A kobalaminmonokarbonsav mikrobiolégiai
vizsgdlata,

dr.Simon Agoston

1967.

osinagg |






Tartalomjegyzéke

e R T T T
sSEmTDomoIsSIZS =T

Bevezetés&.......Ql..'...0.....'I‘..........
Nomenklatura.‘.'........0‘..................

Felhaszndlt anyagok és kisérleti mdédszerek..

KiSérleti erGMémggcooooo.oooooo.coo.oooo..

I.A kobalaminmonokarbonsav Blg-vitamiqga Vo=

natkoztatott inhibicj.gs indelgg. ccessssesssee

I/1.A kobalaminmonokarbonsav gétlé hatdsédnak
kvantitativ vizsgdlata agarlemezen,higitédsos
BOGBEOrTOLs socidsnnbbrsttnsnesstenbhnssssoin
I/2.A kobalaminmonokarbonsav antagonista ha-
tésénak felismerése agariemezen,autobio-
ErAIMONecsossssossssnebrnsstsnsscsassansssses
I/%.A kobalamiamonokarbonsav antibiotikum~
Jellegének felismerése.Céatlési z0néKeeceeeoess
I/4.A kobalaminmonokarbonsav &ltal kivéltott
gatldsi zdéndk méretének fliggése az agarlemez
Blz-vitamin-tartalmétdl.....................
I/5.Az antagonizmus kimutatédsa E.L.Smith
szerint €és e médszer mGdoSitdS8eccscecsossces
I/6.4 By,-vitamin és a kobalaminmonokarbon-
sav antagonizmusa kompetitiv volténak de-
monstréaldsa egardiifuzidés médszerrel,a Wol-

ters féle "csatornateszt" felhaszndldsidval..

T o.
13
15

24

24

24

26

27

29

e

35



I/T.A Blz-vitamin hatésdnak teljes gatlédsa
kobalaminmonokarbonsavval folye¢kony tépta=-

1ajon.ﬁ....-...’..'.........‘.C.............. 40 0.

I/8.Az E.c0li 113=3 fejlddésének 507-o0s gdt-

lésa kobalaminmonokarbonsavv@leeceecesscecscsse 42
1/9.4 By -viiamin - kobalaminmonokarbonsav
antagonista pér egymésra valdé hatdsdnak fliggd-
sége a beadds viszonylagos iddpontjétél,szi-

ldrd t4ptalajoNesccccsssssscsscscsscoscssssssss 46
I/10.A B, -vitamin - kobalaminmonokarbonsav
antegonista pér egymésra vald hatdsdénak fig-
gbsége a beadds viszonylagos iddpontjatsl,
folyékony tAptAlAjONscrssicssssnsnssssessives 49

II.A kobalaminmonokerbonsav antagonista ha-

tésdnak €s képzbdésének tdrzs-specificitdsa.. 53

11/1.A hatés SDECifiCitésaoo-o-...oooo‘-o.ooo 53
II/2.Kobalaninmonokarbonsav hatdsa az E.coli

11 %= él@tképESSégére.oocoocooooooooc.o-oooo. 55

I1I.A kobalaminmonokarbonsav hatdésa egyes

§12-Vitami§:faktor°k§gl7szembenooooooooocoooo 58

ITT/1.A B, ,~vitamin és a kobalaminmonokarbonsav
keverckek dltal agarlemezen létrehozott "négy-
szbgletes” ndvekedési zZ0nNéKeesacseascesessase 58
III/2.A kobalaminmonokarbonsav antagonista

hatdsa kobinamiddal és TII.faktorral szemben. 60



III/3.Kobalaminmonokarbonsav,Blz-vitamin €s
kobinamid ill, IIT.fektor agarlemezre vald
esyittes felvitele esetén képzddS hérmas,

gylriszeri nivakedési 2Z0NéKesosesesoesssscsssss

IV.A Blg-vitgmin és _egyes faktorok kdtddése

az L.coli 11%-3 baktcriumokhoz radidaktiv

izotépockal je@zettzglz-vitaminngl ill.ko=
-én......‘.
IV/1.A By =vitamin és a kobinamid kttSdése

binemiddal véggett kisérletek alap,

a steril agarlempzZheB.ccsccsscscessssssssssss
Iv/aa By o,=vitamin megkttldése az E.coli
113=3-mal bendtt agarlemeZeNececccscssssccccss
IV/}.GOCo-tal jelzett kobinamid k&tSdése az
Eecoli 1l3%=3-mal benftt agarlemezZeNesccccsces
IV/4.A kobinamid és a III.faktor hatédsa a ri-
didaktiv izotdppal jelzett Blz-vitaminnak az
lecoli 113-3 séjtekhez vald k6t8désérecceccee

IV/5.A kobalaminmonokarbonsav 50%-os inhibi=-
cidés indexének meghatérozdsa rédidaktiv izo-
téppal Jjelzett Blz-vitamin segitségévelececee
IV/6.Az E.coli 113=-3 dltal megkétott jelzett
Byo=vitamin kicserélddése B, y=vitaminra,III.-

faktorra ill., kobalaminmonokarbonsavrteeceeses

62

64

65

65

67

69

71

75



V.A kobalaminmonokarbonsav inhibicidés indexe

kobinemidra és I1I.faktorra vonatkoztatva,

DeLl.omith médszere szerint vizsgdlvBeceessoss

V/1.A kobalaminmonokarbonsav III.faktorra
vonatkoztatott inhibields IndeEPessssssnansvs
V/2.A kobalaminmonokarbonsav kobinawidra vo-

natkoztatott inhibicids indexa;..............

VI.A kobalaminmonokarbonsav gvakorlati alkal-

maZéSénak néhén,y lehetﬁsége. soevsossesensascee

VI/1l.A kobalaminmonokarbonsav farmekeldgieai
€s klinikai felhasznflésS@ececccsccscccscccnce
VI/2.A kobalaminmonokarbonsav,mint kiinduldsi
anyag mas Blz-vitaminrantagonisték szintézi-
SCleZesecsvssosscoceccsvssscsscsccssscsssssses
VI/3.ketionin kimutatésa Blz-vitamin Jelen=
1étébeNeccnssocscessacsnsssssnassssnsosnsssns
VI/4+A By,-vitamin-faktorok "biokromatogré-
L1688 vesosnscnsnsnstsnsnsassabovhsssannbonsse
VI/S.A Blz-vitamin-faktorok bioldgiai érté-

kének Vizagélata.............................

