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Aa €16 sejt az ¢let fenntartasdhoz, anyagcseréjéhez és sza—
X>orodasahos sziikséges energiat a benne ¢€s kornyezetében le-
jatszddo kémiai atalakulasokbol fedezi. A sejt, mikdzben
¢letfontossagul anyagait felepiti, illetve a tapanyagokat
lebontja, munkat végez ¢s szabadenergiaja megvaltozik.
Kiilonosen jol tanulmanyozhatéo a sejtek szabadenergia vi-
szonya mikroszervezetek tenyészeteiben, ahol a kornyezet
nem mas, mint a sejtektdl elkiilonithetd, kémiailag definial-
hatd ¢és Osszetételében tetszés szerint valtoztathatd tap-
oldat, s Igy a sejt-tapdidat komplexum termodinamikailag
1zolalt rendszerként foghatd fel. Miutan a tenyészetekben
a kémiai folyamatok gyakorlatilag atmoszferikus nyoméson
jatszodnak le, alkalmazhaté rajuk az izobar folyamatokra
megallapitott termodinamikai fiiggvényt
AG AH - TAS

ahol G a szabadenergia valtozast, vagy termodinamikus po-
tendalt, Il a hétartalmat, 8 az entropiat jelenti. jivel a
tenyészetekben végbemend kémiai valtozasok végeredményben
oxido-redukci s folyamatokra vezethetdk vissza, ezért a
szabadenergia valtozas mértéke az elektromtridasan mérhetd
redoxpotondul /HP/+ Lnnék allandd pH mellett €szlelt ér-
tekét a termodinamikailag levezetett alabbi egyenlet fejezi
kai:
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ahol EQ a rendszer oxidalt és redukalt alakjanak azonos kon-
centracidja esetén mért potencialty ox ¢és red pedig
az oxidalt, illetve redukalt alak koncentracidjat jelen-

- )

t1. >

A baktérium tenyészetekben €szlelt RP jellemzden koveti a
baktérium novekedési fazisait, azonban a tenyészetekben ki-
fejlédo HP sziikségszerii eredetének megértéséhez ismerniink
kell a tenyészetben lejatszd6dod onyagcserefolyamatok mecha-

nizmusat.

Ismeretes, hogy a friss taptalajra oltott baktériumok sza-
porodasi folyamataban az aktiv szaporodasi fazist egy ugy-
nevezett lag /nyugalmi/ fazis elézi meg. E periddusban a
sejtszanban nincs gyarapodas, vagy csak igen minimalis, Az
a taptalaj ugyanis, amelybe a frissen oltott tenyészet ke-
ril, talsadgosan oxidaldé hatasu ahhoz, hogy a sejtek nove-
kedése ¢és szaporodasa megkezdddjék. A baktériumnak bizonyos
méx*tékben meg kell valtoztatnia kornyezetét, hogy normalis
anyagcseré¢je meginduljon. De nemcsak kornyezetét kell meg-
valtoztatnia, hanem sajat enzimjeinek is alkal. lazkodniok
kell a megvaltozott koriilményekhez. Ebben a szakban torté-
nik meg a fermantrendszerek atcsoportositasa, esetleg ujak
epitése. A taptalaj redox viszonyait figyelembevéve, e je-
lenség magyarazata a kovetkez6: a taptalaj BP-je nem felel

meg a tenyészet BPMjptinumdnak] azonos Osszetételll taptala-

jok esetén az KF a kiillonbozd meértékben oldott oxigéntdl



fligg» S mivel a taptalaj redox-kapacitiisa csekely» ezért az
jelent8sen kiilonb6z6 lehet» A tenyészetek, azonban a taptalaj
csekély redoxkapaoitasat kimritik és az BB-t szamukra ked-

vez0 szintre allitjak be»

Amikor a baktériumtenyészet az HB-viszonyokat mar a11*<almas—
sa tette anyagcser¢je szamara, akkor indul meg az aktiv
szaporodasi szakasz, az ugynevezett logaritmikus fazis»
Ilyenkor a baktériumok szama meértani haladvany szerint nd»
A gyors novekedéshez ¢és anyagcserefolyamatokhoz energiara
van sziikseég. Mihez legegyszeriibb energiaforras a tapanyagok
oxidulasa. A tapanyagok elégetése igen sok leépésben torte-
nik, s ennek keresztiilviteléhez igen sok enzim pontosan de-
finialt korilmények kozotti mikodése sziikséges» A redox-
szintet eszerint befolyasoljak mindazok az enzimek, amelyek

a tenyészetben miikodnek.

A novekedés logaritmikus fazisat egy stacionarius, majd
csokkend szakasz koveti» A szaporodas egyre kisebb meérték,
a sejt pusztulasnak indul» E két folyamat egyideig egyen-
sulyban van, majd az autolizis sebessége talndé a szapoio-
dasi sebességen ¢és az ¢lo sejtek szama egyre csokken. Ez
azonban csupan statisztikai kép, de arra nem ad felvilago-
sitast, hogy a sejtben mi torténik. Sok esetben szamunkra
igen érdekes anyagcseretermékek képzddése éppen ebben a
szakaszban jatszodik le. A taptalajsziirlet kémiai Ossze-
tétele ebben a szakaszban jelentOsen megvaltozik, s felte-

tetd, hogy egyes sejtenzimek még akkor is aktivan miikddnek,



amikor a sejt struktaraja felbomlott./1/ A stacionarius

szakaszban az KB-t kialakitd tényezdk a kovetkezdk!

1/ a levegd lassan bediffundal a tapoldatba*®

2/ egyes ektoenzimek, s az anyagcsere folyaman képzddott
raectabolitok megvaltoztatjak a tapold”™t kémiai Osszeté-
telet™

5/ az elektrodok feliiletére tapadt sejtek és metabolitok
a potenoialértékben eltolddast okoznak»

B tényezdk ereddjeként a potencial emelkedik.

