer mostuk. A millliterenkénti

ugyancsak a kísérlet céljának megfelelően az 530 rup-en mért op­

tikai denzltás alapján állítottuk be. A mérhető optikai denzitá- 

sokhoz tartozó sejtszámokat logaritkikus fázisú tenyészetből»meg­

felelően hígított sejtszuszpenziók NB agarlemezen kinövő telepei­

nek számolásával határoztuk meg.
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2.3 A kannabidlolsav és kimutatási módszerei.

Kísérleteink során használt vegyszerek • CBS kivételével ke­

reskedelmi készítmények voltak. A kanmabidiolsavat Dr.Ferenczy 

Lajos izolálta Cannabis sativa magokból. A preparátum réteg- 

kromatográfiásan többféle szolvens rendszerben egységes volt és 

ultraibolya abszorpciós spektruma sem utalt szennyezésre.

A kristályos vegyület trietilaminnal képzett sója formájában 

állt rendelkezésre /l.ábra/. A kísérleteket a CBS-TEA vegyület- 

tel végeztük, ezért az egyes kísérletek során megfelel# molari- 

tásban, a trietilamin esetleges hatását is kontroláltuk.

A trietilamin színtelen, ammóniára emlékeztető szagu, olajos 

folyadék. Molekulasúlya: 101, Így a CBS-TEA vegyület molekula- 

súlya: 486. A desztillált triatilamint sötét üvegben, fém nátri­

umon tartottuk és felhasználás előtt szűrtük.

A kísérletek tervezésénél és kivitelezésénél igen nagy nehézsé­

get jelentett a CBS rossz vlzeldékonysága. A legtöbb esetben a 

vegyület 11 mM-os /5 mg/ml/ etaneles oldatát készítettük el és

a vizsgált rendszerbe, vagy közvetlenül ebből, vagy e к az ol-

dékonyság miatt minimálisan tízszeres, desztillált vizes hígítá­

sából mértük be a megfelelő mennyiségeket. A fentiekből követke­

zik, hogy a tesztnek megfelelő koncentrációban nemcsak trietll- 

aminos, hanem etanolos kontrolokat is alkalmaznunk kellett és a 

kísérletek során vizsgálható CBS koncentrációkat nemcsak a drog 

oldékonysága, hanem a vizsgált rendszer alkohol érzékenysége is 

limitálta.
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A kannabinoidokra leírt analitikai eljárásokra erősen rányom­

ják a bélyeget a kábitószerhat&su ugyületek jellegzetességei,

A kábítószereknél a kvantitatív mérés igénye háttérbe szorul 

a gyors, biztos, kvalitatív kimutatás fontossága 

A kannablnoidok kimutatására relative sok, többé-kevésbé spe­

cifikus szinreakció ismert /Beam, 1911I Ghamravy, 1937l 

Duquenois és Negm, 1938; Vierhover, 1939; Rathenasinkam, 1948; 

Novák, Búzás és Tóth, 1962; Grlic, 1964; Machata, 1969; Caldas, 

1970; Pulton, 1970/* Az utóbbi 60 év során közölt sokféle reak­

ció sajnos nem jelenti azt, hogy jó mérési módszerek állnak ren­

delkezésre, hanem a friss közlemények azt jelzik, hogy ezeket 

még mindig keresik, A legszélesebb körben az említett kimutatási 

módok közül a Beam-reakció és a Duqueneis-Negm reakció használa­

tos, Az előbbi a rendkívül egyszerű reagens ellenére /5 % KOH 

etanolban/ meglepően specifikus /Grlic, 1964/, mig az utóbbi, 

amelynél a reagens vanillin, acetaldehid és etanol sósavas olda­

ta, kevésbé specifikus, de érzékenyebb, mint a Beam-reakció,

llett.

A vegyület-csoport kvalitatív, vagy szemlkvantitativ kimutatásra 

igen gyakran alkalmaznak rétegkromatográfiás elválasztás után kü­

lönböző reagenseket, mint KMn04 /Kabelik, Krejci és Santavy,i960/, 

vagy Echtblausalz В /di-o-anizidin-tetrazóliumklorid/ /Körte és 

Sieper, 1964/, Újabban egy érzékeny és specifikus reakciót talált

a kannabinoidokra Maunder Fast Blue B-vel /3,3*-óimetoxi-bifenil- 

4,4*-bisz/diazóniumklorid/, amit rétegkromatogramon szemikvanti- 

tativ célokra, valamint hasis kimutatására alkalmas gyorstesztként 

egyaránt alkalmaztak /Maunder, 1969;1969 a;/.
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A réteglapokat sokféle szolvens rendszerben futtatják, pl. 

pentán-éter = 88:12 /Kabelik, Krejci és Santavy, I960/, éter- 

petreléter =1:4 /Meeheulan, Shany, Edery és Grunfeld, 1970/, 

vagy petreléter-dietilamin = 99:1 /Petceff, 1971/* Karte és 

Sieper a jobb elválás érdekében a réteglapokat dinetilformanid- 

dal inp»|gnálta és cyclehexánnal futtatta /Kérte és Sieper, 

1964/, Grlic hasonló okokból aainekkal, illetve ezüstnitráttal 

kezelt réteglapokat ajánl. Legújabban Petceff egy igen gyors 

szenikvantitativ Módszert dolgozott ki /Petceff, 1971/* A Min­

tákat Silica géllel töltött kisméretű oszlopokra viszi fel és 

az elválasztást centrifugális erő alkalmazásával teszi gyorsab­

bá és tökéletesebbé.

Mint sok más vegyület-csoportnál, a kannabineidek analitikájá­

ban is az utóbbi években jelentős szerephez jutott a gázkroma­

tográfia /Fanilie és Davis, 1961; Caddy, 1967; Mechoulam, Shani, 

Edery és Grunfeld, 1970; Robinson, 1971/.

Egy másik modern analitikai módszer betörését jelentheti erre a 

területre az az újabban közölt felismerés,hogy a kannabineidek 

nagy része almasavval való kondenzáció után fluerimetriásan mér­

hető /Bullock, 1970/.

A cannabis hatóanyagok analitikáját egészen vázlatosan áttekintve 

is kitűnik,hogy a CBS kimutatására többféle lehetőség kínálkozik. 

Kísérleteink analitikai igénye két szempontból lényegesen eltért 

a kannabinoidóknál általában használt módszerektől. Az egyik, 

hegy a cannabis anyagok keveréke helyett kristályos kannabidiolsav- 

val dolgoztunk, a másik, hogy kísérleteinkben nem elégedhettünk
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meg a CBS kvalitatív kimutatásával» hanem feltétlenül szük­

séges volt ennek meghízható kvantitatív mérése is.

Az a tény, hogy tiszta anyaggal dolgoztunk, módszereinket egy­

szerűsítette, ami különösen a CBS rétegkrematográfiás kimuta­

tásában volt hasznos. Az elválasztásokat Kieselgel ну254 idßs50p*‘ 

bensen, a laboratóriumunkban egyébként is használt kloroform­

ét anol a* 95*5szolvens rendszerrel végeztük. Ilyen körülmények 

között a CBS Rf értéke 0,4 volt. A CBS kimutatása is egyszerű­

södött. Az UV abszorbens anyag UG^ szinszürővel ellátott, házi­

lag készült UV lámpa fölött kioltotta a Kieselgel HF254 adszer-

bens fluoreszcenciáját. /Az UG,. szinszürő fényáteresztó 200 - 

400 nm között, maximum: 320 -nél. A használt UV lámpa Tungsram 

Germicid F, emissziós maximuma: 233,7 nm./ A fluoreszcencia ki­

oltásának mértéke - CBS koncentráció sort használva - alkalmas

volt a CBS mennyiségének szemikvantitatlv becslésére. Rétegkro- 

matogramon ezzel a módszerrel 5ug/folt CBS még jól látható.

A CBS koncentrációjának mérésére alkalmas UV abszorpciójának

255, illetve 300 nm-en mérhető abszorpciós maximuma is. A bak­

tériumsejteknek azonban több olyan komponense van, amely mind­

két hullámhosszon, de különösen a mérésre egyébként alkalmasabb 

255 nm-en a koncentráció meghatározást erősen zavarná. Kísérle­

tesen igazoltuk, hogy mig az említett UV abszorbens anyagok

magukból a baktérium­különböző médiumokból, 

sejtekből nem extrahálhatók, addig az igen hidrofóh CBS vizes

kloroformmal s

közegből már egyszeri kioroformos kirázással közel 100 %-©san
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extrahálható, ezért úgy jártunk el, hogy a mintákat azonos 

térfogatú kloroformmal kétszer kiráztuk, az extraktumot Rota- 

desten szárazra pároltuk és a száraz maradékot etanolban fel­

véve mértük a minták extinkcióját 255» illettve 300 nm-en.

A mérhetőség alsó határa 300 nm-en 22 uM /10 ug/ml/, 255 nm-en 

11 juM /5 pg/ml/ CBS,

Kísérleteink során megpróbáltunk a fentinél érzékenyebb és ke­

vésbé munkaigényéé mérési módszert találni, A rendelkezésre 

álló kolorimetriás reakciók azonban - a kísérleteink által meg­

szabott alacsony CBS koncentrációk miatt - még az anyag kvali­

tatív kimutatására sem voltak alkalmasak, nemhogy kvantitatív

mérésére.

Megvizsgáltuk azonban néhány reagens hatását a kannabidiolsav 

UV abszorpciójára és azt találtuk, hogy a Beam-reagens a CBS 

spektrumát igen érzékenyen és jellemzően megváltoztatja.

66 jiM /30 jig/ml/ koncentrációjú CBS desztillált vizes oldatának 

ultraibolya fényabszorpció spektrumát és ennek változását módo­

sított Beam-reagens hatására a 3.ábrán tüntettük fel.

A 3.ábrán látható, hogy az extinkcióértékek jelentős emelkedése 

mellett a CBS 300 nm-es abszorpciós maximuma 285 nm-re, a 255 

nm-es maximum 240 nm-re tolódik el. Az eredeti és a Beam-reagens- 

sel megváltoztatott spektrumok differenciája 241 és 282 nm-nél

maximumot mutat.

A Beam-reagens hatására bekövetkező nagymértékű extinkció növe­

kedés valószínűvé tette, hogy a CBS koncentráció az anyag extrak­

ciója nélkül biológiai eredetű közegben is mérhető lesz, az aktu-
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ális stint« eredeti UV abszorpciója és a Beam-?eakcióra be­

következő extinkcióváltozás differenciája alapján. A 241, 

valamint 282 nm-en bekövetkező fényabszorpció változás ana­

litikai célra való felhasználása érdekében vizsgáltuk a kvan­

titatív mérésre alkalmas kísérleti körülményeket. Ismert, hogy 

a Beam-reagens mindig frissen készítendő. Az 5 % KOH tartalmú 

etanolos oldat, valószínűleg a karbonátosodás miatt, sokszor 

5-10 perccel az elkészítés után bezavarosodik, ami a CBS kvali­

tatív kimutatásánál nem zavar, de a koncentráció mérésnél fel­

tétlenül. $ %t valamint 0,5 % KOH-ot tartalmazó etanolos olda­

tokkal különböző KOH végkoncentráció mellett mértük az extinkció 

változásokat a megfelelő hullámhosszokon. Az eredményeket az 

1.táblázatban mutatjuk be.

1. táblázat.
Beam-reágenssel kezelt CBS /10 ug/ml/ vizes oldat fényabszorpciójának
változása 241 nm-en. valamint 282 nm-en. különböző KOH végkoncentráció
mellett»

keágens KOH 
konc. %

KOH végkon­
centráció %

E24l S282% %

46 0,056
0,182
0,256
0,272
0,280
0,280
0,282

0,278
0.220

0,165
0,280

0,330

0,3*2

0,351
0,359
0,358

0,356

&42S.

20

780,008
0,016
0,024
0,032
0,040
0,048

0,064
0*120

650,5
9392
9896

98 100
100100
100100
1001000,5
118m5*0
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Az 1« táblázat adatai szériát reagensként 0,5 % KOH-ót tartalmazó 

etanolt használva 0,04 % is 0,06 % KOH végkoncentráció között az 

extinkcióváltozás a reagens mennyiségétől mem függ« Ka a reakciót 

az eredeti Beam-reagenssel /5 % KOH etanolban/ végeztük el, körül­

belül 20 £-os extinkciónövekedést kaptuak a KOH-ra egy nagyságrend­

del higabb reagenssel kapott maximális értékekhez képest. Kivel az

0,5 % KOH tartalmú módosított Beaia-rasgeas hosszabb ideig stabil,

és ezt az oldatot haszaálva a mérési eredmények 0,04 % felett a 

reagens végkoncentrációtól nem függtek, valószínűnek látszik, hogy

az 5 %-os oldattal kapott 20 %~os extinkciónövekedés nincs kapcso-

latban a minták CBS tartalmával, hanem a reagens megváltozásának 

következménye.

Miután pillanatnyi állapotától függően • Beam-reagens az eredménye­

ket különböző mértékben befolyásolhatja, a továbbiakban a CBS mé­

résére az 0,5 %-os oldatot használtuk.

Ezután megvizsgáltuk, hogy milyen CBS koncentrációk mérhetők az

0,5 % KOH-ot tartalmazó reagenssel. Az eredményeket a 4.ábrán

tüntettük fel.

Az ábrán látható a kezeletlen CBS UV abszorpciójának koncentráció- 

függése 282 nm-en, valamint ugyanezen a hullámhosszon a módosí­

tott Beam-reagemsre bekövetkező extinkcióváltozás, illetve « rea­

genssel kezelt és a kezeletlen minták közötti extinkciók differen­

ciájának koscentrációfüggése. 2-25 jag/ml /4,4-55 уМ/ CBS koncentrá­

ciók között mindhárom összefüggés llmeáris, tehát 0,5 % KOH tartal­

mú módosított Beam-reagens ebben a tartományban alkalmas koncent-
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o CBS

CBS+ BEAM-REAGENS 
о—.—о ABSZORPCIÓ KÜLÖNBSÉG: 

(CBS + BEAM-REAGENS)-CBS

0«

^202

1,0-

0,6-

0,6-

0,4-

0,2-

Ю 20 30 40 50
|ag CBS/ml

4* ábra.

