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BEVEZETES

A kanngbidiolsav /CBS/ /l.dbrs/ a kenderbem /Cannabis
shtive L./ taldlhaté Cal—togsatnﬁ gylriis vegyililetecsoportba, s
kennabinoidok /2.8bra/ kozé tartozik. A vegyliletcsoport legjobban
ismert tagjai @ tetrahidrokenngbinolok, a;a‘-axc J/I11/ és a
Aﬁllzl;fﬁc /IV/, amelyek a hasis /merihuana/ kébitészer hatdanys~
gai. A kannagbinoidok kizé egy izociklikus /pl.: kamnabigerel /X/ /,
két izociklikus /CBS/II/ /, egy izociklikus és egy heterociklikus
/kanngbichromén /XIII/ /, valamint két izociklikus és egy hetero-
ciklikus gyiiriit /THC /III/ / tartalmazd vegyliletek tartoznak.
A B gyiirii /1.4bra/ minden kanngbinocidnél megvan és minden esetben
sromés, az A gylri, ha megvan lehet sromés is, mint a kamngbinol-
ndl /VII/, de e legtibb esetben c¢sak egy kettls k¥tést tartalmaz.
A heterociklikus gyiirii sz egy oxigént tartaslmezé hattagd pirédn-
gyliriinek felel meg.

A kanngbinoidok szérmaztatésa és ennek megfelellen a gyliri-
szémozds nem egységes. Amikor s kanmabinol szerkezete ismertté vidlt
Adems /Adams 1941-1942./ és mésok s dibemzopirds nomenklaturdét hasz-
néltédk, mig Todd /Tedd 1946./ s pirdn gylri hetercatomjétél inditot-
ta a szémozéist., KésSbb ttbben g kannabidiol tipusu vegyiileteket,
mint difenil szdrmazékokat fogtdk fel /Kabelik, Krejei és Santavy,
19603 Korte, Sieper és Tira, 1965/. A legujabb irodalomban a kanna~-
binoidokat s monoterpének szubsztitudlt szérmazékeingk tekintik
/Mechoulam és Gaoni, 1967; Farasworth, 1969/, ezért a disszertécib-
ban 3 monoterpén szémozdést kivettem.



Az indiai és sz eurdpai kenderben /Cannabis sativs L. var.
indics, illetve var.nen-indica/ egyarént megtaldlhaték s kannabi-
noidek, els@serban a névény dgesicsdban és ennek gyantdjéban.

A kétféle kender dsszetétele aszonban eltérd. A kédbitészer hatdsi
THC csak az indiai kenderben taldlhaté meg, sz eurdpal kenderben
a ksnngbidiel és a CBS domindlnak. A botanikal okok mellett s
drog Usszetételét éghajlati tényez8k is befelydsel jék.
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A kannabidielsav-trietilamin képlete.



2e8e Sbra,
A kanngbineidek szerkezeti képlete. I.
kannabidiel /I/, kanmabidielsav /I1/.
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Mechuolam és Gaoni egy habis mintfben az 3lédbbi Ussze-
tételt taldltdk: kemmabidiol /I/ 4 %, CBS /II/ 3,25 %, A 1 ome /111/
0,4 %, kannabinel WNII/ 1,2 %, kannabinolsav /VIII/ 0,25 %, kanna-
bigerel /X/ 0,3 %, kannabigerelsav /XI/ 0,5 %, kannabichromén /XIII/
0,1 % és kammabiciklol 0,1 % /Mechoulsm és Gaomi 1967/.

A Cannabis extraktumok gyakerlsti felhaszaélédsét - mint gl-
tatét s sebészethben - mir egy 2000 éves kinsi forrds is emliti. Ki-
bitbszerként sz arsb héditdsok sorda terjedt el g Kézel-Keleten és
Eszak-Afrikéban, Eurépiban NapSleon egyiptomi hadgérata utén ismer-
ték meg és az orvesi gyakorlatban kizel egy évszéizedig haszndlték
fdjdalomesillapité és nyugtatd hatdsa miatt. A népgyégyéiszat is fel-
haszndlta a kemder kivomstok smalgetikus, valamint antiszeptikus
tulajdonséigait. Az Gjabb idékben a drog gybgyfszati alkalmazédsa
héttérbe szorult, viszont mint tiltott kébitbészer az egész vildgen
elterjedt.

A kanngbinoidok kémidjéval kapeselatos els8 cikk tGbb mint
130 éve jelent meg /Bohlig,1840/., Az els® kristélyes vegyliletet - a
kanngbinol gcetéitjdt - 1899-bem &1llitotidk el /Woed,1899/. A foly-
tatds viszomylag sokfig, 1940-ig vératott magéra, smikor két munka-
csopert egyméstdl fiiggetleniil megéllapitotia és szintézissel igazol-
ta @ kannabinol /VII/ szerkezetét /Adams, Baker és Wearn, 1940;
Ghosh, Todd és Wilkimsem, 1940/, Tovdbbi fontos eredmény a kannabi-
dieol /I/ izeldléss, amelynek pomtos szerkezetét akkor még nem tudtdk
megdllapitani, valamint tobb kébitészer hatdsu analdg szintetikus
el8411itésas /Adams, Pease és Clark, 1940; Adams, 1941-1942; Adams,
MacKenzie és Loewe, 1948; Tedd, 1946/,



A pszichotomimetikusen sktiv kompomemseket, smi g
431~&HC /111/ és £Y6/ e /IV/ keveréke, az indiai kenderb8l
nyert ugynevezett "virds olaj" acetilezését kbvetSen frakeciondlt
desztillicibval sikeriilt tibbé-kevéshé tisztém izolélni, A petrol-
éteres extraktum savanyu frakciéjénak fSkompomensét s CBS-t /II/
tEbb kutatScsoport egymistél fliggetlenmiil taldltas meg és ismerte
fel antibakteridlis tulajdonsfgét ndvényi extraktumok baktériumo=-
kon vald "screen™ jellegii vizsgdlata sordn /Feremczy, 1956; Ferenczy,
Gracza és Jakobey, 1958; Drobeotke, Rasba és Ajzemman 1957; Schultz
és Haffner 1958; Kabelik, Krejeci és Santavy 1960/. iz utébbi évek-
ben kiillonféle kromatogréfifis médszerekkel izolflték g kenderben
taldlhatéd tUbbi kammagbineidet /2.4bra/, valemint nem~kannabineid
terpéneket, fenolokst, cukrekat és mitrogén bédzisokst /chelin, tri-
gonellin/ mutattak ki ezek mellett. /Pe Ropp, 1960; Gaoni és Meche-
ulam, 1964, 1964 a; Mechoulam és Gaoni, 1965; Kerte és Sieper, 1960;
Korte, Heag ésClgusen, 1965; Kerte, Sieper és Tira, 1965/.

4 CBS kristélycs elddllitésa komely nehézségekbe iitkUzitt.
Ezt Ferenczynek és munkstérsainsk /Feremczy, Gybngy, Szabé, 1959/
sikeriilt megoldani. A hig, vizes liggal, vagy szerves oldészerrel
térténd extrakeid utda kapott gyantét alkoholban feloldva a CBS-i
elifés tercier aminokkal, legalkalmasabban trietilsminmal képzett
sbja forméjdban kristdlyositotték, A CBS-trietilamin savas meghbon-
tdss utén g CBS~t kristdlyosan elS tudtdk dllitaeni.

A CBS /t2283°0#/ szerkezetét, mivel dekarboxilezve kannabi~
diolld alakul - g difenil szémozést haszmnélva - kordbban
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A kannabineidek szerkezeti képlete. II.

Adetetrantdrokannadinel 7111/, A/ totrahtarekannediansl /1V/,

tetrahidrekannabinelsav /V/, kennabidielsav-tetrahidrekanngbitriel-
észter N1/.
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24Ce &bra.
A kamngbineidek szerkezeti képlete. III.

kannabinel /VII/, kennabinelsav /VIII/, kammabidiverin /IX/,
kanngbigerel /X/, kennabigerelsav /XI/, kannabigerelmencmetil-
éser /XI1/, kanngbichremén /XIII/, kaemnsbichremémsav /XIV/.
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Sapetilebelzoproponiled® enepentil~2® 6 «iini dronte] 2,3, 6=tetrg-
nidrofenil=3'-karvoxi-savask gondeltdk /Arejei, Hordk és Santavy,
1959; Schults 6o Haffwer, 1959/, IdCkizben a kenasbidiol /I/ ssere
kezatét IM2 vizsgdletek slapjén mbdositotidk MMechoulam és Shve,
1963/, As 4 gyliriben 16vE kettfe kotés nem o 27, hanes o & 3 nodye
zetbon van éc a2z izopropeail cléslléme L térdllésu, eminek negfee
lol8en a CBE szerkesete is médosult /11/ Mschoulss és Geeni, 1965/,
A B gyriben s kerboxilesoport 3° pesieidjét, swelyet g CBi-gcotét
infravirts spektruss slepjde &llepitettak seg firejei, Hordk és
Sentavy, 1959; fchultz és Haffmer, 1959/, ez MR vizsgéletok megerde
sitették Miecheulan és Geenl, 1965/,

4 CBS molokulusdlyas 358, Vizben mem, sserves oldészerben
kerldtosott mdrtékben oldddike.
A kristélyes CBS ssintelea, olvadispontjs 48°C, optikel fergetéké~
pessége ILIL0 = = 112°% 4 CBS trletilesisnsl ugyssessk ssintelen
tilristélyckat od, olveddapontje 160°C /Perencuy, Gybagy, Ezesd, 1959/,
& CBS-discetét kristélyck olveddspentja 126-8°C /Lebelik, Krejet és
Sentuvy, 1960/, s CDSemetilészter, mene«3,5-dinitrobensodté 173-5°C
MMechoulse és Gacad, 1965/, A CBE-metilésster atamolban felvett
ultraibolys spektrumirs Mechoulsm és Gseni » femti cikkben sz slébbi
asdatokst Ballték:
nk

224 23,100

an 12,000

34 4,530

& CBiwdigostdt, velesint o CBS-gotilésater infraviris és



mégneses magrezonancis spekiruma az iredalomban szintén megtalél-
haté /Mechoulam és Gaoni, 1965; Kabelik, Krejei és Santavy,1$60/.

A CBS kémigi tulajdemségaival eddig kevesen foglalkeztak,
de mivel hig ligban, szebahfn igen gyorsan dekarbexilezfdik, reak-
cidi szinte megegyeznek s kanngbidiel /I/ reaskciéival. Alkoholes
KOH-dal szobahfn kannabidielen /I/ keresztiil pillanatszeril reakecié
sordn hidroxikinon szérmazékkd /XV/ éscamnek dimerjévé /XVI/ oxi-
délédik /3.4bra/. Ez a reaskeld sz alapja s kannabineidok gnaliti-
kéjdban a szézad eleje &ta haszndlt, de ma is igen fontes Beam-
tesztnek /Mechoulam, Ben-Zvi és Gaoni, 1968/,

Kgnnabidielt alkchelban hig sésavval forralva tobb-féle
regkcid zajlik le: a C,B/ pozicidban ciklizdlédva kialakulhat a
pirol-gyiiri, a ol kettds kbtés a AME/ helyzetbe keriilhet, a
kettds kotés alkoholt addiciemdlhat, valamint bels§ éter képzdd-
het, igy az emlitett reakcibknak, illetve ezek kombindcidinak meg-
felell vegyes termék keletkezik /Gaoni és Mechoulam, 1966/.

Ferenczy leirta, hogy katalitikus hidrogénezéssel telitette
a CBS-t, valamint @z A gyiiriit lehasitotts a B gyliriir§l /Ferenczy,
1966/, Az utébbi reakcié megfelel a kannmabidiel /I/ piridinhidre=-
kloriddal 220°C-on leirt reakciéjénak, amikor az p~cimemné és
olivetolld hasadt szét /Adams, Humt és Clark, 1940/,

A CBS aromés nukleuszén elhelyezkedd poléres szubsztituemsek,
a két femoles hidroxil és a karboxilcsoport természetesen adjék az
ilyen tipusu cseoportokra jellemz8 reakcidkat. Léthattuk, hogy a ve~
gylilet izoléléséban d6nté szerepe volt a karboxilesoport észteresi-
tésének, valamint aminokkal képzett séjénak, illetve a femolos hide
roxilekkel kapott discetétnak.



A kannabinoidok biolégiai hatdsukat illetSen jelentss
védltozatossdgot mutatngk, ami anndl is szembetiindbb, mert viszony-
lag kis kiilonbség az egyes kannabinoidok molekulaszerkezetében lé-
nyegesen eltérd bioldgiai hatést eredményez. EbbSl a szemponthél
azonban a legtdbbet WWziilik csak részlegesen, igen sokat pedig
egyfltalén nem vizsgdltak. Jellemz8, hogy eddig két természetes
kouponens, a AL.THC /I11/ és a A/ muc /1v/ bizeayult halluei-
nogénnek és gnnak ellenére, hogy érthetf mBden a legithb vizsgdla-
tot ebbSl a szemponthdl végzik, sz eddig izoldlt kannabinoidek fe~
1ét sem erre, sem egyéb bioldgiai tulajdensfigaira nem vizsgéltdk.

A hallucinogén hatds mellett a THC /III, IV/ kutydban ataxidt vélt
ki, amit ma &llatkisérletben g hallucinogén hatéis legvalésziniibb
indikdtordnak tartanak.

Tébb kannabineid, kdztilk g CBS, antibgkteriflis tulajdon-
ségu. Ferenczy, valamint Kabelik munkacsoportja egyardnt kimutat-
ték, hegy a CBS in vitroe CGram-positiv baktériumeokkal szemben bake
tericid, gram-negativ baktériumokrs, éleszt8kre és egyéb gombdkrs
nines hatéssal /Ferenczy, Gracza éc ¥akobey, 1958; Kabelik, Krejci
és Santavy, 1960/. A CBS agntibakteridlis hatésfval kepcsolstosan
t8bbek kozitt az alédbbi mikroorgsnizmuseokst vizsgéltdk meg: a Ba-
c¢illus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus megatherium, Bacillus
subtilis, Corynebacterium diphterise, Enterccoccus sp. , Erysipelothrix
rhusiopathise, Pneumoceoccus sp., Sarcing flava, Staphylococcus aureus,
Streptoceccus haemolyticus Gram-pesitiv baktériumokkal szemben a
CBS baktericid volt, viszont az Aerobacter gerogens, Erwinis caro-
tovora, Escherichis celi, Proteus vulgaris, Pseudemonas paratyphi,
Shigella fdexnmeri, Shigella shiga, Shigells somnei, Streptomyces

griseus és Xanthemonas malvacearum Cram-negativ baktériumokrs,



Hansenula spe, Rhodeterula rubra, Ssccharemyces cerevisige élesz-
tékre, kilonbdz8 Aspergillus és Penicillium gembékra nem velt ha-
téssal. /Ferencazy, 1956; 1956 a; Ferenczy, Graczas és Jakobey, 1958;
Kabelik, Krejei és Santavy, 1960/, Gyakerlati szempentbbl kiiltndsen
fontesnak létszik a szémes antibietikummal és dezinficienssel szem-
ben ellendlld Myceobacterium tuberculesisra valé gntdbakteridlis hg~
tésa.

A CBS=en kiviil gz eddig vizsgdlt kennabineidek kiéziil a kanna-
bidiel /I/, a kennabigerel /X/, a kannabigerelsav /XI/ velt antibie-
tikus hatésu, amely mindhérem esetben a Gram-pezitiv baktériumekra
korldtezédott /Mechoulam és Gaeni, 1965/. A Mégy anyagnsk ugysncsak
kozbs tulajdonséga, hegy in vive, valamint kiilonbozé ndvényi és 41la~
ti fehérjék jelenlétében a Gram-pozitiv baktériumekkal szemben 1s-ha-
tédstalanock veltak.

A CBS-nek szedativ hatéiss is ismert /Schultz és Haffner, 1958,
1959/. A kannabineidek k&ziil s CBS-en kiviil eddig csak a Nannabichro~
mént taldltdk szedativnak. Bizteosan nem pszichotemimetikum a kannabi-
diel /I/, a CBS /I1/, a kannabinol AII/, a kannabigerel /X/ és a
kannabichromén /XIII/., Az utébbi annak ellenére nem hallucinegén,hogy
kutyédn ataxidt vdlt ki, A tetrahidrekannabinelsav /V/, a kennabidiel-
sav-tetrghidrokanngbitrielészter NI/, a kanngbinelsav /NVIII/, a kenna-
bigerolmonometiléter /XII/, a kennabidivarin /IX/, a kennabichromén-
sav /XIV/, a kannabiciklol, valamint g kanngbol biolégial aktivitésdt
eddig még alig, vagy egyéltalén nem vizsgdlidk, és sz utébbi két vegyii-
letnek s szerkezete sem tisztdzott.

Drobetke, Ferenczy, Kabelik és méisok széleskirii screen-vizsgé-

latek serdén kimutattédk, hegy nem csekély azoknak a nivényeknek a széma,



amelyek antiszeptikus anyagokat termelnek /Drobotke és mitsai.,1951;
Ferenczy, 1956; 1956 a; 1956 b; Kabelik, Krejeci és Santavy, 1960/.
Ezeket az anyagokat mevezhetjilkk fitoncideknek, vagy entibiotikumok-
nak is, smidta Gale az antibiotikumekat &ltelédban az €18 szervezetek
dltal termelt antimikréBfs anysgokként definidlta /Gale, 1963./ A
fitoncideknek az sntibietikumeokkal valé Esszevetése gzért rendkiviil
hasznos, mert az antibiotikumekhez hasenldan s fitoncidek esetében
is nagyszému, bonyolult és vdltezates szerkezetii vegyiilettel &llunk
szemben, amelyek rendszerezése célszeriibb a hatfsmbéd, mint a kémiai
szerkezet alapjén. Ezenkiviil egy fitoncid kisérletes vizsgdlatas so~
rén igen hasznes gz antibiotikum iredalom analégidinak ismerete.

A fitencidek tUbbnyire a Gram-pozitiv baktériumokkal szemben
hatésesak. El8ferduldsuk nem kit&dik szoresan egy-egy rendszertani egy-
séghez, de kiilonisen gz Abiatacese, Chenepediacege, Cupressacese, és
Moraceae csiléddokhoz tartezé genusokban gyakorigk. A Cannabis sativa
Le is az egyik emlitett csaléd, a Moraceae tagje., Legtthh fitoncid a
maghé jban, vagy a termés kiils§ rétegében taldlhaté /Ferenczy, 1956;
1956 a; 1956 b/, de a CBS~t g magon kiviil g nbvény virdgzatdbsn és
leveleiben is kimutatték /Martinec és Felklové, 1959/.

A CBS~t a mgyszémi fitoncid k©ziill kiemeli széles hatdsspeki~
ruma, a hatdses dézis kis mennyisége, alacseny texicitéss és az a tény,
hogy nagymennyiségben, olcsén rendelkezésre 8116 nyersanysghél, egysze-
rii eeljérdssal /Ferenczy, Gybngy és Szabb, 1959/ 41lithaté el6, Ugyan-
akkor kemoterdpeutikumként velé felhasznéldsét megakaddlyezta, hegy
in vive g CBS nem mutatett antimikrébds hatdst.



Még a legismertebh antibiotikumok esetében is gyakran vissza-
térs, kényszeri megdllapitéis, hogy a nagyszému kisérlet ellenére s
kemoterdpeutikum pentes hatésmechanizmuséra nem deriilt fény. Valami-
lyen droggal kezelt baktériumsejtben szémtalan, j61 mérhets vdltezést
lehet kimutatni, de azt a kérdést, hogy ezek okai, vagy kiévetkezmé-
nyei a szer antimikrébds hatésénsk, igen nehéz eldinteni. A hatésmecha-
nizmus vizsgdlatok azenban nemcsak egy elvileg nehezen megoldhaté prob-
lémg meg-megijulé ostromét jelentik, hanem olysan munkét, amely a gya-
korlat széméras t6bd szempontbél is igen értékes eredményeket szolgél~
tathat.