VII.AZ eredmélwek me;;ilbesz‘éléae eso0vosessevsercee

VII/1.A kobalaminmonokarbonsav,mint természe-

tes antime'tabolit............................

7

78

80

83

83

83

84

&7

91

93

93



VII/2.Az inhibiciés index fogalménak szaba=-
tcs meghatérozésa....,.......................
V1I1/3.Az inhibiciés index fligglsége a két
versengd komponens beadasdnak iddpontjétdl...
VIiI/4.A kobalaminmonokarbonsav,mint antibio=-
tikUMeceossosescscsscsccscscsesssssvsssscsssse
VI1/5.A kobalaminmonokarbonsav antagonizmue

sénak hatésmechanizZnuS8ececsesccccsssssscossss

Fliggel€Kesossouossssosossesnscnsssssconsoncssnose
1/.A B, ,~vitawin,a kobinamid,a ITI.faktor és
a kobalaminmonvkarbonsav diffuzidés allandé-

Jének meghatarozisBececcsssacoesscosssccsssscsns
2/ +A kobelaminmonokarbonsav III.faktorra ill.
kebinamidra vonatkoztatott inhibieids indexé-
nek szaémitésa E.L.Snith médszerének felhasz-

na’lé-séval........................'...........

c‘}...szefoglalés......-.....o.-...............-c.

ABPEE JOEIRERN S b ¢ » chbma s vk inwn b oes s saniwsnvis
Téblazatok jegyséke.cccscsscssssasscancecsnee
Eoaztnetoyllvinites cscessnesssnsnsnnnonssssns
IrodAlomIegy 2l . cnsinnessvsssnsivocpronioines
Szerz$ kobalaminmonokarbonsavval kapesolatos

kﬁzleményeinek jngZéke.o..-oo--oooac..o-oo.o

96 0.

929

102

104

108

108

112

X7
121
123
126
127

134



Bevezetés,

Az Btvenes évek folyamén nagy lendililettel indult

meg a kutatémunka azzal a céllal,hogy a Blz-vita—
minnak olyan szdérmazékait dllitsék ell,amelyek a
természetes vitaminndl hatékonyabbek,vagy uj,addig
ismeretlen hatédssal rendelkeznek.E munka sorén csak-
hamar felfedezték,hogy az elfdllitott szérmazékok
egyike-mésika antagonista hatdst mutat a Blz-vita-
minnal szemben és szédmos ilyen szérmazékot dllitottak
azutédn eld,abban a reményben,hogy ezeknek esetleg
daganatellenes hatdsa lesz.- A farmakoldgiai vizsgd-
latok sajnos nem igazoltdk a kérdéses vegyililetekhez
filiz6tt reményeket és ha nem is voltak teljesen nega-
tivak, jelenleg az orvosi gyakorlatban sehol sem al-
kalmazzdk rutinszeriien a Blz-vitamin-antagonistéit:
ilyen gyégyszer nincs forgalomban.Kétségtelen azonban,
hogy ilyen vegyliletek mutattak bizonyos &tmeneti ha-
tdst mieloid leukémidndl és policitémia versnsl /15,
16,19,24,52,53/.

A Blz-vitamin antagonistdi k¥zt kilénféle vegyiileteso=-
portok szerepelnek.Igy,egyebek kézt a kobalaminmono-
karbonsav,annak metil- és etilésztere,anilidja stb.
/3%,77,78,79,80,81/.Bonyclultabb antagonista B, vita-
min-szérmazékot ir le egy angol szabadalom /95/.

Antagonista hatdst észleltek bizonyos benzimidazol-
szérmazékoktsél /20,34,63/,valamint klérbenzilezett

indanoloktdél /70/.Ez az antagonizmus azonban nem bi-



zonyult kompetitivnek és ezért nem is tekintik valddi

antagonizmusnak /81/.

A Blz-vitamin eddig leghatdsosabb antagonistdi az u.n.
alkanolamin-szubsztitudlt szdrmazékok /29,33/,amelyek
3:1 - 8;1 ardnyban kompetitive 50%-osan gdtoljék a
Blz-vitamin hatdsdt az E.coli 113-3 tdrzsre.

Dolgozatom célja nem a Blz-vitamin antagonistdinak vizs=-
gélata dltaldban,hanem egyetlen antagonista vegylileté,
a kobalaminmonokarbonsavé.Errdl tehdt kissé részlete-

sebben kell e helyen beszélni.

A kobalaminmonokarbonsavat ellszdr Armitage és munka-
térsai /1/ dllitotték eld,A vegyllet antagonista tu-
lajdonségét E.L.Smith /77/ fedezte fel.

A kobalaminmonokarbonsavat nemecsak szintetikusan sike-.
rilt elddllitani,hanem Bernhauer és munkatdrsai /6/
megtaldltdk egy P.shermanii t6rzs fermentdciés le-
vében is és abbdl dikarbOnsavak mellett ki is prepa-
rdltédk.A kobalaminmonokarbonsav ezekben a kisérle-

tekben az dsszes korrinoidoknak kdzel 20%-4t tette ki,

Bzzel korilbelil egyidlben és e kisérletektdl filig-

getlenilil egy Propignibacterium shermanii-tdrzs vizs-
gélata sordn /a torzset a Magyardévari Tejkisérleti
Intézet bocsdtotta a rendelkezésemre/ olyan By ,-vi~-



tanin-készitményt dllitottunk eld Chinoin-gydrbeli
munkatérsaimmal ,amelynek alaposabb vizsgdlata kézben
dr.Kelemen Agnes /Cyégyszerkutaté Intézet/ papirkro-
matogréfidval ill.elektroforézissel két jél elkiiid=
nithetd foltot kapott.

A papirkromatogrammok ill elektroforograumok E.coli
113=-3-mal fertdzdtt agarlemezen /14/ végzett vizsgé-
lata sordn ellszdr azt taldltam,hogy az egyik folt a
Blz-vitaminnak megfeleld bioldgiai aktivitdst muta-
tottindvekedési zdéndkat hozott létre,a mésik folt el-
lenben,noha a Blz-vitamin Jelilegzetes piros szinét
mutatta,nem hozoit létre nivekedési zénét,azaz biolé-
giailag inaktivnak létszott.