A CBS fémyabszorpció változása 282 u-** a Bea*-reakció 

során, a CBS koncentráció függvényébe*.
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A szerzők az alacsonyabb hullámhosszokon csak a tisztított ter­

mékek abszorpciós maximumait adják meg és 270 nm alatt egyáltalán 

nem közölnek eredményt. Saját méréseinket az irodalmi adatokkal 

összevetve kitűnik, hogy a kannabidiol oxidációs termékeinek még 

egy abszorpciós maximumuk van 241 nm-en. A tisztitett anyagok 271, 

illetve 276 nm-es maximumát a reakcióelegyben 285 nm-nél találtuk 

meg, A 285 nm-en meghatározott moláris extinkeiós koefficiens 

log t - 4,12 érték igen jó egyezést mutat az irodalmi adattal /4,11/,

A 245 ne-es abszorpciós maximumhoz tartozó log € -t 4,21-nek talál­

tuk, Mechoulam és munkatársai szerint a spektrum többi maximumán a 

fényabszorpció mértéke lényegesen kisebb, a log £ értékek 3,0 és 

3,4 között vannak. Érthető tehát, hogy a CBS kinonná oxidálódásával 

kapcsolatos UV abszorpciós maximumeltolódások felhasználásával jó­

val érzékenyebb kvantitatív módszert lehetett kidolgozni, mintha ezt 

a Beam-reakció analitikai célra korábban is használt színváltozásá­

val próbáltuk volna meg.

A CBS deáttillált vizes oldata egy-két hónapos fényen és szobahőn 

való állás után igen halvány rózsaszín színeződést mutatott, ami 

valószínűleg szintén az anyag oxidációjával volt kapcsolatos. 

Sötétben, 4,C°-on tartott desztillált vizes, vagy alkoholos CBS olda­

tok még féléves tárolás esetén is színtelenek maradtak. Mivel stabi­

litás vizsgálatokat egyébként nem végeztünk, kísérleteinkhez minden 

esetben frissen készített CBS oldatokat használtunk.
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2«3«1 A CBS megoszlási hányadosának mérése.

A CBS megoszlási hányadosát oktanol és viz között, az irodalomban 

leggyakrabban előforduló módon határoztuk meg /Hansch, Maloney, 

Fujita és Muir, 1962/.

25 mg CBS-t IC ml oktanolban feloldottunk, majd 10 ml desztillált 

vízzel 30°C-on 90 percig rázógépen rázattuk. A vizes fázist az ok» 

tanol maradéktalan eltávolítása érdekében 90 peecig 5000 g-n cent­

rifugáltuk és a CBS koncentrációt ebben a közegben mérve 4 pg/ml-nek 

találtuk« A CBS megoszlási hányadosé oktanol és viz között 624:1«

A vízben maradó kismennyiségü oktanol zavaró hatását CBS nélküli

kontrol használatával korrekcióba vettük« A CBS az oktanolban

jelentős mennyiségű vizet köt meg a megfelelő kontrolhoz képest, 

amire a CBS tartalmú oktanol szemmel látható zavarossága utal« 

Lehetséges, hogy a vizes fázis lényegesen kisebb CBS tartalma ugyan­

csak valamivel több oktanolt tart a vízben, mint a kontrol megfelelő 

fázisa« Ez a tényező és az igen magas megoszlási hányados befolyásol­

hatta a meghatározás pontosságát«

Irodalmi adatok szerint az ugyancsak meglehetősen hidrofób rokon- 

vegyület, a TBC /III/ megoszlási hányadosát oktanol és viz között 

500-nál nagyobbnak találták, de mérési nehézségek miatt pontosan 

meghatározni nem sikerült /Gill, Paton és Pertwee, 1970/.
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2.4 A CBS hatásárnak vizsgálati luktériим tenyészetekre.

2.4,1.Miniaális gátlás! kencentráció /MIC/ aefthatárezása.

A kísérleteinkben használt baktérium törzsekre • MIC értékeket 

e kenvencienális higításes Módszerrel állapitettuk Meg. MS táp­

talajt és 2 x 106 se.jt/ml inekulumet tartalmazó csövekbe közvet­

lenül az eltás után CBS, illetve trietilemin к ence at rációserek at 

vittüMk T»e. A baktérivwek növekedését 24h-s, 30*C-es inkubálás 

utas értékeltük. A növekedésgátlás baktericid, illetve bakterieszta-

'

tikus jellegének eldöntésére a kérdéses csövekbe1 különböző higi-

tásekat NB lemezre szélesztettünk.

2.4.2. A CBS hatásának vizsgálata növekvő tenyészetekre.

A mcvekedésl vizsgálateket retáciés rázógépe*, 37*C-en, MG táp­

talajt használva végeztük. A tenyészetek növekedését az eltást 

követő serén sterilen vett Minták eptikai denzitásának méré­

sével állapitettuk »eg. Az oltással párhuzamesan adtuk be a vizs­

gálandó anyageket, amelyek kcncentrációját és az imekulum Mennyi­

ségeket az egyes kísérleteknél irtuk le. A tenyészetek sterilitá­

sát mikreszkópesan gendesan ellenőriztük, mert az adalék anyagekat 

ne® sterilestük. A baktericid hatás igazolására * gátéit növekedésű 

lombíkekból különböző hígításokat szélosztettünk ITB lemezre.
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2,5 fl CBS sejtmembránra való hatásának és Elvételének vizsgá­

lati módszerei.

2.5.1 A CBS hatásának vizsgálata UV abszorbens , 
val6f e1s z gb q dulásár««

JE-s&l*sa£.l

B. sulitilis és E.coli sejteket 1 %-os NaCl oldattal kétszer mostunk
Q

és ugyanebben a közegben 2x10 sejt/bl szuszpenziókat készítettünk, 

A baktériumokat különböző koncentrációjú CBShbbI, trietilaminnal, 

illetve alkohollal 30°C-on 30 pemcig inkubáltuk :• Az inkubálás kü­

lönböző időpontjaiban vett mintákat hűtve, 5000 azonnal centri­

fugáltuk, A kezeletlen kontrol mellett a kontrol szuszpenzié egy ré­

szét 15*-ig 100°C-on inkubáltuk, más részét ultrahanggal feltártuk,

5 %—os TCA-val fehérjementesitettük és a mintákat centrifugáltuk.

A sejtfeltárást hütve, 100 Wattos ÜSS ultrahang dezintefrátcr 9*3 

mm-es szondájával 3x1 perces, maximális energiával történő kezeléseel 

végeztük. A felülúszók extinkcióját 253 és 282 nm-en mértük, majd a 

módosított Beam-reakció elvégzése után 282 nm-en újra mértünk.

A CBS-nek az alkalmazott koncentrációkban 260 jelentős abszorp- 

mért differencia extink-ciója van, ezért a Beam-reakcióval a 282

dók alapján meghatároztuk a minták aktuális CBS koncentrációját.

A 253 nm-en mért adatokból levonva a CBS koncentrációknak ezen a hul­

lámhosszon /a CBS egyik abszorpciós maximumán/ megfelelő extinkdókat 

kaptuk meg a baktériumok által leadott kismolekulasulyu UV abszorbens 

anyagok mennyiségével arányos értékeket.
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2.5.2 A_CBS ,hutásának vizsgál«*« n>inos«v«k sejtekül való felszaba­

dulására.

lxlO9 sejt /ml B.subtilis szuszpeaziókat a 2.5*1. fejezetben 1

Írtakkal azonosan kezeltünk és a Rosen-féle kolorimetriás módszer­

rel mértük a minták összaminosavtartalmát /Rosen, 1957/. Kísérle­

tesen igazolttik, hogy sem a CBS, sem a trietilamin az aminosav mé­

résére szolgáló reakciót nem adja és a kísérlet körülményei között
koncentrációknál

zavarja az aainosavmeghatározást, A kísérleteinkben vizsgált

nagyobb CBS és glutaminsav mennyiségeket összehozva az anyagok egy 

része kicsapódott és a bevitt aminosavnak 

kisebb értékeket mértünk. Az ultrahanggal féltárt mintákat ez eset­

ben is fehérjementesitettük TCA-val, mert enélkül az 5.táblázatban 

feltüntetett értéknél mintegy 40 %-kal magasabb eredményt kaptunk

gfeleló extinkciónéi

volna.

2*5.3.

B.subtilis tenyészetet mostunk és 0,5 %-os D-arabinóz oldatban 

82x10 sejt/ml szuszpenziót készítettünk. A sejtszuszpenzió ionlea­

dását egy Radeikis 402 tipusu kondukt©méterrel mértük. A hat mérő­

hellyel rendelkező készülék - amelyet Dr.Novák Ervin szívességéből 

használhattunk - egy hatcsatornás pontiró csatornaváltója és érzé­

kelő műszere közé úgy volt bekötve, hogy az automatikus vezérlés le­

lt szusppenzió vezetőképességénekhetővé tette hat, különböző
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vizsgáltuk« 1 % etanol végkoncentráció mellett«

A Metodikai kísérletekből kiderült* hogy bizonyos koncentráció 

fölött a CBS TTC jelenlétében kicsapódik. Bár 110 pM CBS esőié­

ben аз még alig észrevehető - az esetleges zavaró hatás kiküszö­

bölése, illetve minimálisra csökkentése érdekében - minden eset­

ben a TTC volt a vizsgálati rendszerbe bevitt utólsó komponens*

A fenti vizsgálatokat a glükózon kívül az alábbi metabolisálható 

cukinkkal és szerves savakkal is elvégeztük* fruktóz, szorbóz, 

mannit, arabinóz, piroeszSllősav és borestyánkósav*

2,6.3» Glükóz felvétel vizsgálata*

Foszfátpufforrо 1 /66 ей pH 7#4/ kétszer mosott 2xl0®/ml 3* sub- 

tilis sajtszuszpaaziót 0,1 % glükózt tartalmazó pufferben, 3?°C-on 

ráláttunk* A lombikokat 10 percenként mintáztuk és a 0°C-on azon­

nal locantriíugáit minták felülúszójából glükózt mértünk аз Uta­

lunk kissé módosított glükózoxidáz-peroxidiz módszerrel /Sahlqvist, 

1964/. Az 2. coli ©sétában a fontiektől csak annyiban tértünk el, 

hogy 0,2 % glükózt alkalmaztunk és a kísérleteket levegőztetve, 

valamint szaiaianaarob körülményok között is elvégeztük«

pH 7*0-es tris-HCl pufferbenA"glükóz-oxidáz reagens" 0,25

az alábbi komponenseket tartalmaztat

glükózoxidáz /Sigma/ 
peroxidáz /fieanel/ 

o-dianizidin

12,5 mg % 

0,5 mg % 

5,0 mg %



— 38 »

0,2 % 

0,5 % 
0,8 %

triton-x 100 /Serve/ 
metanol 
eta&el

A metanol és az etanol pusztán az o-dianizidin és a triton 

beoldására szolgált. A mérés során 0,5 ml mintát 3 ml reagenssel 

37°C-on, 1 óráig inkubáltunk, majd 444 nm-en fotometráltuk.

áa„6.4.

A sejtmentes extraktumok készitésére NB táptalajon növesztett 

tenyészeteket használtunk. Yoshida vizsgálatai alapján az enzim» 

indukció érdekében a tejsavdehidrogenázzal kapcsolatos kísérletek 

céljára a tenyésztés szemianaerob körülmények között történt 

/Yoshida és Freese, 1965/* A baktériumokat minden esetben 66 mM-os 

pH 7,4-es foszfátpufferre1 kétszer mostuk és a korábban leirt mó­

don /2.5.1./ ultrahanggal feltártuk. A nyers exabraktumokat 30.000 

g-vel, 30 percig 4°C-on centrifugáltuk és a méréseket a felülúszó­

ból végeztük.

A vizsgált dehidrogenázok - a tejsavdehidrogeaáz ДВН/, az alma- 

savdehidrogenáz /МШ/ és a glükóz-6-foszfát-dahidrogenáz /З-6-PDH/ 

aktivitását a megfelelő koenzim oxidációjának, illetve redukciójá­

nak spektrofotometriás követésével, 340 nm-en mértük. A NADH-oxidáz 

aktivitást ugyancsak a 340 ma-es extinkcióváltozás alapján határoz­

tuk meg. A méréseket egységesen, szobahSmériékleten, 3 ml össztér- 

fogatban, 1 cm rétegvastagság mellett, félpercenként, 3 percig vé­

geztük és a kezdeti reakciósebességeket az első és a harmadik perc
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közötti extinkcióváltozások alapján számoltuk* A számolás a 

KADH ás a NADPH esetében egyaránt az £e 6,2x10^ moláris 

tinkciós koefficienssel történt. Az enzimaktivitásokat a kon­

vencionális nemzetközi egységben /NE/ adtuk meg, vagyis a per­

cenként átalakított szubsztrát mikrmólok számával. A reakció 

időbeli követése lehetővé tette, hogy a reakciósebességnek a 

szubsztrátok koncentrációjától való függetlenségét minden egyes 

mérésnél ellenőrizzük.

ex-

A vizsgált enzimek aktivitásmérésének részletes leírásakor fel­

tüntettük mindazokat a szerzőket, akiknek a munkáit a mérési mód­

szer kiválasztásánál felhasználtuk. Mérési körülményeink nem min­

denben egyeznek mag az idézett irodalmakéval, mert részben a vizs­

gált enzimek, részben a használt mérőműszer eltérései több-kevesebb 

változtatást tettek szükségessé.

2.6.4.1» LDH mérése /L-Tejsav* HAD oxidoreduktáz, ЕС 1.1.1.27/, 

illetve D-Tejsav: NAD oxidoreduktáz, БС 1.1.1.28/.