Egy vegylilet kemoterfpeutikumként valé biztonséigos és hatékeny
alkalmazésa nosk§vnt011 mind g baktérium, mind a szervezet sejtjeiben
bekdvetkez8 vltozésok ismeretét, tekintét nélkiil ezek primer vagy
szekunder jellegére. Kiilontsen fontes ez az egyre gyakrabban alkalma-
zott kombindlt kemoterdpidban. T6bb eolyan példa ismert, hegy egyes
gybgyszerek ingktivéljék egymést. Kordbban jelentéktelennek tiiné mel-
lékhatésok egylitt drfémgi hatdst vélthatnak ki a kezelt szervezetben,
de lehetséges ilyen mellékhgtésok igen el8nyds kombindcibja is.

A hatds s a kémiai szerkezet kizttti Usszefiiggés tisztézésa
a hatékonyabb szérmazékok elSdllitdsa szempontjébél hasznes. Kilondsen
fontes a kémisi strukturs szerepének vizsgélats egy olyan anyag, mint
@ CBS esetében, amely in vitro baktericid hatését, in vive nem mutatja.

Az antibiotikumoknél, illetve mfis - példdul a deganatellenes =~
szereknél g rezisztencia kialakulésénak oka, valamint az ez ellen valé
védekezés szoros kapcsolatban van s hatdsméd vizsgélatekkal,.

Gyskorlati céj}ekkal csak kbzvetve kapcselates, de az alapkuta~



tésben igen lényeges ez @ ssespent, ewdt elsSként Hotchkizs vetett
fel, hogy @ klilUnbiss drogok hetdsdnek vizsgilets 92 egyik legalkel~
masebd oszkie sz snyagcserének, s reguldcidnak, tohdt msgdnek 8 ki
sérleti objektumnak a wegismerésében /lotchkiss, 1946/,

A kenngbincidoknak rendkiviil kiterjedt iredslms ven. Jelloa-
38, hegy 1967-ben egy kizel 2000 kiszleményt feldolgezé Usszedlliités
Jelent meg /Mechoulam és Gaonl, 1967/, Gzeknok » kiszleményeknek o
haczndlheatbedge vissont korldtozott, mort negy résalik g nbvény egyéd
anyageit is tertalmezd kébitbszer prepardtunckkel kepescletos, A kanw
nabineidek tisstitdel, f8leg kristdlyositési nehézségel csak sz utébbi
években ¢ldédett meg, de sz izoldlt kennabincidoket is, rossz vizoldé-
kenyedguk sistt, blolégisl rendszerekben meglehetSsen nehéz vizegflni.
fz lohet @ magyerdzats annask, hogy eddig elig ttrténtek vizsgidlatek
oz sotinikrébés, de méy @ hellucinegén keunabincidek hetdsmechanizuzue
séval kspesolethan is. A kristdlyos CBE megléte és @ vele kapesolatoes
fiziked, kéniel év mikroblelégiei sdetek iseereotében célul tiatik ki
s CBS hetdembdjének, velsmint in vive hetdstelennd vdldsdoak vigsgd-
lstét, Kisérleteinket, amalyeket nemcssk @ kordbban kifejtett elvi
nahéeségek horldtostek, hanem as is, hogy 8 (BS-on kivil sem mis tere
nészetes kennsbineid, ses ss@rmasékvegyliletek, illetve jolsmett vegyie-
letek nem §11tak rendelkesésre, s CBS hetésmechenizwus vizsghlatdnek
kezdetl lépéseként tekintjuk, A CBS késiel ssorkeszete és fizikai-kémiel
tulajdonséigel slapjén slképzelhetd volt, hogy batéismédje hesonld @
weubrénkidrosité, wgynevezett detergens sntibiotikumck, illetve a bake
tericié detergensek hatdsmechanismushhoz, ezdrt elslsorban & CBS hetdw
sénak ezsel o hatdsndddal veld egyesbudt, illetve #t8]l valé eltérését
kivéntuk vizsgdlnd,



Kisérleteinkben a Bacillus subtilis Marburg Yale és az
Escherichia coli B, térzseket hasznfltuk. Baktérium torzseink
gz BLTE 17K Szérmazéis- és Ortkléstani Intézetémek tirzsgylijte-
nényébfl szérmaznak.

.:.,:,::,, SUDLUL G e

A bBaktérium torzseket gz aldbbi Usszetételii hus ferdesgaron
tartottuk fenn: :

1000 ml hislé kivomst

10 g pepton /Richter/
3 g NaCl

2g llzlPO#
20 g agar

A sterilezést gutoklévban 120'6-0:. 20%-ig végeztik,

A hislé kivonat készitése:
Zsirtbl, inaktél megtisztitott marhahust ledardluak, 500 g-ot
24p~1: 1000 ml desztilldlt vizben, 5°C-om iskubdlusk, az anyagot

sziirjik, sutoklévozzuk, mejd ismét saiirjik.

4 tenyészeteket kisérleti célra Difeco Nutrient Broth /NB/ tép-
talajom dllitettuk el8.

HB: Difeo beef extract 0,3 %

Difco bacto pepton 0,5 %
NaCl 095 %



4 tdptalaj pHejdt NaOH-val pH 7,0-re Sllitottuk be.

A sterilizélést 120°C-on, 20'-ig végesztiik.

A ninimflis gdtldsi koncentrécié megdllapitéséhoz és g nbve~
kedési girbék felvételéhez a minimdl glikéz MG/ téptalajt
hasznéltuk /Anagnestepeules és Spizdzen, 1961/:

ME:  /NE,/)SO, 0,2 %
K, HPO,, 1,4 %
KH,PO, 0,6 %
Na-citrét x 20,0 0,1 %
MgSO, x 7H,0 0,02 %
gliikéz 0,5 %

A tédptalaj pH-ja 7,0. A sterilezést 120°C-oa, 20%-ig végeztik.
A gliikézt 110°B-on kiilon sterileztiik és a megfeleld mennyisée

get az oltds elftt adtuk @ téptalajhoz.

Tenyészeteinket 37°C-on, rotdeids rézégépen ndvesztettilk dgy,
hogy 1 napeos hisferdérdl eltett, egy éjszaka niveszteti ineku~
lumokbél oltettunk tovébb és az igy nyert tenyészeteket 3-4 Srés
novekedés utén haszndltuk fel.

A sejteket a kisérlet céljénak megfeleld pufferrel, vagy fizi-
olégids sbéoldattal kétszer mostuk. A mililiterenkénti sejiszémet
ugyancsak a kisérlet céljénak megfelelfen az 530 ny-en mért op=-
tikei denzitdés alapjén &llitettuk be. A mérheté optikai denzitéd-
sokhoz tartozé sejtszédmokat logarithikus fézisu tenyészetbdl,meg=-
felelSen higitott sejtszuszpenzidk NB agarlemezen kinbvé telepei~-
nek szémoldsdval hatdroztuk meg.



Kisérleteink sordn hasznélt vegyszerek s CBS kivételével ke-
reskedelmi készitmények veltak. A kanmsbidiolsavat Dr.Ferenczy
Lajos izoldlts Cannabis sstiva magokbdl., A prepardtum réteg-
kromatogrdfidsan t6bbféle szolvens rendszerben egységes volt és

ultraibolyas abszerpciés spektrums sem utalt szennyezésre.

A kristédlyes vegyiilet trietilaminnal képzett séjs forméjdban
&11t rendelkezésre /l.4bra/. A kisérleteket a CBS-TEA vegyiilet-
tel végeztilk, ezért az egyes kisérletek sorén megfeleld molari-
tésban, a trietilamin esetleges hatésdt is kentroléltuk,

A trietilamin szintelen, samménidrs emlékeztetd szagu, olajos
folyadék. Molekulassilyas: 101, igy a CBS~TEA vegyillet molekulsg~-
stilya: 486, A desztilldlt tridilamint sbtét liveghben, fém nétri-
umon tartettuk és felhasznélés el8tt sziirtiik.

A kisérletek tervezésénél és kivitelezésénél igen nagy nehézsé~
get jelentett a CBS rossz vizoldékonyséiga. A legtibb esetben g
vegylilet 11 mM-os /5 mg/ml/ etanoles oldatét készitettilk el és

g vizsgdlt rendszerbe, vagy kozvetleniil ebbSl, vagy ennek az el=-
dékonysdg miatt minimélisan tizszeres, desztillélt vizes higité-
s8b6l mértilk be a megfeleld memnyiségeket. A fentiekb8l kivetke~
zik, hogy a tesztnek megfeleld koncentrficiéban nemcsak trietile
sminos, hanem etsnolos kontrolockat is slkalmaznunk kellett és a
kisérletek sorén vizsgdlhaté CBS koncentrécibkat nemcsak a drog
oldékonységa, hanem a vizsghlt rendszer alkohol érzékenysége is
limitélts.



A kannabinoidokra leirt analitikai eljérédsokra erfsen rényome
jék a bélyeget a kébitdszerhatdsu wgyilletek jellegzetességei.

A kfbitészereknél a kvantitabiv mérés igénye héttérbe szorul

a gyors, biztos, kvalitativ kimutatds fontosségs mellett,

A kannabinoidek kimutatdsdrs relative sok, t&bbé-kevéshé spe~
cifikus szinreakcid ismert /Beam, 1911; Ghamrawy, 1937;
Duqueneis és Negm, 1938; Vierhover, 1939; Rethenasinkam, 1948;
Novék, Buzés és Téth, 1962; Grlic, 1964; Machata, 1969; Caldas,
1970; Fulten, 1970/. Az utébbi 60 év sorén kdzblt sokféle resgk-
¢ié sajnos nem jelenti azt, hogy j6 mérési mbdszerek 4llnak ren-
delkezésre, hanem a friss kbzlemények szt jelzik, hogy ezeket
még mindig keresik. A legszélmebb kirben sz emlitett kimutastdsi
ubédok k&ziil g Beam-reakcid és a Duquenecis-Negm reakcié hasznilg-
tos. Az el8bbi g rendkiviil egyszerii reagens ellenére /5 % KOH
etanolban/ meglepen specifikus /Grlic, 1964/, mig az utébbi,
amelynél g reagens vanillin, acetaldehid és etanol sésavas olda~

ta, kevéshé specifikus, de érzékenyebb, mint a Beam-reakcid.

A vegyiilet-csopert kvelitativ, vagy szemikvantitetiv kimutatésra
igen gyakran alkalmaznak rétegkromatogrififs elvllasztds utén kii-
16nb6z8 reagenseket, mint KMnO, /Kabelik, Krejci és Santavy,1960/,
vagy Echtblauselz B /di-o-anizidin~tetrazéliumklorid/ /Korte és
Sieper, 1964/, Ujabban egy érzékeny és specifikus reaskeciét taldlt
@ kennabinoidokrs Maunder Fast Blue Bevel /3,3'-dimetoxi~bifenil-
4,4°-bisz/diazbniunklorid/, amit rétegkromatogrameon szemikvanti-
tativ célokra, valamint hasis kimutatdsérs slkalmas gyorstesztként
egyardnt alkalmaztak /Maunder, 1969;1969 a3/.



A réteglapekat sekféle szelvens remdszerben futtstjik, pl.
pentdn-~éter = 88:12 /Kabelik, Krejci és Santavy, 1960/, éter=-
petreléter = 1:4 /Mecheulam, Shany, Edery és Gruafeld, 1970/,
vagy petreléter-dietilamin = 99:1 /Petceff, 1971/. Kerte és
Sieper z jobb elvdlds érdekében g réteglapekat dimetilfermamid-
dal impeggnélta és cyclehexdnngl futtattas /Kerte és Sieper,
1964/, Grlic hasenld okekbdl amimekkal, illetve eziistmitrdttal
kezelt réteglapekat ajénl, Legijabbar Petceff egy igem gyers
szemikvantitativ médszert delgezett ki /Petceff, 1971/. A min-
tédkat Silica géllel toltott kisméretii eszlepekra viszi fel és
az elvdlasztdst cemtrifugdlis erf alkalmazésdval teszi gyersab~

bd és tokéletesebbé.

Mint sek més vegyiilet-csepertndl, a kannabineidek amalitikdjé-
ban is sz utébbi években jelentds szerephez jutett a gézkrema-
tegrdfia /Familie és Davis, 1961; Caddy, 1967; Mecheulam, Shani,
Edery és Grunfeld, 1970; Rebinsen, 1971/,

Bgy mésik medern aralitiksi médszer betirését jelemtheti erre s
teriiletre az 2z (jabban k&z6lt felismerés,hegy a kannabineidek
nagy része slmasavval vald kendemzécié utdn fluerimetridsan mér-
heté /Bulleck, 1970/.

A camnabis hatbanysgek analitikéjdt egészen vézlatesan dttekintve
is kitimik,hegy a CBS kimutatdsérs tobbféle lehetfség kimdlkezik.
Kisérleteink amalitikai igénye két szempenthbél lényegesen eltért

s kennabineidekndl dltaldban hasznélt mbédszerektél. Az egyik,

hegy a cannabis anyagek keveréke helyett kristdlyes kamnabidielsav-

val delgeztumk, a mésik, hegy kisérleteinkben nem elégedhettiink
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meg @ CBS kveglitetiv kimutatdséval, hanem feltétlenill sziike
séges volt ennek megbizhaté kvantitativ mérése is.

Az a tény, hogy tiszta anyaggal delgoztunk, médszereinket egy-
szeriisitette, ami kiilltndsen a CBS rétegkromatogrdfids kimuta~-
tédsdban velt hasznos. Az elvdlasztdsokat Kieselgel lr254 adszor-
bensen, g laborstériumunkban egyébként is haszndlt kloroform-
etanol = 95:5szolvens rendszerrel végeztik, Ilyen kiriilmények
kozbtt a CBS Rf értéke 0,4 velt. A CBS kimutatéisa is egyszerii-
s6dott. Az UV gbszorbens anyag 865 szinsziirével ellétott, hézi-
lag késziilt UV lémpa f£815tt kioltotta a Kieselgel 8125“ adszor=-
bens fluoreszecencidjdt. /Az Bﬂs szinszir$§ fénydteresztd 200 -
400 nm k¥z6tt, maximum: 320 nm-nél. A haszndlt UV lémps Tungsram
Germicid F, emissziés maximuma: 253,7 nmu./ A fluereszcencia ki-
oltdsdnak mériéke ~ - CBS koncentrdcid sert hnizn‘lva = alkalmas
veolt a CBS mennyiségének szemikvantitativ becslésére. Rétegkro-

matogramon ezzel a médszerrel Sy;/!olt CBS még j61 léthaté.

A CBS koncentrécibjénak mérésére alkalmas UV ghbszorpcibjénsk

255, illetve 300 nm~en mérhets sbszorpcids wmeximums is. A bak-
tériumsejteknek azonban t5bb olyan komponense van, amely minde
két hullémhosszon, de killbntsen s mérésre egyébként slkalmasabb
255 nm-en @ koncentrdcid meghatérozést erSsen zavarnd, Kisérle-
tesen igazoltuk, hogy mig sz emlitett UV ghbszerbens anyagok
klorofermmal sem kiilonbtz8 médiumokbél, sem magukbél a baktérium-
sejtekb8l nem extrahélhaték, addig az igen hidrofék CBS vizes

kdzegh8l mér egyszeri kloroformes kirdzéssal kbzel 100 %-osan



extrahdlhatd, ezért lgy jértunk el, hogy a mintékst azones
térfogatl kloroformmal kétszer kirdztuk, az extraktumet Rotg-
desten szdrazra péreltuk és s széraz maradékot etanolban fele-
véve mértik g mintdk extinkcidjét 255, illettve 300 nu=en,
A mérhet8ség alsé hatéra 300 nme~en 22 pM /10 ng/ml/, 255 mm-en

11 pM /5 pg/ml/ CBS.

Kisérleteink sordn megprébdltunk a fentinél érzékenyebb és ke~
véshé munkaigényés mérési médszert tgldlmi. A rendelkezésre
4116 kolorimetrids reakcidk azonban - g kisérleteink £1tal meg~
szabott alacsony CBS koncentrdcidk mistt - még az snyag kvali-
tativ kimutatésérs sem voltak alkslmassk, nemhogy kvantitativ
nérésére.

Megvizsgéltuk azonban néhény reagens hetéicdt a kannabidiolsav
UV gbszorpeidjéra és szt talélituk, hogy s Beam-reagens a CBS
spektrumdt igen érzékenyen és jellemzSen megvéltoztatja.

66 pM /30 pg/ml/ koncentrdcibédju CBS desztillélt vizes oldaténak
ultraibelya fényabszorpcid spektrumét és emmek véltozédsét mbédo-
sitott Beam-reagens hatdsédra ¢ 3.4brédn tintettik fel.

A 3.84brdn 14thaté, hogy sz extinkcidériékek jelentds emelkedése
mellett & CBS 300 nm~es abszorpcids maximums 285 nme-re, a 255
nmees maximum 240 nmere tolédik el. Az eredeti és g Begm-reagens-

sel megvéltoztgtott spektrumok differencifja 241 és 282 mm-nél

mnaximumet mutate.

A Beam-resgens hatfséra bekdvetkezd nagymértéki extinkeid nive=-
kedés valdsziniivé tette, hogy a CBS koncentréicid az snysg extrake-

cibéjs nélkiil bioldégiai eredetil kbzeghben is mérhetd lesz, az skiu~
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A CBS abszorpeiés spektrumimak vkltozdsa a Beam-reakcil hatdsdra.



dlis mints eredeti UV gbszorpcidja és a Beam-reakcibra bee-
kovetkez8 extinkcibvéltozds differencidja alapjén. A 241,
valamint 282 nme-en bekbvetkez§ fényabszerpeid viltozds ang-
litikai célra valé felhasznéléss érdekében vizsgéltuk a kvane
titativ mérésre alkalmas kisérleti kiriilményeket. Ismert, hogy
@ Beam~reggens mindig frissen készitendS. Az 5 % KOH tartalmu
etanolos oldat, valésziniileg a karbondtosodfs miatt, sokszor
5=10 perccel sz elkészités utdn bezavarosedik, ami a CBS kvali-
tativ kimutatdsénél nem zavar, de a koncentrécié mérésnél fel-
tétleniils. 5 %, valamint 0,5 % KOH-ot tartalmazé etanoles olde-
tokkal kiilonb6z8 KOH végkoncentrécié mellett mértilk sz extinkeid
véltozésokat a megfelelf hullémhosszokon. Az eredményeket sz
l.t8bl4zatban mutatjuk be.

1. t&blézat,
Beam-reagenssel kezeli CBS /10 pg/ml/ vizes eldst fémysbszerpeidjénak
VR1TO0Zasa 2941 nu-en, Vi lamint 282 nm-en, killonbézé i végkoncentricié
mellett,
M et W 1w s
™ . 0,165 46 0,056 20
0,5 0,008 0,280 78 0,182 65
L 0,016 0,330 92 0,256 93
0,024 0,342 96 0,272 98
0,032 0,351 98 0,280 100
0,040 0,359 100 0,280 100
‘ 0,048 0,358 100 0,282 100
o,’s 0,064 0,356 100 0,278 100

5,0 0,320 0,425 119 0,330 118
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Az 1, tdblézat sdatai szerint resgenskéant 0,5 % KOH-dt tartalmazé
etanolt haszadlva 0,04 % és 0,06 % KOH végkoncentrécié kizitt az
extinkeidvidltozés a resgons mennyiségétfl nem flgg. Ea a reakcidt
@z eredeti Beam-resgenssel /5 % KOH etamolban/ végestilk el, kbriile
beliil 20 %05 extinkecibénbvekedést kaptumk s ROH-ra egy nagyséigrend-
del higabb resgemssel kspott maximélis értékekhez képest, Mivel az

0,5 % KOH tartalnu mnédesitott Besm-regens hosszabb ideig stabil,

és ezt sz oldatot haszadlva a mérési eredmények 0,04 % felett a
reagens végkoncentrdcidtél nem fiiggtek, valészinmiimek létszik, hogy
az 5 %~o0s oldattal kapott 20 %-o0s extinkeidénivekedés nines kapeso-

lathan s mintédk CBS tartalméval, hanem g reagens megvdltoszdsfnak

kivetkezménye.

Miutéa pillamatnyi &llapotdtél fiiggSen s Beam-resgens az eredménye-
ket killoaboz§ mértékben befolyfsolhatjs, a tovébbiskban g CBS mé-

résére az 0,5 %~0s cldatot haszmdltuk.