A pepirkromatogrammok autobiogrdfids vizsgdlata azone-
ban mést mutatott.Az elsé foltnak meglelellen ndveke-

dési zdna jott létre,amely a mdsik folt felé hirtelen,
€les széllel ért véget,mintha "keresztbe levégtdk vol-
na" a ndvekedési zdéna végét./A kisérlet részletes is-
mertetésére visszatérink/.Ez az észlelés keltette el
a gyanunkat az irdnt,hogy egy természetes By o-vitamin-
antagonistdval van dolgunk és ez utédn az elSzmény utén
kezdtilk meg a kérdéses vegyiillet rendszeres vizsgdlatét.

Ennek a teruészetes antagonistédnak az adott killdnleges
érdekességet,hogy abban az idében még egyediildlls volt
az irodalomban.lNem sokkal ezutén /és ellbb,mint mi/ le~
irtédk a kobalaminmonokarbonsav természetes eldforduld-
sét /6/.Az6ta taldltak mds,még aktivabb,természetes

eredetii Blz-vitaminoantagonistét is fotoszintétikus



baktériumokban,amely sem kobaltot,sem vasat nem tartal-

mazé korrinoid vegyiilet /66/.

A Propionibacterium-tenyészetb8l kinyert antagonista
faktor vizsgdlaténak kémiai részét dr.Kelemen Agnes,
mikrobiolégiai részét e sorok irdja végezte.Az eredmé-

' nyek részletes leirdsa két dolgozatban /54,55/ taldlhatd.,
A kémiai vizsgdlatokra nem térek ki részletesen,csak

roviden Ssszefoglalom a fébb eredményeket:

1/.legdllapitdst nyert,hogy az antagonista faktor sa=-
vanyu természetii.

2/.Az antagonista faktor /25/ szerint végzett papir-
kromatogrdfids vizsgdlatndl lassabban véndorol,mint a
B, ,-vitamin /Rf = 0,14,szemben a By ~vitamin 0,27-es
Rf értékével/.

3/+A By -vitamin és az antagonista faktor ultraibolya
abszorpecids spektruma azonos,ami arra mutat,hogy a
két vegyllet szerkezete kdzt lényeges eltérés nem le-
het /pl. a nukleotid-részben/.

4/ .Az elektroforézis-vizsgélatok azt mutatték,hogy
mig a Blz-vitamin majdnem semleges,pH 7,0-nél igen
kis mértékben vindorol a negativ pélus felé,az antago-

nista faktor a pozitiv sarok felé véndorol.

5/.0vatos savas hidrolizissel sikerilt a Blz-vitaminbél



az antagonista faktort elddllitani és ezt sikeriilt
amiddldssal /1/ szerint Blz-vitaminné visszalakitani.

Ezdltal sikerilt az antagonista faktorunkaét azonosita-
ni a kobalamin-monokarbonsavval.legédllapitédst nyert,

hogy a Blz-vitamin hidrolizisekor hérom izomér kobal=-
aminmonokarbonsav keletkezik - bér nem egyenld mennyi-
ségben - a természetes antagonista faktor viszont egy-

séges vegyllet: a hérom emlitelt izomér egyike,

A tovébbiakban dr.Kelemen Agnes eljérdst dolgozott ki
a kobalaminmonokarbonsavnak a Blz-vitamintél valé el-
védlasztdsdra,illetlleg kizds el jdrdst dolgoztunk ki e -
vegyllet fermentdeiés uton vald elddllitdsdra /97/,
majd dr.Kelemen Agnes el jérdst szabadalmaztatott a
kobalaminmonokarbonsav aktiv izomérjének BlZ-vitamin
hidrolizise utjén kristdlyos formdban valé elbdllité-
sdra /100/.

Miutdn azonban felmeriilt az a gondolat /64/,hogy a
fermentdeiés uton elddllitott kobalaminmonokarbonsav
esetleg mitermék,amely a B12-vitamin hidrolizise utjén
keletkezik,dr.Kelemen Agnes ugy is kipreparslta a kobal-
aminmonokarbonsavat,hogy az izoldlési miveletek sorén

a kbzeg pH-jat a sémleges tartoményban tartotta.Végil,

60

donté bizonyiték volt ezen a téren,hogy  Co-tal jel-

zett réddidaktiv Blz-vitamint dllitottunk eld,ezt adtuk



hozzéd a fermentléhez és ezutén prepardlta ki beldle
dr.Kelemen Agnes a kobalaminmonokarbonsavat.Kéderiilt,
hogy az igy kipreparédlt antagonista faktor nem volt
rédidaktiv,tehdét nem Blz-vitamin bomlésterméke.

A kobalaminmonokarbonsav azonositésa és antagonista
‘jellegének felderitése utdn a Chinoin Gydégyszergyér
nagyobb mennyiséget dllitott eld ebbll a vegyliletbdl
farmakoldgiai és klinikai vizsgédlatok céljéra és igy
nekem is médom nyilt e vegylilet részletesebb mikrobio=-
16giai vizsgdlatéra.

Dolgozatom tovébbi részében - e rivid bevezetés utdn
és a torténelmi eldzmények ismertetése utén - a kér-
déses vegyllet mikrobioldgiai vizsgdlaténak részletes
leirédsaval foglalkozom.

Az utolsé fejezetben visszatérek a kobelaminmonokarbon-
sav alkalmazdsdnak gyakorlati lehetdségeire.Ugzy gondo-
lom,hogy ezek a gyakorlati alkalmazdsok ma is érdekes-
s€ teszik e vegyiiletet a kutatd szdmdra és aktudlissd

a vele valé foglalkozédst.

- 0 -



2.Nomenklaturas.

A Blz-vitamin és szérmazékal megnevezésénél a Vitamin
Bys und Intrinsic Factor - 2.Europaeisches Symposion
d1ltal javasolt nomenklaturdt haszndl juk dltaléban,

vagyis:

glz-vitamin: az 5,6 dimetilbenzimidazoilkobalamin-cia-

nid trividlis,de megengedett,révid elnevezése.lolgoza-
tunkban ezt haszndl juk.