Az HP 1d6beli lefolyasat jelz6 tgynevezett redozgorba fi-
gyelembevételével a tenyészet életmikodése soran haromféle
szakaszt kiilonboztethetiink meg. Az els§ szakaszt, amelyet
a fokozott taptalaj felhasznalas és a tenyészet novekedése
jellemez* novekedési fazisnak® a masodik szakaszt, amely-
ben a métabolltok termelése a legintenzivebb™® termelési
fazisnak nevezhetjiik. A harmadik fazisban®* amikor az HP
allandova valik, a tenyészetben latszdlagos egyensulyi alla
pot all be* azonban e szakaszban a netabolitok lebontasa
fokozottabb» valik. Az HP tehat a novekedési fazisban csok-
ken* a termelési fazisban emelkedik* a haruadik™ az HP
szempontjabol egyensulyi fazisban allandé vagy csokken.

E megallapitasokbol azt a kovetkeztetést vonhatjuk le*

hogy ha valamely anyagot mikrobioldgiai utdén termeliink™

a hozam, illetve a tenyészet kihasznalasa annal gazdasago-
sabb, minél rovidebb a ndvekedési fazis és azonos termelé-

si viszonyok mellett minél hosszabb a termelési fazis. A



novekedési fazis ideje az optimalis taptalaj alkalmazasa
mellett novekedési faktorok bevitelével csokkenthetd, mig
a tenaelés meghosszabbitasara a tenyészet KP-jot megval-

toztatd tényezdk alkalmazasa nyajt lehetdéséget /2/.

Hangstlyozni kell, hogy a redox egyenletek levezetése azon
a feltevésen alapul, hogy a rendszer egyensulyban van. Kér-
deés, hogy €16 szervezeteknél hogyan értelmezhetd az egyen-
sulyi allapot. Legfeljebb olyan nyugalmi allapotrol beszél-
hetiink, amelyben a sejt és a tapoldat komponensei kozott

dinamikus egyensuly ;11 fenh.

Ahhoz, hogy kiilonbozd redoxrendszereknek a tenyészet KP- -
Jére kifejtett hatasat attekintsiik, utalni kell a redox-
kapucltas fogalmara. A puffer rendszerekkel analég mddon
egy'redoxrendsser potencialja kizarodlag a komponensek ara-
nyatol fligg, a redoxkapacitas viszont csakis a komponen-
sek abszolit mennyiségének fliggvénye, tdinél nagyobb vala-
mely rendszer redoxkapacitasa, annal nagyobb annak az oxi-
dalé vagy redukald anyagnak a mennyisége, amely a rendszer

RB-Jét egységnyi értekkel megvaltoztatja.

Ha egy bakteriumtenyészetbe a sejt anyagcserétdl idegen re-
doxrendszer kertil, akkor az a tenyészet RB-Jét kilonféle
moédon befolyasolhatja. A valtozas létrehozasaban 1ényeges
¢s dontd szerepe van mind a tenyészet, mind a hozzaadott

rendszer redcxkapacitasanak €s redoxszintjének.



ITeltoteleshetd, hogy a tenyészethez adott redoxrendszer
olyan kis mennyiségii« hogy a tenyészet redoxkapacitiisut
nem meriti ki, s Igy annak RP-jét sem befolyasolja lénye-
gesen. Ha az idegen rendszer redox szintje tavol esik a
tenyészet redgx szintjétdl, akkor gatolhatja a tenyészet
anyagcseré¢jének oxidacios, vagy redukcios folyamatait az-
altal, hogy elébb 6 maga oxidaldédik vagy redukalodik. Az
idegen rendszer redox szintjétdl, illetve redox kapacita-
satol fligg, hogy milyen iranyban tolddik el a tenyészet
RP-je. Ha a tenyészet redox kapacitasa olyan nagy, hogy
mas redoxrendszrrt teljesen redukal vagy oxidal, vagyis
kipuffei'ol, akkor a potencial kiegyensulyozodik és Iénye-

ges potencialvaltzast nem észleliink.

A mérés utjan kapott RP-érték jellemz6 a tapoldat és a sej-
tek kozott végbemend anyagcserére, valamint a tenyészet Os
az esetleg hozzaadott idegen redoxrendszer kozotti kolcson-
hatasra. LUutan a tenyészetben szamos oxido-redukcios fo-
lyamat jatszodik le, a moért RP-érték ezeknek ereddjét fe-

jezi ki, s a tenyészetrdl egy altalanos képet ad.

Az RB-taéxések alkalmazasa igen elterjedt a bioldgiai rend-
szerek vizsgalataban, mivel e kényelmes és gyors“moddszer
segitségével mindig biztosan lehet kovetkeztetni a rend-
szer allapotara. Ldkroszervezetek tenyészeteiben mert re-
dox gorbe hasznos felvilagositast nyujt a fejlédési fazi-

Bok Id6tartamarol, s a képzddott anyagceseretermékek mennyi-

ségi viszonyarol.
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B dolgozatban leirt vizsgalatok célja annak felderitése
volt, hogy lehetséges-e bizonyos mikroorganizmusok anyag-
cser¢jében - a sejthez kapcsolt rcdox rendszerek alkalma-
zasaval - iranyithatd valtoztatasokat létrehozni* A kérdeés
eldontéséhez kiilondsen a kisérleti anyagok konnyli hozzafér-
hetOsége €s a kisérleti eredmények jO reprodukalhatosaga
szempontjabol az 6loszté-hemin komplexum bizonyult légtl-

kairasabbnak*

Hemih tipusa vegyliletek bioldgiai fontossaga az irodaloii™*-
bol mar régota ismert. Bioldgiai jelentdséglikre eKiszOr
urossbergor /3/ mutatott ra, aki megfigyelte, hogy a heiain
szamos mikroorganizmus novekedéséhez elengedhetetleniil
sziikséges. Késébb Davis /4/ kimutatta, hogy a Haemophilus
Influensae bacilus novekedéséhez két faktorra van sziikség,
amelyet Thjotta />/ javaslatara 4 06 Z faktorunk neveztek.
Az X faktorrol kidertlt, hogy s hemoglobinban fordul eld
¢e vastartalmu szarmazékanak alakjaban, aiaely heminnek bi-
zonyult, ookkal hatiasosabb mint a hemoglobir*l. Lwoff /&/
kutatasai szerint a honin fontos szerepet Jatszik bizonyos
baktériumok tapanyag sziikségleteiben €s egyes tripanosomak
novekedéséhez is elengedhetetleniil sziikséges. A hemin vas-
atomja autoxidabilis és a vas vegyértékvaltozasa kovetkez-
tében képes az oxigén atvitait katalizalni. Kulin és geyer
/?/ megkisérelték, hogy szamos bioldgiailag fontos anyag
oxidaciojat hominnel katalizaljak. Ez sikeriilt is telitett