Ezutén megvizsgdltuk, hogy milyen CBS komcentrdecidk mérheték az
0,5 % KOH~ot tartalmszé reagemssel. Az eredményeket g 4.dbrdn
tiintettik fel.

Az fbrén léthaté s kezeletlen CBS UV abszorpciéjénsk koncentrécid-
fiiggése 282 am-en, valamint ugysnezen s hullémhosszom s médosi-
tott Beanm-reagensre bekdvetkez6 extinkcidvéltozds, illetve s reg-
genssel kezelt és a kezeletlen mintdk kUzbtiti extimkeidk differean-
cidjéngk koncentrfciéfiggése. 2«25 pg/ml /4,455 pM/ CBS koncentrd-
cibk kézdtt mindhdrom Osszefiiggés limedris, tehét 0,5 % KOH tartal-

nu mbédositott Begmeresgens ebben a3 tartoméayban slkalmas koncent-
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réicié meghatdrozdsra. A kizeg slnyelésétll fliggfen s femti kone
centrdcibhatérok kozbtt g CBS dltaldban kizvetlenil mérhets.

Mivel s Beam-resgkcid sorda differemcias extimkcidkast hetérozumk meg,

a mbédszer érzékenyebb, mat a vegyilet UV abszorpcidjdn alapuléd
mérés., A 241 am-en felvett kalibrdcids egyemesek kizlésétfl eltekin-
tettiink, Ezes a hulldmhosszom s CBS ugyamesak 2-25 ug/ml /4,4=55 p/
koncentrdcibk k¥zitt volt kizvetlenil] mérhetd.

Mechoulam és Gaoni szerinmt a Beam-reakciéra jellemzd lils szin
naxinélis intenzitdsdt 10-15 Grdm beliil éri el, és legaldbh 24 drdig
41landé NMechoulam és Gaomi, 1968/. Az egzakt mérés érdekébemn vizs~
ghltuk, hogy a 241, velamint 282 mn-es extinkciénbvekedés menayi

148 glatt alakul ki és memnyi ideig stabil. Az eredméayek a 2.téb=-

lézatban talélhatdk.

Kezelési 148 1. 2. S 4o
0,5 pere 100 100 100 100
10 perc 101 100 101 100
30 perc 99 97 102 99

1 éra 98 95 100 102

3 éra 91 79 103 100
20 6ra 45 36 101 100

1.2. KOH végkoncentrécié: 0,032 %. 3.4. KOH végkoncentrdcib: 0,32 %
1.3 241 mm=om, 2.4, 282 mu-sn mért eredmémyek.

Az eredményeket a 0,5 perc reakeididé utén mért értékek szézalékéban
adtuk meg.



A 2.téblézathan bemutatott kisérleti eredmények szerint, ellen-
tétben g lila szin id67iiggé kifejlddésével, nind a 241, mind 2
282-mm-es extinkciénbvekedés pillanatszeriien jelentkezik. 0,32 %
KCH végkoncenirdcidt alkalmazva a kapott extinkciéértékek a re-
akeidt kbvetd 20 érdig gyskorlatilag véltozatlanok, viszont g mé-
réseink sordn hasznélt reagens koncentréecid /0,032 % EKOH/ esetében
az eredmény leolvasdisét, vagy a spektrum felvételét a reakeiét ki=-
veté 30percen beliil el kell végezni.

Bean~reggenssel kezelt CBS etanolban is hasonlé spekirdlis vélto-
zéist mutatott, mint vizes kidzegben. Médositott Besau-reagenssel sz
extinkciéviltozds meghatdrozésa alapjén 241, vagy 282 mm-en az al-
koholos extraktumok CBS tartalms is mérhetS. A mérési hatédrok -
mindkét hullémhosszon - a vizes kbzeghez hasonldan 2-25 Fc/hl
J4,4 - 55 yH/ koncentrécidk kizé esnek.

A spektrum kismértékben kloroformban is médosult, de koncentréiciéd
meghatérozdsra alkalmatlan volt.

Kisérleteink sordn, ha CBS-t bioldgial eredetii kizeghben mértiink,

a reakciét sz aktudlis komtrollal is elvégeztilk és ennek kismér-
tékii, nem specifikus extinkcibvéiltozdsai miatt a differencia extink-
cié értékeket az aldbbi képlet szerint szémoltuk:

AE =Tyl + /Ry =K/ 3/
ahol Ty, illetve K, a teszt, illetve a komirol UV abszorpeidja,
T, és K; ugyanezeknek a Besm-reakcié sordn meghéltozott abszerpci-~

6ja, a megfeleld hullémhosszokon.



Bér a Beam-reakcid mintegy hatvan éve a leggyakrabban haszndlt
nédszer kannabincidok kimutatéséra, igen hosszd ideig nem vizs~
gélték, hogy a reakcidt s vegylilet-csoport mely tagjai adjék, és
mi @ reakcidmechanizmus lényege. T6bb kutatd vizsgélatal alapjén
/Matchett, 1938; Adams, 1942; Grlic, 1964./ ma mér tisztézott,
hogy ezzel a reagenssel g kannabinoidok k&ziil kizérélag a CBS /%/,
a kannabidiol /¥/, és a kannabigerol /X/ ad pozitiv reakeidt, te-
hét a hasis kdbitészer legfontosabb kimutatdsi médszere a pszicho-
tomimetikus hatdssal nem rendelkezé komponensek reakcidjdnm alapul.
Usszehasonlitva s szerkezeti képleteket nyilvénvalé, hogy a pozi-

tiv reskcidhoz mindkét fenolos hidroxilngk szabaden kell lennie.

A reakcibmechanizmust ujabban Mechoulam és munkatérsai tisztdztdk
/Mechoulam, Ben-Z¥i és Ggoni, 1968/. Kimutatték, hogy a reakecié
csak levegS, illetve 02 jelenlétében zajlik le. Mivel g CBS g hé~
zikus kbzegben kannabidiolld dekarboxilez8dik, mindkét vegyiilet
esetében azonos reakcidtermékeket kaptak /5. dbra/, nevezetesen g
kanngbidiel hidroxikinon szérmazékdt /XV/, valamint emnek dimer-
jét /XVI/. A szerz8k a reakcibtermékek szerkezetét az izoldlt anya-
gok IR és UV spektrums alapjén dllapitottdk meg. Az NMR spektrumek
és a tomegspektrometridval meghatérozott molekulasulyok megfelel~-
tek a /XV/ és /XV1/ szerkezeteknek. A monomer hidroxikinon spekiru-
ménak 271, 362, 408, valamint 525 nm~nél voltask az abszorpeids
maximumai, mig a dimernek 276, 367, 411 és 538 nm-en. A reskeid
sordn kapott spekirum fiigg a képz8dstt /XV/ és /XVI/ anyag megeszldsdtél,
mely a /XV/ vegyiiletnél 5-25 %, a /AVI/ anyagnél 50-80 % kozdtt, -
tehdt jelentSsen - ingadozik.



5. ébra.

A Beam-reskcié mechanizmusa.
/Mecheulan, Ben-Zvi és Gaeai, 1968/.

kanngbidiel /I/, kanmabidielsav /II/, kasnabidiel
hidrexikinen szérmazékai /XV/, /XVI/.
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A szerzék az alacsonyabb hulldmhosszokon csak a tisztitott ter-
mékek abszorpeids magximumgit gdjék meg és 270 nm alatt egydliglén
nem k¥zUlnek eredményt. Sajét méréseinket az irodalmi adatokkal
8sszevetve kitiinik, hogy a kannabidiol oxiddcids termékeinek még
egy abszorpeifs maximumuk van 241 nm-en. 4 tisztitott anyagek 271,
illetve 276 nm-es maximumét a regkcidelegyben 285 nm-nél taléltuk
meges A 285 nm-en meghatérozott moléris extinkeiés koefficiens

log ¢ = 4,12 érték igen j6 egyezést mutat az irodslmi adattal /4,11/.
A 245 ng~es abszorpciés maximumhez tartozé log € =t 4,2l-nek talél-
tuk. Mechoulam és munkatéirsai szerint a spektrum tobbi maximumén a
fényabszorpeid mértéke lényegesen kisebb, a log ¢ értékek 3,0 és
3,4 kdzbtt vanngk. Erthetd tehft, hogy a CBS kinonné oxidélédfsévsl
kapesolatos UV abszorpeiés maximumeltolédésck felhaszndldsdvel jb-
val érzékenyebb kvantitativ mbédszert lehetett kidolgozni, mintha ezt
a Beam-reskecié anslitikai célra kordbban is hasznflt szinvdltozésé-

val prébéltuk volna meg.

A CBS de$tillflt vizes cldata egy~két hénapos fényen és szobghdn
valé 6114s utén igen halvény rézsaszin szinez8dést mutatott, ami
valészinlileg szintén @z anyag oxidéciéjdvel volt kapcsolatos.
SStétbon,#,c°-on tartott desztilldlt vizes, vagy alkoholos CBS olda~
tok még féléves térolds esetén is szintelenek maradtak. Mivel stabi-
lités vizsgédlatokat egyébként nem végeztiink, kisérleteinkhez minden
esetben frissen készitett CBS oldatokat hasznéltunk.



2.3.1 A CBS megosz

A CBS megoszlédsi hényadosdt oktanol és viz kizott, sz irodalomban
leggyakrabban eléfordulé médon hatéroztuk meg /Hansch, Maloney,
Fujita és Muir, 1962/.

25 mg CBS~t 10 ml oktanolban feloldottunk, majd 10 ml desz§$llflt
vizzel 30%-on 90 percig rézégépen rdzattuk. A vizes fézist sz oke
tanol maradéktalan eltdvolitésa érdekében 90 pepcig 5000 g-n cent-
rifugdliuk és a CBS koncentréciét ebben a kbzegben mérve 4 pg/ml-nek
taldltuk, A CBS megoszlési hényadosf oktanol és viz k¥zott 624:1.

A vizben maradd kismennyiségii oktanol zavardé hatdsdt CBS nélkiili
kontrol haszndlatdval korrekciéba vettilke A CBS az oktanolban
jelentSs mennyiségii vizet kot meg a megfeleld komtrolhoz képest,
amire a CBS tartalmu oktanol szemmel ldthaté zavarosségs utsl.
Lehetséges, hogy @ vizes fézis lényegesen kisebd CBS tartalma ugyane-
csak valamivel tUbb oktanolt tart & vizben, mint a kontrol megfelels
fézisa. Bz a tényezf és sz igen magss megoszlési hényados befolydsol-
hatta a meghatérozds pontossdgét.

Irodalmi adatok szerint az ugyancsak meglehetSsen hidrofék rokon-
vegyiilet, & THC /III/ megoszlési hédnyadosét oktanol és viz kdzétt
500-ndl nagyobbnak taldltdk, de mérési nehézségek miatt pontosan

meghatérozni nem sikeriilt /Gill, Paton és Pertwee, 1970/.



2.4
2ehel Minimdlis pdtléei komcentrécid /MIC/ meghatérezésa,

A kisérleteinkben hasznélt baktérium torzsekre a MIC értékeket

a kenvenciondlis higitdses médszerrel dllapitettuk meg. MG tdp~
talajt 45 2 x 10° sejt/ml imeknlumet tartalmazé csovekbe kizvet-
leniil az eltds utdm CBS, illetve trietilamin kencemtrécidserekat
vittiink be. A baktériumek novekedését 247-s, 30%C-es inkuddlés

utén értékeltilk. A ndvekedésgltlds baktericid, illetve bakterieszta-

tikus jellagének elddntésére a3 kérdéses csOvehdfl kiilonbozé higi-

tdsekat NB lewezre szédlesztettiink.

A névekedési vizsgélatekst retéciés rézégépen, 3?'0-01, MG tdp~-
talsjt haszmnélva végeztilk, A teryészetek rivekedését az elidst
kévetd 4eh serén steriler vett mintdk eptikai denzitdsénak méré-
sével dllgpitettuk meg. Az oltdécsgl pérhuzamesan adtuk be a vizs~
ghlardd snyagekst, smelyek kemcentréicibéjdt éc az imekulum wenayi~
ségeket gz cgves kisérleteknél irtuk le, A temyészetek sterilité-
sét mikreszképesan gendesan ellenSristilk, mert az adalék anyagekat
nem sterilentiik, A baktericid hatés igeazeldsfra a gftelt ntvekeddsii

lembikokbdél killonbiz6 hipltdsekat szédlesztettiink NB lemezre.



2¢5 A CBS sejimembrédnrs vald hatdsénsk és felvételének vizsgé-

B, subtilis és E.coli sejteket 1 %~o0s NaCl oldattal kétszer mostunk

8

és ugyanobben a kézegben 2x10° sejt/ml szuszpenzibkat készitettiink.

A baktériumokat kiillonbdz8 koncentrfcidju CBSsel, trietilaminnal,
illetve alkohollal 30°Cwon 30 pescig imkubdltuk . Az inkubdlés kii-
16nboz8 idépontjaiban vett mintdkat hiitve, 5000 g-n azonnal centri-

fugéltuk. A kezeletlen kontrol mellett a kontreol szuszpenzid egy ré-
s2ét 15'-ig 100°C-on inkubdltuk, més részét ultrahanggal feltértuk,

5 %~o0s TCA~val fehérjementesitettilkk és g mintdkat centrifugdltuk.

A sejtfeltérdst hiitve, 100 Wagttos MSE ultrshang dezintegréter 9,5
mm=~gs szonddjdval 3xl perces, maximélis energifival t8rténd kezelésgel
végeztiik, A feliiliszbék extinkeidjdt 255 és 282 nme-en mértilk, majd @
médositott Beam-reakcié elvégzése utén 282 nme-en djra mértink.

A CBS-nek az alkalmazott koncentrdcibkban 260 nm-en jelentés abszorp-
ciéjas van, ezért a Beam-regkciéval a 282 nm-en mért differencis extink-
eifék alapjén meghatéroztuk a mintdk sktudlis CBS koncentrécidjét.

A 255 nu-en mért adatokbél levonva a CBS koncentréciéknak ezen a hul-
lémhosszon /a CBS egyik asbszorpeibs maximumén/ megfeleld extinkeibkat
kaptuk meg a baktériumok &1tal leadott kismolekulasulyu UV abszorbens

anyagok mennyiségével ardnyos értékeket.



1x107 sejit/ul Be.subtilis szuszpenzidkal a 2.5.1. fejozetben le~

irtakkal azonosan kezeltiink és g Rosen-féle kolorimetrids médszer-
rel mértik a mintdk Ssszaminosavtartalmét /Rosen, 1957/. Kisérle-
tesen igazoltuk, hogy sem g CBS, sem a trietilamin az aminosav mé-
résére szolgdlé reakciét nem gdja és s kisérlet k&rﬁln&ixoi kézétt
koncentréacidknél
nem zavarja az aminosavmeghatérozéist. A kisérleteinkben vizsgélt
nagyobb CBS és glutaminsav mennyiségeket Usszehozva az anyagok egy
része kicsapbdott és a bevitt sminosavnak megfeleld extinkeiéndl
kisebb értékeket mértiink. Az ultrahanggal fdltért mintékat ez eset-
ben is fehérjementesitettilk TCA-val, mert enélkiil iz Setéblézatban
feltiintetett értéknél mintegy 40 f~kal wagasabb ereduényt kaptunk

volnag,

205.30

B.subtilis tenyészetet mostunk és 0,5 %~o0s D-arsbinéz oldatban

2:108 sejt/ml szuszpenziét készitettiink. A sejtszuszpenzid ionlea~-
dését egy Radelkis 402 tipusu konduktométerrel mértilkk. A hat méré-
hellyel rendelkez8 késziilék - amelyet Dr.Novdk Ervin szivességéhSl

hgsznélhattunk ~ egy hatcsatornés pontiréd csatornavdliéja és érzé-

keld miiszere k&zé gy volt bekdtve, hogy az automatikus vezérlés le~
het8vé tette hat, kiilonbbzSen kezelt szusppenzié vezetSképességének



egy idfben tirténd, gyakerlatilag felyamates mérését és regiszt-
"I‘B‘to

2e5+4s A CBS felvétel vizsgflatas

Fesafdt pufferrel /pH = 7,4; 0,066 1/ kétszer mesett, 1x107sejt/ml
Besubtilis és E.celi sojts:usupcnziéknt 220 uM CBS-sel 37%°C-on ré-
zattunk, A kiilonbdzd idSben vett 1 ml mintdkat Millipere HA filterea
sziirtik, majd a sejteket a sziirfn 6 ml 4%Ce0s feszfdtpufferrel mes-
tuks A baktériumekast ezutdm egy éjszaka 3 ml etanellal extrahdliuk.
A gziirlet, 3 reséfelysdédk és sz extrgktum CBS tartslmét meghatérez-
tuk 3 médesitett Begmereskcibval, a 282 nm-en mért differencis
extinkeidk zlapjén,

A CBS baktériumek légzésére valé hatdsénak vizsgllata céljdbsl

B.subtilis és E.celi temyészeteket 66 mM-os pH 7,4-es foszfit-
pufferrel kétszer mestumk és ugyanebben g kizeghen leoasojt/il
szugzpenzidket készitettimk. A kisérletek kivitelezésére Warburge
késziiléket hasznfltunk,

A Warburg-edénykébe 2 ml bakiérium szuszpenzidt, a kUzépsé Msedénye
be 0,2 ml 10 Y~os KUH-t,az egylk eldaledéuybe 0,2 ml 5 %w~eos glikkéz

eldatet és 0,05 ml feszfdtpuffert, a misik eldgledéaybe 0,25 ml



1,1 mM-os CBS oldatot, vagy
1,1 mMeos trietilamint mértiink be, A CBS~t és g trietilamint

10 % alkoholt tartalmazé foszfdtpufferben higitottuk, igy a
végkoncentrdcid 1 # etanol mellett 110 uM CBS, illetve 110 uM

trietilamin veoli,

A mérést g glikézzal inditottuk, A gdtlé anyagot csak 60 per=
ces egyenletes 1légzés ubtén mostuk be a fSedénybe és a nyomfis~
véltozésokat tovdbbi 60 percen keresztiil kivettiik, Az inkubdlés
hémérséklete 37°C volt. A mérési eredményekbSl a fogyott 0,
nennyiségét - a szokésos médon - a termobarométer nyoméisvédlto-
zésfngk és az edénykék faktorsinak figyelembevételével szémoltuk.

ElSzetes K sérleteink alapjén a sejtek TTC redukéléképességének
vizsgdlatdra az aldbbi koriilményeket és koncentrécibkat taldl-
tuk optimdlisnagk:

66 mMeos pH 7,4-es foszfitpufferrel kétszer mosott 1x109/u1

Be subtilis, illetve E.coli sejtet inkubdltunk szemignaerob ki~
riilmények kSzbtt, 37°Ceon 4 érdig, 2 % glikéz és 1,25 nM trifenil-
tetrazoliumklerid /TTC/ jelenlétében., A rendszer térfogata minden
esethen 4 ml volt és gz hkubdldst 4 nl ascetonnal vald Gsszerdzds—
sal &11litottuk De. Az gcetonos fézist, amely a TTC redukciéja so~-
rén képz8dott formazént tartalmazta, egy éjszakai 4114s utén

546 nmeen fotemetréltuk. A CBS és a trietilamin hatésdt a sejtek

TIC redukéléképességére 11 és 110 uM kozbtti koncentrdcidsorban



vizsgéltuk, 1 % etanol végkoncentrécié mellett,

A metodikal kisérlotekdBL kideriili, hopy bizenyos koncentréicid
81084 a CBS TTC jalanlétében kicsapddik, Bar 110 nM CBS esoté-
ben oz méz alig észreveheld ~ 3z esetleges zavard hatés kikiiszo-
bdlése, illetve ninindlisra csdkkeatése é&rdekében - minden eset~
bhen a TIC volt a vizsgdlati rendszerbe bevitt utélsé kompenens,

& fentl vizogdlatokat 2 glikdzon kiviil az aldbbl metabolizdlhaié
cukpokkal és szerves savakkal is elvégesztiks fruktéz, szorbéz,
magnnit, arabinbdz, pirowcz8ll8sav és boresiyinkdsav.