Kobinamid: a B-faktor = etiokobalamin = corfinamid =

cobinamid legujabb neve magyar helyesirés szerint,

III.faktor: az alfa-/5=hidroxibenzimidazoil/~kobamid=-
cianid trividlis neve,amely a nomenklatura szerint nem
megengedhetd ugyan,a rovidség és egyszeriiség kedvéért

azonban mégis ezt haszndljuk a jelen dolgozatban.

Kobalaminmonokarbonsavs ez a vegylilet az idézett nomen-

klaturdban nem szerepel ugyen,de E.L.Smith,a nomenkla-
tura-bizottsdg elndke,ugyanabban a kdtetben /81l/ szin-
tén ezt az elnevezést haszndl ja.- Hangsulyozni kell,
hogy voltaképen egy hexakarbonsav pentaamidjirél van
szé.Ismeretes,hogy a hexakarbonsavnak hérom propionédt
és hdrom acetdt-gylke van és a kérdéses izomérnél az
egyik propionsav-gytk szabad.l vegyiletnek még az
utébbi megszoritédssal is 3 izomérje van.Ezek kozil

csak az egyik aktiv és a természetes aktiv antagonista



o

kobalaminmonokarbonsav azonos azzal az izomérrel,amely
savas hidroliziskor zdumel keletkezik.Egyellre nem is-
meretes,hogy ez az aktiv izomér melyik a hdrom lehet-
séges koziil.- Elnevezésilink a tovébbiskban az aktiv /és

egyben természetes/ izomérre vonatkozik.

Helyesirés,

Az ujabb szokésnak megfelellen az idegen szavakat dl-
taldban magyaros /fonetikus/ helyesirdssal irjuk -
kivéve szerzlk,baktériumfajtdk stb. neveit,
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3/.Felhaszndlt anyagok és kisérleti médszerek.
A/.Felhaszndlt anyagok,

By -vitamin-standard, - A Chinoin gyér dltal elldllitott

terméket tobbszdr dtkristidlyositottuk és tisztasdgat
egyrészt elektroforézis-vizsgdlattal ,mdsrészt spektro-
fotometrids uton ellendriztilkk /8/ szerint.- A megfe=-
leld tisztasdgu,homogén termékbdl készilt oldat kon-
centrdcidjat spektrofotometridsan /8/ dllitottuk be.

Kobalaminmonokarbonsav, - Kisérleteink elsé szakaszé-
ban fermentéeids uton /97/ szerint nyert,késGbb B, -
vitamin hidrolizise utjén /100/ elédéllitott terméket
hasznédltunk.- Minden esetben ellenlriztiik az anyag an-
tagonista tulajdonségét és olyan anyagokkal dolgoztunk,
amelyek az 1/.kisérletben leirt médszerrel vizsgdlva
dltaléaban 40-szeres,de legalédbb 80=-szoros inhibicids

indexet mutattake.

Kobinamid., - Ezt a vegyliletet,amelyet kristdélyositani
nem lehet,nem dllitottuk eld tisztén,hanem Propionibac-
terium shermanii-tenyészeteket /a tenyésztés médjat 1.

e cimszdé alatt/ lecentrifugdltunk,az liledéket vizzel
feliszapoltuk és ismét lecentrifugdltuk,majd /99/ sze-
rint metanollal extrahdltuk,az extrektumot 60 C°-ot meg



nem haladdé homérsékleten vdkuumban bepéroltuk és a be-
toményitett oldatot megsziirtik. - A kromatogréfids vizs-
gélat /1. e cimszé alatt/ azt mutatta,hogy az oldat ko-
binamidon kivil més E.coli 11%-3-mal szemben aktiv kor-
rinoidokat nem tartalmaz.- Az oldat komcentrécidjét
agardiffuzids mdédszerrel dllitottuk be,standardként

B, y~vitamin-oldatot haszndlva.Ford /26/ szerint az

ilyen oldat valdédi - suly szerinti - koncentrécidja

kb, a2z 6téd része a latszdlagos aktivitdsnak.

Eéggglz-vitamin, = Az NDK,-bdl importdlt kereskedelem=-
beli készitményt haszndltuk,amelyet dr.Gdecs adjunktus

és dr.Stlitzel lMéria /Bp.Orvostud.Bgyetem,III.Belklinika/
volt szives rendelkezésemre bocsdtani.Szivességikért

ezuton mondok koszdnetet,

60

CoB, y=vitamin, - A /99/ szerinti téptalajon, 500 ml-
es Lrlenmeyer-lombikokban, 1 mC "hordozdémentes" CoCl,
Jelenlétében és mds Co-sbék hozzdtétele nélkiil szobahd-
meérsékleten tenyésztettiink egy jé Blz-vitamin-termelé
térzset /P.s.ermanii/. - A pH-t NH,OH-oldattal naponta
egyszer 7,0-re dllitottuk és a tenyésztls 8.napjén 1 ml
l¥%o=es metanolos 5,6-dimetilbenzimidazol-oldatot ad-
tunk a tenyészethez /47/ szerint.Tovébbi 3 nap mulva

a tenyészetet ugy kezeltiik,ahogy a kobinamidndl leir-

tuk.A betiményitett oldatot /96/ szerint 1l:1 ardnyu
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kloroformos fenol-oldattal extrahdltuk és a fenolos ol=-
datbdl a radidektiv Blz-vitamint ismét vizbe vittik at
f616e kloroform hozzdtétele révén.Az igy nyert 51 ug/ml-
es konecentrdcidju oldatot tovabb nem tisztitottuk a ben-
ne levd vitamin csekély mennyiségére vald tekintettel,
de kromatogréfidval /25 szerint/ meggylzédtink rdla,
hogy az oldat Blz-vitaminon kivil més aktiv korrin-szér-

mazekot mérhetd mennyiségben nem tartalmaz,.

6oCo-Kobinamid. - El6dllitdsa ugyanugy tértént,mint a

Jjelzett Blz-vitaminé,azzal a kilildnbséggel y,hogy a bakté-
riumtenyészethez nem adtunk hozzd 5,6~dimetilbenzimid-

azolte.

IIT.faktor, = A Kébényai Gydgyszergydrtdl vasdrolt termé-
ket dtkristdlyositds és elektroforézissel vald ellendr-
zés uldn haszndltuk.A termék tisztitdsdt dr.Kelemen Ag-

nes volt szives elvégezni.