zsirsavak, karotin tipusu pollen festékek és ergosterln ese-
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tobon, A szénhidratok oxidacidjat a honin nem befolyasolja,
G hogy a szervezet Mndezeket mégis képes oxidalni, iftihn
véleménye szerint Ugy magyarazhato, hogy a sejtek a szén-
hidratokat egy eld6készitd Iépésben telitetlen kotéstivé ala-
kitjak, és Igy teszik hozzaférhetdvé a hemin altal katali-
zalt oxidacionak. h feltevés helyességének bizonyitasara
kimutattak, hogy a piroszdldsav, amely alkalikus miliGbon
onolos alakban van jelen, oxigént vess fel, 0 ezt a reakci-
ot a hemin gyorsitja* Kulin véleménye szerint tehat a kata-
litikuG hatas kifejtéséhez telitetlen kotésekre van sziik-
ség. arburg /&/ a hemin katalitikus hatasut mag nélkiili
eritrocitékon vizsgalta. .jivei benniik csak a glikdizls fo-

lyamatai jatszodnak le, igy a feliiletiik az oxidaciora nincs

/

teljesen kihaszndalva, tehat itt a legvaldsziniibb volt u hemin-

oxidaciot katalizald hatasa. Azt talalta, hogy egyes - a klo-

rofill lebontasa folytan nyert, s 0 altala piroheminnok, és

z6ld heminnek nevezett - hemin tipusu anyagok a vOros veér-

testek légzését huszszorosra is képesek fokozni. A katalizis

a maga nemében feliileti, mert narkotikumokkal gatolhato. A
gatlas ezanmonoxid hatasara is létrejon. l.iutin a hemin a
bonno 1évd vas vegyérték valtozasa folytan képes oxidalt és
redukalt alakban jelen lenni, egyes vasporfirin szarmazékok
¢éppen e tulajdonsaguk miatt igen fontos szerepet jatszanak
a mikroorganizmusok oxidacios folyamataiban mint oxigén at-

vivo ferraentek.

kisérleteim elsO részében oxidacios katalizatorként klor-



hemint hasznaltam. Ez a vegylilet azonban vizben ném, csak
alkalikue kozegben oldodik. E kisérletek eredményei nem egy-
értelmiiek®* o ez a molekula nagyfokli asszociacidjanak tulaj-
donithato. A vizoldékony c-hominnel /9/ nyert 1égzésiokozo
¢és Rg csokkentd hatas azonban még egyes anyagcsere termeé-
kek mennyiségi megvaltozasat is okozza. KésObbi vizsgala-
taimban olyan RP csokkentd anyagokkal kisérleteztem™ arao-
lyek egyszeriibb szerkezetiiek, konnyen hozzaférhetdoek 8s

tartds HP csokkenést okoznak.

El8sz6r diphenyl-disulfid-dicarbonsavat €s mas disulfid
vegyliletekot probaltam ki* de ezek tartds KP csokkenést
nem okoztak, legfelel¢bbnek mutatkozott a tioglikolsav,
amely az ¢lesztOtenyeozetek RP-jét hosszt 1doig tartja ala-
csony szinten™® sOt azt i1s megfigyeltem® hogy ergosterin tor
melését is fokozza. Eppen ezért tokintettel az l,ergoste:rin
nagy gyogyszeripari jelent8ségére, érdemesnek lattam a
tiof*likolsavnak az ¢lesztdsejtek anyagcseréjére gyakorolt

hatasat behatdéan vizsgalni.

Az ¢lesztd lipoid €és sterin anyagcserejevel el6szor Holdon
/1o/ foglalkozott behatdéan, i fOleg a tenyésztési korilme-
nyek O0s az ergosterin tartalom kozott allapitott meg Ossze-
fiiggéseket. E vizsgalatok foként azért érdekesek®™ mert ki-
dertlt, hogy a sterin anyagcsere fokozasaval az ci'gosterin
nincs egyenes aranyban. Ila a sejtekben a sterin szintézis
igen intenziv /a szaraz anyag tartalom néhany szazaléka/,

a kisérd sterinok mennyisége a keletkezett ergostox‘inliez
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viszonyitva aranytalanul magas. A kisérd sterinek felhalmo-
zodasa az ergosterinnek tiszta allapotban vald izolalasat
meijneheziti, éppen ezért felvetddhet az a kérdés» hogy az
ergosterin termelésre valo tekintettel hol van az a hatar»
amolyan feliil a sterin termelést mar nem érdemes tovabb
fokozni? Neuberg /11/ vizsgalatai szerint az ¢lesztd er-
gosterin tartalma a sejtek oxidacids tevékenyseégétdl figg.
Bzt a megallapitast Tausson /12/ és. Zorkoczy /!'£/ azzal a
gyakorlati megfigyeléssel egészitettek ki» hogy az anaerob
¢lesztokbdl kivonhaté ergosterin mennyisége utdlagos leve-
gbztetéssel megnodvelhetd, aguigan 6s Balkor /14/ a tapta-
lajba wvitt kiilonféle substrutumok hatasat vizsgaltak és
megallapitottak, hogy a natriuiaacetit csekély, az ascorbin-
sav jelentds mértékben fokozza a sterintermelést. A hidro-
lizalt ¢éleszt6-glikogént hatastalannak talaltak, aminosav-
keverékkel pedig, vagy tirozinnal gatlast észleltek. Bennett
/15/ az ¢élesztd ergosterin tartalmat nem toxikus oxidalo
agensekkel /perszulfat, peroxid, peracetat, metilénkéek,
indigdk;inain/ novelte, amelyeket er6sen levegdzott asszimi-
lalhaté nitrogént nem tartalmazoé taptalajban késziilt tenyé-

szetekben alkalmazott.

A c-hcminnol végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy az az
¢leszto légzését jelentdésen befolyasolja, ¢ mivel az ergo-
storin-termelés a sejtek oxidacids tevékenységétdl fiigg,

varhatd volt, hogy az ¢€élesztd ergosterin tartalma e honin-

készitmény hatasara cmélkedik. Hutterer /16/ vizsgalatai
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szerint levegdzott ¢leszti) tenyészetekben c-hemin hatasura
az ergosterin tartalom hat aras inkubaci6é utan az eredeti-

nek kétszeresére novekedett.