Poszlftpulforrel /65 uM pH 7,4/ kétszaer mosoit 21108/:!1 Bs sub-
tilis sejtszusszpenzidt 0,1 # glikdzt tartelmaszd pufferben, 37%C-on
rdzattunk. 4 lembilkehat 10 percenkdnt mint&atuk és a 0%C-on azon-
nal lecentrifugdlt nintdk feluldszdjdbsl zlikdzt aériink gz 4lta-
lunk kissd uddositett glikbzoxiddiz~peroxiddz médszerrel /Dahlqvist,
1964/, Az Be coli esetében a fontioektsl csak annyiban tériiink el,
hogy 0,2 % glikézt sikalmaztank és a kisdrleteket lavaglzietve,

valaaint szeulgnaared kiriludnyek k3z3tt is elvigeztilk.

A"gliikéz~oxiddz reagens" 0,25 M-os pH 7,0~es tris-HChk pufferben
az glébbi komponenseket tartalmazta:

12,5 mg %  glikézoxiddz /Sigma/
0,5 ng % peroxiddz /Reanal/
5,0 mg % o~dignizidin



0,2 %  triten-x 100 /Serva/
0,5%  metanol
0,8 % etanol

A metaneol és az etanol pusztén gz o-disgnizidin és g triton

beoldéiséra szolgdlt. A mérés sordn 0,5 ml mintdt 3 ml reagenssel
37%=on, 1 éréig inkubdltunk, majd 444 nmeen fotometréltuk.

A sejtmentes extrgktumok készitésére NB tdptalajon nivesztett
tenyészeteket haszndltunk, Yoshida vizegflatai slapjén az enzime
indukecié érdekében a tejsavdehidrogenfizzal kapcsolatos kisérletek
céljéra a tenyésziés szemianagerob kiriilmények kozitt tirtént
/Yoshida és Freese, 1965/. A bakitériumckat minden esetben 66 nl-os
pH 7,4=es foszfdtpufferrel kétszer mostuk és a kordbban leirt mé-
don /2.5.1./ ultrghanggal feltdrtuk. A nyers exbrakiumokat 30,000
g=vel, 30 percig 4°C-on centrifugéliuk és a méréseket g feliildszé-
b6l végeztiik.

A vizsgdlt dehidrogenézok - g tejsavdehidrogemiz /LDE/, az alma-
savdehidrogendz /MDH/ és a glilkbz-6-foszfit-dehidrogendz /G-6-PDH/
aktivitdsdt a megfeleld koenzim oxidécidjénak, illetve redukeibjé-
nak spektrofotometrids kivetésével, 340 nm-en mértik., A NADH-oxiddz
aktivitdst ugyancsak a 340 nmees extinkeiévdltozds alapjén hatdroz-
tuk mege. A méréseket egységesen, szobahfmérbékleten, 3 ml Ussziére
fogatban, 1 cm rétegvastagsdg mellett, félpercenként, 3 percig vé-
geztik és g kezdeti reakcidsebességeket az elsf és a harmadik perc



kOz0tti extinkcibvdltozdsok alapjén szédmoltuk, A szédmolés a
NADH 4s @ NADPH esetében egyarént az €= 6,2x10° moléris ex=
tinkciés keefficienssel tortént. Az enzimaktivitésokat s kon~

venciondlis nemzetkizi egységben /NE/ adtuk meg, vagyis a per-
cenként dtalakitott szubsztrdt mikromélok széméval. A regkeid
id6beli kivetése lehetdvé tette, hogy a reakcibsebességnek a
szubsztrdtok koncentrécidjitél vald fiiggetlenségét minden egyes
mérésnél ellendrizazik,

A vizsgdlt enzimek gktivitdsmérésének részletes leirésgkor fel-
tintettilk mindazokat a szerzfket, akiknek s munkéit a mérési mbd-
szer kivdlasztdséndl felhaszndltuk, Mérési kirilményeink nem mine
denben egyeznek meg gz idézett irodalmakéval, mert részben g vizse
gélt enzimek, részben a haszndlt wérfmiiszer eltérései tobbekevesebb
véltoztatdst tettek szilkségessé,

Mm /L—!QJS“S NAD oxidoreduk‘w:. EC 1.101.27/.
illetve D-Tejsavs NAD oxidoreduktdz, EC 1.1.1.28/,

A reakcibelegy sz alé&bbi komponenseket tartalmazta:

66 uM-os pH 6,0-0s feszfétpufferben 900 uM Na-piruvdt és 180 uM
NADH. A vizspdlati rendszer egy mililiterébe bevitt fehérje a
B. subtilis sg¢jiuentes extraktumbél 51 ug, az E. coli esetében

9 ug veolt,

A reaskeiét a koenzimmel inditottuk. A percenkénti extinkeidvdl-
tozdsok a jelzett fehérje bemérések mellett 0,07 illetve 0,04 kbriili
értékek voltak /Yoshida, 1965; Yoshida és Freese, 1965; Tarmy és

Kaplan, 1968/,



2e64s2, UDH mérése /L-Almasavs NAD oxidoreduktéiz, BC 1.1.,1.37/.

66 mMwos pH 7,4=es foszfdtpuffer 1,5 mM oxélecetsavat és 180 mM
NADE-t tartalmazott, A reakeciét a szubsztrdtital inditottuk,
amelynek oldatdt elfzlleg NaOH-val semlegesitettilk és bomlékeny-
séga miatt neponta frissen készitettiink. A rendszerbe bevitt fe~
hérje B, subtilis, illetve E. coli esetében 7 mg/ml, illetve

2 pg/ul volt. Ilyen kirillmények kozttt percenként 0,05 illetve
0,06 kioriili extinkeiévdltozdsokat kaptunk /Yoshida, 1965a; 1965b/,

2465403, Gm6-PDH mérése /D-Glilkéz~6~foszféts NADP oxidereduktédz,
‘c 1.1.1.W‘

A reakcidelegy dsszetétele: 55 mMeos pH 7,8-gs tris<H8l puffere
ben 3,3 mM lgCla. 343 uM Gm6=P &s 600 uM NADP., Mililiterenként
230 pg, illetve 97 ug fehérjét vittiink be a B. subtilis, illetve

az E, coli extraktumokbél. A regkciét az enzimmel inditottuk. Az
extinkciévdltozds mindkét esetben 0,1/perc velt, A G=-6-P szubszte
rit bérium-séjdt 0,02 M ecetsavban oldottuk fel és 0,57 M Il.‘,SO,._-hl
bériun-mentesitettiik /DeMoss, 1955/«

A sejtmentes extraktumok NADH-oxidfz sktivitdéisdt 66 mMeos pH 7,4=es
foszfétpufferben, 67 uM NADH &s 230 ug/ml B. subtilis, illetve

25 pg/ml E. coli fehérje jelenlétében hgtéroziuk meg. A reakeiét

@ NADH-val inditottuk és a percenkénti extinkcibvdltoezds 0,03 il-



letve 0,05 volt, /Jacksen és lightbown, 1958; Worcel, Geldman

és Cleland, 19653 Yu és Wolin, 1970; Kiszkiss és Downey, 1972/.

e /L-Tejsav: NAD oxidoreduktdz,

EC 1.1.1.27/.

Diszné vézizombél prepasrdlt Reanal készitményt hasznfiltunk,
amelyet esetenként dializissel vagy gélszilréssel sémentesitet-

tiink,
A piresz8l8sav redukeid méréseker 66 mM-os PH 7,4-0s foszfét~
pufferben 333 pM volt a Na-piruvdt és 67 uM a NADH koncenird-

cié /Kornberg, 1955; Holbrok, 1966/.

A tejsav oxidécid vizsgdlatakor a reakcibelegy Osszetétele a
kovetkez8 volt: 0,2 M-os pH 9,0-es tris-HCl puferben Aoo/pn
NAD és 133 nM litium~laktdt /Gibson, Davisson, Bachhawat, Ray
és Vestling, 1953; Winer és Schwert, 1958; Robinsen, Stollar,

White ésKaplan, 1963/.

A reakeidét mindkét esetben a szubsztrdttal inditottuk és az en-
zimet Ggy higitotiuk, hogy a 340enm-en mért extinkeidvdltozds
percenként 0,03-0,04 kozott legyen. A mérés egyéb kirilményei
/hémérséklet, Sssztérfogat, rétegvastagsdg sthb./ és a reakcid-
sebesség szémolésa megegyezik a baktéridlis enzimeknél leirtak-
kal.



/Ortofoszforsavemonoészter

fOBZfOMdPO“Z. EC 30103.10/0

A kisérletek sordn haszndlt enzimprepardtumot /Reanal/ 0,05 Meos
pH 7,7-es tris-HC1 pufferben oldottuk. A& regkeid ktzege 0,1 Mwos
pH 9,8-as glicin-puffer volt, amely 83 uM !!gC).z gktivdtort és
1,67 uM pe-nitrefenilfoszfitot /NPP/ tartalmazott., A mérések soe
rén g p-nitrofencl termék koncentrédcibjéval ardnyos extinkcidvéle

tozésokat 420 nm-en 5 percig, percenként mértilk /Brandenberger
és Hanson, 1953; Hofstee, 1954; Engstrom, 1964/,

A CBS hgtését a sejtmentes extrgktumok NADH-oxiddz aktivitdséra
5-300 pM kbzdtti CBS koncentréciésorban vizsghltuk. A t5bbi bak-
téridlis oxidoreduktéz - LDH, MDH, G-6-PDH -~ gktivitésdit 50,

100, illetve 300 nM CBS jelenlétében mértilk. Az enzimresgkcid mind-
két irdnydbdl meghatéroziuk g CBS aktivitdsgdtlé hatdsénak koncent-
récibfiiggését & kristdlyos LDH-ra. Az alkalikus foszfatdz esetében
a CBS hatését egyetlen koncentrfcibban hasonlitottuk Ussze ekvimo-
lérisan alkalmazett szalicilsav, etiléndiamintetraecetsav /EDTA/
és oxitetraciklin /OTC/ hatéséval.

Az alkohol végkoncentrécid egységesen 3,3 % volt, ezért kontrol-
ként 3,3 % etanel, illetve 3,3 % etanol és a kisérletben vizsgdli
legnagyobb CBS koncentricidval megegyez8 trietilanmin mennyiség

jelenlétében mértiik az enzimek aktivitdsft. A gdtléanyagot minden



esetben kizvetleniil az enzimreaskeid inditdsa el8it mértik be,

a reakcibelegy utélsé komponenseként. Egyetlen kisérletsoro-
zatban tettiink kivételt, amelynek sorén éppen az inkubdldsi 1d8
szerepét vizsgdlituk az emlSs LDHen,

A kristdlyos LDH aktivitdsdt mértik CBS, illetve BSA koncentrd-

cibsor és CBS jelenlétébem, valemint albumin éc g gétlbanyag
nélkiil. A kisérletnél varidltuk sz egyes komponensek bemérésé-
nek serrendjét. Altgldban sz LDHt és BSA-t, tartalmazé rendszer-
hez adtuk a CBS-t, de végeztiink olyan méréseket is, amelymek serdn
a bemérés sorrendje tlhguin, cis. L;n voltes Minden esetben, ha
BSA~val delgeztunk, koncentrdciéjéinak szédmitdsdra 66500 melekula-

silyt fogadtunk el MMahler és Cordes, 1966/.

Kiilénbbz8 CBS koncentrécidkat hasznélva mértilk s kristdlyos LBE
kezdeti reskeiSképességét 1~k x 10™% M NAD kemcentrécibhatérok

KSzBtt 1,33 x 107F M Mi-laktdt, illetve 1=k x 10™' N Na-piruvit

kencentrécihatérek kézott, 6,7 x 10”2 M NADH jelenlétében. Az
enzimaktivitéds mérésének egyédb kiriilményei s kordbban leirtakkal



megegyezette /2.0eke €5 LoleleSe/e Az cmlitett NAD kencentrécidk
és Li-laktdt jelenmdétébem laurimsav és kaprilssv gétlé hatdsdt

is mértik, A zsirsavak Na-séjuk ferméjdban 41)ltask rendelkezésre és
mindketid Schuchardt készitmény velt,

A gétléstipusekat a mért sdatek &1ltal megengedett Usszes lehetsé-
ges ébrézelési médszert felhaszanélva dllapitetiuk meg /Webb,1963/.
A NAD kencemtrdcid fiiggvényében mért gétldsi adatekat a kétféle
Lineweaver-Burk médszerrel dbrdzelva a kapett Usszefiiggések mege
feleld metszéspentjai glapjém szdmeltuk a li irhibitor kemstanst,
8z =( kélcstnhatési indexet és az imhibiter kot8dése serdn fellépé

AT gzabadenergia viltezést, A gitlést jellemz8 kenstansekat
Webb Ssszefeglald munkdjdban feltiintetett Gsszes lehetséges ubden
kiszdmeltulk fWebb, 1963/, a2 megadett oredmények s kiilouféle szdmie
tisek dtlagériékei.

felvételével,

A vizsgédlatekhez Armeur marha szérumalbumint /BSA/ és a Reanal

§ltal prepardlt metilezett marha szérumalbumint /m-BSA/ haszadltunk.
Az egyéb Widdési vizsgélatekban felhasznélt citekrem c ugysmcsak

a Reanal terméke velt.

A vizsgélatek serén a kérdéses fehérje és a CBS,66 ml-es pH 7,4=es
feszfétpufferben készilt eldatdnak, valamint azenes végkemcentrdcib-
ban,de Kilén-kiilém a fehérje és a CBS eldateknagk felvettilk a spekirumdt
240 és 320 np kézbtt.A méréseket 5 nu-enként,s jellemz8 teriileteken
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nme-gnként végesztilks A komcentrécidkat Ugy vélasztettuk meg, hogy
minden mért extinkcié a spekirofotométdr érzékeny mérési tartomde
nyén beliil legyen. A kisérletek értékeléseker g fehérje~ligandum
komplexdk spektrofotometrisi vizsgédlaténdl szokéseos szimitdsekat
végeztik el /Laskowski, 1956; Bigelow, 1962/, vagyis sz egyes
hullémhosszokon g kiildn-kiilon mért CBS és fehérje extinkcidk Ussze~
gét vetettilk Ussze az egylitt mért értékekkel és a kapott pezitiv,
vagy megativ differemcidkat &brdzoltuk s hullémbessz fiiggvényében.
Kontrol kisérletekben ellendriztilk, hegy a rendszerbe bekeriild tri-
etilambn, valamint etanol nem befolyéisoljs a fehérjék spektrumét.

Kisérleteink sordn az antibiotikumok és fehérjék kit8désének vizs-
gélatdrg Perényi d1tal egyszeriisitett egyensilyi diglizist hasznfle
tuk, smely Vestphal sztereidek és fehdrjék komplexeinek jellemzéséw

re leirt médszerén alapul /Westphal, 1969; Perényi, 1970/.

10 cm hosszl és 2 cm dtmérdji Cuprophan dializéld hértydkba, 66 nieos
pH 7,4~es foszfdtpuffer 10 ml térfogatdban 0-6,16 umol /O-400 mg/ BSA
koncentrécibsort és 10-10 umol CBS-t mértiink be. A hértydkat o86z8~
leg egy mapig tartottuk 0,002 M EDTA-t tartalmazé foszfdipufferben,
majd desztilldli viz tibbszéri cseréjével hasonlé ideig mestuke. A
dializist 100 ml 66 mMeos pH 7,4~es foszfétpufferrel szemben végez-
tilk 4%°C-on, 48 éréig. A folysmat mdggyorsitdsérs a kiilsS térben
mégneses keverét alkalmaztunk és az egyemsily beéllitdss utdn a

CBS koncenirdcisét meghatéroztuk a dializétumbane A belsS térbea 16vd



kttetlen drog memnyiségét is figyelembevéve g kitSdés mértékét
pmeol CBS/g BSA egységhben sdtuk meg és a telitési koncentrdcié
ismeretében, a CBS~fehérje moldris arday aslapjén megéllapitottuk

az egy BSA melekuldérs esd kitShelyek szémét,

20750 A CBS~fohérije kit8dés vizppdlatas gélsziiréssel.

Kisérleteink sorén - beleértve az LDH rutinszeri sémemtesitését
is = 1 x 30 cm méretii Sephadex G-25 fine /Pharmycia/ tipusu
géllel t6ltétt oszlepokat haszméltunk. A gélégyat, melymek magas~
séga 16 cm volt, 66 mM-os pH 7,4-e¢s feszfdtpufferrel hoztuk egyen-
silybs. Az oszlopra felvitt minta térfogatas 1 ml velt, a szedett
frakcidké 3«3 ml.

b CBS-t és @ fehérjét egylitt, illetve kiilm-kilém tartalmazé min-
tdval maximélicsan 10 mg fehérjét vittiink az oszloprs. Az eludlt
frakecibfkban fehérjét, illetve az LDH esetében enmzimgktivitdst mér-
tiink, valamint s mbdositott Beam-reskcidval meghatéroztuk a CBS

koncentrécibjét.

Valamennyi kisérletiinkben a fehérjemérést a Lowry-féle médszerrel
végeztik /lLowry, Rosebrough, Farr és Randall, 1951/,

Az egész kisérleti uuanks sordn fotométerként Spektromem 202, illet~
ve Spigkiromer 203 miiszert, pl adrésre OP~205 tipusu Redelkis, vagy
Rediometer 27 pH-zmérfket haszadltusk,



A kannabidiclsavat felfedezf kutatdk széleskorii vizsgdlatokkal

4llapitottdk meg, hogy az anyasg & Gram-pozitiv baktériumekkal

és a savdllé Mycobacterium faj okkal szemben baktericid, a Gram~
negativ baktériumokra, gombdkra és élesztdkre hatdztalam /Ferenczy,
1956; 1956a; Feremczy, Gracza és Jakobey, 1958; Kabelik, Krejei és
Santavy, 1960/.

A fonti irodglmi sdatokrs tdmgszkedvs 3 CBS baktériumokra kifej-
tett hatdsdt - kisérleti céljainknak megfelelSen - egyetlen Gram-
pozitiv, illetve esetenként egyetlem Gram-negativ baktérium speci-

esre, nevezetesen g Bacillus subtilis Marburg Ysle é&s az Escherichia

ceoli B tdrzsekre vizsgdltuk.

elels A minimdlis gdtldsi koncentrdcid /MIC/ me 0zZAas

A minimélis gdtlési komcentrdcidkst a higitdsos mbdszerrel dlla-
pitottuk meg. A Gram-pozitiv baktériumokat 1,36-550 pM /0,62-250 Pc/nl/
CBS, @ Gram-negativ baktériumokat 220-1716‘p! /100-780 pg/il/ CBS

koncentréicidhatdrok kozotti komcemtrécibsorok jelenlétében nivesz-

tettiik, MG szintetikus tdptalajba logaritmikus fézisu imokulumbél

gy oltottunk, hogy az eltdés utém a csOvekben 2 x 106

sejt/ml legyen.
A ghtléanyaget ez oltdssal pérhuzamosan adtuk be. Az eredménmyeket,
amelyeket g 3.tdbldzatorn mutatunk ke, 24 érés, 37%C~0s inkubdlds

utén értékeltiik.



2o téblézat
A kanngbidiolsav minimél tlési koncentréc

Baktérium t0rzsek ¢33 TR

pt pe/al L] pe/nl
B. subtilis M.Y, 11 5 2500 250
E. coli B. 1100 500 11000 1000

Amint 98z a 3.tdblézatbél ldthatsd, 11 pM volt az a legalacsonyabb

CBS komcenti®écid, ami a vizsgdlt B. gubtilis torzs nivekedését gé-
toltaes Ez @ koncentrécid egyuttal baktericid is, amit g kezelt sej-
tek NB lemezre valdé szélesztésével mutatiunk ki. 2,6 pM /4,37 ng/ml/
CBS mellett mér normflis nivekedést kaptumk, tehéit s cid hatds remd-
kiviil élesen jelentkezik.

A téblézathdl leolvashaté, hogy a baktericid CBS koncentréicidval
ekvimeldrisan bekeriild trietilamin a baktériumokra mem lehet hatdés-

sal, mert Onmagfban csak magységrdandekkel nagyobb koncentrdcibban

gétolta a baktériumek ndvekedését, A MIC-nek megfeleld CBS koncent-

réciével a tesztbe keriilé 0,1 % etanel hatdstalan.