Oxitetraciklin.=- A Chinoin gyér oxitetraciklin=-dihidrét-

termékét haszndltuk dtkristdlyositds nélkiil,.

Lgyébként,a lehetdséghez képest tiszta - pro analisi ill.
purissimum mindségii vegyszercket haszndltunk,egyes nem jél
definidlt anyagokndl azonban /kukoricalekvér,agar-ager
stb./,tekintettel arra,hogy a kisérletek tsbb éven &t
folytak,nem tudtunk mindig azonos minlGségii d4rut bizto=-
sitani,



BeKisérleti mddszerek,
a/.Felhaszndlt térzsek,fenntartdsuk és tenyésztésiik.

Propionibacterium=-térzsek, - lunkdnk sordn megvizsgdltunk:
4 P.shermanii-tirzset,amelyeket kiildnféle hazai és kiilfdl-

di intézményektll szereztiink be,azonkiviil 4 olyan térzset,
amelyeket tejtermékekbll magunk tenyésztettiink ki.

- 2P, freudenreichii-torzset

- 1 P,rubrum-térzset

- 1 P,petersenii-térzset

- 1 P.technicum=tdrzset

E torzsek nagy részét Bukin professzor /loszkva/ volt szi-
ves a rendelkezésemre bocsdtani,amiért e helyen is kifeje~

zem koszbnetemet.,

E torzsek fenntartdsa a /98/ szerinti, 1,8% agar-agarral
kiegészitett tdptalajon tsrtént,szurt tenyészetben,paraf-

finolaj alatt.

A tOrzsek szaporitdsa a /98/ szerinti folyékony tdptalajon
tortént 26 C%-on /41ltaldban 400 ml téptalajon,500 ml=es

Erlenmeyer-lombikokban,stacioner tenyészetben/.

b/.Ochromonas malhamensis.~ &zt a tdérzset dr.lagyar Kdroly

/Gyégyszerkutaté Intézet/ bocsdtotta a rendelkezésemre,Te-
nyésztése a kdv.0sszetételll tdptalajon tértént:

10 g glukéz, 0,6 g citromsav, 0,3 g KH2P04, 1 pg Blz-vi-
tamin,30 ml kukoricalekvédr-kivonat, 1200 ml csapviz.A pH-t
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amméniumhidroxid-oldattal 5,5-re dllitottuk be.Sterilizd-
1ds 120 C°-on 20 percige

Kukoricalekvér-kivonat készitése: 1 kg kb.50% szarazanyag-

tartalmu kukoricalekvérhoz 1000 ml metanclt adunk és ala-
posan Osszekeverjlik,majd egy érdn a4t keverget jik.Szlirés
utén a tiszta oldathoz azonos térfogatu acetont adunk,mire
csapadék véalik ki és az oldat kivildgosodik.Sziirés utdn a
halvénysérga oldatot jol zérd iivegben hiitSszekrényben éve-
kig eltarthatjuk.

Az Q.malhamensis~-tdrzset kémecsdben tartjuk fenn szobahdmér-

sékleten,10-15 naponként oltjuk &t - 1-2 cseppet egy kém-

csbbe,

Leeo0li 113=3, = A tdrzs fenntartdsa a kdv.tédptalajon tér-

ténik:

Kukoricalekvérkivonat /készitését 1, fent/ - 3,0 ml, K, HPO,

042 G, Feso4.7H20 - 0,005 g, MgSO4.7H20 - 0,2 gy glice~
rin - 2,0 g, agar-sgar - 2,0 g, viz ad 100,0.ml, Blz-vi-
tamin 20,0 Jge= pH 7,2, sterilizdlés 120 C°-on 20 percig,

kiferdités kémcsdvekben.

Inkubdeié 18-24 6ra 26 C°-on,utdns jégszekrényben 4-6 héna-
pig eltarthatée.

Szaporitds: 1%-os peptonos téptalajon /egardiffuzids By o=
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vitaminmeghatdrozéds céljdra/.Tenyésztés folyékony tdptala-

Jon az antagonista-kisérletekhez: a hasznélt tdptalaj,elte-
kintve attdl,hogy agar-agart nem tartalmaz,azonos a /14/
szerinti agardiffuzids meghatérozdshoz haszndlt szinteti-

kus téptalajjal,Blz-vitaminnal sziikség szerint kiegészitve.

A Kétyi-Szendrey féle Blz-vitamin- és prolin-dependens
torzset /58/ ugyanezen a tédptalajon tenyésztettiik,de 1%=-
nyi dl-prolinnal egészitettiik ki.

b/.Agardiffuziés médszer B, o=vitauin meghatirozdséra. =

Az eredeti E.Harrison és munkatdrsai /36/ 4ltal ajdnlott
médszert Csajkovszkaja és Druzsinina médositdsa /14/ sze-
rint alkalmaztuk,Davis E.coli 113=-3-térzsét alkalmazva

teszt-organizmusként.

A meghatdérozédsokat Petri-csészékben,vagy 1l4-35 cm-es agar-—
lemezeken végeztilkk.A Petri-csészékbe 4, a nagy agarleme-
zekbe 65 0,8 em dtmérdjui lyukat furtunk és a lyukakba 0,05

ml vizsgdlandd anyagot mértiink be.

Az Ssszehasonlité standerd oldatok koncentréciéja 0,1 ug/ml
ill. 0,025 pg/ml volt.~ Az eredmények kiszémitdsa Jerusza-
limszkij és munkatdrsai /48/ képlete alapjén tértént egy
sajédt készitésl 1:4 higitdsi ardnyra érvényes tébldzat
segitségével.~ A zéndk méretét egy hdzilag késziilt vetité-
késziiléken olvastuk le 3,3-szoros nagyitédssal,0,l cm-es pone-
tossdggal .A vizsgdlandd oldatokat - kivéve azokat az ese-



teket,ahol csak kvalitativ eredményekre volt szlikség - 24
vagy 48 lyukba bemérve vizsgdltuk.Kobinamid-meghatdrozéd-
soknél,minthogy ott a zéna széle elmosddottabb,mindig 48
lyukban vizsgédltuk a kon¢entrdéciét.

A meghatdrozésok hibahatéra J.S.Simpson tdblézata alapjén
/76/ minden esetben legalébb p = 0,95 volt,

g(;é_glz-vitamin és rokonvegyliletek papir-kromatogrifidja.