A reakcióelegy az alábbi komponenseket tartalmazta*

66 mM-os pH 6,0-os foszfátpuff er ben 900 ,иМ Ha-piruvát és 180 цй 

NACH. A vizsgálati rendszer egy mililiterébe bevitt fehérje a 

B. subtilis sejtíentes extraktumból 51 ug* az E. coli esetében 

9 ug volt.

A reakciót a koenzimmel indítottuk. A percenkénti extinkcióvál- 

tozások a jelzett fehérje bemérések mellett 0,07 iSetve 0,04 körüli 

értékek voltak /Yoshida, 1965í Yoshida és Freese, 1965i Tarmy és

Kaplan, 1968/.
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2.6.4.2. MDH -mérése /L-Аlmasavt NAD exidoreduktáz, ЕС 1.1.1.37/.

66 mM-os pH 7,4-es foszfátpuffer 1,5 mM oxálecetsavat és 180 yuM 

NADH-t tartalmazott. A reakciót a szubsztráttal indítottuk, 

amelynek oldatát elózóleg NaOH-val sémiégésitettük és bomlékony- 

ságo miatt naponta frissen készítettünk. A rendszerbe bevitt fe­

hérje B. subtilis, illetve E. coll esetében 7 ng/ml, illetve

2 ug/ml volt. Ilyen körülmények között percenként 0,05 illetve 

0,06 körüli extinkcióváltozásokat kaptunk /Yoshida, 1985a; 1965b/.

2.6.4.3. G-6-PDH mérése /D-Glükóz-6-foszfát: NADP oxidoreduktáz, 

ЕС 1.1.1.49/.

A reakcióelegy összetétele* 55 иМ-os pH 7.8-as tris-HQl puffer- 

ben 3.3 mM MgClg, 3,3 mM G-6-P és 600 uM NADP. Mill И tér énként 

230 ug» illetve 97 ug fehérjét vittünk be a B. subtilis, illetve 

az E. coli extraktumokból. A reakciót az enzimmel indítottuk. Az 

extinkcióváltozás mindkét esetben 0,1/perc volt. A G-6-P szubszt- 

rát bárium-sóját 0,02 M ecetsavban oldottuk fel és 0,57 M NagSO^-tal 

bárium-mentesitettük /DeMoss, 1955/*

2.6.4.4. NADH-oxldáz mérése.

A sejtmentes extraktumok NADH-oxidáz aktivitását 66 mM-os pH 7.4-es 

foszfátpufferben, 67 uM NADH és 230 ug/ml B. subtilis, illetve 

25 Ug/ml E. coli fehérje jelenlétében határoztuk meg. A reakciót 

a NADH-val indítottuk és a percenkénti extinkcióváltozás 0,03 il-
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letve 0,05 volt. /Jackson és Lightbown, 1953; Worcel, Goldman 

és Cleland, 1965; Yu és Wolin, 1970; Kiszkiss és Downey, 1972/.

2,6.4.5» Kristályos LDH mérése /L-Теjsav: NAD oxidoreduktáz, 

ЕС 1.1.1.27/.

áDisznó vázizomból preparált Beánál készítményt használtunk, 

amelyet esetenként dialízissel vagy gélsziiréssel sómentesitet- 

tiinlc.

A piroszőlősav redukció mérésekor 66 mM-os ffö ?,4-es foszfát­

puff erben 333 pM volt a Na-piruvát és 67 uM a HADH koncentrá­

ció /Kornberg, 1955; Holbrok, 1966/.

A tejsav oxidáció vizsgálatok' a reakcióelegy összetétele a 

következő volt: 0,2 M-es pH 9»0-es tris-HCl puf erben 400 uM 

NAD és 133 mM litium-laktát /Gibson, Davisson, Bachhawat, Bay

és Vestling, 1953» Winer és Schwert, 1958; Bobinson, Stellar, 

White ésKaplan, 1963/.

A reakciót mindkét esetben a szubsztráttal indítottuk és az en­

zimet úgy hígítottuk, hogy a 340-nm-ea mért extinkcióváltozás 

percenként 0,03-0,04 között legyen. A mérés egyéb körülményei 

/hőmérséklet, össztérfogat, rétegvastagság stb./ és a reakció- 

sebesség számolása megegyezik a baktériális enzimeknél leírtak­

kal.
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esetben közvetlenül az enzimreakció indítása elótt mértük be, 

a reekcióelegy utólsó komponenseként. Egyetlen kisér letsoro­

zatban tettünk kivételt, amelynek során éppen az inlcubálásl idó 

szerepét vizsgáltuk az omlós LDH-n.

A CBS-fohér.la kölcsönhatás vizm^álatának módszerei.2Д

Wfi*. ,4...SS§..,.9,^z,i,!P^á^,lán.^MP.á£á&sM^y,k^üáLiííL.^A,

A kristályos LDH aktivitását mértük CBS, illetve BSA koncentrá­

cióé cr és CBS jelenlétében, valamint albumin és a gátlóanyag 

nélkül. A kísérletnél variáltuk az egyes komponensek bemérésé­

nek sorrendjét. Általában az LDH-t és BSA-t, tartalmazó rendszer­

hez adtuk a CBS-t, de végeztünk olyan méréseket is, amelynek során
3 2 1

a bemérés sorrendje albumin, CBS, LDH volt. Minden esetben, ha 

BSA-val dolgoztunk, koncentrációjának számítására 66500 molekula­

súlyt fogadtunk el /Mahler és Cordes, 1966/.

gf7fg> Аа„Ц>Н ^tlls,,Unft^k|l^MSéjLatjn

Különbézó CBS koncentrációkat használva mértük a kristályos LB8

kezdeti reakcióképességét 1-4 x IO"4 M HAD koncentrációhatárok 

között 1,33 x 10’1 M li-1aktát, illetve 1-4 x Ю“4 M Na-piruvát 

koncentrációhatár ok között, 6,7 x IO**5 M HADH jelenlétében. Az 

enzimaktivitás mérésének egyéb körülményei a korábban leírtakkal
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Megegyezett* /2*6*4* és 2*6*4*5*/. Az oaüiiett SAD koncentrációk 

és Li-laktát jelenlétében laurinsav és kaprilsav gátló hatását 

is ■értük* A zsírsavak Na-sójuk fer*ájában álltak rendelkezésre és 

nindkettu Schuchsrdt készitaény volt*

A gátlástipusekat • sért adatok által Megengedett összes lehetsé­

ges ábrázolási Módszert felhasználva állapítottuk meg ДеЬЬ,19бЗ/* 

A NAD koncentráció függvényében aért gátlási adatokat a kétféle 

-Burk módszerrel ábrázolva a kapott összefüggések Meg­

felelő metszéspontjai alapján száaeltuk a K. inhibit 

az kölcsönhatási indexet és az inhibiter kötődése sarán fellépő 

Á F szabadenergia váltezást. A gátlást jelleaző konstansakat 

Webb összefeglaló »unkájában feltüntetett összes lehetséges módén 

kinzámeltuk A’sb’s, 1963/* з ragadott eredmények a különféle száni- 

tésok átlagértékei*

Li

konstanst,

2*7*3* A CBS-fehér.ie kötődés vizsgálata differencia spektruma* 

felvételével*

A vizsgálatekhoz Araeur marha szérumalbumint /8БА/ és a Seanal 

által preparált metilezett narha szérumalbumint /и-BSA/ használtunk. 

Az egyéb lötődési vizsgálatekban felhasznált eltekre* c ugyancsak 

a Beánál terméke veit*

A vizsgálatek serán a kérdéses fehérje és а СВБ,66 mM-es pH 7,4-85 

feszfátpufferben készült eldatémak, valanint azenes végkencentráciő- 

ban,de külön-külön a fehérje ás a CBS ©ldateknak felvettük a spektrumát 

240 és 320 ím között.A Méréseket 5 nn-énként,a jellemző területeken
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ши-énként végeztük. A koncentrációkat úgy választottuk mg, hogy

minden mért extinkció a spektrofotométer érzékeny mérési tartomá­

nyán belül legyen. A kísérletek értékelésekor a fehérje-ligaudum 

komplexék spektrofotcznetriai vizsgálatánál szokásos számításokat 

végeztük el /Laskowski, 19561 Bigelow, 1962/, vagyis az egyes 

hnlláahosszokoa a külön-külön mórt CBS és fehérje extinkciők össze­

gét vetettük össze az együtt mért értékekkel és a kapott pozitív, 

vagy negativ differenciákat ábrázoltuk a hullámhossz függvényében, 

lentről kísértetekben ellenőriztük, hogy a rendszerbe bekerülő tri- 

etilamjta, valamint etanol nem befolyásolja a fehérjék spektrumát.

2.,7r*. A-CBs-foh

Kísérleteink során az antibiotikumok és fehérjék kötődésének vizs­

gálatára Perényi által egyszerűsített egyensúlyi dialízist használ- 

ly tíestphal szteroidok és fehérjék komplexeinek jelleazésé-tuk,

re leirt módszerén alapul Aestphal, 196$ j Perényi, 1970/.

10 cm hosszú és 2 cm átmérőjű Cuprophan dializálő hártyákba, 66 nH-os 

pH 7,4-es foszfátpuffor 10 ml térfogatában 0-6,16 umol /0-400 mg/ BSA 

koncentrációsort és 10-10 umol CBS-t mértünk be. A hártyákat előző­

leg egy napig tartottuk 0,002 M SDTA-t tartalmazó foszfátpufferben, 

majd desztillált viz többszöri cseréjével hasonló ideig aestuk. A 

dialízist 100 ml 66 mH-os pH 7,4-es foszfátpufférrel szemben végez­

tük 4°C-on, 48 óráig. A folyamat mággyorsitására a külső térben 

mágneses lceverőt alkalmaztunk és az egyensúly beállítása után a 

CBS koncentrációt meghatároztuk a dializátumban. A belső térben lévő
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kötetlen drog mennyiségét is figyelenbevéve a kötődés mértékét 

umol CBS/g BSA egységben adtuk meg és a telítési koncentráció 

ismeretében, a CBS-fehérje neláris arány alapján megállapítottuk 

az egy BSA molekulára eső kötőhelyek számát*

2.7.5. A CBS-fehérje kötődés vizsgálata gélszűréesel.

Kísérleteink során - beleértve az LDH rutinszerű sómentesitését 

is - 1 x 3o cm méretű Sephadex 6-23 fine /Pharmacia/ tipusu

géllel töltött oszlopokat használtunk* A gélágyat, melynek magas­

ság a 16 cm volt, 66 ай-os pH 7,4-es foszfátpufferrel hoztuk egyen­

súlyba* Az oszlopra felvitt minta térfogata 1 ni volt, a szedett 

frakcióké 3-3 ml*

A CBS-t és a fehérjét együtt, illetve külön-külöa tartalmazó min­

tával maximálisan 10 mg fehérjét vittünk az oszlopra. Az eluált 

frakciókban fehérjét, illetve az LDH esetében enzinaktivitást mér­

tünk, valamint a módosított Beam-reakcióval meghatároztuk a CBS 

koncentrációját*

Valamennyi kísérletünkben a fehérjemérést a Lowry-féle módszerrel 

végeztük Aowy, Kesebreugh, Farr és Randall, 1951/*

Az egész kísérleti xuaka során fotométerként Spsktroa 

vo SjH2kiroiaoffi 203 nüszert, pH aérésra 0P-205 tipusu Radelkis, vagy 

Radiometer 27 pH-xérőket használtunk.

202, illet-
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nSDMÍH ÍU

A kannabidiclsavat felfedező kutatók széleskörű vizsgálatokkal

állapították meg, hogy az anyag a Gram-pozitiv baktériumokkal 

és a saválló Mycobacterium fajokkal szénben baktericid, a Gram- 

negativ baktériumokra, gombákra és élesztőkre hatástalan /Ferenczy, 

1956| 1956ai Ferenczy, Gracza és Jakobey, 1958; Kabelik, Krejci és 

Santavy, I960/,

A fenti irodalmi adatokra támaszkodva a CBS baktériumokra kifej­

tett hatását - kísérleti céljainknak megfelelően - egyetlen Gram-

pozitív, illetve esetenként egyetlen Gram-negativ baktérium speci­

esre, nevezetesen a Bacillus subtills Marburg Yale és az Escherichia 

coli В törzsekre vizsgáltuk.

A CBS hatása baktérium tenyészetek növekedésére,

3.1.1« A minimális gátlás! koncentráció /MIC/ meghatározása.

3.1.

A aiininális gátlás! koncentrációkat a higitásos módszerrel álla­

pítottuk meg. A Gram-pozitiv baktériumokat 1,36-550 uM /0,62-250 ug/ml/ 

CBS, a Gram-negativ baktériumokat 220-1716 juM /100-780 ug/ml/ CBS 

konoontrációhatárok közötti koncentrációsorok jelenlétében növesz­

tettük. MG szintetikus táptalojba logaritmikus fázisú inokulumból
6úgy oltottunk, hogy az oltás után a csövekben 2 x 10 sejt/ml legyen.

A gátlóanyagot oz oltással párhuzamosan adtuk be. Az eredményeket, 

amelyeket s 3*táblázaton mutatunk be, 24 órás, 37°C-os inkubálás 

után értékeltük.
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3. táblázat

A kannaMdlolsav minimális gátlást koncentrációja.

CBS TEABaktérium törzsek
£SZ®I JifiM

B. subtilis M.Y. 
E. coli fi.

11 2505 2500
110001100 500 1000

Amint az a 3*táblázatból látható, 11 pH volt az a legalacsonyabb 

CBS koncentááció, ami a vizsgált B. ^ubtilis törzs növekedését gá­

tolta. Ez a koncentráció egyúttal baktericid is, amit a kezelt sej­

tek NB lemezre való szélesztésévsl mutattunk ki. 9»6 juM /4,37 jug/ml/ 

CBS mellett már normális növekedést kaptunk, tehát a cid hatás rend­

kívül élesen jelentkezik.

A táblázatból leolvasható, hogy a baktericid CBS koncentrációval 

ekvimolárisan bekerüli trietilamin a baktériumokra nem lehet hatás­

sal, mert önmagában csak nagyságrendekkel nagyobb koncentrációban

gátolta a baktériumok növekedését. A MIC-nek megfeleli CBS koncent­

rációval a tesztbe kerüli 0,1 % éténél hatástalan.