A CBS MIC értéke E.colirs két nmagysfgrenddel nagyobb, mint a
B.subBilis novekedését gdtld komcentrdcid. A minimdlis gdtldsi kon-

centréicié az E.coli esetében is baktericide. 4 trietilamin a CBS-nél
pontosan egy nagységreaddel nagyobb koncemtrdcidban gdtolta a

Gram-negativ baktériumok nSvekedését, ha azt a meglehetSsen magas



alkoheol memnyiséget /10 %/ vittiik be a trietilgmin mellé, ami
az 1100 ypM CBS-sel g teszibe szilkségszeriiem bekeriilt.

Egyes antibiotikumok bizonyos lkoncentrécidhatdrok kdzbtt sz ér-

zékeony baktérium tenyészetek ndvekedési szakseszeit jellemzfen befo-
lyédsoljék. A CBS ilyen szempontbdl vald vizsgdlatdra mililiteren-
ként 2 x 10° B, subtilis sejtet tartalmazé, frissem oltott teayésze-
tet ndvesztetiiink 2,25 11,0; 22,0 pM CBS, illetve kontrolkémt 22,0
ru trietilamin és 1 % etanel jelemlétében. A nbvekedési vizsgdlat

eredményei a 6, dbrdn tslélhatdk.

A 6.4brén 1ldthaté, hogy 22,0 uM CBS a temyészet nivekedését telje~
sen meggdteltas 11,0 pM CBS mellett a lag fdzis 2 Grdval. meganyilt,
de ezutdn g tenyészet normflisan kinStt és rovid idSa belill gyskerla-
tilag elérte g kentrol extimkcidjdt. 2,2 FH CBS, valamint 22,0 yn
trietilamin 1 % etanollal kiegészitve s tenyészetek nivekedését nem
befolydsolta. 22 F! CBS, a lombikbél veld kioltd&s alapjén bakte-

ricidnek bizenyult.

Mivel a baktérium temyészetek nivekedési szakeszait médositd anti-
biotikum hatds kiilénbsen kis imekulum mennyiségeknél vdlik kifeje-
zetté és g hatdsos lomcentrdcid véltozdss az imokulum memnyiséggel
sz entibiotikumok jellemzs adata, s névekedési kisérletet 5 x 10°

sejt/ul imekulumot haszaélva 2,2; 11,0 pM CBS, velemint 11,0 pM
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A CBS hatéss B. subtilis temyészetek ndvekedésére.



trietilanin és 1 % etanol jelenlétében ismételtiik meg. Az eredaé-
nyek szerint, smelyek ugyancsak a 6. ébrdn tsldlhaték, 11,0 pM CBs
teljes nbvekedédsgitldst okozott és egyfittal sz inmokulumeot is el-

pusztitettas 2,2 p! CBS, velamint g trietilamin a nivekedést nem

befolydéiscltdk,

A tovébbi mbvekedési kisérletek sordn mindem esetben 2 x 10%sejt/ul
inokulumot haszndltunk. Kilonbbzdé R5804 koncentrdcibk jelenlétében
vizsgltuk, hogy Hsz* ionok befolydsol jdk~e a CBS ndvekedésgdtld
hatésédt B.subtilis sejtekre. A 7.4brdn azoknak s Hsa* koncentréci-
6knsk a hatdsdt tiintettilk fel, amelyek s nivekedésgdtld CBE koncent-
récibkndl /J22 pﬂ/ ragysdgrendekkel magyobbak voltak és kismértékben
mir Snmagukban is megnyujtottdk a tenyészetek lag fhzisét. Az dbrdn

14thaté, hogy a !32* még ilyen nagy moléris féloslegben sem befolyd-

solta a CBS novekedésgdtlé hatdsét.

A 8, 4brén mutatjuk be annak s kisérletmek sz eredmémyeit, amelynek
sorén B, subtilis tenyészeteket ntmesztettiink 110 uM CBS, illetve
110 uM CBS és 31 pM /2 mg/ml/ BSA jelemlétében.

Bér - g vérakozésnsk megfelelSen - ez a CBS komcentrdeié s ndveke-
dést ghtolta, sz elbumint is tartalmezé temyészetek n#vokod‘sq Za-
vartalan volt. A mintegy 31 pM BSA tehdt felfiiggesztetie & 110 uM
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CBS novekedésgétlé hatés&t, sttél figgetlemtil, hogy a BSA Smmaghban
a tenyészetek nbvekedésére gyakorlatilag mem hatott. /Az utébbi ered-

ményt g 8. dbrén nem tintettilk fel./

Az ugymnevezeit detergens antihiotiknlqk. valamint dltgldban a felii-
letaktiv baktericid vegylletek sejtmembridnt kérosité hatdsa jé1 de-
tektdlhatd az érzékeny sejtekdSl az ozmbiikus barrier megszinése ki
vetkeztében felszabadulé kismolekulssdlyd anyagok wmérésén keresztiil.
A CBS sejtuembrénrs vald hatdsét elfszir Newton médszere szerint
teszteltilk, gki a 260 mm-en gbszorbedld, kismelekulasidlyid anyagok
elszivérglsit mérte polymyxinndl kezelt Psendomonss seruginoss sej~
tekb81l /Newton, 1953/.

2 x 108 sejt/ml mosett B, subtilis és E. coli sejtszuszpenszibkat

kezeltiink 11 uM, 110 pM CBS-sel, illetve 110 pM trictilaminnel és

1 % etanellal. A feliiliszékbél g méréseket s kezelés elsf 30 percé-
ben végeztilk el., A kezeletlen kontrol mellett megmériiik g forralt
sejtekb8l, valagmint sz ultrahanggal feltért sejtekb8l felszabadit~
haté UV gbszorbens snyasgok memnyiségét. A CBS jelemtls fényelayelése
miatt @ méréseket nem 260 nm-em, hgnem 255 nmesn végesztilkk és a fiig-

getleniil meghatérozoett CBS koncentrdcibkat a 2.5.1s fejezetben leirt

mbdon kerrekciéba véve kaptuk & leadott kismolekulasilyf UV abszorbens



anyagokkRl ardnyos extinkcidkat. A 4.tdbldzatbar megadott eredmé~
nyeket g forralt kontrol szdzglékdban fejesztilk ki,

Kezelés B. subtilis Be coli
TEA CBS EOH Kezelési 148 Kezelési 148
pH M % o 15° 30° 0* 30°

0 0 0 13 20 36 6 8
0 0 o* 100 . " 100 *
110 0 1 19 23 29 6 8
11 11 1 18 24 31 6 9
110 110 1 17 28 37 5 11

x = forralt sejtek
xx = ultrahanggal feltért sejtek.

A tdbldzat adataibdl ldéthaté, hogy a CBS a kezeletlen kentrolhez
képest lémyegeser egyik baktérium esetében sem fokozta az UV ab-
szorbens anyagok leadfsdt, ha a drogot a B, subtilisre baktericid,
illetve ennél egy nagysfgrenddel magyobhk kencentrficiéban vittik be.
4 leadott anyagmennyiség lényegesen alatta marad a sejiek Usszes
kismelekulasulyu UV gbszorbens anyagmenmnyiségének, vagyis az ultra-

hanggal feltdrt sejtek fehérjementesitett feliiliszéjdban lévd,illet~
ve a forralt sejtekbSl felgzabadulé mennyiségnek. Az utébbi kettd

gyskorlatilag megegyezik.



A tdblézethbon nem tintetillk feol ¢ kizeg CBS koncentrdcidjinak sz
inkubdlés fdejével veléd véltozdsdt, melyet s korrekeifs ssdnitie
sokhoz hatérostunk meg.

Figyelenmre mélté volt, hogy ¢ CBE komcentrécid s kezelési 146 so-
rén nemcsak @ B subtilic, hanem gz E.celi sejteket tartelmeszd
kizegben is jelentfsen csthkeant.

Ggle szerint drogok membrénkércsité hatdsét Gram-pozitiv baktériu-
mok esetében gminossvleadds mérésével is lehet vizsgélni, ho meg~
feleld téptalajt heszndlunk, vegy @ bekiériumcket s kisérist elfti

sminosavakat taPtalmazé kbzegben fnkubéljuk. fGale, 19 c7.

KB téptelajon wivesstett 1 x 10°/al B. subtilis sejtssusspeauié-
kat 110 pif CBSesel, illetve 110 pif trietilamisngl és 1 % stanollal
inkubdltunk. 4 sojtekbSl felszabadulé Usszaminosev nennyiséget a
kezelt sejtektSl, valamint @ kezeletlen koutroltél figgetlenill wege~
hatdreztuk forralt, illetve ultrahanggel feltért sejtek esetébom is.

cBs TEA  BeOR 0 15
4] 4} g! 12 28 40
G o - -
0 0  d 162 “ -
0 e i 17 26 42
110 110 i 12 30 45
x = forralt sejbek; zx= uitrahenggel folidrt sejtek.




Az 5. téblézatban bemutatott eredmémyeket s forrslt sejtekbsl
felszabaduld aminesavmennyiség szdzalékdban adtuk meg. 4 tdblézate
ban l&thaté, hogy a CBS csak igen kis mértékben ndvelte hna‘i s¢j~
tek amimosav leadését s kezeletlem kontrelhoz képest és ez az érték
& tqlit sem éri el annak gz eminosav mennyiségnek, ami a sojtckbﬁl
furrall-sal tolsquldlthlté.

Eltérfen az UV ab'sqrbonu aaaasaktél. a ferrglt és az ultrahanssnl
feltért kentrol kiabtt jelentSs killonbség velt még g feltdrt anyag
fehérjementesitése utdn is.

A kisérletet elvégeztiik 6,8 mM glutaminsavat tartalmazé kizegben
37°C-en, 30°~ig rézatett baktériumekksl is. A B. subtilis sejtek
szonban « legaldbbis ezek kizbtt s kisérleti kirilmények kizttt -

8 glutaminsavat nemcsak nem helmozték fel, hanem a belsf szabad
aminesav szintjik egy nagyséigrenddel kisobi volt, nint g glutamine
savval valé inkubdlés nélkiil. A wédszer érzékenysége lehetdvé tette
a leadott tliunslvik mernyiségének l‘?‘ﬁ‘t ilyen kiriilmények kizbtt
is. H&vil az igy kapott eredmények az sktuflis kontrel szézalékdban

kifejezve az 5. tébldzat adataivel gyskorlatilag megegyezunek, részs-

letes kozlésiikifl eltekintettiink,

A CBS sejtimembrénra vald hatésdnak tovibdbi vizsgélata céljdb6l
0,5 %=o0s Dearabinéz oldatban szuszpenddlt, kiillonbbzf médon kezelt

1 x 107/u1 B, subtilis sejtszuszpenziék ieonleaddsét vizsghltuk a
kbzeg vezetfképességének vdltozdsa alapjén, a 2.5.3. fejezetben
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leirt p&dOn. Az eredményeket a 9. &brén tiintettiik fel.

Az ilku“.l‘l 10, wcim 8 kendukteméter 2. edényébe 110 pM CBS~t
adtunk be, 30 w§«1 az inkubfléds és s mérés megkezdése utén g

3 edény 110 pM CBS%, az Sk 330 M CBS«t, @ G.~ik 330 pM trietile
anint, @ 4o~ik 3 % etanelt kapette A kemtrel szaszpenszifba /1. néré-
edény/ m mértink be semmit az qg(sz iﬁ-‘s t@. Az inkubdlds 60,
percében az 5. és 6. edénybe tovibbi 330-330 pi CBS-t mértink be.

4 9, &brén ldthatd, hegy az i nkubflds elején ~ amiker az ionleadds
az id6 figgvényében még exponenmcidlis jellegii grbét ad - 110 p M CBS
az ionleadfist, vagy legaldbbis egy részét gételni ldtszik. Késfbb az
ionleadis linedris szakaszén 110 pM, illetve 330pM CBS az ionleaddst
nem befolydsolis.

A kontrollal gzenos marsdt a lefutés skker is, amiker g 60, perchen

a CBS koncentréeiét 660 pMera ndveltiik, Meglepl méden a 6. edéaybe
bevitt 330 pM trietilamin a linedris szakaszen megnivelle az ionleadds
mértékét. Ugyanakker a 60, perchben beadett 330 uM CBS hnt&uﬁtn

csbkkentette sz fenleadfst amnak ellenére, hegy ebben sz esetben a
TEA : CBS molfiris avdny 2 ¢ 1, ¢ CBS«sel ekvimeldrisgn bevitt trietil-

amin miatt.

Nyilvédavald, hogy a 9. dbrdn feltiintetett aredmények g CBS és a tri-
etilamin ellentétes hatésdnak eredfi, eanek ellemére a kisérletdsl
vilégesan 1ftszik, hegy s CBS-nek nincs membréakérositdsrs utalé
ioenleaddst fokozd hatdsa.

A3 % etanelt tartalmgzé kentrel a normél kontrellal megegyezik.
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CBS és a irietilamim hatdcs B. sublilis sejissusapenzidk vezeil-

képesnégére.



4z UV gbszorbens anyagok mérése sordn felmeriilt gansgk g lehetdsége,
hogy nemcsak az érzékeny Grame-pozitiv, hanem g droggal szemben ellen~
4116 E.coli sejtek is felveszik a CBS~t, Ennek g kérdésnek a vizsgée
lata c6134b61 1 x 10°/ul B.subtilis és B.coli sejtszuszpenzibkat ine
kubfltunk 220 pM CBSwsel. |

A killonbb28 idSpontekban vett mintdkat Millipore szilrén &tszlrtik,
hideg pufferrel mostuk, majd meghatéroztuk a ssziirlet, a meséfolyadék

@s a sejtek CBS tartalmdt., Az eredményeket g 6., tdblézatban mutatjuk

Kezelt baktérium Kezelési 146 Szirlet Mesé foly. Sejt extr. Usszesen

perc ‘ CBS

0 100 0 0 100

B, subtilis 10 50 11 35 96
30 36 16 4 92

0 100 0 0 100

E. coli 10 69 16 0 85
30 42 40 1 83

A 6, téblézat adataibbl 14thaté, hogy a B. subtilis esetében g CBS
mintegy 50 %=3 a sejtekhez kotSdik. Emmek kisebb része a sejtekrfl
lemoshaté, a zéme azombgn csak g baktériumek alkoheles extrakeidjévsl
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10, &bra.
CBS«sel kezelt B.subtilis sejtek moséfolysdékdnmsk, il-
letve slkoholos extraktuméngk UV abszorpeids spekirums
Beam-reakeid eldtt és utda.



Kezeletlen, valamint 110 pM CBS~-sel, illetve komtrolkéat 110 uM

trietilaminngl és 1 % etanollagl kezelt 5 x 103/h1 Besubtilis és
Ee.coli sejtek O, fogyasztését s 1l.4brén mutatjuk be.

A 1l.6brdn 1éthaté, hogy 110 uM CBS s Gram-pozitiv sejtek légzé-
sét azomnal és tikéletesen megszlintette. A trietilamin és az eta~

nol az 02 fogyasztéist nem befolyfisolta. Az E.coli sejtek légzésére
@ vizsgdlt konceantrdécibéban sem g CBS, sem gz alkohollasl kiegészi-
tett trietilamin nem hatott,

A TIC redukcidja =~ amely s termindlis oxidécidval kapesoltos -
/Brodie és Gots, 19P1; 1952; Jémbor, 1958/ gz é}etképes sejtek jel-
lemz8 tulajdomsfiga. Megléte egyardnt feltételezi sz alkalmazott
szénforrds felvételét a sejtbe, valamint a katabolizmus emzimsgtikus
regkcifléncéingk intaktségdt. Bz a metodiks részben g légzésvizsgdlat
kevéshé munkaigényes modelljének tekimthets, de kiegészitve miés mé-
résekkel, konkrétabh eredményekre is vezethet gandl.

A metodikét optimatizéld kisérletek utdn, amelyeket s disszertficidé~
bae nem részleteziink, elfszir glikéz jelenlébBben CBS, illetve
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trietilamin koncentrécidsor /0-110 pM/ hatdsdt vizsgdltuk,
1x 109/h1 B. subtilis, valamint E.coli sejtszuszpenzidk TTC
redukdlé képességére. A kezeletlen kontreol szézalékéban kife~

jezett eredményeket g 7. tdblézatban &1litettuk Ussze.

—t 5016 s ITC redukeié %
CBS TEA E=CH B, subti 1is Ee coli
il bt %
0 0 0 100 100
0 0 1 100 97
0 0 5 95 82
0 11 1 101 100
0 22 1 103 98
Y 55 1 98 96
0 110 1 101 92
11 11 1 68 97
22 22 1 14 88
55 55 1 2 82
110 110 1 1 80

A mérési adatok szerint g B.subtilis sejtek a CBS kencentriéciéd
fiiggvényében egyre kisebb mértékben képesek a TTC~t redukdlni.
A gétlds mér 22 uM-nél igen nagy, 55 M-ndl pedig tiukéletes.

A trietilamin és a tesztbe bekeriilé slkohel meanyisége /1 %/ a

TTC redukcidét nem zavarja.

Az E.coli sejtek TTC redukcidja is cstkkemt, de kérdés, hogy ez
nennyire tulgjdomithaté a CBS-nek, ugyanis némileg s trietilamin
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és wz slkehel is igy hate A legnagychd vizegdlt kencentrécidk-

ndl kimutateit 20 %-ps gdtlds esetleg a hirom anyasg keoperativ

hgtisdagk ersdméaye.

A tovdbbiakban s CBS hatdsét a B.subtilis sejétek T7C radukcid-

jéra kiuloabdzd légzési saubszirdtokat haszmdlve vizsgdliuk meg.

A kisérlet kbrilményei az e1628 vizsgdlatéval negegyeutek.

Az eredaényeket ~ amelyek az egyes szubszirdtokra s megfeleld

kentreol szézslékdban vanngk megadva - 3 8.tdblézathan mutatjuk be.

A tébldzat adatai szerint a CBS az Usszes vizsgdlt cuker,illetve

szerves sav felhaszndlésdt gdtolta,méghozzd gyskeorlatilag azenes

nértékben,
Sotéblézat
A CBS hatésa s B.subtilis seitek TTC redukélékénessémére, kiilonbozd
trdte lenlétében
Eszelés TIC redukels % i
CBS TEA E-OH Glii= Galgke Fruktéz Szer- Mannit Arghi- Berestyia- Piro-
M pM % kéz  téz béz 1dz ksav 52818~
o f:_u' =
0 0 0 100 100 100 100 100 100 100 100
0 110 1 99 100 102 98 98 102 i01 100
22 22 1 16 16 - o - - 18 13
55 55 1 2 0 1 3 i 2 2 2
110 110 1 0 1 0 2 2 1 0 1




4 légzés és a TTC redukeid ghtldss sordm felmeriilt lehetSségek kéziil

megvizgsglliuk, hogy a CBS zavarja-e s légzési szubszirdtkéant hassadlt

glikéz felvételét. A 1B.dbrdn mutatjuk be 0-110 uM CBS komcemtrdcid~
8 kozegében a

sorral keselt, 2x10 /el B. subtilis sejtszuszpenzisk glikéz mennyisé~

gének vdltozfisét sz imkubdlési idbvel. Az eredmémyek s kilnduldsi

gliikéz komcentrfcid ssézalékéban vennak kifejezve.

Az dbrdn lithaté, hogy s CBS 11 uM komcemtrficiig, valamint o2 1 %
etanollal kiegészitets 110 pM trietilamin s baktériumok glikéz felvé-
telét mem zavarja. 55 uM CBS komeentrdcid fElété a B, subtilis sejtek
glikéz felvétele jeleant@sen gfitolt. A kezdeti kismértékii komcentrécid-
csdkkenés utéin egy még kisebb foku, idében elayujtott koncemtrécid-

nivekedés figyelhetd meg.

A CBS hatécét E.coli sejtszuszpenzidk glikéz felvételére memcsak aeroh,
hanen szimigngerod kériilmények k¥zitt is elvégeztilk. A 2 x*ﬂbslil sejtet
tartalmazé kozeghen a glikéz koncemtrdcid vdltozésa s kezeldsi idé fiigg-
véuyében a 13. &brdn ldthsesd.