Kisérleti eredmények

1/ Az elsé kisérletsorozatban megvizsgaltam, ho”y a o-homin
milyen médon befolyasolja az ¢€lesztd szuszpenzid légzését™
Az ¢lesztd-honin rendszer oxigén fogyasztasat osszehasonlit-
va ogy ugyanolyan korilmények kozott 1évé™* de c-homint non
tartalmazo6 ¢élesztd szuszpenzidval, azt taldltam, hogy a ho-

nin az ¢lesztd légzését az elsd oOra eltelte utan majdnem

tizszeresre emeli. //= utiva/

2/ iz éleszto-hemin arany megvaltoztatasa a 1€gzés sebessé-
gének megvaltozasat vonja maga utan. Ha az ¢élesztés hemln
arany 1 : 0,006, akkor mar az els® oOraban l6-szeresre emel-
kedik az oxigén fogyas. Ha oz az arany 1 : o0,003-ra csokken,

a légzésiokozas még mindig kimutathato. /2. abra/

3/ Az ¢élesztd légzése heminnel csak korlatolt ideig fokozhato,
hnnek magyarazatara megprobaltaxa feleletet Kapni arra, hogy
milyen kapcsolat jon 1étre az ¢lesztdé és hemin ko6zott. A
kisérlet alatt meghatdroztam az ¢lesztd altal megko6tott ho-
©in mennyiségét ¢s a kotddés koriilményeit. megallapitottam,
&ogy a kotés létrejotte szamara a neutralis milié a kodve-

s6é, mert savanyu kozegben a heoin kvantitative lehasad. A
kotés az 1d6 fiiggvénye 1s, mert 36 O6ra mulva a megkotddott

homin mennyisége Iényegesen lecsokken és az ¢élesztordl le-



1. abra

Az ¢€lesztd légzésének valtozasa O-he.iin hatasara

1» Az ¢€lesztd endogén légzése«

2/ AB ¢lesztd légzése 7570-heoi» hatasara.

/Elesztd koncentracioi 0,012 g szarazanyag/? «l tenyészet./



Kiilonb6zé koncontracidau ¢lesztétenyészetek 1égzése
c—hsain hataséra

la. o2 ¢lesztd endogén légzése /0,00d g szaé'erllzyaéns}ée%/? ni

1.b. Légzésvaltozas 75_s e-heain hatasara.

Yy Az ¢élesztd endogén légzése /0»012 g Szérazanya%/? al

tenyeészet/
2> p. Legzeésvaltozas 75  o-heain hozzaadasara

Az ¢lesztd endogén légzése /0,024 g szarazanya%/‘7 al
tenyészet/

2 . Legsesvaltozas 75  c-heaia hozsaedaaara.
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hasadt hemin az oldatban mutathatdé ki.

pH » 7 pH 1 4 36 6ra mulva %
374,5 - 90 26
368 - 79 22

4/ A kovetkezOkben vizsgalataimat abban az iranyban terjesz-
tettem k?, %~y az 6leszt4>—hemlnf-komplexum 1égzésé hogyan
befolyasolhato! inhibitorokul milyen mértékben gatolhato,
illetve a honin mennyire képes a gatlast reverzibilissé
tenni. . zirtnyban végzett gatltiei kisérleteim felvilagosi-
tlist adnak arra vonutkozolag, hogy az élcszté-iicmin-komp-
lexum holgyen viszonyuk az oxidacios lementekhez. /Légzo—
ferment, cltokrom C/ E kérdés tisztazasa céljabol az ¢lesz-
té légzését cianiddal gatoltam. Ha ugyanis a gatlast» Qi’ly
a légz6ferment megbénitdsa miatt jott 1étro, a c—liemin il-
til képezett uj koxi?>lexumi:al fel lehet fliggeszteni, akitor

a kotéb légzdfeiwnt tipusunak foghato fel.

i x KjsfljjgS
E kisérletben eldszor megallapitottam azt a kaliumcinnid®
mennyiséget, amely a folhasznalt tenyészetben a 1égzdfenient
mukodését éppen gatolta. Ilyen gatolt élesztohoz hemint ad- /
Va /min/? a kaliumcianidot, mind a c-hemint a kisérlet elején
adtam az ¢lesztoh6z/ a tenyészet oxigénfogyasztasa nem foko-
zodott és csak a harmadik ora elteltével emelkedett az endo-
gén légzés érteke folé, amikor a kaliumcianid gatlé hatasa

mar megsziint. /3» abra/



5* abra

-Veszto-e- .omin konplex.ua 1épésvaltozasa kaliu'aCianid
hatasara

1» Az ¢lesztd endogén légzése™

2. 10~5 Mol KCN-dal gatolt é¢élesztd légzése

3* 10*5 iiol KCN-dal tortént gatlas + 75 7 c-heain
hozzaadasa utani légzés

a. xleszt-c-hemin komplexum légzése

/lesztO koncentracié 6,6 mg szarazanyag/” ®] tenyészet

XCK koncentracidi10*" Utol*

Oxigén fogyasiaa™/3 ml tenyészet*/


konplex.ua
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Ebnojodecetsavval végzett vizsgalataim azt mutattak, hogy

a gatlas c-heminnel felfliggeszthetd, st az endogénlérzes-
hez viszonyitva nagymértékii fokozast tapasztalta: abra/
A monojodocetsav az allati szovotbon és az ¢€lesztOben is a
szénhidrat lebontasban szerepld triosefoszfatdehidraset
gatolja /17/. A mérgezés kovetkeztében a txiosefoszfatdehid-
rase substratjanak a 3 foszfoglicerinaldehid 6s az ezzel
egyensulyban lévé fruktose difoszfat pangasanak itéli beko-
vetkezni» A kibérlet alapjan valoszinlinek latszik, hogy az
¢lesztd valamely fehérjéjének c-herainnel alkotott komplexuma

a trioBofoszfatdehidraset képes helyettesiteni.