Nevezett vegyliletek szétvdlaszidsa ill.vizsgdlata felszdl-

16 kromatografidval tértént Whatman-l vagy einek megfe-
leld més papiren,vizzel telitett sekunder butanol-rend=-

szerben /25/ szerint.

Az autobiografidt ugy végeztiikk,hogy a papirkromatogrammok-
bél 2-%3 mm széles hosszanti esikokat védgtunk ki,ezeket
/14/-szerinti agarlemezekre helyeztik és inkubdltuk.

Az agarlemezek fényképezése Hutner /46/ médszere szerint

tértént.

d/.Rédigaktivan jelzett B, -vitamin és szdrmazékainak ko-

t6dése az E.coli 11%-3 baktériumokhoz. = A baktériumtenyé-

szetetl megplvasztolt agarba kevertlk és a megdermedt agar-
lemezben tenyésztettilk a megfeleld mennyiségii jelzett 812-
vitamin ill. kobinamid hozzdtétele utédn.Inkubdcié utén a
meg nem kotott radidaktivitdst vizben vald dztatdssal el-
tavoliteottuk és a vicsszamaradt rédidaktivitdst az sgartép-

talaj egy alikvot részének kémcsbbe vald dtvitele utdn
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kristdly-detektorral vizsgaltuk,édltaldban 2 x 10 percig,
kis aktivitédsokndl hosszabb ideig.

e/ Diffuzids é1landdk meghatérozsdsa.~- A diffuzids dllanddk

meghatérozdsa /86/ szerint tdrtént.A kobalaminmonokarbon-
sav-koncentrdéeidk mérése - mivel fényabszorpcid szem=-
pont jébdl épp ugy viselkedik,mint a Blz-vitamin,a /8/=
ban megadott spektrofotometrias mddszerrel tértént.A 812-
vitamin,a kobinamid és a III.faktor meghatiérozisdt agar-
diffuzids médszerrel végeztik.Osszehasonlité oldatnak
mindig Blz-vitaminpstandardot haszndltunk.Igy a médszer
faktorok esetében nem ad ugyan pontos eredményt,aui az
abszolut értékeket illeti,erre azonban ninecs is sziikség,
mert 8 diffuzidés dllandé szémitdséndl nem abszolut kon-
centrdécidkra,hanem csak koncentirdcid-ardnyokra van szik-

ség /a diffuzié elStti és utdni koncentrdcié hényadoséra/.

A médszer pontossdgdt d6ntd mértékben a koncentrécidk
meghatdrozdsdnak pontosséga szabja meg,tehdt esetiinkben
p £ 0,95,

Miutén a diffuzids dllandék meghatdrozdsa nem bioldgiai,
hanem fizikokémiai mérésen alapszik,e méréseket nem a ki-
sérleti részben,hanem a Fliggelék l.pontjéban Esmertetjﬁk,
tovébbi felhaszndlds c€ljébdl azonban itt k8z8ljik a mé-
rések eredményét, a meghatdrozott diffuzids dllanddkat
/az értékek 26 C° hémérsékletre vonatkoznak/:



DBI = 2,85. 107 -6 cm sec -1

D 2,91.107° "
T SsThe

Dygs = 2,95.10

Doy = 3,90.0°°

Jelmagyardzat: MKS = kobalaminmonokarbonsav
Kob = kobinamid.



Kisérleti eredmények.
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I. A kobalaminmonokerbonsav inhibiciés indexe.

1/.A kobalaminmonokarbonsav gétlé hatdsénak kvantitativ
vizsgdlata agarlemezen,higitédsos médszerrel,

A /14/ szerinti agarlemezbe lyukakat furtunk és azokba
olyan oldatokat tolt&ttink,amelyek 0,100 ug/ml illetéleg
0,025 pg/ml By ,~vitamint és védltozdé mennyiségi kobalamin-
monokarbonsavat tartalmaztak /kétszeres higitdsi sorozat-
ban/.- Az agarlemezeket inkubdltuk,majd a kapott néve-
kedési zdéndkat vizsgdltuk.Az eredményecket az l.téblédzat-
ban mutatjuk be.

A tdblazatbdél ldthatd,hogy mindkét Blz-vitamin-koncentré-
cié esetén 40-szeres kobalaminuwonokarbonsav-mennyiség

alkalmazésa ad teljes gdtlédst,

Kis kobalaminmonokarbonsav-koncentrdeidk esetén a zdéna
sz€le éles,nagyobb koncentrdcidk esetén a zéna 4tmérdje
valamelyest né / 8=15% kal/ és a széle felé fokozatosan
mind elmosdédottabbd vélik,Végiil az antagonista faktor kon-
centrdcid jénak emelésével a zéna ugy tinik el,hogy a he-
lyén csak egy egész halvdny "udvar" marad,majd ez is tel-

Jesen elenyészik,

“llendrzésképen ezt a kisérletet ugy is elvégeztiik,hogy

kobalaminmonokarbonsav helyett antibiotikumot vagy anti-



l.tdblédzat,

e e e i i e e e e e e
=S mDmDmoDmE=Es

_A kobalaminmonokarbonsav gdtlé hatdgdénak kvan-

titativ vizsgdlata agarlemezen,

Kobalaminmono- A ndvekedési zdéna dtwérdje mm-—ben,

karbonsav-kon=- 0,100 ug/ml 0,025 yqpﬁil
centrdcid,pg/ml B, ;-vitamin-kpncentrédcis
esetén

4 0,0 0,0
2 22,0 0,0
 § 21,6 0,0
0,5 20,8 20,0
0,25 20,8 19,0
0,125 20,6 17,1
0,06 20,6 17,0
0,03 20,6 16,9
0,015 20,6 16,9
0,0 20,6 16,6
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szeptikumot kevertink a B,,-vitamin-oldathoz /oxitetracik-
lint,ill. formalint/.Ebben az c¢setben azt taldltuk,hogy az
antiszeptikum ill.antibiotikum centrdlis gdtldsi zéndt hoz
létre,amelyet - feltéve jhogy a gdtldé anyag koncentrdcisdja
nem volt tul nagy - ndvekedési gylirli vett kiriil.A néveke-
dési gylri kiilsé atmérdje dltaldban lényegesen nagyobb,

mint az azonos koncentrdcidju tiszta Blz—vitamin-oldat

dltal kivadltott ndvekedési zdéna dtmérdje.