A CBS MIC értéke E.colira két nagyságrenddel nagyobb, mint a

B.subbilis növekedését gátló koncentráció. A minimális gátlás! kon­

centráció az E.coli esetében is baktericid. A trietilamin a CBS-nél

pontosan egy nagyságrenddel nagyobb koncentrációban gátolta a 

Gram-negativ baktériumok növekedését, he azt a meglehetősen magas
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•lkohol mennyiséget /10 %/ vittük ke a trietilamin mellé, ami 

az 1100 yü CBS-sel a tesztbe szükségszerűen bekerült*

3*1»2* A CBS aövekedésgátló hatása különböző oltóanyag mennyisé«?

esetén.

Egyes antibiotikumok bizonyos boncentrációhatárok között az ér­

zékeny baktérium tenyészetek növekedési szakaszait jellemzően befo­

lyásolják* A CBS ilyen szempontból való vizsgálatára nilillteren-
g

ként 2 x 10 B* subtllis sejtet tartalmazó, frissen oltott tenyésze­

tet növesztettünk 2,2; 11,0; 22,0 pH CBS, illetve kontrolként 22,0 

jjM trietilamin és 1 % etanol jelenlétében* A növekedési vizsgálat 

eredményei a 6* ábrán találhatók.

A 6.ábrán látható, hogy 22,0 juM CBS a tenyészet növekedését telje­

sen meggátolta* 11,0 цМ CBS mellett a lag fázis 2 órával megnyúlt, 

de ezután a tenyészet normálisan kinStt és rövid időn belül gyakorla­

tilag elérte a kontrol extinkcióját* 2,2 wM CBS, valamint 22,0 jM 

trietilamin 1 % etanollal kiegészítve a tenyészetek növekedését nem 

befolyásolta* 22 цМ CBS, a lombikból való kioltás alapján bakte­

riednek bizonyult*

Mivel a baktérium tenyészetek növekedési szakaszait módosító anti­

biotikum hatás különösen kis inőkulue mennyiségeknél válik kifeje­

zetté és a hatásos koncentráció változása az inőkulun mennyiséggel 

az antibiotikumok jellemző adata, a növekedési kísérletet 5 x 10^ 

sejt/ml inokulumot használva 2,2; 11,0 pH CBS, valamint 11,0 pM

Л ^
& s
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trietilasin és 1 % etanol jelenlétében iseételtük meg. áz eredmé­

nyek szériát, «melyek ugyancsak a 6. ábrán találhatók. 11.0 yM CBS 

teljes növekedésgátlást okozott és egyúttal az inokulumot is el­

pusztította. 2,2 jM CBS, valamint a trietilaala a növekedést 

befolyásolták.

3.1,3. A CBS növ.koddsrftló b.tás, He2* lomok J.Uajétébe».

A további növekedési kísérletek során minden esetben 2 x 10esejt/ml 

iaokuluaot használtunk. Különböző MgSO^ koncentrációk jelenlétében 

vizsgáltuk, hogy Mg2* ionok befolyásolják-e a CBS növekedésgátló 

hatását B.subtilis sejtekre. A 7.ábrán azoknak a Mg2+ koncentráci­

óknak a hatását tüntettük fel, amelyek a növekedésgátló CBS koncent­

rációknál /22 yM/ nagyságrendekkel nagyobbak voltak és ki 

már önmagukban is segnyujtották a tenyészetek lag fázisát. Az ábrán

értékben

látható, hogy a Mg2+ aég ilyen nagy moláris fölöslegben 

solta a CBS növekedésgátló hatását.

befelyá-

3.1.4. A CBS hatása baktérium tenyészet növekedésére pjTh*. szérum­

ai bum in /BSA/ .1 ele ni étében.

A 8. ábrán mutatjuk be annak a kísérletnek az eredményeit, amelynek 

során B. subtilis tenyészeteket növesztettünk 110 цМ CBS, illetve 

110 juM CBS és 31 pM /2 mg/al/ BSA jelenlétében.

Bár - a várakozásnak megfelelően - ez a CBS koncentráció a növeke­

dést gátolta, az elfcumint is tartelmezó tenyészetek növekedése za­

vartalan veit. A nintegy 31 fM BSA tehát felfüggesztette a 110 jiM
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7. йШ»
hatás« »• suhtilis tesyészetok tötttodésér* 

Ug2+ lomok ^olomlétéhom.
A CBS

•>
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<ч

KONTROLINOKULUM:
°110pM CBS + 31 pM BSAo-

2 xlO® sejt/ml
------ollO pM CBS

■

8« ábra.

A CIS hatása B. subtllie temyészetek mövekedésére 

BSA jalailétéham*
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CBS növekedésit 16 hatását, attól függetlenül, hogy a BSA önmagában

hatott, /Az utóbbi ered-a tenyészetek növekedésére gyakorlatilag 

Kényt a 8, ábrán nen tüntettük fel,/

.

Ых

.■Ь?лЬ, А У.Щ.Н МшМ:
dulására.

Az úgynevezett detergens antibiotikunek, valaaint általában a felü­

letaktív bakterlcid vegyületek sejtmembránt károsító hatása jól de­

tektálható az érzékeny sejtekből az oznótikus barrier negszünése kö­

vetkeztében felszabaduló kismolekulesúlyú anyagok átérésén keresztül, 

A CBS sejtmembránra való hatását először Newton módszere szerint 

teszteltük, aki a 260 nn-em abszorbeáló, kisnolekulasúlyú anyagok 

elszivárgását mérte polymjrxinnftl kezelt Psendomenas seruginosa sej­

tekból /Newton, 1953/.

2 x 10® sejt/ml mosott B, subtilis és £• coli sejtszuszpenziókat 

kezeltünk 11 uM, 110 juM CBS-sel, illetve 110 juü trietilaninnal és 

1 % etanollal, A felülúszókból a méréseket a kezelés első 30 percé­

ben végeztük el, A kezeletlen kontrol nellett megmértük a forralt 

sejtekből, valamint az ultrahanggal feltárt sejtekből felszabadít­

ható UV abszerbens anyagok mennyiségét. A CBS jelentős fányelnyelése

i-en, hanem 255 nm-en végeztük és a füg- 

ighatározett CBS koncentrációkat a 2.5.1. fejezetben leirt 

módon korrekcióba véve kaptuk • leadott kismolekulasúlyé UV abszorbens

miatt a méréseket 260

getlenül
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anyagokkil arányos extinkciókat« A 4.táblázatban megadott eredmé­

nyeket a forralt kontrol százalékában fejeztük kl«

4« táblázat«

A CBS hatása PV abszorbeas anyagok B«sutbilis és B.coli sejtekből

való felszabadulására«

Kezelés E« collB« subtilis

Kezelési időKezelési idd 

0* 15* 30*
TEA CBS EOH 

JiM pH % 30»0*

863613 200 00
Qx 1000 1000
0х* 10600

8619 23 29
18 24 31
1? 28 3?

110 0 1
611 11 1

115110 110 1

forralt sejtek 
xx s ultrahanggal feltárt sejtek«
x s

*

A táblázat adataiból láthatót hogy a CBS a kezeletlen kontrolhoz 

képest lényegesen egyik baktérium esetében se* fokozta az ÜV ab- 

szorbons anyagok leadását, ha a drogot a B« subtilisre baktericid, 

illetve ennél egy nagyságrenddel nagyobb koncentrációban vittük be«

A leadott anyagmennyiség lényegesen elatta varad a sejtek összes 

kismolekulasulyu ÜV abszorbems anyagmennyiségének, vagyis az ultra­

hanggal feltárt sejtek fehérjementesitett felülüszójában lévd,illet­

ve a forralt sejtekből felszabaduló mennyiségnek« Az utóbbi kettő

gyakorlatilag megegyezik«
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leirt módon* Az eredményeket a 9* ábrám tüntettük fel*

Az inkubálás 10* percében • kendukteméter 2. edényébe 110 pH CBS-t 

adtunk be* 30 perccel az inkubálás és a mérés megkezdése után a 

3. edény 110 pH CBS-t, az 5.-ik 330 pH CBS-t, a 6*-ik 330 pM trietil- 

amint, a 4*-ik 3 % etanelt kapott. A kontrol szuszpenzióba /1* mérő- 

mértünk be semmit az egész mérés során. Az inkubálás 60. 

percében az 5« és 6. edénybe további 330-330 uM CBS-t mértünk be.

•• ti

edény/

A 9. ábrán látható, begy az inkubálás elején - amikor az ionleadás 

az idő függvényében még exponenciális jellegű görbét ad - 110 u M CBS 

az ionleadást, vagy legalábbis egy részét gátolni látszik. Később az 

ionleadás lineáris szakaszán 110 pM, illetve ЗЗОрМ CBS az ienleadást 

befolyásolta.

A kontrollal azonos maradt a lefutás akkor is, amikor a 60. percben

a 6. edénybea CBS koncentrációt 660 pM-га növeltük. Meglepő mód 

bevitt 330 pH trietilaain a lineáris szakaszon megnövelte az ionleadás 

mértékét. Ugyanakkor a 60. percben beadott 330 uH CBS határozottan 

csökkentette az ionleadást annak ellenére, hegy ebben az esetben a 

TEA s CBS moláris arány 2 í 1, a CBS-sel ekvimolárisan bevitt trietil-

amín alatt.

Nyilvánvaló, hogy a 9* ábrán feltüntetett eredmények a CBS és a tri­

etilaain ellentétes hatásának eredői, ennek ellenére a kísérletből 

világosan látszik, hogy a CBS-вок nincs membráakárosltásra utaló 

ienleadást fokozó hatása.

A 3 % etanelt tartalmazó kontrol a normál kontrollal megegyezik.
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MS
400- ЗЗОрМ CBS

i _00C0°00°0
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ЗЗОрМ TEA
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3 V. E-OH !':

if:
no pM CBSj:

I
ЗЗО^М CBS kS'i)li-ii :lii300- 110(jM CBS *^мттиташтшушш

1. •». 4.5.
♦
4-

♦

i +♦♦+♦++♦♦SU—...... ************** 2.

1. KONTROL

2. +110 MM CBS I IQ-*)

-----------3. +110pM CBS (30/)
-----------4. +37. E-OH ( 30/)

----------  5. +330mM CBS 130/) +330pM CBS (60/)

6. + 330 pM TEA (30/) +330 pM CBS (60/)

200-

100
10 20 30 40 50 60 70 80 90 perc

9* АЪг»,

CBS és * triotiia&i» havuuu В. iubtilis ssjfcsaueapöüsiúk veaetC-
képesnée/ére. >
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3.3.

3.3.1. A CBS hatása a baktériumok légzésér«.

Kezeletlen, valamint 110 pH CBS-sel, illetve kontrolként 110 pM 

trtetilaminaal és 1 % etaaollal kezelt 5 z 108/ml B.suktilis és 

E.coli sejtek Og fogyasztását a 11.ábrán mutatjuk ke.

A 11.ábrán látható, hogy 110 uM CBS a Gram-pozitiv sejtek légzé­

sét azonnal ás tökéletesen 

»el az 0g fogyasztást n 

a vizsgált koncentrációban se» a CBS, sea az alkohollal kiegészí­

tett trietilami® &e» hatott.

gszintette. A trietilamin és az eta* 

kefolyásolta. Az E.coli sejtek légzésére

ЫлЬ.. .é.. CBS haкj^tériunok redukálj. képességére*

A TTC redukciója - amely a tereinális oxidációval kapcsohtos - 

/Brodle és Gets, 1901i 1952; Jómkor, 1958/ az életképes sejtek jel­

lemző tulajdonsága. Megléte egyaránt feltételezi az alkalsazott 

szénforrás felvételét a sejtke, valamint a katakolizmus enzimatikus 

reakcióláncának intaktságát. Ez a metodika részken a légzésvizsgálat 

kevésbé munkaigényes modelljének tekinthető, de kiegészítve más mé­

résekkel, konkrétabb eredményekre is vezethet annál.

A metodikát optimatizáló kísérletek után, amelyeket a disszertáció­

kan nem részletezünk, először glükóz jelenlétiken CBS, illetve



A CBS hatása В.subtilts és E.cali sejtszuszpeaziók légzési*.
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trietilamin koncentrációsor /0-110 рМ/ hatását vizsgáltuk,

1 x lO'Vml В. subtilis, valamint E.coli sejtszuszpenziók TTC 

redukáló képességére. A kezeletlen kontrol százalékát«» kife­

jezett eredményeket a 7. táblázatban áll!tettük össze*

7* táblázat

A CBS hatása B.subtilis és E.coli sejtek TTC redukálóképosségére.

Kezelés TTC redukció %
CBS TEA E-CH B. subtilis E. coli

%uM цМ
0 0 0 100 100
0 10 100 97

820 0 5 95
0 11 1 101 100

980 122 103
98 960 155

10 110 101 92
6811 111 97
14 8822 22 1

8255 155 2
80110 110 1 1

A mérési adatok szerint a B.subtilis sejtek a CBS koncentráció 

függvényében egyre kisebb »értékben képesek a TTC-t redukálni. 

A gátlás már 22 uM-aál igen nagy, 55 tíM-nál pedig tökéletes.

A tri etilamin és a tesztbe bekerülő alkohol Mennyisége /1 %/ a 

TTC redukciót nea zavarja.

Az E.coli sejtek TTC redukciója is csökkent, de kérdés, hogy ez 

mennyire tulajdonítható a CBS-nek, ugyanis némileg a trietilanin
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és *12 «Ikehel is Így kai* A legnagyobb vizsgált koncentrációk-

anyag keeperativnál kimutatett 20 %-fs gátlás esetleg a hár

hatáságak eredménye.

A továbbiakba» a CBS hatását a B.sufetilis sejtek ‘ИС redukció­

jára különböző légzésissubsztrátokat használva vizsgáltuk meg.

A kísérlet kcrülméuyai az előző vizsgálatéval megegyeztek.