A mérési eredmémyek szerint 110 uM CBS, valsmint sz emmek a2 komcemtrd-
cidnak megfelels trietilamin és alkohol memayiség sem gerob, sem szimian-
gerob viszonyok kizbtt mem befolydsoljs az B. coli sejtek glikéz haszmosi-
tdsdt,
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A CBS hatésa B. subtilis sejtek gliikéz fol_v‘tol‘ro.
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A CBS hatfisa E.coli sejtek gliikéz felvételére
aerob, illetve szemismserod kiriilmények kéztit,



3e3s4e A CBS hatdss méhény kstabolikus enzimre,

A baktériumok ¥gzésével és TTC redukcibjéval kapcsolatos eredmémyek
indokolttd tették g CBS hatdsémak vizsgdlatét a szénhidrdt katabolizmus
enzimeire, B. subtilis és E.coli sejtmentes extrsktumokban mértiik sz
LDH, MDH, G-6-PDH és NADH-oxiddz aktivitdsoket. A O.téblézathan a git-
1ési eredmények érthetfbbé tétele céljdbé]l megadjuk az emzimek specifi-
kus sktivitdsdt és a vizsgélati rendszerbe bekeriild fehérjememayisége~

ket.
9. téblézat
B, subtilis és oli LDH, MDH, G-6-PDH és NADH-ox n
specifikus gktivit é vi ti re £ 1m
Sejtmentes LDH MDH G-6-PDH NADH-oxidéz
extraktun
NE/mg fch‘rdox
B. subtilis 0,214 2 0,03 1,28 20,11 0,091 X 0,02 0,022 % 0,003
Ee. coli 0,515 £ 0,04 5,25 20,41 0,140 2 0,03 0,324 = 0,010
ug fehérje/teszt ml
B. subtilis 51 % 10 ?3s 230 2 20 230 = 98
E. coli 9+ , 221 97 215 25 =5

*NE pmol dtalakitott szubszirdt x pcrc'l

A 9.téblézat sdatal szerinmt sz egyes emzimek specifikus aktivitdsas lényeges

sen kiiléabbzik. Az B.coli emzimek az Gsszes vizsghlt esetben magasabb
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R Kezelés Enzimasktivitds %
BHEeNnves
CBS TEA E-OH  NADH-
extraktum e w2 LDH MDH G-6~PDH
Besubtilis © © ©0 100 22 100 2 100 23 100 s
S & 33 99 22 100 22 3100 32 97 % &
0 300 3,3 100 fz 99 22 97 22 99 24
5 5 3,3 93 =1 - - -
10 10 3,3 86 22 - * »
30 30 3,3 79 22 - " -
50 50 3,3 74 33 98 23 98 I3 99 I5
mm HE g i o3
. = == K =
E.coli 6 © o0 100 %2 100 X3 100 X3 100 ¥4
6 © 33 10 53 4453 98-33 8653
IS TF T TN SN
10 10 3,3 66 L3 - - -
30 30 3,3 4 2 - - b
50 50 3,3 32 22 43 L4 96 f 3 8 i
100 100 3,3 15 fz 36 E; 9 =3 72 35
300 300 3,3 13 =2 22 =3 8 =2 45 =5

A 10.,téblézat sdatal szerint a CBS, sz slkalmazott koncentrdcidhatéron
beliill - g Bosubtilis G-6-PDH kivételével - gz Usszes vizsgdlt emzimet
kisebb-nagyobh mértékben gétolta. A CBS gyskorlatilag azomos hatést fej-
tett ki a B.subtilis LDH és MDH emzimekre, valamint az E.coli MDH-ra.

A téblézathban nem tiintettik fel, hogy az emlitett hérom enzim akitivitd-
sét 600, illetve 900 pM CBS jelealétében is mértik. A ghtléhatés a CBS

koncentréciéd fiiggvényében - g hasonlé memmyiséghen slkalmazott trietil-



-73 s

agin kontroltél fiiggetleniil - tovdbb fokozbdott. Az E.coli LDH-ra és
G=6-PDH-ra s CBS lényegesen nagyohd hatdssal veolt, mint a B.subtilis
megfeklS enzimeire, Figyelembe kell venmniink azomban, hogy az alkohol
ennek a két emzimmek gz aktivitdsit szembetiinSen csokkenti., Mindkét

baktérium esetében g NADH-oxiddzmdl volt a legragyobb mértékii gdtlé-
hatés. A NADH-oxidfzok skvititdsdt szok a kisedb CBS komsentrdcibk is
jelent8sen cs@kkentették, smelyek 2 tobbi vizsgdlt enzim sktivitdsdt

gyakorlatilag nem befolydsoltdk,

A hatésos CBS komcentrécidket és az egyes enzimek mérési remndszeré-

be bekeriild fehérjememnyiségeket Ssszevetve, ugyancsak az tiimik ki,

hogy a NADH-oxidézok jelemtSs gdtlésa - kiilianbsen a B.subtilis extraktum
esetében - a viszonylag magss fehérjekomcentrdcid ellemére kivetkezett
be. Osszehasonlitva ebb8l g szempomtbél a kétféle NADH-oxidézt, valé-

sziniinek lédtszik, hogy ha a specifikus sktivitdsok nagysdgreandayi kii-

lonbségét az enzimek timztitisdivel csékkentenénk, az eltérés a két enzim

gdtldss kozdtt ugyancsak csbkkemme, vagy megsziimne,

3sks A CBSwfehdrie k¥lcstnhgtdsfrs vomatkozd eredmémyek,

3ekeleA CBS hatdss kristdlyos LDH-rge

CBS komcentrécibsor jelemlétében unértilk diszed vézizow LDH piruvdt
redukélé, valamint laktét oxidd16 skbivitéisdt., 4 CBS komcemtrdcidsor
fiiggvényében kimutsthaté enzimsktivitdésokat s kezeletler kontrol szdza-

l1ékéban kifejezve & l4.dbrdn mutatjuk be,
Az &brén a két pdtlési gorbe lefutésdban 20-80 uM CBS komcemtrdcidk
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1&’0 adbra.
A kristélyes LDH aktivitdésa & CBS kemcentrdcid fiiggvémyéhben,



kizott kisebb eltérés léthatd, de a kdzel 100 %=os ghtlds azomos
CBS komcentrécibknél jelentkezett sz omzimreskcidé mindkét irdayérs.
Az &brén mem tintettilk fel, hogy 3,3 % alkohel, illetve 3,3 % glko-

hol és 120 pM trietilamin az emzimaktivitdsokat nem befBlydsolta.

Bgy misik kisérletben megvizsgdliuk, hegy o« gdtldanyaget a reakeid
elétt sz enzimmel inkubdlva valtezik-e 3 gétlds mértéke. A kisérlet
sordn kizdrdlag a 40 pM CBS kemcentrdcidt haszmdliuk, amely mintegy
40 %=es gétldst okez. Az inkubdldési idét O és 20 perc kozbtt vari-
dltuk, majd a keenzimet 4s a2 tejsav szudbsztrdlet sgyszaorrs wemérve
inditettuk el 8 reakciét. Az eredmények azt mutasttdk, hegy a 20 per-
cen beliil vilasztett bdrmely idSpenthan s gétlds mértéke megegye~
zett 8 gyaskerlatilag O percig imkubdlt mintdban mért @tékkel,

A CBS tehdét pillanstszerilen gfitelja sz LDH-t és a gdtlds wmértéke

-~ legaldbbis a vizsgdlt idStartahen beliil - az inkubdilés serdn nem
vidltezik.

ohele A CBS enzi t16 h BSA jelenliétéhen

60 FH CBS hatését mértik diszndé vézizesm LDH skiivitdsdra kilawozé
BSA kencentréiciék jelemlétében. A kemponensek bemérési serrendjét
megeserélve azt is megvizsgidltuk, hegy s BSA képes-e sz LDH~t a

ghtlés 9161l felszabaditami. Az eredmémyeket a ll,tdblézatban tiin-
tettiik fel,



110*“1‘2!!

4 CBS hat
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Vizsgsgidlt rendsszer

LDH aktivités

LDH BSA cas™ %

M M pM
3 x 1077 0 0 100
3 x 107 ) 60 w
3 x 10™° 3 x 1070 60 8
3 x 1070 3 x 10 60 45
3x 1077 3 x 107 60 56
3 x 107 3 x 1072 60 8
3 x 10 3 x 1071 60 92
3x 1077 3 x 107} 0 100
LDH uM CBS pM 3sA™/un 10H sktivités %
3 x 1077 0 0 100

3

3 x 10 60 0 40
3 x 10~ 60 3 x 1077 39
3 x 107 60 3 x 107} 20

x/ A feltiintetett serread megfelel az egyes kempemenmsek bemérési
serrend jének,

A téblédzat sdatai ezt mutatjédk,hegy ha @ reondszer sz enzim mellett

slbumint is tartelmsz, a BSA kencentrécié nivekedésével a CBS git-

16hatése cstkken, deo a ghteolatlan emzimaktivitdst még az LDH mennyi-

ségénél két nagysdgrenddel nagyebd BSA kemcentrficid sem bistesitetta.

Ha a serrendet megvdlteztatva sz elbumint gz enzim és a CBS utén

mértik be a kidzeghe, azemes BSA kencemtrécid mellett kisebd enzimak-

tivitdst kaptunk, mint az 01828 esetben. Az a tény viszent, hegy

Ragy BSA filvsleg mellett az emzimaktivitds lényegesen magasabh,



mint gmiker a ghtléanysg utén mem sdunk slbumint a rendszerhez,
arra utalt, hegy a gétlds aldl gz LDH felszabadithaté BSA-val.

Az albumin Onmagéban gz LDH gktivitdsdt nem befelydiselts.

4 Az LDH petikai v lgt

0, 20, 40, illetve 60 pM CBS kencemtrdcidket 100, 200, 300, 400 uM
NAD kencentrdcidkkal, valamiat g fenti CBS memayiségeket 100, 200,
300, 400 pM pireszélésavval megfeleléer varidlvs mértik s kriit(-
lyes LDH sktivitdsdi és az emzimgftlés kinetiksi tipusénsk megdllg~
pitésa céljébél a kezdeti reskciésebességeket a kétféle Linmeveaver-
Burk és az Augustimssex-Hefstee mbdszerrel dbrdzeltuk /Webd, 1963/.
A CBS~em kiviil gz LDH aktivitdsra laurinssv, valamint kaprilsav
hatésdt is vizsgdltuk. Mindkéi esetbern g kiilorbEzé zsirsav és g
fenti NAD kemncentrécidk mellett mért sktivitdsekat az emlitett mé-
den 4 brézelva wegdllapitettuk s gétlds tipusét.

A vizsgdlt vegyiiletek hatdsdmak mértékét az 50 %-es gétlést ekezd
inhibitor kemcentrécibval, /1/50"1 gdtuk mege. A CBS ecetében a

NAD kemcentrécibéserral szembenm mért sdatekst Limeweaver és Burk
szeriat &hrdzelva » szokéises mbdeken meghatéreztuk g !1 inhibiter
kenstanst, és az X kblcs¥mhatési imdexet,valamint a AF = BT 1n K,

képlet slapjém szémeltuk s szabademergia-vdltezdst /Webb, 1963./

Az eredenényeket a 12.tdbléizatban feglaltuk Ussze.



Gétlds
Szubsztrdt Inhibiter tie ,IIBO Rl L AF
pusa " M keal/mel
Piresz§lésav CBS N 5,7x10 - . “
NAD CBS M 4421077 5x107° 4 - 5,86
NAD K ¢ 3,0x10% - & -
NAD L ¢ 3.0m0°% - " %
NC = nemkempetitiv gétlds M = kevert gétlés
C = kempetitiv giétlds /I/SO = 50 %~0s ghtldst 018idézs

inhibiter kemcentrécib.

Mint sz @ téblézathél 1d4thaté, a CBS s piresz8lisavval nemkempe~
titiv, a NiD=dgl kevert gétldst -ufatott. A két vizsgdlt karbensav
s keenzimmel kempetitiv velt. A CBS~181 eltérSen a zsirsavak eseté-
ben @ gétlés mértéke fiigg 2z enzimmel vald inkubdlés idejétsl.

A tébldzatban 3 perces el@imkubdléssal kapett értékeket tiimtettiink
fel, amely inkubélés serdn s rendszer z tejsav szubszirdtean kiviil

minden kempenenst tartalmazett. Ha s reakciét a zsirsavek besdésa

utén azennsl inditettuk, 2z 50 %-es gitldst ekezd kemcemtrdéeidk

mintegy megkétszerezfdtek. A CBS ’1/50 értékeihez viszemyitva a
laurinsav egy, a kaprilsav két magységrenddel nagyebhb kemcentrdci-

éban mutst azenes hatdst.



CBS, szalicilsav, exitetraciklis, valsmint EDTA hatdsdt vizsgdl-
tuk ng+ sktivéterral milkvds, tisztitett alkelikus fesszfatdzra.

Az orqﬂiinyokot g 13.tébldzatban mutatjuk be.

Aktivéter pM Inhibiter  pM Enzimaktivitds %
Mgm 83 - - »100 |
ng+ 0 - - 65
wg?* 83 cBs 333 98
ug* 83 8 333 100
ug?* 83 oc 333 83
ug?* 83 EDTA 333 72

A téblézathdl léthatd, hegy mig s keldt-képzdk, az OTC és sz EDTA
cedkkentik 2z emzim gktivitésdt, a CBS és rokeavegyiilete a3z slksl~-

mazett viszenylag magss kemcentrdcibben sincsemnek ré hatdssal.

Az enzimes glilkézméréssel kapcselatban megvizsgiltuk a CBS haté-
sét s glikdzexidéz és peremiddz emzimekre, Kiilonk&z§ CBS kancentrd-
cibkat haszaflva g két emzim sktivitdsdét egylitt mértik a kerdbban

leirt gliikéz meghstérezési médszerrel /2.6.3./.



A CBS gételts s glikéz exidéciét. A gétldst jellemz§ /I/50 érték
6x10™" M cBS velt. A megfeleld kemcemtréciéban slkalmazett trietil-
amin és slkehel hgtéstalanmek veltak. Emmek a CBS hatdsmak egyébként
s sejtek gliikéz felvételével kapcselates vizsgdlatekban nem velt
jelent8sége. Ugysn s CBS gétléhatésa a kisebb kencemtréicidkadl is
jelentds velt, de a baktériumekksl valé inkubflés utén jelenlévs

hatdanysg mennyisége 3 gliikéz meghatérezést mir mem zavarta.

wotridval.

Az glbuminnal, illetve &lteléban a fehérjékkel kemplexet képezd ve~
gyiiletekre jellemz§, hegy megvélteztatjik a fehérje eluyelési szin-
képét, illetve, ha a kismelekulasilyd ligandum is tartalmsz kremefer
csepertekat, a fehérje-ligandum komplex sbszerpcids szinképe bizeayes
hullémhessz tarteményekban eltérhet az egyes kempenensek fényabszerp-
cibjénak egyiittes értékétsl.

A 15. &bbén bemutatjuk kiilonboh§ CBS és azemes BSA kemceatridcidk
jelenlétében nért spekirumek differemcidit, smelyeket a kenvencie-
nélis méden kaptumk, vagyis a BSA és a CBS egyiittesen mért sbszerpeiés
spektruningk extinkcibértékeidsl levenvs a kiilin-kiilém mért spektrumek

megfelels hullémhesszaihez tartezd extinkecidk Usszegét.

A 15.6brdn létheté, hegy e CBS s BSA-val jellegzetes differemcis
spektrumet sd, smelymek két maximuma /265 és 310 am/, illetve két mi-
aimuma /250 és 285 am/ van. A differemcia extinkciék £1taléban a pezitiv

tarteméaybs estek, vagyls, a kemplex képz8déssel sz elanyelés fekezé-

doette.
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0.06 31 Y(MBSA
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15. dbra,

A CBS és a BSA, valamint a CBS és az m-BSA differenmcia

spektruna.



A CBS kencembrdcid nivelésével a differemcia meximumekhez tartezd
értékek ndttek. A mimimumek t3bb esetben a negativ tarteményba ke-
riilltek 4t, a kencemtrdcid viszenyek hatéisit ozek értékeire nem le~-
hetett egyértelmiien meghatérezai, Nem ébrdzeltuk azekat az esete-
Bet, amiker a CBS memnyiséget viltezatlanul hagyva a BSA kemcemt~
réciét varidltuk, A gbrbe jellege, a maximumek és minimumek helye
szenes velt és @ 265, illetve 310 mm-en mért differemcias extimkeidk

@ BSA kencentréicid nivekedésével szintén fekezddtak.

A 15.8brén gz is 1éthatd, hegy » CBS sd 2 wetildlt albuminmal is
differencias spektrumet, amelymek memcsak a lefutdsa egyezik meg a
BSA-val kapett gtrbékkel, hamem az szemes komcentréicidk esetén a

differeonciag maximumekhez tartezd extinkeidk is kbzel gzenesak.

A maximumoken vald méréssel megdllapithatd velt, hegy a spektrdlis
véltezdsek pillsnatszeriien jeleatkeztek a lempemensek Usszemérése
utén, A CBS - BSA esetében tevébbi spektrumvédltezést mem lehetett
kimutatni. Ezzel szemben g CBS - m~BSA differemcias spekirum nem

velt £1lsnd6, hsnem mér 30 perccel az Osszemérés utda kimutathaté
velt a telies spektrum fekezates elteléddsas a pezitiv irdnybs. A je-
lenség oka abban keresend§, hegy sz m-BSA eldstmsk = feltehetfon az
anyag rossz vizeldékernysdga miatt - a spekirus egész teriiletén csék-
ken az akszerpcidja, mig hs CBS is van a kizeghben,ez extinkcidk

hesszt ideig véltezutlanek maradrak.



A kisérleteket #ltaldban semleges pH-n végeztilk, de néhéay
osotiou a kizeg savamyl, vagy liges velt., 6,6 pH-a, valamint

pH 8,6-en felvéve a spektrumekst szt tapasztaltuk, hegy a diffe-
rencia spektrum maximumgi és minimumgi 3 semleges kizegbem mért
hulléimhesszekksl megegyeztek. Azemes CBS és albumin kencentrfciéd-
kat haszadlva, @ pH 6,6-~es differemcis spektrum a semleges kizeg~-
ben meghatérezett értékektSl 280 és 340 mm kozbtt mem kiilldnbozbtt,
mig 280 nm alatt az egész spektrum kismértékben o pezitiv irday-
ban telbdott el, A pH 8,6~em felvett differemcis extinmkeidk &
teljes mérési tartesméayen beliil magyebbak veltsk, mint s semle~
ges pH-n, és @z az eltérés killoabsem 28e¢ nm alatt velt kifejezett,

A CBS glbumin kemplex természetét illetden igen szemléletes velt,
a BSA izeelektremes pemtjs kizelében, pH 4,8-em végzett kisérlet.
A CBS pH 6 alstt a kemcentrdciétédl fiiggden erésem opfles kelleld
eoldatet gd. Hs s CBS és5 ez slbumin eoldstét Usszekeverjilk, az epfl-

eszcencia pillanatszeriien megssziinik, jelezve, hogy s fehérje a

CBS~t kemplexként eldathba vitte.

A méréseket ilyem kiriilmémyek kizdtt elvégezve egy igen nagy mega-
tiv differencis spektrumet kapunk, smelyem s kordbbiaskadl lényege-
sen nagyebh dértékekkel jelemtkezmek a differemcia maximumek 260,
illetve 310 am-nél, valemiat a2 280 mm-es minimum is meftaldlhaté.
/260 ae alatt mem mértiink./ Hasenléan a 8,6-es pH-n kapett girbéhez,
8 két maximum k¥ziil sz alacseayabb hullémhesszen mért a magyebb,
Valészinii, hegy s differencis spektrum eltelddését a megativ tarte~
ményban kizérélag a CBS oldat opfleszcencidjinak és ebbSl 0dbdé

fényszbrésfnsk megsziinése okezza. Eltekintve ettfl, valamint attél,



hegy & maximume-ninimum kéz28tti extimkcidkiilénbség s magasabb
pH-n mért hasenld értékek t&bbszirdse, a pH 4,8-02 kapett girde
lényegesen nmem kiilonbdzik az egyéb pHekem mért differemcis

spektrumektél,

4 BSA-n és gz m-BSA-m kivill g citekrem c-t is megvizsgéltuk, hegy
mutsgt-e a CBS-sel spekirumvdltezdst, 7,4~es pHen 240-370 am kbézdtt

110 uM CBS-sel és 15 uM citekrem c-vel mérve, illetve 370-440 am
k¥z8tt a CBS kemcentrdcidt Stszérisre emelve, a kiilldm-kiiléa és

egylitt mért shszerpcids spektrumek kozétt semmiféle eltérést ki-

nutatnl meam lehetett.