A kisérlet azt mutatja,hogy a kobalaminmonokarbonsav més
tipusu antagonistdja a Blz-vitaminnak,mint pl.az oxitetra-
ciklin vogy a formalin.Az a tény,hogy két kiilénbszd Blz-vi-
taminkoncentrdcidé mellett ugyanolyan arényban kell a kobal-
aminmonokarbonsavat hozzdéadni ahhoz,hogy teljes gdtlést

kap junk,kompetitiv antagonizmusra utal,amikor is az inhi-

bicids index teljes gédtldskor:

Kobalaminmonokarbonsav-koncentricis = 40
Blz-vitamin-koncentrécié

2/.A kobalaminmonokarbonsav_antagonista hatdsénak felisme=-

rése agarlemezen,autobiogrammon,

A kobalaminmonokarbonsavat termeld P,shermanii térzsiink te-
nyészetébll készilt Blz-vitaminrkoncentrétumot papiron kro-
matografdltuk /25/ szerint és két jol elkiildnithetd foltot
kaptunk.A foltokat kivégva és bioldgiai aktivitdsukat vizs-
gélva azt taldltuk,hogy az egyik folt /Rf = 0,27/ bioldégiai-

lag aktiv - /14/ szerinti agarlemezen ndvekedési zéndt hoz
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létre - a mésik folt azonban inaktiv,annak ellenére,hogy
a By,-vitamin jeilemz{ piros szinét mutatja /Rf = 0,14/,

Mikor azonban a foltokat nem kiilén-kildn vizsgédltuk,hanem
a kromatogrammbdl keskeny hosszanti csikokat végtunk ki és
ezeket a /14/ szerinti agarlemezekre fektetve autobio-
grammokat készitettiink,azt taldltuk,hogy a Blz-vitaminnak
megfeleld folt helyén névekedési zdéna keletkezett,amelynek
a vége a mésik folt felé "mintha le lett volna végva”,hir-
telen,élesen végzddstt.Ez a kiillénds jel hivta fel a fi-
gyelmet arra,hogy az Rf = 0,14-nek megfeleld foltban levé
anyag bioldgiailag nem inaktiv,hanem a Blz-vitamin antago=-
nistdja./L.az l.4bra baloldali részét/.

3/ A kobalaminmonokarbonsav antibjotikum-jellegének felis=
merése,Gatlési zéndk,

A kobalaminmonokarbonsavnak ez a kimutatdsa,épp ugy,mint

az E.L.Smith médszerével valé kimutatdsa is /1. a 4. ki-
sérletet/ csek indirekt: a Blz-vitamin okozta névekedési
zéna eltorzuldsabdl kivetkeztethetiink a jelenlétére.Sike-
rilt azonban olyan médszert taldlnunk,amely lehetdvé teszi
a kobalaminmonokarbonsav direkt kimutatdsdt is.E célbdl a
/14/ szerinti Usszetételll agarlemezt kiegészitettiik 1/300-
1/500 pa/ml Blz-vitaminnal - olyan vitaminmennyiséggel,amely
mar biztositja a teszt-organizmus elszaporoddsst az agarle-

mezene.
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Ha a kobalaminmonokarbonsav-oldatot ilyen agarlemezbe furt
lyukba toltjik,szabdélyos. gatldsi zdndt kapunk.l gdtldsi zé-
ndkat kvantitativ szempontbél is tanulményoztuk és a k-
vetkezd eredményeket kaptuk /2.tdblézat/.

Usszefliggés kobalaminmonokarbonsav-oldatok koncentrd-

cidja és az dltaluk kivdltott gdtldsi zdéndk

méreie kdzt.

Kobalaminmono- A koncentrdcié A gdtlési Két szomszédos
karbonsav-kone. 2=-alapu loga- 2zdéna &tmé- zéna-atm.kézti
pe/ml ritmusa réje/d/mm-ben kiildnbség, Ad
400 8,64 47,3
0,6
200 7,64 46,7
1,3
1,6
- 50 5,64 =e—ee—e= 43,8
2,8
25 4,64 41,0
2,9
12,5 3,64 38,1
2,8
6,25 2,64 3243
3,0
3,12 1,64 32,3

A téblézatbdl kitlnik,hogy 3 és 50 pg/ml koncentrdcidhaté-
" rok kdzt a kobalaminmonokarbonsav koncentrédcidjénak logarit=—
musa egyenesen ardnyos a gétldsi zdna étméréjével,vagyis ha=-

sonlé tdrvényszeriség 41l fenn,mint az antibiotikumok agar-
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diffuzidés meghatdrozdsdndl éltaldban.lgy,a megjeldlt kon-
centrédcidhatarok kézt a kobalaminmonokarbonsav mennyiségi-
leg is meghatdrozhaté agardiffuzidés médszerrel ,feltéve,
hogy kellgtisztaségu standard készitmény &11 a rendelkezé-
sinkre és a vizsgdland$ oldat Blz-vitamin-aktivitést nem

mutat,

Ha a 2/.kisérletben felhaszndlt papirkromatogrammbél kivé-
gott keskeny hosszanti esikot Blz-vitaminpnyomokat tartal-
mazé /14/ szerinti agarlemezre helyezziik és a lemezt inku-
bdl juk,olyan autobiogrammot kapunk,amelyen a Blz-vitaminp
nak megfeleld folt ldthatatlan marad,ellenben a kobalamin-
monokarbonsavnak megfeleld folt helyén géatldsi zdéndt kapunk.
Igy a kobalaminmonokarbonsav k&zvetlenilil kimutathatdvé

védlt./Lésd az l.4bra jobb oldaldt/.

Az &bra bal ill. Jjobb oldalédn ldthaté autobiogrammok tehdt
egyoldaluan tikrdzik a valdsdgot.Képletesen azt mondhat juk,
hogy egy érme egy-egy oldaldt mutatjék be.Tel jes képet
akkor kapunk,ha a két autobiogrammot egylitt értékel jiik.