5/ A legzesi kisérletekkel paralell megvizsgaltam, hogy c-
heiain hatasara az ¢lesztd szuszpenzidé milyen RP-valtozast
nzenved. Altaldban azt tapasztaltam, hogy a 1égzési kisér-
letokné¢l alkalmazott koncentraciok €és ¢€lesztd: hemin aranyok
mellett az KP-ben kovetkezetesen loo-150 mV esés kovetkezett
be» KZ a 2x»dox Csokkenés a légzeés intenzitasanak novokedésé-
vcl a legszorosabb Osszefiiggésben van, s tartossaga a hozza-
adott heminmennyiségtdél fiigg. Amikor az ¢€lesztd szuezponzid
potencijja hirtelen leesett ¢s a heminkoncentraciotol fiiggo-
en bizonyos ideig alacsony szinten is maradt, ugyanakkor €r-
te el a c-honin légzésfokozd hatasanak maximumat. A potenciak
emelkedd fazisaban a 1égzés csokkenni kezdett e azonos idd
mulva ert el mindkettd egy-egy konstans értekiit, amely a
kiindulasi érték kozelében van, szexiben ennél néhany mV-tal

alacsonyabb, illetvo a légzésben ennél magasabb.
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Eleszt6-c-henin komplexum légzésvaltosasa
monojodecetsav hatasara

Az ¢€lesztd endogén légzése
10”- Mol MIJE-val gatolt ¢€lesztd 1égzése

Az ¢leszté-c-henin komplexum légzése

105 Mol MJE-val tortént gatlas ¢ 75 y* c-heain

Bwon -

hozzaadasa utani 1égzés.
/Eleszté koncentraciot 6,6 mg szarazanyag/3 ml te-
B tényészet/
i1JE koncentraciot 1075 Mol

Oxigén fogyast al tenyészet.



Az ¢€lesztd altal megkotott teain mennyiségét ,annak lehaoa-
dusat ¢s egyidejlileg az Ri? valtozast vizsgalva» megallapi-
tottam, hogy az KP emelkedés egytittjar a hsain lehasadasu-
val. Az ¢élesztdsejt a szamra idegen redox rendszerrel
szemben redox pufiérként viselkedik» Hz a redox pufferhatas
azonban korlatzott* Ha ugyanis novekvd mennyiségben adago-
lunk az ¢€lesztéhoz c-temint, a légzésnek» illetve az Rp-
nok eredeti értékre vald csokkenése, illetve emolkodése

késobb kovetkezik te /£¢ abra/» X

A gatlas! kisérletek redése eredményei 1s egybehangzoak a
legzési gorbékkel™ A kaliumcianiddal gatolt €lesztd légze-
sét a honin nem volt képes felfiiggeszteni, csak amikor a
Italiumciunid gatldé hatasa mar megsziint. Ugyanilyen kortil-
mények €és viszonyok kozott a kaliumcianiduul gatolt €lesz-
tohoz Kémiat adva, a ;jellemzd redox csokkenés som kovetke-
zik be* 1 bbdl nyilvanvald tehat, hogy az a felteves, amely
tott korreﬁipiexuma/ esetleg helyettesiteni tudja a kaliuméin-
oiddal gatolt legzOferaent szerepét, — nem helytallo,

A nonojodecctsavas gatlasnak a c-t eiainnel vald felfiiggesz-
tése nemcsak légzésiokozasban, hanem az RB-nok gatlas nél-
kuli korilmények kozott tapasztalt szintre vald lecsokke-

nd«ében 1s kifejezésre jut /6. abra/,

6/ A c-heninnel kapcsolatban Burkan é€s ;tohales feltételez-
tek, hogy az esetleg a citoicrom C hemin komponense lenne.

Kromatografias eljarassal kisérelték meg a tisztitasuat, de
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5. abra

,U ¢elesztd legzesének és RP-Jének valtozasa kiillonb6zo
mennyiségli c-hesin hozzaadasa utan

1. Légzésvaltozas 2570-hemin/3 ml élesztd tenyeszet

l.a. RP valtozas " * it « W
2. Légzésvaltozas looy H v
2.a* HP valtozas * n «© W
3. Légzésvaltozas 200" i i 1

» n ft M

S.a. IW valtozas "

¢lesztd koncentracid6 6f6 ag szarazanyag/” ml tenyeszet



6+ abra
Eleszt--c-hemin komplexum RP valtozasa kaliumcianid
¢és laonojodecetsav hatasara

1. iz éleszt® RP valtozasa c-hemin hatasara
2. ic"”™ ol KCK-dal gatolt ¢lesztd RP valtozasa

c—heidin hatosara
5. 10~5 ’'ol MIJE-val gatolt ¢leszté RP valtozasa
c-hemin hatasara
4. Az ¢lesztd szOriét RP valtozasa c-hemin hatasara
/A hasznalt ¢lesztd tenyészet szarazanyag tartalma

7

¢és a hozzaadott c-hemin mennyiség megfelel a 3. ¢és

abran megadott viszonyoknak./



ezzel-a modszerrel nem tudtak biztonsaggal eldonteni a két
anyag azonos, illetve kiilonbozd voltat- ifegvizsgalva a elto-
Inom C-nck az ¢lesztd szuszpenzidra kifejtett hatasut, azt
talaltam, hogy légzése nem valtozik lényegesen, viszont az
RP-ben nagyioktli emelkedés jon 1étre a c-heminnel 1étreho-
zott redox csOkkenéssel szemben* Ez a kiilonbség tehat wvi-
lagosan bizonyltja, hogy két kiilonb6z6 anyagrdl van szo.

A citokrom C-¢leszté rendszer RP-je az ¢leszto-heminrendr-
szcnel ellentétben hosszu ideig allandé marad, ami azt
bizonyltja, hogy a sejt a szdmara tostazonos porfirin-

rendszerrel szemben ném fejt ki redox puffer hatast./?, abra/
[\
7/ Az eddigi vizsgalatok alapjan kideritilt, hogy a o-hemin

olyan médon fejti ki hatasat, hogy a sejtekhez kapcsolodik.
Ez a kapcsolddas azonban csak atmeneti, a c-hemin a sejtek-
rél Gjra levalik, s a tenyészet eredeti RP-je ismét helyre-
all. Eszerint a sejtekben végbemend sterin szintézis a te-
nyészet alacsony RP-jéhez kotott folyamat és feltételezhe-
t8, hogy a taptalajba wvitt RP-csokkentd anyagokkal a sterin-
szintézis fokozhat6d. A bevezetésben mar emlitett tioglikol-
sav bizonyult e célra legmegtelelébbnek.