A triotilanin és az alkehel az aslkalmazett kemcentrdcidkbazm egyik

vizsgdlt fehérje spektrumdét sem befelydselta.

3e8e6, & CBS fehérje kit8dés vizsgilats egyensilyi diglizissel
&s _gélsziiréssel,

A CBS zlbumin kit8dését egyemsilyi dializissel vizsgdlve s dializé-
16 hiivelyekbe O-6 umel k¥zbtti BEA kemcemtrdciéser mellé 10-10 mmel
CBS~-t mértink be és @ mgkétdtt CBS memayiségét s dializétumban mért

dreg koncentrdcidja slapjén szémeltuk. A kisérleteket pH 7,4-es

pufferben v‘go:tﬁk és az eredményeket s lh.tdblézathban mutstjuk be.



Vizsgélt readszer Diglizdtum Katott Ketott
BSA CBs CBS tartalma CBsS CBS / BSA
pmel hmel pmel puel M/M

6,0 10 0 10 1,67

4,5 10 0 10 2,22

3,0 10 0 10 3433

1,5 10 1,1 8,9 595

0,75 10 5ok 4,6 6,12

0 10 10,0 0 -

A l4,téblézat adataibsdl 14thaté, hegy az egyemsilyi dislizis ki~
rilményei kozétt a BSA hatszeres meldris folislegbem tud CBS~t
stabilan megkdtni,

A fentiek szerint 1 g BSA-hez mimtegy 90 pmel CBS kitSdik.

Az albumin, valemint kristdlyes LDH CBS kemplexeivel kaposelates
gélsziiréses vizsgdlataink eredményét csak mint kvslitativ megfigye-
lést kéz81jilks A CBS«BSA kemplex =~ legaldbbis a felvitt anysg zbme =~
2z eszlepon megbemlett és s CBS sz albuminitél kiillénvélva g késSbbi
frakcibdkhran jelemtkezett, Ezzel szemben az LDH o;otibon 8z enzimet
kivets frakcibk egyikébea sem tudtumk kimutatmi CBS~t és sz emzim-

aktivités a legkisebb mértékben sem szabasdult fel a gdtlés slél.



A% EREDMENYEK MEGVITATASA

A kérdés olméleti és gyakerlaeti femtecsdges mistt mér az elsé
gntibietikumek felfedezéce utdm wegindult hatdsmechamizmusuk
tisztézdsdngk vizsgilata. Az utébki években ez g prebléma egyre
novekvd szémmal vemzetta & biokémikusekst és mikredieldgusekat,
sminek oredményeként fgem msgy vizsgélati snysg gylilt Bssze.
Ezekre sz eredményekre témgszkedva t6bbem megkiséreliék gz smti-
bietikumekst hatdsmecharizmusek slapjém csepertesitani /Gale,1963;
Newten,1965; Weedruff és Miller, 1962; Davis és Feingeld, 1962;
Goettlieh és Shaw, 1967/.

A hetésmechanizmusen slapuld legegyszeriibb esztélyezds Galetél
szérmazik /Gele, 1963/:

1, A bgkteridlis sejtfal szintézisére, szerkezetére, vagy
mindkettére haté amtibietikumek.

2. A sejtmenbrén funkcidjat, szintézisét, vagy mimdkettdt
kiresité sntibietikumek.

3¢ A fehérje, s nukleinsav, vagy mindkettd sziatézisét gdtlé

gntibietikumek,

A legszélesebh kirben valészPniileg Newten jéval részletezébb be-
osztdsdt fegadjék el, amely a kivetkezs /Newten, 1965/:



1, A sejtfsl szintézisét befelydseld sntibietikumek,

2¢ A sejtfal és g membrdan szintézisét befelydseld antibi-
etikumek,

3¢ A menbrén permegbilitését befelyfiseld stibietikumek,

4, Az elektremtramszpert imhibiterai és s "szétkapecselé”

fgensek,
5¢ A metallepreteidek szintézisét ghtld és keldtképzé amnti-
bietikumek.

6. A purinek és purimmukleetidek szintézisének inhibiterai.
7« A DNS szintézis imhibiterai.
8. A gometikel infermicid tramszkripciéjdt pefelydseld snti-

bietikumek.

9, & fehérjeszintézist gdtld antibietikumek,

Bzek a hatdcmechanizmus tipusek természetesem csak sz elsd kize=-
litéshen vald tdjékezbdést szelgdlhatjdk. A merev ssztélyezéis ve-
szélyére maguk a szerzfk hivjdk fel g figyelmet, hiszem létezmek
elysn gntibietikumek is, amelyeket mal ismereteink szerint akér
t5bh cseperthba is be lehet serelmi. Mis esetekben sgy-egy amyagrél
kislakult vélemény gz Gjabk adatek fényében joldatlson uogv(ltoso%t

és az ilyen "meglepetések” a ma mér nagyszémid kisérleti munks elle~
nére a jovésen is virhaték. Ez magyesn is érthetlvé vdlik, ha meg-
gondeljuk Newten ide vematkezd megdllapitésdt: "A szenzitiv sejt
specifikus kétéhelye és az intibietikum k¥z6tti kdlcstmhatds resk-
cidk ldncelatdt imditja el, smely végil s sejt esztdddsénak és



norndlis mnlvekedésének gétlésdhez vezet, és gyskram g sejt tele

jes gutelizisét veajs mags utda." Ez egy diasmikus felyamat,
amely pdvidebbehosszabb 1d8 alatt @ sejten belil magyszédmi véltee
zést hez létre, kisérleteinkben pedig akér imtakt sejteket, akér
sejtmentes rendszereket vizsgélumk, s nyemenkivdthetd vdltezdsek
szdma mindig alatta mared a tevdbbi vizsgllatra vérd psraméte~

reknek.

A feati szempentek és az a tény, hegy a CBS és dltgldban a kanna-
bineidek hatésmechanizmuséval kapcselatban nagyom kevés iredslmi
témpontot taldltunk arra késztetett, hegy elsd lépéshen ép sejtek
kemplex fizielégial felyamastait vizsgélva prébéljuk s dreg haté-
st behatérelni, A vizsgélatek irdnydt megszabta, hegy a CBS mér
ismert biolégiai hatéisgi és kémisl szerkezete - peoldres és agpeli-
res csepertekkal egyardnt rendelkezd vggyiilet - elképzelhetdvé
tették, hegy hatéisdban kizel 41l g sejimembrén permeabilitdsdi
bofelydseld antibiotikumekhez., Ezt slétdmasziettdk bizemyes ire-
dalmi adatek, smelyek 3z amgkardinsavrél, az Angcardium eccidentasle~
b6l el8811ithatd baktericid dregrdl &llngk rendelkezésre., Ez a ve~
gylilet biolégiai tulajdonsdgait tekintve meglepSen hasenlé a CBS-
hez, kémigilag pedig, mint egy Cls-tcgszi-ﬁ glifés eldalldncet vie
sel8 szalicilsav szérmazék, a CBS B-gyiiriijével reken. Az anakardine-

savat igem aktiv anienes detergensként tartjék szémen /Flerey és

.t.’ lm,O



A tipikusan a baktériumek wembrénjdt kidresitéd antibietikumek a
tyrecidinek, a gramicidinek és a pelymyxinek peftid tori‘ssotﬂok,
élteldban ciklikusgk, jellemz8 rdjuk s feliiletaktivitds és az,
hegy a melekuldk hidreféb lémcekat és peléres csepertekat is tar-

telwaznzk, Bzek az sntibietikumek sekszer a hasenld kémiasi szer-
kezet ellemnére nagyfeki heteregemitdéist mutatmak sntibakteridlis

spektrumukat, hotésmbdjukst és szémes egyéh tulajdensfigukat ille~

téens Logfontesablk kozds jellemzdjiilk az, hegy a detergemsekhez

hasenléan a sejitmenbrint elysn mértékben dezerganizél jék, hegy
az ozmdliikus barrier megssiinik és s sejthdl s kismelekulastlyf
"peel" anyagek, sminesavak, purinek, pirimidinek és gmerganikus

ienek rivid idéa beliil kilrilmek, Ez g hatds azemnal bekivetkezik,
shegy az anyag a baktériumekkal kapcselatba keriil, fehérjeszinté-
zis gdtlék nem befelydseljdk, és nem fiigg s sejtek nivekedésétsl,
vagy motsbelizmusdtél. Az emlitett amtibietikumek £1tal eldidé-
zett sztatikus, vagy cid hatdsért a2z ezmbétikus barrier megsziin-
totése mellett egyes esetokben més membrdénfunkcidk gdtldsét is

foleldssé tesazik /Gale és Tgyler, 1947; Gale,1963; Newten, 1953;

1965; Gettlioh és Shaw,1967/.

Kisérleti koriilményeink k¥zétt a B.subtilis baktérium esetében
11 pM CBS velt s minimdlis ghtldsi kemcemtrdcid., Az B.celi bak-

tériumekat s depg két magysdgremddel nsgyebh kemcemtrdciéban gi-



telta. A MIC ilyean magy kiildnksége gyskramaspecifikus hatdst je-
lez, apit 3z BE.celizdl nem is tulajdenithatumk kizdérélag s CBES-nek.
Figyelenbe véve a CBS éc az E.celi sejtek kElcstnhatéisdval kapcse-
lates eredeényeket, /3.2.4./ nagyen valészimiimek létszik, hegy ama~-
gas dreg kemcentrdcidm kiviil a szilkségszeriiem ugyancsak nagy slke-
hel és trietilamim mennyiségek tették leheitdvé kelld memnyiségi
CBSw-nek s hgtéhelyéhez vald eljutdsét.

Nem lehet figyelwen kiviil hegyni azt sem,hegy ezekmek az alkehel és
tristilsmin memanyiségeknek mér dmmagdban is ven hatdsuk s sejtekre.

Az iredglembdsn fellelhatd meglehatésenrn heteregén kisérleti kiériil-
nények miatt mem mend sokat a CBS-sel kapott MIC Gsszevetése, miés
satibietikumek MIC értékeivel. Az Usszehasenlitdst megmeheziti hegy
az eredményecket &1ltaldban nem meldris egységhern adjidk meg. A memb-
rédnarg haté antibietikumek MIC értékei sz érzékeny baktériumekkal
szemben 1-100 ug/ml k¥z5tt mezegmak, igy a CBS 5 ug/ml-es értéke
ezen mhatéren beliil esik. Erdekes viszemt,hegy sem a MIC meghatére-
zdgéndl ,senm g wdvakedési gorbédk felvételénédl g CBS kemcenmtricide
sorban a hatdstalan és 3 cid értékek kUzbit sztatikus hatdst Kmu-
tatai nem lehetett., A detergeas amtibietikumek £1l%taldban cid ken-
centrécidjuk alett, szilk hatdrek kdzétt sztatikus hatdsisk, de
példdul a gramicidinmeknél kifejozetten a bakterieszhatikus hatds
denindl. Az ép sejtekkel végzett kisérletekben a B.subtilisre
kapett MIC-nek megfleld kemcemtrdicid koriili értékekkel delgeztusk,

figyelembevéve az itt slkalmazett magyebh sejiszémekat is.



A membrénkéresitéd antivietikumekra jellemzd, hegy kiildadssn kise
mennyiségi oltbanyaget haszadlva a lag fdzis idStartandt hesszi
idore megayljtjdke A& gramicidin példdul a Stre haemelyticus lag
fézisdt tobb mint 10 Grére telts ki. A hatdst g metzbelizmususk
a peel anysgek elszivargdsa kdvetkeziében létrejivd lelassulésé-
val magyarézzéke A CBS nem mutatis ezt & jelemcéget, akér 2:106.
akdr 5x103 sejt/ml imekulumekat haszmélturk g nbvekedési vizsgé=
lat serdn /6.ébra/. Az dbrdn feltiimtettiik g lag fézis maximdlis
megayildsdt, ami igen ritkér és cssk s magy inekulumszimnidl je~
lentkezett, Enmek nyilvdn nem a metabelitek elszivdrgésa az oka,
hanen egy olyan hatéresetr§l van szé,amiker a dreg memnyisége az
inekulus jelentds, de mem teljes elpusztitdsdra velt elegendd.

A novekedési kisérletek serdm kideriilt, hegy Hga+ széles kenceat-
rdcid hatérek kozott a CBS hatdsdt mem befelydseljas /7.dbra/,

BSA jelenlétében viszent s gétlds felfliggesztBdik /S.dbra/.

4e2, A CBS hstdsa az ezmdti karrierre.

A mombrindestrukcié kézvetlaen kimutatdsdra végzett kisérletek tel-
Jjesen wegativ eredméayt adtake Az UV aeszerbens amyagek és sz awi-
nosavak legdésdnak CBS jelemlétéken vald fokezbdliss - ha egyfltaldn
s kisérleti hibékst meghslsdja -~ elyan kicsi /4. és 5, tdblézat/,
hegy Ssszevetve 2 sejtekber kimutasthatéd teljes mesmmyiségekkel, vala-
sint & detergeas smtibistikumek hatésdvsl /Gale és Tayler, 1947;

Newter, 1953/, semmiféle jelentSsége nem lehet.

A kenduktemetrids mérések értékelésémél Ovatessdgre int a baktéri-

umoksdl felszabadihatd iemek kis mennyisge. Az azenban egyérteluiien



kideriilt, hegy a CBS mem fekezza az iemleaddst /9.dbra/. A tri-

etilaminnal végzett Usszes zisérlet koziil egyediil a kemdukte-
metrids wérések serdn kaptumk pezitiv eredmémyt., Kérdéses,hegy

a vezetlképesséy fekezddésa az ienleadds mivekedésémek, vagy més
eknak a2 kivetkezménye, de a trietilamin MIC értéke, valamint 3
tenyészetek nivekedésére és sz egyéd vizsgidlt paraméterekre vald
hatdstalansdgs amellett s26l, hegy emmek a jelemségmek a CBS bak-
tericid hatdsdban valésziniileg nims szerepe. Bzt bizemyitja, hegy
a kezelési id8 fiiggvényéber a vezetBképesség mdvekedését jelzé
egyenes irdnytangense hatdrezettan csBkkent, amiker z trietil-
amin mellé CBS~t mértiink be, bér a2 meléris ardny még mindig 2:1
maradt g trietilemin javéra. Ha s két anyag ekvimeldrisan velt
jelem, a kemirellal azemes eredményt kaptumk, illetve a kerai,
expenencidlis jellegii szakyszen a CBS 3z ienleaddst kifejezetten

cstkkentette,

Bér a kenmduktemetrids vizsgdlatek tevébbi kérdéseket vetettek fel,
s membrédndestrukcié kimutatdsdra szelgdld hédrem fiiggetlem kisérlet-
serezat eredménye alapjédn kimemdhatjuk,hegy s CBS durvas membrénki-
resitdst mem okez., Hatdsmechanizmuss tehéit elkiilénithetd a deter-
genseknek, illetve a tyrecidin, gramicidin és pelymyxin antibie~
tikuneknak 2z ezmbéiikus barriert megsziintet§ hatésdtél. Ezek s ki~
sérletek természetesem nem zdérjdk ki smmsk a lehetSségét, hegy s
CBS hatdsy mfis membrénfunkcidk gdtldsdval kapcselates.



110 pM CBS a B.subtilis sejtek légzését azemmal ledllitetts,

az B.celirg pedig hatéstalan velt., /ll.8bra/. A Gram-pezitiv
baktériumek TTC redukcibja 22 uM CBS mellett igen erfsem le-

estkkent, 55 pM-ndl pedig gyskerlatileg megsziiat. A légzéssel
ellentétben g CBS cstkkentette az E.celi sejtek TIC redukcid-

jét is /7.téblézat/. A vizsgdlatet gliikézen kiviil més metabe-

11261646 cukrekkal és szerves savakkal elvégezve nemcsak a git-

ldst kapiuk meg, minden esetben, hanem emmek a CBS kenceatrdcié

fiiggése is azenmes velt. /B.téblézat/.

A CBS gételja a B.subtilis glikéz felvételét, de még 110 pM
CBS jelenlétében is g felvétel tubb,mint 10 perc utén sziimik meg.

Erdekes, hegy egy rbvid stagnélé peribdus utém g kézeghben g glii-

kéz mennyisége emelkedni litszik és ez a temdemcia a nagyebb

CBS kencentrécidéndl még kifejezettebb., Az E.celi glikéz felvétele
zavartalan velt, bér g TTC-s eredmémyek migtt g kisérletet szemi-
angered koriilmémyek koztt is elvégeztik.

A TTCes vizsgfilatekkal a légzésgdtlés helyét kivéatuk behatérelnmi.
A sejtek jelentéktelem endegén tartaléks miatt a redukeid zavar-

talan lefelyésa feltételezi g légzési szubszirdt felvételét és 2



katbbelikus regkciéldnc intagktségdt egészern az elektrengkcepter
belépési helyéig. A glikéz felvételt a CBS ugyam megsziiateti, de
ezt mégsem tekinthetjiik a légzés-  tlds ekémek, Azenes CBS kemcent-
réciék hatdésdt Ysszehasenlitva,s TTC rddukeid és a légzés gzeanal
megsziint, mig 8 glikéz felvétel csak egy 146 utén. Ez snngl elle~
nére tortént igy, hegy metedikel ekek migtt s két ¢l8z8 esetben
nagyebb sejtszdmi szuszpemzibkat glkalmaztumk, mint g felvételi
kisérletben., Misrészt g TTCes vizsgilatekban sekkal valésziniibb,
hegg @ CBS nem a kiilonboz8 szubszirdtek anyagfelvételét gdtelja
azenesan, hanem g gétléis helye metabelizmusuk kizds szakaszéra
esik. Ismert, hegy kiillonedzé flevimesnzimek, mint a berestydnké-
sgv~-dehidregendz /EC 1.3.99.1./, a xantinexiddz /EC l.2.3.2./,
vagy a NADH-citekrem c-reduktdz /EC 1.6,2.1./ redukdljék a tetra-
zeliumekat ,migy a piridimmukleetid dependens exidereduktézek,
illetve redukélt keemzimeRk mem képesek erre. A TTC osetén g kiz-
vetlen elekirendenor a citekrem ay. /Bredie és Gets, 1951; 1952;
1952a; Jéuber,1958/.

Feltételezve, hegy magéngk a TTC-mek a sejtekbe veld bejutdsdt a
CBS nem skaddlyezza, a légzésgdtlés ekét a berestydnkdsav-dehidre-
gendz és g citekren 39 illotva é#ltalénesabbar a hidregéntranszpertet
az elekirontranszperttal Usszekité flavepreteinek és az emlitett
citokren koz6tt kell kerssaiink, mivel g TTC redukecid szukeindt

jelenlétében is ghtelt velt.



A hatéhely tovdbbi megktzelitésére ¢ NADH~oxiddz sejtmentes rend-

szerben vald vizsgdlats igen slkalmasnak ldtszott. Ebben sz esetben
nem egyetlen enzimmel, hanem egy komplex rendszerrel, s sejtmembrén
kiilonbbz8 méretii tiredékeivel delgozunk, smely Usszerendezett milki-
désre alkalmas 6llapetban tartslmazza s hidrogén-elekiromtranszport-
ban résztvevé flaveproteineket és s citokromrendszert. Osszetettsé-
géb8l wdbdb hétrdnys egyittal eldny is, mert mérésével a bieclégiei

oxiddcidnak éppen a szémunkrs érdekes szakssza velt tesztelhetd.

A vérskozésnak megfelelfen g CBS jelentds mértékben gétolts a
N/DH-oxiddz aktivitdst és kisebb_nagyobb mértékben a vizsgdlt exido-
reduktdzékét mindkét baktérium esetében, kivéve s B.subtilis G-6-PDHe~t,
/10.téblézat/.