Az eredményeket • amelyek az egyes szubsztrátekra a megfelelő 

keatrel százalékában vannak megadva - a 8„táblázatban mutatjuk be.

A táblázat adatai szerint a CBá az összes vizsgált cukertilletve

szerves sav felhasználását gátolta.méghozzá gyakorlatilag azonos

mértékben.

A CBS hatása a B.subtllis sejtek TTC r aduké lék érsekségére, különböző
légzési szubsztrátok .jelenlétében.

Kezelés TTC redukció %
CSS TEA E-OH
fin fin %

Glü- Gálák- Fruktóz Szer- Mannái Arabi- Borostyán- Piro-
szőlő—köz tóz bóz néz kősav
MX

0 0 0 100 100 
99 100 
65 68 
16 16

100 100 100 100
102 9Ö 98 102

100100
0 110 1 100101

11 111 4949
22 22 1 18 13
55 55 1 2 3 40 1 22 2

110 110 1 0 1 0 2 012 1
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ЫгIs..ё CBS

A légzés és s TTC redukció gátlása sori® felmerült lehetőségek közül 

megvizsgáltuk, hogy a CBS zavarja-e a légzési szubsztrátkézt kasszáit 

glükóz felvételét, A 18«ábráz mutatjuk be 0-110 pM CBS kozceztráció- 

sorral kezelt, 2жЮ®/*1 B, subtilis sejtszusapezziók glükóz mezzyisé- 

gézek változását az izkubálási idővel. Az eredzézyek a kilzdulási 

glükóz kozceztráoió százalékábaz vazzak kifejezve.

Az ábráz látható, hogy a CBS 11 uM kozceztráeióig, valazlzt az 1 % 

etazollal kiegészített 110 pH trietilaziz e baktériumok glükóz felvé­

telét zem zavarja, 55 jatí CBS kozeeztráció fölött a B, subtilis sejtek 

glükóz felvétele jeleztősez gátolt, A kezdeti kismértékű kozeeztráeió- 

csökkezés utáz egy még kisebb fokú, időbem elzyujtott kozceztráoló- 

zövekedés figyelhető meg.

A CBS hatását E.coli sejtszuszpezziók glükóz felvételére zemcsak aerob, 
hazem szlmiazaerob körülmézyek között is elvégeztük, A 2 x DD8/»1 sejtet 

tartalmazó közegbez a glükóz kozeeztráció változása a kezelési idő függ- 

vézyébez a 13* ábráz láthéó.

A mérési eredzézyek szériát 110 juH CBS, valamizt az ezzek a kozceztrá- 

ciózak megfelelő trletilamiz és alkohol mezzyiség sem aerob, sem szlmiaz- 

zerob vlszozyok között zem befolyásolja az E, coli sejtek glükóz haszzosi- 

tását.
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KONTROL

-------® no MM TEA + 1V. E-OH
>••••••••() 1*1 jjM CBS

11 MM CBS

I

55 MM CBS

•----------- 110 uM CBS

■

T T T TT T T
10 20 30 40 50 60 70 80 perc

12a ábraa

A CBS hatása В. subtilis sejtek glükóz felvételére.
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13* ábra*
A CBS hatása S.coli sejtek glükóz felvételére 

aerob. Illetve szeeiaacerob körilliiéayek között.
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3.3.4. A CBS hatása néhány katabollkus a az i те.

A baktériumok légzésével és TTC redukciójával kapcsolatos eredmények 

indokolttá tették a CBS hatásának vizsgálatát a szénhidrát katabolizaus 

enzimeira« B. suhtllis és E.coli sejtaentes extraktuaokban aértlik az 

LDH, MŰH, G-g-PDH és NADH-oxidáz aktivitásokat. A 9.táblázatban a gát­

lás! eredmények érthetőbbé tétele céljából Megadjuk az eaziaek specifi­

kus aktivitását és a vizsgálati readszerbe bekerülő fehérjeaennyiBége­

ket.

9. táblázat

B. subtilis és B. coli LDH, MPH. G-6-PDH és NADH-oxidáz enzimek

specifikus aktivitása és a vizsgálati rendszer fehér .i etart a laa.

G-6-PDH NADH-oxidázLDH HDHSejtaentes 
extraкtűm

NE/ag fehérje*

1,28 lo,ll 0,091 Í 0,02 
5,25 -0,41 0,140 * 0,03

0,022 Í 0,003
0,324 - 0,010

0,214 - 0,03 
0,515 - 0,04

B. subtilis 
E. coli

^g fehérje/teszt ml
7 1 2 230 1 20
2Í1 97 t 15

230 1 *8 
25 Í 5

51 í 10B. subtilis 
E. coli 9 +- 2

XNB urnol átalakított szubsztrát x perc”1

A 9.táblázat adatai szerint az egyes enziaek specifikus aktivitása lényege» 

sen különbözik. Az E.coli enzimek az összes vizsgált esetben magasabb
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10.táblázat

, CBS hatása B.subtllis és E.coli HADH-oxidáz. LDH. MDH és G-6-PDH
eazl»oire.

Kezelés
CBS TEA E-OH 

Ji¥L jM %

Eaziaaktivitás %
Sejteeates
extraktu» NADH-

oxidáz G-6-PDHLDH MDH

100 -2 
99 -2 

100 ~2 
93 -1 
86 -2
79 -2
74 Í3 
56 Í2 
38 -2

100 £ 3 
100 £ 2 
97-2

100 1 2 
101 £ 2 
99-2

100 £ 5 
97 £ 4 
94 £4

B.subtllis 000
0 0 3,3 
o 300 3,3 
5 5 3,3

10 10 3,3 

30 30 3,3
50 50 3,3

100 100 3,3 
300 300 3,3

» |> 

96 £ 4
98 £ 3 
93 £ 2 
85 £ 2

98 £ 3 
93 £ 2 
85 £ 3

99

; 3
44 £ 3
45 £ 3

íoo £ aíoo £2 
101 £ 3 
100 £2 
76 £2 
66 £ 3
46 £
32 £2 
15 £2 
13 £2

íoo £ 4
86 £ 3
82 £ 4

0 0 0 
0 0 3,3
0 300 3,3
5 5 3,3

10 10 3,3 
30 30 3,3
50 50 3,3

100 100 3,3 
300 300 3,3

100E.coli
98 £ 3
94 £ 3

81 £ 443 £ 4 
36 £3 
22 £ 3

96 £ 3
:?91 72

85-2 45-5

A 10.táblázat adatai szériát a CBS, az alkalaazott koaceatrációhatárom 

belül - a B.subtilis G-6-PDH kivételével - az összes vizsgált emziaet 

kisebb-aagyobb »értékbe» gátolta* A CBS gyakorlatilag azoaos hatást fej­

tett ki a B.subtilis LDH és MDH e»zi»ekre, valaaimt az E.coli MDH-ra.

A táblázatba» аеи tüatettük fel, hogy az ealitett hár 

sát 600, illetve 900 uM CBS jolemlétébea is »értük. A gátlóhatás a CBS 

koaceatráció függvéayébea - a hasoaló »eaayiségbea alkalmazott trietil-

eazia aktivitá-
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ayin kontroltól függetlenül - tovább fokozódott. Az E.coli LDH-ra és 

G-6-PDH-ra a CBS lényegesen nagyobb hatással volt, mint a B.subtills 

megfeblő enzimeire. Figyelembe kell vennünk azonban, hogy az alkohol

ennek a két enzimnek az aktivitásit szembetűnően csökkenti. Mindkét

baktérium esetében a NADH-oxidáznál volt a legnagyobb mértékű gátló­

hatás. A NADH-oxidázok akvititását azok a kisebb CBS komeentrációk is

jelentősen csökkentették, amelyek a többi vizsgált enzim aktivitását

gyakorlatilag nem befolyásolták.

A hatásos CBS koncentrációkat és az egyes enzimek mérési rendszeré­

be bekerülő fehérjemennyiségeket összevetve, ugyancsak az tűnik ki,

hogy a NADH-oxidázok jelentős gátlása - különösen a B.subtills extraktum

esetében - a viszonylag magas fehérjekoncentráció ellenére következett 

be. Összehasonlítva ebből a szempontból a kétféle NADH-oxidázt, való­

színűnek látszik, hogy ha a specifikus aktivitások nagyságrendnyi kü­

lönbségét az enzimek tisztításával csökkentenénk, az eltérés a két enzim

gátlása között ugyancsak csökkenne, vagy megszűnne.

3.4. A CBS-fehér.je kölcsönhatására vonatkozó eredmények.

3.4.1.A CBS hatása kristál.vob LDH-ra.

CBS konceatrácíÓEor jelenlétében Kértük disznó vázizc* LDH piruvát 

redukáló, valamint laktát oxidáló aktivitását. A CBS koncentrációsor 

függvényébe* kiBUtatható enzimaktivitásokat a kezeletlen kontrol száza­

lékában kifejezve a l4.ábrán mutatjuk be.

Az ábrán a két gátlás! görbe lefutásában 20-80 uM CBS koncentrációk
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14* ábra.
A kristály#* LDH aktivitása a CIS k#acaatráció függváayék#»*
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között kisebb eltérés látható, de a közel 100 %-os gátlás azonos 

CBS koncentrációknál jelentkezett az enzimreakció mindkét irányára. 

Az ábrás se* tüntettük fel, hogy 3,3 % alkohol, illetve 3,3 % alko­

hol és 120 jiM trietilamia ea enzimaktivitásokat вей befolyásolta.

Egy másik ki sárlatban megvizsgáltuk, hegy a gátióanyaget a reakció

előtt az enzimmel iukubálva váitezik-e a gátlás mértéke. A kísérlet 

során kizárólag a 40 jnM CBS koncentrációt használtuk, amely mintegy 

40 %-es gátlást okoz. Az iakubálási időt 0 és 20 perc között vari­

áltuk, majd a keanziaet ás a tejsav szubsztrátet egyszerre bemérve

indítottuk el e reakciót. Az erednónyek azt mutatták, hegy a 20 per­

cen belül választott bármely időpontban a gátlás mértéke megegye-

zett e gyakerletileg 0 percig inkubált mintában mórt értékkel.

A CBS tehát pillanatszerüen gátolja az LDH-t és a gátlás mértéke

- legalábbis a vizsgált időtarteten belül - ez inkubálás sarán nen 

változik.

3.4.2. A CBS enzingátló hatása BSA jelenlétében.

60 uM CBS hatását mértük disznó vázizem LDH aktivitására különböző 

BSA koncentrációk jelenlótáben. A komponensek bemérési sorrendjét 

megcserélve azt is megvizsgáltuk, hegy a BSA kópes-e az LDH-t e 

gátlás alól felszabadítani. Az aradnényekat a 11.táblázatban tün­

tettük fel.
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il .táblázat

A CBS hatása LDH-r«. BSA jelenlétében.

LDH aktivitásVizsgált rendszer
X/CBSBSALDH %UM

ГvH

3 X IQ*
3 X io~3

3 x 10*3 

3 x lCf3 

Зх 10“3 

3 x 10“3 

3 x 10“3 

Зх 10**3

1000 0
41600

-5 41603 x 10 

3 x 10-4 

3 X 10"3 

3 x 10"2 

3 x 10“1 

3 x IO"1

4560
5660
7860

60 92
1000

x7 LDH aktivitás %BSA 'цМLDH uM CBS uM

3 x 10“3 

3 x 10“3 

3 x 10~3 

3 x 10“3
x/ A feltüntetett serreaá «egfelel az agyas kempenensek beeérési 

samidjiiakt

1000 0
4060 0

3 x 10~3 

3 x IO“1
60 39
60 70/

A táblázat adatai azt smtatják,hegy ka a rendszer az eazia «ellett 

alkímiát is tartalaaz, a BSA kencentráció növekedésével a CBS gát­

lóhatása csökken, de a gátelatlan anzinaktivitást «ég az LDH «ennyi- 

ságénél két nagyságrenddel nagyabb BSA kencentráció se« biztesitetta. 

Ha a serrendet «egválteztatva az albuaint az enzi« és a CBS után 

«értük be a közegbe, azenes BSA kencentráció «ellett kisebb enzi«ak- 

tivitást kaptunk, «int az elózó esetben. Az a tény viszent, hegy 

nagy BSA fölösleg «ellett az enzi«aktivitás lényegesen «agasabb,
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alat aaikor • gátlóanyag után non adunk albunint a rendszerhez, 

arra utalt, hagy a gátlás alól az LDH felszabadítható BSA-val. 

Az albumin önmagában az LDH aktivitását non befolyásolta.

3.4.3« Az LDH gátlás kinetikai vizsgálata.

0 , 20, 40, illetve 60 yM CBS kencentrációkat 100 , 200 , 300, 400 juM 

NAD koncentrációkkal, valaaimt a femti CBS межmyiságaket 100, 200, 

300, 400 uM pireszélősavval Megfelelően variálva «értük a kristá­

lyáé LDH aktivitását és az enzingátlás kinetikai típusának Megálla­

pítása céljából a kezdeti reakciósebességeket a kétféle Lineveaver- 

Burk és az Augustinssen-Hefstee Módszerrel ábrázeltuk /Vebb, 1963/« 

A CBS-ем kivül az LDH aktivitásra laurinsav, valaMint kaprilsav 

hatását is vizsgáltuk. Mindkét esetben a különbőzé zsírsav és a 

fenti NAD kencentrációk «ellett «ért akti vitásakat az enlltett Mó­

dén ábrázelva Kegállapitettuk a gátlás típusát.

A vizsgált vegyületek hatásának «értékét az 50 %-*s gátlást ekezó 

inhibitor koncentrációval, Д/^0«е1 adtuk neg. A CBS esetében a 

NAD kencentrációserral szexben aért- adatokat Lineveaver és Burk 

szerint ábrázelva a szokásos nódekem Meghatároztuk a ^ inhibitor 

konstanst, és az ^ kölcsönhatási indexet,vala«int a A ¥ = HT In Kj 

képlat alapján száneltuk a szabadenergia-változást /Webb, 1963*/

Az eredményeket a 12.táblázatban foglaltuk össze.
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miMlar».s

CBS, szalicilsav, exitetraciklin, valamint EDTA hatását vizsgál- 

2+ aktiváterral működő, tisztitatt alkalikus feszfatázra.tuk Mg

Az eredményeket a 13.táblázatban mutatjuk ke.