Kisérleteimben azonos koriilmények kozott tenyésztett élesztO-
kulturakhoz valtoz6é mennyiségli tioglikolsavat adtam, s mor-
tem az Ri—valtozast és a keletkezett ergosterin mennyisé-
gét. A tioglikolsavat altaldban az 6todik napon adtam a te-
nyészethez, amikor a jellegzetes novekedési gox'be allando
érteket vett fel, s kozelitdleg minden tenyészet id?—eértéke

azonoo volt. Az egyes tenyészetek RP-értékoi beoltaskor
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/ 7» afcra

1 éleotd tiP valtozasa c-heala és citokrsa e
hataséi!»
1* 3. T
g* looy citokroa ¢ *

/i lasztd koiiceixtracid Ht6 3g ssij?araaya”Z5 al
tenyészet/
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egymastol igen, eltérdek. Lnnék oka, hogy a taptalajnalc 1s
van egy bizonyos RP-Je, amely nagymértékben fligg az elnyelt
oxigén mennyiségeétél. A szaporodd sejtek azonban kimeritik
a taptalaj redox kapacitasat €s a teny6sac¢o otodik napjan
az Osszes tenyészet RF-Je azonos szintre all be.
Tioglikolbav hatagura a tenyészetek RB-Je kb 200 uV-tal
csokken. [z a csokkent RP mar igen csekély mennyiségii /lo
garama/rl tény szét/ tioglikoleav hatastara napokig allando
naliid e A 8.4bran a kilonb6z6'mén tioglikolsav-
hatastara kialakulé RT-gorbék lathatdok, a tablazat pedig a
tioglikolsav bevitelei kovete napon bekévetkezd ergosterin
teri jelést mutatja, négy nap mulva vett mintdkban az ergo-

stel'in tartalom nem valtozik, teliét a termelés iaar az elsd

napon elérte a maximumot.

ilosztétonyeozetek ergORtcrintavtal.mi'.nak valtozasa
kiilonb6zdé mennyiségii tioglikolsav hatasutra

Sor- Tioglikolsav Eleszté argostorintartalom L.rgosterin
szam sz.ar"yag saQrP.?. az ¢lesztd

mg/loro ml g/loo m sz,anyaijara
tenyeszet tenyészet [l.nap 4. nap szamitva

1- 0 0,52 0,8 0,9 0,28

2> 5 0,51 1,0 0,96 0,55

5« 50 0,54 1.56 1.55 | 0.40

4. 100 0,295 1,6 1,68 0,55
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8&» abra

-1észt5Stenyészet fejének valtozasa timilikolsav
hatasara

1. Kontrol tenyészet
2. 0,05 ag TGS/ml tenyészet hatasara bekovetkezd

BP valtozas
5% O»5P ag TGS/ol tenyészet hatasara bekovetkezd

RI? valtozas
4« l,ou iag IGS/al tenyészet hatastira bekovetkezo

KF valtozas
/a wgadott TGS-értéksk azonos sdédon késziilt tenyé-
szetek 1 1A-ére vonatkoznak« 4 gorbéhez felrajzolt
savok a «egfeleld ergosterin-tartalaat szemléltetik,
az ¢lesztd szarazanyagan szijaitott %-ban kifejezve,
a KiS-el tortént sczelés utani l«, illetve 4* napon«/



A kisérletekben alkalmazott metodika targyalasa

Kisérleteimben elSszor a budapesti Szesz- és Elesztégyar-
tol kapott III. generacidoju ¢€lesztével dolgoztam. Az alta-
laban hasznuit ¢€lesztd szuszpenziot ebbodl ugy készitettem,
hogy 2 g-ot lemérve fizioldgias sodoldatban szuszpendal-
tam, majd lecentrifugaltam, h miveletet megismételve az
esetleges szennyezéseket eltavolitottam. Az atmosott ¢lesz-
tot ezutan pH: 7 foszfat pufferral loo ml-re egészitettem
ki. Az ilyen moédon és mindig frissen készitett €élesztd
szunzpenziot hasznaltam fel a 1égzési és redox vizsgala-
tokban. Az élesztd szuszpenzid koncentracidjat nefelociétor-
rel allitottam be. Kiilonbozé toménységil, illetve higitasu
¢lesztl szuszpenziOkat készitve, amelynek szarazanyag tar-
talmat kilon-kiillon meghataroztam, standard gorbét vettem
fel. Ennek alapjan a koncentracié beallitas konnyen és
gyorsan tortént. igy ismeretlen koncentracidji szuszpenzid
szarazanyag tartalmat a mért ateresztoképesség alapjan rog-

ton le lehetett olvasni.

A késObbiekben, foként az ergosterin anyagcsere vizsgalatok-
nal fels6 erjedésii Saccharomyces cerevisiae torzs néhany
napos tenyészetét haszndaltan, amelyet a kovetkezd taptala-

jon tenyésztettem:

glucose 10,0 g MaCl 1,0
pepton l.o % 0,8
2,0 « ~gso4 0,25

/NK4/2s04 1,0 * CaCl® 0,15
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let szerint a szerepld anyag oxidalt ¢ée redukalt alakjanak
aranyutol 1'w> A normal H2 elektrédra mint standardra vo-
natkoztatott elektrod potencial értéke a kovetkezd ©Ogyen*

lettel iejozhetd ki*
E oS

Ebbdl nyilvanvalo, hogy a redox potencial E fligg 17-tol]
©Omely a rendszornex allandoja, ¢€s vizsgalt anyag oxidalt
¢s .redukalt alakjanak aranyatol« '.lindi magasabb az oxidalt
alak koncentracidja« anndal magasabb ¢éa annal alacsonyabb,
illetve negativabb, minél tobb a redukalt alak» konstans
értéte akkor, ha az ox » red ., vagyis, ha a rendszer