Weber majextraktumokban kimutstta,hegy a ghkilkolitikus kulcsenzimeket

a glilkekindzt /EC 2.7.1.2./, @ feszfofruktokindzt /EC 2.,7.1.11./, va=-
lamint @ pirosz8lésavkinézt /EC 2.7.1.40./ kiilénbézé zsirsavek s szén-
lénc hesszénak fliggvényében gdteljdk és ezutdn reguldljédk s szénhidrét
metabolizmust., /Lea és Weber, 1968; Weber és mt.,1966./. Baktérimmek~
kal hasonld eredményeket kapott Ferdinandus és Clark, azzal s kiegé-
szitéssel, hogy s zsirsavek kisebb mértékben csbPkkemtik s regulécidban
szerepet nem jédtszé dehidrogendzok sktivitdsdt is /Ferdinandus és Clark,
1969/. 4 femti iredslmi sdetok alapjén nem megleps, hegy a CBS sz
sszes vizsgdlt enzimet gétolta. Elséserban alkil csepertjs miatt valé-
szinii, hogy van wég néhdny enzim s szénhidrdt metabolizmus teriiletén,

& vizsgélatokon kiviil is, amire hat.



A CBS hatésmbédjes szempontjdbél azonban s szénhidrdt metabelizmus
enzimei k¥zil a» legnagyebb valésziniiséggel a lABH-oxidtz tungcié-
jénak zavars jétszhat szerepet. A gdtléshez llﬂkB“'B CBS kencent-
récid a B.subtilis esetében Jolontl-oa nagyebb a IIC értéknél, de
egy membrén~-k¥tott lipeprotein esetében, figyelembevéve g CBS hide-
reféb jellegét, ennek nem lehet jelentésége.

A NADH oxiddz gftldsa Usszeegyeztethetd s dreg egyéb hatésaival,
nevezetesen az szenngli légzésgltléssal és az energiasigényes fo-

lyamatek - mint pl. a gliilkézfelvétel - révid idén beliili ledlldséval.

44, A CBS hat é e

A CBS~sgel és kristdlyos LDHeval, illetve BSA-val végzett kisérletek
egylittes eredménye arra utalt, hegy a CBS bizenyes fehérjékkel kemp-
lexeket képez. A CBS-nek & fehérjékre vald hatéisdban s nem tdl nagy
szému kisérleti példs ellenére bizenyes specificités megfigyelhets,
A bakteriflis enzimekenm kiviil g CBS gételjs a diszné vézizem LDH,
valamint a slﬁk(:oxlils-yoroxldta rendszer sktivitdsdt. /3.4.4./,

de nincs hatéssel sz slkslikus feszfatézra /13.tdblézet/, és5 s

tripszinre sem /Perényi, 1974/,

A CBS kemplexet képez & BSA-val, de - legalébbis differencia spekirunm
alapjén -~ nem mutathstéd ki kélcsénhatés a citekrem c-vel /3.4.5./.
Ugyancsak gétld hatdst mutattunk ki ssecites tumerek sejtmentes extrak«
tuméban LDHeval /Hullén, Gadl, Helczinger és Kremmer, 1972/, illetve
NADH-exidézzal, velamint NADH-2,6~diklérfendlindefenel-exidereduktéiz~

zal szemben /Hullén, Gaél, Helczinger és Kremmer, 1973/.



A CBS-fehérje kélcstnhatdsrs jellemz8 hegy mind sz enzim gdtlésa,
/3e#ele/, mind s BSA-val 1étrejoed kemplex kialakuldss pillenat-
szerii /3.4.5./ és a hatések s kezelési 1dSvel nem fekezédnak.

Az LDB gétlésa reverzibilis /3.4.2./ és igy egyensidlyi kemstans~
sal jellemezhetS. A BSA melekuldn pedig a CBS szémérs hat viszeny-

lag stabil kétéhelyet lehetett Mimutatni /3.4.6./

A pH fiiggvényében gz LDH gltldst nem vizsgdltuk. Némi felvildge-
sitdst ad az eltérd pH eptimumek miatt - 7,4, illetve 9,0 -

2z ellentett regkecibk gdtlésénak vizsgélats, smi véleményiink sze-
rint nem mutat nagy kiilénbséget, kiilonisen ha figyelembevesszilk g
reakcidkiriiluények egyéd szilkségszerii eltéréseit is. /l4.4bra/.
Ugyanakker g CBS=-BSA kitSdést jellemzd differencias spekirumek jelle-
lgn s pll=val, az alkalikus irdnyban szintén kevéssé véltezett és

s kiugréan legnagyebb mértékii kit8dést feltételezd spektrdlis vdlte-
zéist éppen 8 BSA izeelektremes pentja k¥zelében kaptuk, shel egyéb-
ként s CBS peldres csepertjsi sincsennek disszecidlt &llapetban
/3e4.5./+ Bzzel Ssszhangban van az az eredmény is, hegy mig egy
bédzikus karskterii fehérjével - s citekrem c-vel -~ a CBS differencis
spektrumet nem adett egydltalén, s metildlt BSA-vel felvett diffe-
rencia spektrumek kvalitativ és kvantitativ szempentbél egyardnt

megegyeztek sz szenes kencentrécibju BSA-val mért értékekkel /3.4.5./.

Magének a differencias spektrumnak az értékelését bizenytalannd tesszi,
hegy a ligandum is abszerbedl sz UV tarteményban., Véleményiink sze-
rint az létszik legvalésziniibbnek,hegy a két8dés kévetkeztében a CBS

abszerpciés maximumai 10-10 nu-es vérés, sz slbumin 280 ng-es
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maximuna 15 nu-ss kék eltelbddst szenvedtek, Pelet és Steinhardt
az albumin differencia spektrumibgn jelontkezs kék eltelédis magys~
rézatérs tUbbféle lehetSséget is leir /Polet ésSteinhardt, 1968/,

A 285 nm-es minimuset is figyeleabavéve dgy gendeljuk, hegy s CBE
kitddése cerdn s BSA kisebb kenfermfcids vdliezécérs lehet szlmita-
ni mint & hasenldan kis kencentrécidkbsn vizsgdlt anienes detergen~

sek esetén /Bigelew, 1962; Pelet és Steinherdt, 1563/,

A spektrfilis véltezds alepjén s CBS-t illetfleg valbeziniinek tari-
juk,hegy a kot6dés érinti o B grird U elektrenrendszerét.

Arra o kérdécre, hegy mi » kizés s piridinnuklectid-oxidereduktdzek
ghtldséban tvgy ldtszik, hegy ez LDH gltlds kinetikei vizsgélata ma-
gyerdzatet sd. A CBE neukempetitiv gétlést mutatett a pireszflisave
val és kevert gltlédst sz oxiddlt keensimmel /12,t4blézat/. Széuunkre
sz utébbi eredmény mend tEbbet, jelezve, hegy ez inhibiter és a ke~
enzin kitbhelye részben fedik egyméat,

Andersen éc munkatérsel killénbésd keenzimanslégek kblcsUnhatésénak
kinetikal smalizisével feltérképezték az L-A -glicercofeszfdtdehidre~
gondz /BC 1.1.1.8,/ koengin kétShelyét, és @ N4D szerkezetének meg-
folell hérem réglé mellett egy hidroféb régidét is teldltek /Rim és
Andersen, 1968/,

Az emlitott enzimen kivil tobbak kzitt ADE~t, G-6-PDH-t, LDH-t ds
M-t is vizsghléek, B -slkilniketinanid-klaridek hemelég serezaté~
val a metiltfl a dedecil szérmezékig. Vélembnyiik szerint az



egyes dehidregendzek NAD k¥tésében a hidreféb régibk szerepe kiilén-
b628, mert s hdrem utébbi enzim esetében s gdtlé kencentricidknél mér
valésziniileg s gdtlédsban a detergens hatdsek demindltak /Andersen,
Reynelds, Andersen, 1965/. 4 CBS inhibiter kenstanss viszent még az
LDH-val szembeen is kisebb, mint ez sz érték az emlitett hemelég ser
leghatékenyabb tagja és sz ADH esetén. Az ll-alkilnikotinaaidklori-
dek detergens jellegil, aspecifikus gdtldséval szembmn tehdt a CBS

az LDH«t specifikusan gételta és az inhibiter kenstansbél szénmelt
jelentékeny kotési energis elyan értéknek felel meg, amely ez alkil-
csepert és g gyiirik - elsSserban a B gyiirii - hidreféb kitShellyel
veld diszperzibés kélcsbnhatdsdbél szdrmazhst /Webb, 1963/.

Bér slternativ magyasrdzatek is lehetségesek, valészinii, hegy kélestn-
hatésba lépve s NAD kétShely hidreféd régidjdval a CBS nemcsak ez 41~
talunk vizsgdlt, hanem egyéb dehidregenfizekast is gétel és ez a gétlds

sok esetben kifejezettebdb lehet sz LDH gdtldsénél.

A szalicilsavrél és a fenelrél egyarént kimutattdk, hegy gételja &
D-gminesav-exiddzt /EC l.4.3.3./ és a ghtldsban t5bbféle mechanizmus

is szerepet jdtszik. Mindkét vegyiilet komplexet képez a keenzimmel és
egylittal vetélkedik a FAD k¥tShelyért. A szalicilsev résdésul a szubszt-
réttal is kempetitiv, igy héremféle mechanizmussal is gételja az en-
zimet /Webb, 1963/.

A szelicilsavval vald kémisi rekenséigen kiviil egy ser tébbé-kevésbé
indirekt adatunk van arra, hegy a CBS kiilénbéz8 flavepreteinsknek is
inhibiteras. A CBS NADH-exidézra vald hatéséban szerepet jdtszhat a

szalicilsavval leirt egyik, vagy mésik gdtlési mechanizmus, de elméleti
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moggondeldsek alapjdn még egy specffikus inhibiter hatdst is
feltételezheliink, Ujsbban t8bb membrén-kdtétt, lipepretein en-
zinrdl kimutették, hegy milkddésiikhéz reverzibilisen eltdvelithatéd
lipidek szilkségesek. Ezek kizitt van a NADH-citekrem-c-reduktéz
JEC 1.6.99.}./ is, amely aktivitdsdhez 1:1 ardnyban lecitint &s
lizelecitint igényel. A CBS-rél jozgal feltételezhetjiik, hegy
wind o lipidekkel, mind a kétShelyiikkel kapcselatba léphet és

ez akér dinté ek is lehet s NADH-exiddzra veld hatéséban.

Usszegezve a kiillonbbz8 kisérletek eredményeit megéllapithatjuk,

hegy a CBS a fehérjékkel kevalens k¥téseket nem létesit és az
elektrosztatikus kélestnhatédsek is valésziniitienek. A BSA-n és

s vizggdli enzimeken kiviil feltehetfen t&bb més fehérjével is
kapcselatbas 1lép és minden bizennyal ennek el8feltétele o CBS

szfndrs megfeleld hidreféb kitShely megléte a fehérjemelekuldn.

4.5. A CBS szelektivitésdval, in vive insktivélféddsdval és hatés~
d lates eredmé ttekintége

A CBS és @ baktériumek kapcselatdnak vizsgdletaker kideriilt, hegy
g dreg nemcssk a8 B.subtilis, hanem gz E.celi sejtckhez is kit~
dott. Ezekrdl s baktériumekrél szemban hideg pufferrel lemeshatéd

velt, és a mesett sejtekbfl CBS-t kimutatni nem lehetett /6.tdblézat/.

Hansch igen szemléletes kifejezése szerint g kiilonbézé vegyliletek
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@ baktériumek mnmbpdnjéig a sejtfalen keresztiil egy "randem walk”
serén Juingk el, Kimutettdk, hegy ennek bekévetkezése, vagy el-
maraddss @z snysg polaritdsdtél figg, smelynek optimdlis értéke

a Gram-pozitiv, illetve a Gram-negativ sejtek esetében kiilénbszé
Jlien, Hansch és Andersen, 1968/.

Ismert, hogy & lipideknek sgerepik van s baktériumek rezisztenci~
éjéban és megfeleld tenyfeztési viszonyek kiUzétt a celluléris li-
pidek ndvekedésével ezt fokeznl lehet./Véci, 1967;/Clarke és Lilly
pedig elekirenmikreszképes felvételekkel kimutaitdk, hegy sz E.coli
sgjtfaldnak mindkét eldalén lipeprotein membrén telélhaté /Clarke és
1illy, 1962/ A CBS baktériumsejtekkel valé kilcstnhatésénak ered-
uényeit a fenti irodalmakkdl egybevetve sz antimikrébés szelekti-

vités okas Dban kereshetd, hogy s Gram-negativ sejtek mages lipid-
tartalmd, lipeprotein nembrénnal védett sejtfals megaksddlyezza @
hidreféb drog eljutdsédt hatdhelyéhez,

A CBS és g t6bbi antinmikrdbés hatési kamnabineid killonbézé fehérjék,
vagy szérus jelemlétében inasktivélédnek /Ksbelik, Krejeci és San-
tavy, 1960; Mecheulan és Gaseni, 1967/. Kisérleteink serén bebize-
nyesedett, hegy a CBS viszenylag stebil kemplexeket képez a BSA-val
/3450 65 3ehe6e/s Nagyon sek kemeterdpeutikumrdl ismert aszenban,
hogy k¥td@dik sz slbuninhez és emnek ellenére in vive hatdses.

A BSA g szérbubez viszenyitva egy nagységrenddel kisebb kencentré-
ciéban egyértelmiien felfliggesztette B.subtilis tenyészet nivekedé-
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sére az aktudlis gétlédsi kencentrécid &tszordsének hatésdt

/7.6bra/y mégis a CBS rendkiviil hidreféb karsktere /2.3.l1./ és

a kiilonbozd fehérjékkel szemben mutatett viselkedése miatt valé-
szinii, hegy az in vive aktivitdsvesztés eka elsSserban nem az
slbuninhez, hanem s lipepreteinekhez vald kétSdése lehet. Ezt
részben alftémasztjdk jelzett A ‘rHCevel kapett eredmények,

anelyek slapjén feltételezik, hegy a dreg transzpertja lipepre-
teinekhez kétéitten tUrténik /Wahlquist és mt., 1970/,

Ugysnakker ez sz elképzelés és a 4 1~!IC gyers mefabeliznusé-
rol kBz6lt adastok felvetik annak g lehet8ségét is, hegy sz antie-
mikrébds hatéds elvesztésének eokii osetleg nem, vegy nem kizéréd-
lag a fehérjokttédésben kell keresni.

Kisérleteink alapjdn a CBS hatdsmechanizmuséval kapcselstban né-

hény negativ, illetve pezitiv megéllapitdst tehetiink.

Megdllapithaté, hegy s CBS a tyrecidinek, gramicidinek és pelymyxi-
nek hatdsénez hasenld durva membridnkéresitést nem okez. A CBS szer-
kezetében ehhez 3 hatéshez vglészinlileg két feltétel is hidnyzik.
Az emlitett antibietikumek lipefil és lipeféb része sztérikusan a
melekulas ellentétes eldalédn helyezkedik el és s pelires cseperi

karaktere valésziniileg erésebb, mint a CBS-§,

Hatdctalansdpga 22 alkelikus feszfatdzre, valamint a2z s tény, hogy
Hg2+ a CBS gdtld hatdcdt baktérium tenyészet névekddésére nem be-

felydselta, smellett =261, hegy nem fémkepplexek képzésén keresztiil

hat. Ez azenbsn keréntsem biztes, kiilén®sen ha a szalicilsav kemplex-
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képzé tulajdensdgait figyelembe vessszilk,

A fent emlitett két kivetkeztetés Esszhangban van s CBS kémiai
nédesitdsrél, valanint a t¥bbi antinmikrébds hatdsi kanngbineidrél
rendekezésre 8116 adatekkal. Igaz, hegy s karbexil-csepert helyette~
sitése més csepertekkal az sktivités elvesztését vents mags utén
JFerenczy, 1962/, de a négy ismert sntimikrébés hetdst kanngbineid
kbziil kettének, a kannebidielnak /I/ és a kannabigdrelnak /X/, a

melekuldjén nincs karbexil-csepert.

Az ép sejtek anyageseréjével kapcselates vizsgdlatek s bielégiai
oxidécid zavardrs hivtdk fel a figyelmet, egyittal kizédrtdk azt a
lehet8séget, hegy a CBS, mint szétkapcseld dgens hat. A légzésgét-
l4st @ NADHeoxidéz, illetve valésziniileg s funkcidjdban résztvevd

flavepreteinek gétlésa ekezza.

A BSA-val képzett CBS kemplexek vizsgdlatas és diszné vézizem LDH
gétldsénak kinetikai analizise szerint @ CBS hatdsa a fehérjékre
nem mutat specifikus, detergens jelleget, s8t, a peléres cseper=-
tek szerepe valésziniileg slérendelt és s kétSdésben a diszperzids
erSk deminflnak., A CBS~t ez 2 tulajdensfigs specifikussd teszi, de
specifitéss nem sziikiil le nagyen, igy s glikéz exidécié reakeiéi
kéziil héren enzimcsepertet emelhetiink ki, smelyiknek vérhatdan
tébbé=kevésbé minden tagjdra hathat a CBS. Az ogyik a flavepretei-
nek,s mésik @ piridinnukleetid dependens exidersdukiézek,s harmadik

a glikelitikus kulcsenzimek csepertja.Mig a flavepreteinekre és a



dehidroegenizokra venatkezdan tébb kisérleti eredméunyel rendel=-
keziink, s Webar~féls regulécife enzimekre vslé CBS hatds csak fel~-
tételezés.

A MIC jelemlétében s sejtekeam beliil & CBS gdtlé hatésa a NADE-
exidfizra valdszinlileg tékéletes. A s§jt membrénjén lekalizdlt lipe-
preteinek s kizegben 1év8 hatdanyag kencentirécid tibbszirisét kite
hetik meges Ha a t¥kéletes légnésgdtlis mellett az Embden~Meyerhef
reskeibk kiziil is megfeleld mértékii gdtlds ald kerill velamelyik
enzim, a bsktericid hatds az energiselldtés zavara miastt kiévetkez~-
het be,

A CBS hatésuédjédval kapeselstes kisérleteink sziikségszeriien a
vizsgflhaté lehetSségek téredékére szeritkeztak. Véleménylink szerint
a hetdsmechsnizmus tovébbi tisztézdsérs ugyancssk a sejtmembrénnal

kapcselatban kellene kisérleteket végezni és elsSserban a CBS-nek
& membrén-kdtott, lipid dependens lipepreteinekre vald hatését vizs-
gélni,
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Kisérleteinkben a kanngbidielsavat /CBS/, a Cannsbis sativa L.
baktericid hatdanyegdt vizsgéltuk.

Az eredményeket sz sldbbiskban feglaljuk ¥ssze:

1.

26

3e

4,

De

6.

4 CBS kencentréicid bieldégiai eredetii kézegben slkalmass meghaté-
rezficdra differencia spektrofeotemetridn slapuléd médszert delgez~
tunk ki.

A CBS gétolts a B.oubtilis tenyészetek nivekedését, légzését,
trifeniltetrazeliunklerid redukeidjdt és glikézfelvételét.

A CBS hatéséra nem fekezbdett sz fenek és a kismelekulasdlyd
metabelitek leaddsa sz érzpkeny sejtekbdl.

4 CBS mind a B.subtilis, mind az E.celi sejtmentes extraktumek-
ban jelent@sen gdtelta a NADH-exidéz sktivitdst, és kiilonbozé
mértékil gdtldsekat predukélt piridinnukleetid dependens exide-
reduktézekkal szemben.

Marhs szérumslbuminngl képzett kemplexének, valamint a diszné
vézizom tejsavdehidregenfiz gdtlés kinetikéjénak vizsgélatéival
mogkiséreltilk a CBS fehérjékre valé hatéisdt jellemezni, amelyben
- véleményiink szerint - a hidreféb kélcsénhatések demindlnak.

Kisérleti eredményeink slapjén diszkutéltuk s CBS szelektivitd-
sénak, in vive hatdstalannd védlédséinak és @ baktericid hatés mébd-
jénak valészinii ekait.
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