13.táblázat

A CBS, a szillcilsav. az exitetraciklin. valamiat az EDTA hatása

,flfe«llkus f eszf | táz., fktlyltásájrgj.

Emziaaktivitás %Aktiváter jaM Inhikitér uM

83 1002+Mg
2+ 65Mg 0
2+ 9883 CBSMg 333
2+ 83 100333sMg
2+ 8383 OTC 333Mg

Mg2+ 83 EDTA 333 72

A táblázatból látható, hegy míg a kelát-képzők, az OTC 6s az EDTA 

csökkemtik az enzim aktivitását, a CBS és rekenvegyülete az alkal- 

mazett viszemylag magas kemcemtrációkam simcseamek rá hatással.

Az emziaes gmkózméréssel kapcselatkan megvizsgáltuk a CBS hatá­

sát a glükózexidáz és peresidáz emziaekre. Különböző CBS kmncentrá- 

ciókat használva a két enzim aktivitását együtt mértük a kerákkan 

leirt glükóz neghatárezási módszerrel /2.6.З./.
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A CBS gátelta a glükóz exldációt. A gátlást jelleaző /I/^Q érték 

6x10•4 M CBS vált. A aegfalelS keaceatrációbaa alkalaazett trietil- 

aaia ás alkehel hatástalaaek veitek* Eaaek a CBS hatásmak egyébkéat 

a sejtek glükóz felvételével kapcselates vizsgálatek 

jeleatősége* Ugye* a CBS gátlóhatása a kisebb keaceatrációkaál is 

jeleatős veit* de a baktériuaekkal való lakubálás utáa jelealévő

It

hatóaayag aeaayisége a glükóz aeghatárezást már кеш zavarta*

3.4,5* A CBS fehérje keaalexek vizsgálata dlffereacla saektrefete-

aetrlával.

Az albuaiaaal, illetve általába» a fehérjékkel keaplexet képező ve­

gyül* t ékre jelleaző, hegy aegválteztatják a fehérje elayelési szia- 

képét, illetve, ha a kisaelekulasúlyú ligaadua is tartalaaz kreaefer 

csepertekat, a fehérje-ligaadua keaplex abszerpciós sziaképe bizeayes 

hulláahessz tarteaáayekbaa eltérhet az egyes keapeaeasek féayabszerp- 

ciójáaak együttes értékétől*

A 15* ábéáa beautatjuk külöabökő CBS és azeaes BSA keaceatrációk 

jelealétébea aért spektruaek differeaciáit, aaelyeket a keavemcie- 

aális aódea kaptuak, vagyis a BSA és a CBS együttese» aért abszerpciós 

spektruaáaak extiakcióértékeiből leveava a külöa-külöa aért spektruaek 

aegfelelő hulláahesszaihez tartezó extiakciók összegét*

A 13.ábráz látható, hegy a CBS a BSA-val jellegzetes différéseia 

spektrumét ad, aaelyaek két aaxiauaa /265 és ЗЮ aa/, illetve két ai- 

aiauaa /250 és 285 aa/ vas* A differeacia extiakciók általába» a pezitiv 

tarteaáayba estek, vagyis, e keaplex képződéssel az elayelés fekezó-

dett*



г
• 81*

—I

лЕ • 147рМ CBS + 
31 рМ BSA 

о--*.о 220 рМ CBS + 
31 gM BSA 

733 рМ CBS+ 
31 ММ BSA 

о---о 220 рМ CBS+ 
31 рМ m- BSA

аоб-

0,05-

0,04-
Vs \ \ 

// \ \ 

Vif v •

\\V\//•0,03-
•ч.

V*# ч \\I £
Iао2- •>« у/ ч ЧI \ №I

\ *
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í'-oTx:

О

-Q01
240 250 260 270 280 290 300 310 320 пт

15* ДЬг««

A CBS és a BSA, valaaiat a CBS és az a-BSA éiffereacla
spektruma.

1
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A CBS kemcemhráció átívelésével a differencia maximumekhez tartezó

értékek nőttek* A minimuaek töké esetbe» a negativ tartemányba ke­

rültek ét, a koncentráció viszenyek hatását ezek értékeire »ее le­

hetett egyértelműé* meghatározni. He* ábrázéltük azokat az esete­

det, amikor a CBS mennyiséget váltezatla»ul hagyva a BSA kencent-

ráciét variáltuk* A görbe jellege, a taxi«űrnek és mini«űrnek helye

aze»es veit ás a 265, illetve 310 *a-e* «ért differencia extinkciók

a BSA ke*ce*tráci6 növekedésével szi»té» fékeződtak*

A 15*ábrás az is látható, hegy a CBS ad a »etiléit albu«i»*al is

differencia spektrumét, amelynek nemcsak a lefutása egyezik «eg a

BSA-val kapott görbékkel, has®* az azonos kencoatrációk esetén a

differencia maximumokhoz tartezó extinkciók is közel szénásak*

A maximumoké* való méréssel megállapítható veit, hegy a spaktrális

váltezásek pillanatszerUe* jelentkeztek a Immponensek összemérése

után* A CBS - BSA esetében további spektrumváltezást aem lehetett

kimutatni* Ezzel szembem a CBS - m-BSA differencia spektrum nem

veit állasdó, hanem már 30 perccel az összemérés után kimutatható

veit a teljes spektrum fekezates eltelódása a pezitiv irányba* A je­

lenség oka abban keresendő, hegy az m-BSA oldatnak - feltehetően az 

anyag rassz vizeldékorysága mi .itt - a spektrum egész területén csök­

ken az abszorpciója, míg ha CBS is van a közegben,*z extinkciók

hosszú ideig változatlanok aiaradrak*
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A kísérleteket általában semleges pH-* végeztük, de néhány 

esetbea a közeg savanyú, vagy lugas veit. 6,6 pH-а, valanint 

pH 8v6-ea felvéve a spektruaekat azt tapasztaltuk, hegy a diffe- 

reaeia spektrua aaxiauaai és aiaiauaai a sealeges közegbe* aért 

hulláahesszekkel aegegyeztek. Azeaes CBS és albuaia keacentráció- 

kat használva, a pH 6,6-es differeacia spektrua a sealeges közeg­

be* aeghatárezett értékektől 280 és 340 aa között aea külöabözött, 

aig 280 aa alatt az egész spektrua kisaértékbea a pezltiv irány­

ba* tolódott el« A pH 8,6-e* felvett differencia extiakciék a 

teljes aérési terteaáayea belül aagyebbak veltak, aiat a seale­

ges pH-а, és az az eltérés különöse* 28e nm alatt veit kifejezett«

1 ■

A CBS albuaia keaplex teraészetét illetően ige* szealéletes veit, 

a BSA izeelektreaes pentja közelében, pH 4,8-ea végzett kísérlet«

A CBS pH 6 alatt a koncentrációtól függően erősen epáles kelleid 

eldatet ad« Ha a CBS és az albuaia eldatát összekeverjük, az epál- 

eszceacia pillaaatszerüea aegszüalk, jelezve, hegy a fehérje a 

CBS-t keaplexkéat oldatba vitte«

A aereseket ilye* körülaéayek között elvégezve egy ige* nagy nega­

tív differeacia spektrumot kapunk, aaelyea a korábbiaknál lényege­

sen nagyobb értékekkel jelentkeznek a differencia aaxiauaek 260, 

illetve 310 aa-aél, valanint a 280 nn-es aiaiaun is ae|taláiható* 

/260 na alatt non sértünk«/ Hasonlóan a 8,6-es pH-а kapott görbéhez,

nért a nagyobb«
'

a két aaxiaun közül az alacsonyabb hulláah 

Valószínű, hegy a differencia spektrua eltolódását a negativ tarte- 

aányban kizárólag a CBS oldat epáleszcenciájának és ebből adódóИ

fényszórásának negszünése ekezza. Eltekintve ettől, valanint attól,
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hegy ■ иаххшгш—KÍaiiíuu közötti extiakciókülö:

pH-* «ért hasealó értékek többszöröse, e pH 4,8-e* kapett görbe 

léayegese* *e* külöabözik ez egyéb pH-ke* «ért differeacia 

spektruaektól.

A BSA-m és ez *-BSA-a kívül a eltekre* c-t is *egvizsgáltuk, hegy 

■utet-e 9 CBS-sel spektruaváltezást. 7,4-es pH** 240-370 ** között 

110 juM CBS-sel és 15 ,uM citekre* c-vel aérve, illetve 370-440 

között a CBS кeaceatrációt ötszörösre eaelve, a külöa-külöa és 

együtt sért abszerpciós spektruaek között seauaiféle eltérést ki- 

*utat»i *ea lehetett.

A trietilaalx és az alkehel az alkalaazett keaceatrációkbaa egyik

vizsgált fehérje spektrumét se* befelyáselta.

....A,CBS., fe,h.érj^-köt$-^js^vjLZEgá^a-t«^y easú)l<y l ^iif.lizisjBel

és gélszürássel.

A CBS albuBia kötődését egyeasúlyi dialízissel vizsgálva a dializá- 

ló hüvelyekbe 0-6 juael közötti BSA keaceatrációser aellé 10-10 fm»l 

CBS-t aértüak be és a aegkötött CBS aeaayiségét a dializátuaba* aért 

dreg keaceatrációja alapjáa száaeltuk. A kísérleteket pH 7»4-*s 

pufferbea végeztük és az eredaéayeket a 14.táblázatba* mutatjuk be.
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£lü>, «rnft^gLiti^LsLsgüLak*,..Ш ШШт*%

Vizsgált remdszer Dislizátu® 

CBS tartala«
jU*«l

Kötött 
CBS / BSA

Kötött
CBS CBSBSA

M/Mjumel p*«l )Ш*1

6,0 1,6?10 0 10
4,5 10 0 10 2,22

3,3303,0 10 10
8,910 1,11,5 5,95
4,65,4 6,120,75 10
010,00 10

A I4.táblázat adataiból látható, hegy az egyemsúlyi dialízis k@- 

rülmémyei között a BSA hatszaras Kaláris fölöslegbe» tud CBS-t 

stabila» megköt»!•

A fa»tiak sz«ri»t 1 g BSA-haz mi»tégy 90 pmel CBS kötődik.
.

Az albumim, valamiét kristályas LDH CBS kemplexelvel kapcselates 

gélsziirésas vizsgálataiak eredaéayét csak miat kvalitatív megfigye- 

lést közöljük. A CBS-BSA kemplex - legalábbis « felvitt aayag zö»a - 

az eszlepea aagbaalatt és a CBS az «lbumiatól külöaválva a későbbi 

frakciókba» jeleatkezett. Ezzel szembe» az LDH esetébe» az eszlmet 

követő frakciók egyikébe» se» tudtuak kimutat*! CBS-t és az eazim- 

aktivitás a legkisebb mértékbe» sem szabadult fel a gátlás alól.

' *"

»k
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A8 EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA

A kérdés aleéleti és gyakarlati featessága »lett wár az első 

a »tiki ©ti kiüssek fölfedezése utá» »égi»dúlt hatásaechaaizausuk 

tisztázásásak vizsgálata* Az utóbbi évekbe» ez a preblé»a egyre 

aövekvő szászai ve»zetta a biakéaikusekat és »ikrebielégusekat, 

a»i»ek erei»é»yeké»t ige» »agy vizsgálati aayag gyűlt össze* 

Ezekre az erednéayekre támaszkodva többe» »egkisérelték az amti- 

bietikuaekat hatás»echa»iz»usak alapjá» csoportosítani /Gale,1963* 

Newte»,1965; beedruff és Miller, 1962; Davis és Faiagald, 1962; 

Gottliab és Shaw, 196?/*

A hatásaechaaizausea alapuld legegyszerűbb esztályezás Gálétól 

származik /Gale, 1963/:

1* A bakteriális sejtfal szi»tézisére, szerkezetére, vagy

aiadkettőre ható aatibietikuaak*

2* A sejtMeabráa funkcióját, sziatézisét, vagy aiadkettőt

kérésitó aatibietikuEok*

3* A fehérje, a auklclasav, vagy *i»dkettS sziatézisét gátló

aatibietikuaak*
* -

A legszélesebb körbe» valószfaüleg Newt#» jóval részletezőbb be- 

esztását fegadják el, aaely a következő /Newt©», 1965/:
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1« A sejtfel szintézisét kefelyáseló aatikietikuaek.

2. A sejtfal és a aeakráa szintézisét kefelyáseló aatibi-v. j:, ííí.

etikusak.

3. A aemkráa peraeakilitását kefelyáseló atikietikusak.

4. Az elektreatraaszpert iahikiterai és a "szétkapcseló"
'• • fj • ‘ *■

ágensek.

5. A aetallepreteidek sziatézisét gátló és kelátképző aati-

kietikuaek.

6. A puriaek és puriaaukleetidek szintézisének iahikitarai.

?. A DNS sziatézis iahikitarai.

8, A geaetikai iafaraáció traaszkripcióját kefelyáseló aati-

feietikuaek.