50 %-ban von oxidalva, éppen E-vel egyenld«

hangsulyozni kell, hogy E az intenzitasnak ¢és nem a jtapad«*
busnak a mértéke« 1voi I értéke csak az anyag oxidalt és
indukalt alakjanak aranyatol fiigg, €s nem az abszolit mny—
nyisé; ;ektdl, ezért nem ad felvilagositast a rendszer redny
kapacitasarol és fliggetlen, a kiegyenlitd hatastol. Kiilono-
sen fontos ez bioldgiai rendszereknél, amelyek koziil sok-
nak jol definialt elektrod potencialja van, de nincs ki-
egyensulyozva. A rendszer rodox kapacitasa a jelenlevd oxi-
dalt és redukalt konponeasek abszoliit mennyiségéinek fligg-
vénye* Egységnyi redox kapacitasu rendszernek célszert-azt
az oldatot venni, amelynek >elitere egy egyenértéksulynyi
redukald vagy oxidaldo szert képes oxidalni vagy redukalni«

Ennek megfelelden tobb komponensii redox rendszer redox kapa-



oltasanak értébe az HP szinttdl fiiggden valtozhat. Altala-
(

nooon a kovetkezd képlettdl szamithatjuk lei:

nalt vizsgalando oldat ml-¢ét jelenti.

Ha egy redox rendszeren baliil a [H*] valtozik, akkor az
ion egyensuly megvaltoztatasaval az oxidacids as.redukcios

komponensek mennyiségében is eltolodas kovetkezhet be. iz

parcialis nyomasanak ¢s a [H*] *aak figyelembevételével.

Az rll kifejezés bevezetésével, — amely a pH analdgijajara
a xendszerrel egyensulyban 1évé Ft, gz porcialio nyomasa-
nak negativ logaritmusa, - a HP értéket kifejezd egyenlet

egyszerli Osszefiiggést allapit meg az E, rH és pli kozott

B » 0,03 /rH-2pH/
ebbdl rH értéekét kifejezve«

A pH hatasa a redox potencialra valtoz6 ¢s kiilonb6z6 més-mas
pli intervallumban. Annak ellenére, hogy ez a hatas komplex,
nem sziikségszerlien nagy, s a pH-kénti differencia hibahata-

ron beliil esik, ha bioldgiai rendszerekkel dolgozunk.

A potencial méréseket egy kaloméi elektroddal ozembekapcijolt

sima Ft elektrodon végeztem, etrohm-féle titriszkoppal.



k kisérleti viszonyokat a 1égzés vizsgalatoitnal alkalmazott
viszonyokhoz hasonldan allitottam be, B ezért nyitott rend-
szerrel dolgoztam, s levegdzteténrdl magneses keverdvei

gondoskodtam *

A steril Icorulmények kozott tenyésztett €lesztd osetén vat-
tadugd segitségével épitettem be az elektrodokat a tenyo-
szétbe. rrc a célra a Kovécs-Jatkovic/slg{tal leirt elek-
trod megoldas volt a legalkalmasabb. E mddszernél a halo-
méi elektrod agar hidjat olyan ilivegesd helyettesiti, amely-
nek egyik végébe jnazatlan porcellan lenes van beforraszt-
va, o ¢ folé 2 % afear-agar tartalmu, hidegexi telitett KO1-
oldatot rétegeetem. Az igy elkészitett livegesé a haloméi
elektrod* befogadasara szolgal. halaméi elektrod botalaku,
s 1igy mérés alkalmaval az agar csobe konnyen beleilleBzt-
het6. Az igy Osszeallitott elektrédnal a porccllin mint
diagragma szereivel a telitett KCl-os agar ¢és a mérendd tap-
talaj kozott. A porcellan diairagna megakadalyozza a fer-
t6z6 mikroorganizmusok taptalajba keriilését ¢és a sterili-
zalasnal viszkozussa valdé KCl-os agar taptalajba jutasét.
A botalakura kiképezett elektrodot csak a mérés idején

visszilk a mérendo rendszerbe, és a mérésen kiviil telitett

KCl-oldatban tartjuk.

A mérések reprodukalhatdésaga szempontjabdl fokozott gond-
dal kell a Pt elektrodokat is eldkésziteni. Kielégitd ered-
ményeket kaptam, ha a Pt-elektrédokat forrd kénsavban tar-

tottam egy Ora hosszat ée azutan kétszer desztillalt viz-



zol lemosva 24 oOra honosat kétszer desztillalt vizben, all

ni hagytam«

C-bemin eldallitas

A c-horain oldat készitéséhez defibrinalt inarhavért hasz
naltan, amelyet centrlfugalassal kiilonitettem el a szornia-»
tole A vorosveértGstekot két alkalommal 0,85 % i1aCl-oldat-
tal riontam, majd annyi viz hozzaadasaval hemoliziiltam,

hogy a veégtérfogat a kiindulasinak Otszorose legyen. 500 ml
135 higitasul naxhavér oldathoz 500 »1 0,8 % sdsavban oldott
1 g pepszint adtom. Az enziiuatikus lebontas el8segitésére

24 oOrara, 37°~os termosztatba helyozteua. A c-heroin leva-
lasztasa éteres kezeléssel tortént. A normal heroin ugyanis
az ¢teres fazisban ibolya szinnel oldodott, a vizes fazis
barna szinili, s a fazis hataron denaturalodott fehérje le-
bomlasi termékek valtak ki. A kuilonvalasztott vizes fazis
¢teres mosasat addig folytattam, amig az ¢&teres fazis szin™
telén maradt®* A vizes fazis - megszabaditva az oldott éter-
tol én a kivalt normal heroin csapadéktol - ulkalikus reduk-
©l6 és piridin hozzaadasa utan a szerzok altal megadott he-
mociiXTwaogen spektrumot adta, jellemz6 maximumaul 549 és 520-
m/v-nal, amely Iényegeson kiilonbozik a normal heroin heiuokro-
mogen spektrumutole A c-heroin tisztitasa Brookmn ai.rrinium-
oxidon tOrtént*