9. A fehérjesziatézist gátló aatikietikuaek.

Szék a hatásaechaaizaus tipusek természetesem csak az első köze- 

litéskea való tájékazódást szelgálhatják. A saerev »sztályezás ve­

szélyére «aguk a szerzők hívják fel a figyelmet, hiszaa létezzek 

elyaa aatikietikuaek is, aaalyeket nai isaereteiak szériát akár 

tökk csepertka is ke Iahet serelai. Hás esetekkaa egy-egy aayagról 

kialakult véleaéay az újakk adaték féayékea jelentősen aegváltesett 

és az ilyea "meglepetések" a aa aár nagyszámú kisérleti auaka elle- 

aére a jovőkea is várhatók. Ez zagyén is érthetővé válik, ha aag- 

geadeljuk Newtea ide veaatkezó segállapitésát: "A szenzitiv sejt 

specifikus kötőhelye és az iatikietikua közötti kölcsöahatás reak­

ciók láacelatát iaditja el, aaely végül a sejt esztódásáaak és
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A tipikusan a baktériumok membránját káresitó amtibietikumek a 

tyrecidinek, a gramicidlnek is a pelymyxinek pajtid természetűek, 

általában ciklikusak, jellemző rájuk a felületaktivitás és az, 

hagy a molekulák hidrefób láncokat és poláros csoportokat is tar­

talmaznak. Ezek az antibiotikumok sokszor a hasonló kémiai szer­

kezet ellenére nagyfokú hotorogonitást mutatnak antibakteriális

spektrumukat, hatásmódjukat és számos egyéb tulajdonságukat ille­

tően. Legfontosabb közös jellemzőjük az, hogy a dotcrgonsokhoz

hasonlóan a sejtmembránt olyan mértékben dezerganizálják, hogy

az ozmóttikus barrier megszűnik és a sejtből a kismeiekuiasűlyá

"peel" anyagok, aminosavak, purinak, pirimidinok és anorganikus

ionok rövid időn bőiül kiürülnek. Ez a hatás azonnal bekövetkezik.

ahogy az anyag a baktériumokkal kapcsolatba kerül9 fehérjeszinté­

zis gátlók пен befolyásolják, is nem függ a sajtok növekedésétől,

vagy netsbelizmusától. Az említett antibiotikumok által előidé­

zett sztatikus, vagy cld hatásért *z ozmotikus barrier megszün­

tetése aellett egyes esetekben más membránfunkciók gátlását is 

felelőssé teszik /Grálé és Tgyler, 1947; Gale, 190; Newton, 1953} 

1965} Gottlieb és Shaw,196?/.

4.1. к CBS hatása baktérium tenyészetek növekedésére.

Kísérleti körülményeink között a B.subtilis baktérium osetéban 

11 j*M CBS volt a minimális gátlási koncentráció. Az E.coli bak­

tériumokat a drog két nagyságrenddel nagyobb koncentrációban gá-
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telt я. A MIC ilye* megy különbsége gyakranaspecifikus httást je­

lez, árit az E.oelisál *em is tulajdoníthatunk kizárólag a CBS-**k. 

Figyelembe véve a CBS és az E.celi sejtek kölcsönhatásával kapcso­

latos eredményeket, /3*2*4./ »»gye* valószi*ü*ek látszik, hegy a ша- 

gas dreg koncentráción kivUl a szükségszerűen ugyancsak megy alke- 

hel és trietilüimi* Mennyiségek tettek lehetővé kellő oenayissgü 

CBS-*ek a hatóhelyéhez való eljutását*

He* Iahet figyel»** kívül hagy*! azt sav,hagy ezeknek az alkehel és 

trietilaai* mennyiségeknek »ár önmagába* is va* hatásuk a sejtekre*

Az iredaleaka* fellelhető Meglehetőse* heteregé* kísérleti körül-

aémyek miatt яеи иead sekat a CBS-sel kapott MIC összevetése, »ás 

antibietikujsek MIC értékeivel* Az összehase*litást Megnehezíti,hegy

az eredaényeket általába* *ем neláris egységbe* adják »eg* А мемЬ- 

ránra ható antibietikunek MIC értékei az érzékeny baktériumokkal 

szénben 1-100 jug/nl között aezegnak, Így a CBS 5 jug/»l-es értéke 

eze* aihatáre* belül esik* Érdekes viszont,hegy se» a MIC Meghatára­

zásánál, sea a növekedési görbék felvételénél a CBS kencentráció- 

sariiaa a hatástalan és a eid értékek között sztatikus hatást 1&mu-

tatni ne» lehetett* A detergana aatibiatikuaak általába* cid kon­

centrációjuk alatt, szűk határok között sztatikus hatásúak, de 

például e granicídineknél kifejezetten a bakteriesziatlkus hatás 

doninál* Az ép sejtekkel végzett kísérletekben a B.subtilisre 

kapott MIC-nek negMelő koncentráció körüli értékekkel dolgoztunk, 

figyelenbovév* az itt alkalnazett nagyobb sejtszá»ekat is.
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A aeabránkáresitó aniibietikuaekra jalleazo, hegy különösen kis- 

aennyiségü oltóanyagét használva a lag fázis iáőtartaaát hosszú 

időre aegnyújtják. A granicidin például a Str. kaenelyticus lag 

fázisát több feiet 10 árira telt* ki. A hatást a aetabcJ.izmusaik 

a peel anyagok elszivárgása következtében létrejövő lelassulásá­

val Magyarázzák. А СВБ nea Mutatta azt a jelenséget, akár 2zl06, 
É

akár 5x10" sejt/al iaekuluisekat használtunk a növekedési vizsgá­

lat serén /в,ábra/» Az ábrán feltüntettük a lag fázis aaxiaális 

Megnyúlását, a*i igen ritkán ás csak a nagy i»ekulu®szá«nál je­

lentkezett. Ennek nyilván ne* a aetabelitek elszivárgása az eka, 

hane« egy elyan határesetről van szó,amikor a dreg Mennyisége az 

inekuluM jelentős, de nea teljes elpusztítására veit elegendő.

A növekedési kisérletek serán kiderült, hegy Mg2+ 

ráció határek között a CBS hatását nea befelyáselja /?.ábra/# 

BSA jelenlétében viszemt a gátlás felfüggatztődik /8.ábra/.

széles kencent-

4.2. A CBS hatása az ozmótikus karrierre.

A ataabrándestrukció közvetlen kimutatásira végzett kísérletek tel­

jesen negativ eredményt adtak. Az UV abszerbens anyagek és az a*i- 

nesavak leadásának CBS jelenlétében való fekezódása - ha egyáltalán 

a kísérleti hibákat Meghaladja - elyan kicsi /4. és 5. táblázat/, 

hegy összevetve a sejtekben kimutatható teljes Mennyiségekkel, vali’ 

mint a dctergsnc antibiatikumek hatásával /Gale és Tayler, 1947; 

Nawten, 1953/f seaaiféle jelentősége nea lehet.

A kendukteaetriás aérések értékelésénél óvatesságra int a baktéri- 

uaekból felszabadiható lenek kis mennyisbe. Az azenban egyértelaüen
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kiderült, hegy a CBS se* fekezza az iealeadáat /9.ákra/. A tri-

etilaaiaaal végzett összes kísérlet közül egyedül a keadukte-

aetriás «érések seráa kaptuak pezitiv eredaéayt. Kérdéses,hegy 

a vezetőképesség fekezódása az iealeadés aöveksdéséaek, vagy aás 

ekaak a következaéaye, de a trietilaaia MIC értéke, valaaiat a 

teayészetek aövekedésére és az egyék vizsgált paraaéterekre való 

hatástalaasága aaellett szól, hegy eaaek a jeleaségaek a CBS kak- 

tericid hatásákaa valósziaüleg aiaas szerepe« Ezt kizeayitja, hegy 

a kezelési idő függvéayékea a vezetőképesség aövekedését jelző

egyeaes iráaytaagense határezettaa csökkeat, aaíker a trietil­

aaia aellé CBS-t aértüak ke, kár a neláris arány aég aiadig 2:1

aaradt a trietilaaia javára« Ha a két aayag ekviaelárisaa veit

jelea, a kaatrellal azeaes eredaéayt kaptuak, illetve a kerai, 

expeaeaciális jellegű szakpszea a CBS az iealeadást kifejezettea

csökkeatette.

Bár a keadukteaetriás vizsgálatek tevákki kérdéseket vetettek fel, 

a aeakráadestrukció kiautatására szelgáló hárea függetlea kisérlet- 

serezat eredaéaye alapjáa kiaeadhatjuk,hegy a CBS durva aeakráaká- 

resitást aea okez« Hatásaechaaizausa tehát elkülöaithető a deter­

ge ssekaek, illetve a tyrecidia, graaicldia és pelyayxia aatikie- 

tikumekaak az ezsóükus karriert aegszüatető hatásától« Ezek a kí­

sérletek ternészetesea aea zárják ki aaaak a lehetőségét, hegy a 

CBS hatása aás aeakráafuakciók gátlásával kapcselates«
)
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4.3. A CBS hatása a baktérluaso.ltek néhány anyagcsere fthwa»

HO «M CBS а В .sub tills sejtek légzését azonnal leállította, 

az Б.colira pedig hatástalan volt, /11.ábra/. A Gran-pezitiv 

baktériuaek TTC redukciója 22 uM CBS Kellett igen erÓsen le­

csökkent, 55 juM-nil pedig gyakorlatilag aegszünt. A légzéssel 

ellentétben a CBS csökkentette az E.celi sejtek TTC redukció­

ját is /?•táblázat/. A vizsgálatot glükózon kívül aás aetabe-

lizálódó cukrokkal és szerves savakkal elvégezve nemcsak a gát­

lást kaptuk aeg, minden esetben, hanen ennek a CBS koncentráció 

függése is azonos volt. /S.táblázat/.

A CBS gátolja a B.subtills glükóz fölvételét, de nég 110 pM 

CBS jelenlétében is a felvétel több,nint 10 perc után szűnik meg. 

Érdekes, hogy egy rövid stagnáló periódus után a közegben a glü­

kóz nannyisége eaelkedni látszik és ez a tendencia a nagyobb 

CBS koncentrációnál aég kifejezettebb. Az E.celi glükóz felvétele 

zavartalan volt, bár a TTC-s eredaények alatt a kísérletet széni- 

anaerob körülaények között is elvégeztük.

A TTC-s vizsgálatokkal a légzésgátlás helyét kívántuk behatárolni. 

A sejtek jelentéktelen endogén tartaléka alatt a redukció zavar­

talan lefolyása feltételezi a légzési szubsztrát fölvételét és a
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katbbelikus reakciólánc iátaktsását egészem az eloktreaakcepter

belépési helyéig. A glükóz felvételt a CBS ugyam megszünteti, de 

ezt mégsem tekinthetjük a légzése'tlát ©kárnak. Azea.es CBS kencent- 

rációk hatását összehasemlitva,a TTC rddukeió és a légzés azeaaal 

megszűnt, aig a glükóz felvétel csak egy idő után. Ez annal elle­

nére történt Így у hegy netedikai ekek miatt a két előző esetben 

nagyebb sejtszámú szuszpenziókat alkalmaztunk, mint a felvételi 

kísérletben. Másrészt a TTC-s vizsgáletekben sakkal valószínűbb, 

hegy a CBS nem a különböző szubsztrátek anyagfelvételét gátéija 

szenesen, hanem a gátlás helye metabelizmusuk közös szakaszára 

esik. Ismert, hegy különböző flavin-enzimek, mint a berestyánkő- 

sav-dehidregeaáz /ЕС 1.3.99Л«/* a xantiaexidáz /ШС 1.2.3.2./, 

vagy a NADH-citekre* c-reáuktáz /ЕС 1.6.2.1./ redukálják a tetra- 

zeliuaekat,migy a piridinxukleetid dependens exidereduktázek, 

illetve redukált keenzimetk nem képesek erre. A TTC esetén a köz­

vetlen elektrendener a citekrem a^. /Bredie és Gets, 1951t 1952; 

1952a; Jáaber,1958/.

Feltételezve, hegy magának a TTC-nek a sejtekbe való bejutását a 

CBS nem akadályozza, a légzásgátlás ekát a berestyánkősav-dehidre- 

genáz és a citekrem ау illetve általánesabban a hidregéntranszpertet 

az elektreatransznerttal összekötő flavepreteínek és az említett 

citekrem között kall keresnünk, mivel a TTC redukció szukcinát 

jelenlétében is gátéit veit.

*;
/
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A hatóhely további gkbzelitésére a NABH-oxiááz sejtmentes rend­

szerben való vizsgálata igen alkalmasnak látszott» Ebben az esetben 

ne® egyetlen enzimmel, hanem egy komplex rendszerrel, a sejtmembrán 

különböző méretű töredékeivel dolgozunk, amely összerendezett műkö­

désre alkalmas állapotban tartalmazza a hidrogén-elektrontranszport­

ban résztvevő flavoproteineket és a citokromrendszert» Összetettsé­

géből adódó hátránya egyúttal előny is, mert mérésével a biológiai

oxidációnak éppen a számunkra érdekes szakasza veit tesztelhető»

A várakozásnak megfelelően a CBS jelentős mértékben gátolta a

NABH-oxiááz aktivitást és kisebb.nagyobb mértékben a vizsgált exido- 

reduktázókét mindkét baktérium esetében, kivéve a B.subtilis G-6-PBH-t» 

/lO.táblázat/.

Weber májextraktumokban kimutatta,hegy a gtükolitikus kulcsenzimeket 

a glükekinázt /ЕС 2»7Л»2»/, a foszfofruktokinázt /ЕС 2»7»1»11./, va­

lamint a piroszőlősavkinázt /ЕС 2,7»1.40,/ különböző zsírsavak a szén­

lánc hosszának függvényében gátolják és ezután regulálják a szénhidrát 

metabolizmust» /Lea és Weber, 1968| Weber és mt»,1966»/» Baktériumok­

kal hasonló eredményeket kapott Ferdinandus ás Clark, azzal a kiegé­

szítéssel, hogy a zsírsavak kisebb mértékben csökkentik a regulációban 

szerepet nem játszó dehidregenázok aktivitását is /Ferdinandus és Clark, 

1969/« A fenti irodalmi adatok alapján nem meglepő, hogy a CBS az 

összes vizsgált enzimet gátolta* Elsősorban alkil csoportja miatt való­

színű, hogy van még néhány enzim a szénhidrát metabolizmus területén, 

a vizsgálatokon kívül is, amire hat.
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A CBS hatásmódja szempontjából azonban a szénhidrát matabalizmus
\

enzimei közül a legnagyobb valószínűséggel a NADH-oxidáz funkció­

jának zavara játszhat szerepet. A gátláshoz szükséges CBS koncent­

ráció a B.subtilis esetében jelentésen nagyobb a MIC értéknél, de 

egy membrán-kötött lipoprotein esetében, figyelembevéve a CBS hid- 

refób jellegét, ennek nem lehet jelentősége.

A NASH oxidáz gátlása összeegyeztethető a drog egyéb hatásaival, 

nevezetesen az azonnali légzésgátlással és az energiaigényes fo­

lyamatok - mint pl. a glukózfelvétel - rövid idén belüli leállásával.

/

4.4. A CBS hatása fehérjékre.

A CBS-sel és kristályos LDH-val, illetve BSA-val végzett kísérletek 

együttes eredménye arra utalt, hegy a CBS bizonyos fehérjékkel komp­

lexeket képez. A CBS-nek a fehérjékre való hatásában a nem túl nagy 

számú kísérleti példa ellenére bizonyos spocificitás megfigyelhető. 

A bakteriális enzimeken kívül a CBS gátolja a disznó vázizom LBH, 

valamint a glükózexidáz-peroxidáz rendszer aktivitását. /3*4.4./, 

de nincs hatással az alkalikus feszfatázra /13*táblázat/, és a 

tripszinre sem /herényi, 1974/.

A CBS komplexet képez a BSA-val, de - legalábbis differencia spektrum 

alapján - nem mutatható ki kölcsönhatás a citekrem c-vel /3.4.5*/* 

Ugyancsak gátló hatást mutattunk ki ascites tumorok sejtmentes extrak- 

turnában LDH-val /Hullán, Gaál, Helczinger és Iremmer, 1972/, illetve 

NADH-oxidázzal, valamint NADH-2,6-diklórfenllindofenel-exidereduktáz- 

zal szemben /Hullán, Gaál, Helczinger és Krommer, 1973/*
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A CBS-fehérj© kölcsönhatásra jellemző«hegy mind az enzim gátlása« 

/3*4.1./, mind a BSA-val létrejctS keaplex kialakulása pillanat- 

szerű /3*4*3*/ és a hatásek a kezelési idővel nem fékeződnak*

Az LDB gátlása reverzibilis /3.4.2*/ és Így egyensúlyi kenstans- 

sal jellemezhető. A BSA melekulán pedig a CBS számára hat viszeny- 

lag stabil kötőhelyet lehetett kimutatni /3*4.6./

A pH függvényében az LDH gátlást nem vizsgáltuk. Némi felviláge-

7,4, illetve 9,0 - 

az ellentett reakciók gátlásának vizsgálata, ami véleményűnk sze­

rint nem mutat nagy különbséget, különösen ha figyelembevesszük a 

reakciókörülmények egyéb szükségszerű eltéréseit is. /14.ábra/* 

Ugyanakkor a CBS-BSA kötődést jellemző differencia spektrumok jelle­

ge a pH-val, az alkalikus irányban szintén kevéssé változott és 

a kiugróan legnagyobb mértékű kötődést feltételező spektrális válto­

zást éppen a BSA izeelektremes pontja közelében kaptuk, ahel egyéb­

ként a CBS poláres csapértjai sincsennek disszociált állapotban

sitást ad az eltérő pH optimumok miatt

/3*4.5*/* Ezzel összhangban van az az eredmény is, hegy mig egy 

bázikus karakterű fehérjével - a citekrem c-vel - a CBS differencia 

spektrumot nem adott egyáltalán, a metilált BSA-val felvett diffe­

rencia spektrumok kvalitatív és kvantitatív szempontból egyaránt 

megegyeztek az azonos koncentrációjú BSA-val mért értékekkel /3*4.5./.

Magának a differencia spektrumnak az értékelését bizonytalanná teszi, 

hegy a ligandum is abszorbeál az UV tartományban* Véleményünk sze­

rint az látszik legvalószínűbbnek,hegy a kötődés következtében a CBS 

abszorpciós maximumai 10-10 nm-es vörös, az albumin 280 n*-es
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s kék eltolódást szenvedtek. Pelet és Steinhardt 

«г albumin differencia spektrumában jelentkező kék eltolódás magya­

rázatára többféle lehetőséget is leír /Polet ésSteinhardt, 1968/.

maximum« 15

A £35 |£ minimumot is figyelembevéve úgy gondoljuk, hogy a CBS 

kötődé se során a B&A kisebb konformációs változására lehat számita-

ai,aint a hasenlóan kis koncentrációkban vizsgált aniones detergen- 

sak esetén /Bigelew, 1962; Polet és Steinhardt, 1363/.

A spektrális változás alapján a CBS-t illetőleg valószínűnek tart­

juk,hegy a kötődés érinti а В gyűrű 7Г elektronrendszerét.

Arra a kérdésre, hegy mi a közös a piridinnukloctid-exidereduktázek 

gátlásában úgy látszik, hogy az LDH gátlás kinetikai vizsgálata ma­

gyarázatot ad. A CBS neakempetitlv gátlást mutatott a piroszőlősav-

1 /12.táblázat/. Számunkra 

többet, jelezve, hogy az inhibitor és a ke-

val és kevert gátlást az oxidált keens!

az utóbbi eredmény

enzim kötőhelye részben fedik egymást.

Andersen és munkatársai különböző keenziaanalógek kölcsönhatásának 

kinetikai analízisével feltérképezték az L-«< -glieerofeszfátdehidre- 

genáz /SC 1.1.1.8./ к eenni m kötőhelyét, és а ЮФ szerkezetének aeg- 

régió mellett egy hidrefób régiót is találtak /Kim éefelelő hár

Andersen, 1968/.

Az említett enzimen kívül többek között ADH-t, G-6-PDH-t, LÖH-t ée 

HJil-t is vizsgáltak, I1-alkilnik©tinamid-kleridek homológ sorozatá­

val a aetiltől a dedeeil származókig. Véleményük szerint az
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meggondolások alapján aég egy specifikus inhibitor hatást is 

feltételezhetünk* Újabban több membrán-kötött, lipepretein en­

zimről kimutatták,hegy működésükhöz reverzibilisen eltávelitható

lipidek szükségesek* Ezek között van a NADH-cltekrea-c-reduktáz 

/ЕС 1.6.99«3*/ is, amely aktivitásához 1:1 arányban lecitint és 

lizelecitint igényel. A CBS-ről joggal feltételezhetjük, hegy 

mind a lipidekkel, mind a kötőhelyükkel kapcsolatba léphet és 

ez akár döntő ek is lehet a NADH-cxidázra való hatásában*

Összegezve a különböze kísérletek eredményeit megállapíthatjuk, 

hegy a CBS a fehérjékkel kevalens kötéseket nem létesit és az 

elektresztatikus kölesönhatásek is valószínűtlenek* A BSA-n ésI
a vizsgált enzimeken kívül feltehetően több aás fehérjével is

kspcselatba lép és minden bizennyal ennek előfeltétele a CBS 

számára megfelelő hidrefób kötőhely megléte a fehérjemelekulán*

4*5* A CBS szelektivitásával, in vlvc inaktiválóáásával és hatás­

módjával kapcsolatos eredmények áttekintése*

A CBS és a baktériűrnek kapcselatának vizsgálatakor kiderült, hegy

a dreg nemcsak a B.subtilis, hanem ez E.ccli sejtekhez is kötő­

dött* Ezekről a baktériumokról azonban hideg pufferrel lemosható

veit, és e mesett sejtekből CBS-t kimutatni nem lehetett /6.táblázat/.

Hanseh igen szemléletes kifejezése szerint a különböző vegyűletek
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a baktériumok »mbíánjáig a sejtfalén keresztül egy "renden walk" 

serán jutnak el. Kimutatták, hogy ennek bekövetkezése, vagy el­

maradása az anyag polaritásától függ, amelynek optimális értéke

a Graa-pezitiv, illetve a Graat-negativ sejtek esetében különböző 

/Lien, Mansch és Andersen, 1968/.

Ismert, hegy a lipioeknek szerepük van a baktériumok rezisztenci­

ájában és megfelelő tenyésztési viszonyok között a celluláris 11- 

pidak növekedésével ezt fékezni lehet./Vécl, 196?{/Clarké és Lilly 

pedig elektronmikroszkópos felvételekkel kimutatták, hegy az K.coli 

sejtfalának mindkét eldalán lipoprotein membrán található /Clarke és 

Lilly, 1562:/• A CBS baktériumsejtekkel való kölcsönhatásának ered-

r t*

menyeit a fenti irodalmakká! egybevetve az antlmikróbás szelekti­

vitás eka á)ban kereshető, hegy a Gram-negativ sejtek magas lipid- 

tartalmű, lipoprotein membránnal védett sejtfala megakadályozza a

hi érefób drog feljutását hatóhelyéhez.

A CBS és a többi antlmikróbás hatású kennabineid különböző fehérjék, 

vagy szérum jelenlétében inakti válóénak /Kabelik, Karajéi és San- 

tavy, I960} Mecheulam és Gaeni, 1967/. Kisérléteink serán bebizo­

nyosodott, hegy a CBS viszonylag stabil komplexeket képez • BSA-val 

/3*4.5» és 3*4.6./. Hegyen sok kemeterápeutikumról ismert azonban,

V.

hegy kötődik az albuminhez és ennek ellenére in vive hatásos.

A BSA a szérlfuhez viszonyítva egy nagyságrenddel kisebb koncentrá­

cióban egyértelműen felfüggesztette B.subtiiis tenyészet növekedé-
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sére az aktuális gátlási kencentráció ötszörösének hatását 

/7*ábra/* mégis a CBS rendkívül hidrefób karaktere /2.3*1./ és 

a különböző fehérjékkel szemben autatett viselkedése alatt való­

szinti, hegy az in vive aktivitásvesztés eka elsőserban nen az 

albuninhez, hanem a lipepreteinekhez való kötődése lehet. Ezt 

részben alátámasztják jelzett Л 1THC-vel kapett eredmények, 

amelyek alapján feltételezik, hegy a dreg transzpertja llpepre- 

teinekhez kötötten történik Aahlquist és mt., 1970/.

Ugyanakkor ez az elképzelés és а Л 1-THC gyers meiabellzmusá- 

ról közölt adatok felvetik annak a lehetőségét is, hogy az anti- 

aikrótác hatás elvesztésének okit esetleg nem, vagy nem kizáró­

lag a fehérjekötődésbon kell keresni.

Kísérleteink alapján a CBS hatásmechanizmusával kapcsalatban né­

hány negativ, illetve pezitiv megállapítást tehetünk.

Megállapítható, hagy a CBS a tyracidlnak, gramicidinek és pelymyxi-

nak hatásánez hasenló durva membránkáresitást n akez. A CBS szer­

kezetében ehhez a hatáshoz velószintileg két feltétel is hiányzik. 

Az említett antibietikumek lipofil és llpefób része sztérikusan a 

malakula ellentétes eldalán helyezkedik el és a peláres csepart 

karaktere valószínűleg erősebb, mint a CBS-ó.

Határtalansága az alkalikus feszfatázra, valamint az a tény, hogy 

Mg2+ a CBS gátló hatását baktérium tenyészet növekédésére nem ba- 

felyáselta, emellett szól, hegy nem féakepplexek képzésén keresztül 

hat. Ez azcnban kerántsea biztes, különösen ha a szalicilsav kemplex-
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képző tulajdenságait figyelembe vesszük.

A fent említett két következtetés összhangban van a CBS kémiai 

módesitásáról, valamint a többi antimikróbás hatású kannabineidról 

rendelkezésre álló adatékkel. Igaz, hegy a karbexil-csepert helyette» 

sítése más csepertekkal az aktivitás elvesztését venta maga után 

/Ferenczy, 1962/, de a négy ismert antimikróbás hatású kannabineid 

közül kettőnek, a kannabidiainak /I/ és a kannabigdrelnak /X/, a 

aelekuláján nincs karbexil-csepert.

Az ép sejtek anyagcseréjével kapcselates vizsgálatek a bielógiai

exidáció zavarára hivták fel a figyelmet, egyúttal kizárták azt a

lehetőséget, hegy a CBS, mint szétkapcseló ágens hat. A légzésgát­

lást a NADH-exidáz, illetve valószinüleg a funkciójában résztvevő

flavepreteinek gátlása ekezza.

A BSA-val képzett CBS kemplexek vizsgálata és disznó vázizem LDH 

gátlásának kinetikai analízise szerint a CBS hatása a fehérjékre 

nem mutat specifikus, detergans jelleget, sőt, a peláres csepér­

ték szerepe valószinüleg alárendelt és a kötődésben a diszperziós 

erők deminálnak. A CBS-t ez a tulajdensága specifikussá teszi, de 

specifitása nem szűkül le nagyen, Így a glükóz exidáció reakciói 

enzimcsepertet emelhetünk ki, a»elyiknek várhatóan 

többé-kevésbé minden tagjára hathat a CBS. Az egyik a flavepretei­

nek,a másik a píridinnukleetid dependens exidereduktázek,a harmadik 

a glükelitikus kulcsenzimek csepertje.Hig a flavepretainekre és a

közül hár
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dehidreganázekra vonatkozóan több kísérleti eredaénnyel rendel­

kezünk, a Weber-féle regulációé enzlnekre veié CIS hatás csak fel­

tételezés*

A MIC jelenlétében a sejteken belül a CBS gátló hatása a HAM- 

exidázra valószínűleg tökéletes* A s|jt aeabránján lekalizált lipe- 

pretetnek a közegben lévé hatóanyag koncentráció többszörösét köt­

hetik aeg* Ba a tökéletes légzésgátlás aellett az Sabden-Meyerhef 

reakciók közül is aegfelelé mértékű gátlás alá kerül valaaelyik 

enzia, a baktericid hatás az energiaellátás zavara alatt következ­

het be.

A CBS hatásmódjával kapcselates kísérleteink szükségszerűen a 

vizsgálható lehetőségek töredékére szorítkoztak* Véleaényünk szerint 

a hatásaechanizaus további tisztázására ugyancsak a sejtaeabránnal

kapcsolatban kellene kísérleteket végezni és elséserban a CBS-nek 

■ aeabrán-kötött, lipid dependens lipepreteinekre veié hatását vizs­

gálni*
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