Letanol | 5 % piridin elessyel, raajd piridinriel olualtam a
szennyezésefost, a c-hemint 2 N amraoniumhidroxiddal oldot-

taia le*
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Vas meghatorozés

A o-hemin oldat koncentracidjut a benne 1évd vas meghato6-
rozo.savcel allapitottam meg. O6rre a célra Joster Se ' .doll/19/
j-todszerét hasznaltan fel, anely a ferri ion o”ienantrulin
létrehozott szinreakcldjanak kolorimetrias méxosén alax>-
szik. Standard oldatként pontos bcméréasel késziilt o,1 mg
ierri ion/ml tartalmu ferritanmmszulitit oldatot hasznal-
taia# A standard gorbe készitéséhez ebbdl az oldatbol 2o,
40, 60, 80, ¢és loo gamma ferri iont tartalmazd mennyisége-
két mértem bo ogy-egy 50 ml-es lombikba, s esetenként 30 ®1
desztillalt vizet és 1 141 lo %-08 hidroxilaidinklorhidi’atot
adtam hozza. 15 percnyi allas utan lo ml 0.25 %-o0s o-pho-
nantrolin oldatot mértem bele, s 25 %-0s natriumcitiGittal
a pH-t 3»5-re allitottam. Desztillalt vizzel 50 ml-re ki-
epLszitva, Osszeraztnm ¢€s 30 percnyi allas utan mértom.
'ontrollként a hasznalt reagensek ugyanolyan aranyt olda-
ta szolgalt a fen-i-oldat nélkiil. t
- jTulfricb fotométerrel lo mm-es kiivettdban S 5° szlrdvel

mértem#

A hemin oldat koncentraci6janak meghatarozasa a vas-tax'talom
alapjan a vas atomnak ferri ionna torténd oxidaldsoval, 1il-
letve a hemin molekula elroncsol6osoval tortént. A hemin ol-
dat aliquot részéhez, amely 0,015 - 0,060 mg vasat tartal-
maz, 0,5 ml 3c  os hidrogenhiperoxid-oldatot adtan. .Ala-
pos Osszekeverés utan legalabb 3 6ra hosszaig allt, majd

lo percig tartd 90°-os melegités /a folosleges Hy>2 elban-
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tasa céljabol/ és lehtités utan 1 ml 1:15 higitasu HCl-al
ismét lo percig 90°-ra melegitettem. Lehiilés utan 0,2 ml
50 7*-0s am oniumacet.it hozzdadasaval puffer6it oldat—al-
kalmés a standard gorbe készitésnél leirt szinreakcid lét**

i'ehozatalarac
krgostorin meghatarozas

Az ergosterinnek az ¢€lesztd sejtekbdl vald kiszabaditasa
hidrolizissel tortént. A tioglikolsavval kezelt és a kant—
rolte lytuszetbdl egyidében vett mintdkat  centrifugaltam
¢s az ¢lesztd iledéket 5 % KOH-ot tartalmazoé alkohol és
viz 1:1 aranyu ©legyébe szuszpcndaltam, majd 4—5 oran ke-
resztil visszafoly6 hiitével ellatott lombikban forré viz-
firdén hevitettem. A hidrolizatumot azutan haromszor 50 ml
benzollal extrahaltam, Az cxtraktumot N HaOB-dal, hif3 kén-
«swel, majd desztillalt vizzel tobbszor atmostam, végiil
kiizzitott natriumszulfcttal megszoritottan. A szaraz ol-
datot vakuumban beparoitam., s a maradékot széntetraklorad-
ban oldottam. Ha a minta ergooterin tartalma magas volt,
akkor a széntetrakloridos torzsoldat aliquot részét hasz-
naltam méréshez. Az ergosterin mennyiségének kvantitativ
meghatarozasa a Lleberraani>-Buchard-féle sziureakcid alap-
jan Puli'rich-féle fotométerrel tortént. A standard gorbe
kasaitiistéhez 0,3 mg/xnl ezéntetrakloridos ergouterin torzs-
oldatot haszndaltam, s ebbdl lo-Go gamma mennyiségeket tar-
talmazo térfogatokat 3 ml-re egészitettem ki széntetra-

kloriddal, 2 ml ecetsavanhldrid és o,1 ml cc kénsav hozza—


oniumacet.it

adasa utan alaposan Osszeruztau> majd lo perc eltelte utan
a z0ld szin intenzitasat S 66-os szlirével mértem™ /la 1s-
meretlen ?nintn rieghatarozisa teljesen azonos koriilmények

kozott tortént™
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csi'zefofslalae

Vizsgalataim célja annak a megallapitasa volt, hogyan lehet
egy mikivszervezet tenyészetének anyagcseréjét az KP-t meg-
valtoztatd tényezokkel befolyasolni. Kisérleteim elsé reé-
szében luegallapitottam, hogy a vas-porfirin rendszerek ko-
zul a c-heiriin az ¢€élesztd endogén légzeését jelentdsen fo-
kozza, s kozbon a tenyészet RP-je er6sen csokken. Ez a
csOkkenés parhuzamos a 1égzés novekedésével, minimalis €r-
teke a maximalis 1égzésnél kovetkezik be, majd annak csok-

kenése utan ismét megkozeliti eredeti ertéket.

1 tovabbiakban végzett gatlas! kisérletek arra engedtek
kovetkeztetni, hogy az altalam modellként hasznalt €lesztd
c-hamin komplexumban a c-hemin a triosefoszfatdehidraset
helyettesiti, Az ¢élesztd a szamara idegen hemint spontan
ensiciadaptacio folytén a kapcsolddos megsziintetésével el-

tavolitja, és a kezdetben, megvaltozott RP-t helyreallitja

A citokrom 0 az ¢lesztdtenyészetben tartds Ri? emelkedést
létesit. A sejt.a szaméra nem idegen anyag jelenlétében nem

fejt ki redox puffer hatast.

Az e:litett elvi kérdések tisztazasa utan colom féleg az
volt, hogy az ¢lesztd ergostorin termelését megnodveljem,
¢s felderitsem a redox gorbe €s a tenyé€szet ergosterin

termelése kozotti Osszefiiggéseket. regallapitottam, hogy
az Ri? tartas megvaltoztatasara csak olyan anyagok alkal-

masok, amelyek redox kapacitasa megkozeliti a tonyésze—



Koszonetnyilvanitas.

E doktori dolgozat a Szegedi Orvostudomanyi Egyetem Vegytani
¢s Biokémiai Intézetében késziilt. Ezaton mondok koOszOnetét

Br. Kramli Andras professzor urnak, aki munkdmban igen sok
segitséget ¢s tamogatast nyujtott, elsdsorban a téma megje-
161ésével, majd annak kidolgozasa soran hasznos Utmutatasaival

és tanacsaival
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