4/ .A kobalaminmonokarbonsav dltal kivéltott gdtldsi zdndk
flgpése az agarlemez B, s=vitamin-tartalmdtsél,

/14/ szerinti agarlemezeket készitettiink,azzal a médositds-
sal ,hogy kiilonbdzd ismert mennyiségi B, ,-vitamint tartal-
maztak.linden Petri-csészébe 4 lyukat furtunk és ezekbe
rendre 100, 10, 1 ill. 0,1 pg/ml koncentrdeidju kobalaminmo-



Termeszetes antagonista faktort tartalmazd 812:

vitamin-koncentrétum autobiogrammja.

Baloldalt: A Blz—vitaminnak és a bal csikon feliil a

kobinamidnak megfeleld nivekedési zdéna /14/ szerinti

agarlemezen.- A By,-vitaminnak megfeleld zdna alsé
o

resze hirtelen végzddik /"mintha le lenne végva'"/.

Jobboldalt: Ugyanazon kromatograumokrdl késziilt auto-

biogrammok /14/ szerinti,de Blg-viLamin—nJomakat tar-
talmazd agarlemezen.- A kobalaminmonokarbonsavnak meg-

feleld gétldsi zdénmét ldtunk.

A bal- ill. jobboldali autobiogrammok kiilén-kiilén hid-
dJ &

nyosak.Csak egyltt adnak teljes kepet a vizsgdlt pa-

pircsikon levd faktorokrsdl.
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nokarbonsav-oldatot toltéttink.16 Srai inkubdlds utédn a ko-
vetkezdé eredményeket kaptuk / 3.tdblézat/:

3.tédblézat.
-

Pt S s

A kobalaminmonokarbonsavval kivdltott gdtldsi zdéndk

méretének fig omvitamin-tartalmdtél,

sése az agarlemez B

Blz-vitamin A bemért kobalaminmonokarbonsav-oldat
koncentréeid koncentrédciéja pg/ml-ben
az agarban. 100 10 1 0,1
pe/ml Zénadtnérék mm-ben.
0,0001 e 200 118 13,0
0,0004 18,5 16,0 14,0 9,5
0,0016 A M3 120 -
0,0064 15,5 12’5 - -

Az eredmények azt mutatjék,hogy a zdéna dtmérdje igen nagy
mértékben flgg az agarbsn levl Blz-vitamin konecentrécid jé-
t61,tovébbd,hogy a minimdlis gdtldsi zdéna létrejottéhez

a jelenlevd Blz-vitamin—koncentrécié 400=-800=-szorosédra van
szilkség kobalaminmonokarbonsavbél,vagyis a mért inhibicids
indexet legalédbbis 1l0-szeresen meghaladd koncentrécidra,
Ennek a feltiiné jelenségnek a magyerézatdt a késébb lei-
randé kisérletek fogjék megadni.
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onizmus kimutatdsa E.L.Smith szerint /77,78/

/+A2Z anta;

és e médszer mdédositédsa.

E.L.Smith médszere abban &11,hogy a /14/ szerinti vagy ha-
sonld célt szolgdldé més agarlemezbe egymés kdzelében két
lyukat furunk.Az egyikbe Blz-vitamint téltiink,a mésikba
antagonista-oldatot.Ekkor a Blz-vitamin dltal kivéaltott
kéralaku ndvekedési zdéna eltorzul,az antagonista feldli
oldalon a zdéndnak egy része €les széllel le van végva.
/Le.2.8bra,33.0ldal/,.

A médszer alapjdban véve kvalitativ,ha azonban kiilénb&zd
koncentrdcidardnyokkal végezziik el a kisérletet,lesz olyan,
amelynél a levégott szél nagyjébdl a két lyuk kézéppontjit
Osszekdté szakasz felezlpontjéra esik.Az ilyen gédtldsnak
megfeleld koncentrdcidardny adja meg Smith szefint az inhi-

bicidés indexet.

Ezt a médszert Wolters /90/ "csatornateszt"-jének felhasznd-
léséval ugy véltoztattuk meg,hogy az agarlemezbe kdralaku
lyukak helyett 8«10 cm hosszu és 6 mm széles csikokat vég-
tunk és ezeket kiemelve csatorndkat kaptunk.Ha két ilyen
pérhuzamos védlyuba mérjik be a Blz—vitamin,illetdleg a ko=
balaminmonokarbonsav oldatdt,egyenes szélii névekedési zdnédt
kapunk,amelynek széle parhuzamos a csikkal / 1. a 3.4brat,
34.0./.Ennek a médszernek magéban véve nincs kiildndsebb
eldnye az E.,L.Smith dltal leirt mdédszerrel szemben,legfel-

Jebb az,hogy ugyanabban a kisérletben a csik hosszéra merd-
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A Blz-vitamin és_a kobalaminmonokarbonsav antago-

nizmusénak kimutatédsa E.L.Smith nyomén,

kiilénbdz8 koncentridcidarényok mellett.

A balqldali lyukakba B12—vitamint,a Jobboldaliakba
kobalaminmonokarbonsavat tsltéttink.Jd§l léthaté a
névekedési zéndk eltorzulédsa és az,hogy a gatlési
vonal sokkal €lesebben hatérolt,mint a ndvekedési

zéna el nem torzult részének a széle.



E.L.Smith médszerének mddositdsa Wolters nyomén.

1

A két sz€élsd csikba B A =vitamint,a kozépsé8be kobalamin-
2 ’ -

1

monokarbonsavat téltottink.

A baloldali csik bal szélén,ahol a ndvekedési zdna

kiil alakult ki,a zdéna szecle olyan el-

a fényképen csak sejteni lehet.A k&zépsd

oldalon,ahol a kobalaminmonokarbonsav

2 T .o o 8
)

gsatld hatdsa érvenyesil,a zdnak keskenyebbek és feltl-
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legesen tébb pdrhuzamos mérést tudunk végezni a gétlés fo-
kénak meghatdrozdsdra.bflméletileg az lechet az eldnye Wol-
ters médszerének,hogy a szokdsos kétdimenzids diffuzid
helyett egydimenzidés diffuzidé megy végbe,amelynek viszo-
nyai kevésbé bonyolultak és K.E.Cooper képletével /11,12,
13/ nyomon kévethetlk.

A mi szdmunkra Wolters médszerének kiprébdlésa azért volt
jelent8s,mert fontos 1lépés a kdvetkezl pontban ismertetends

kisérlet bevezetésére,

6/.A B, =vitamin és a kobalaminmonokarbonsav ahtagonizmusa
kompetitiv voltdnak demonstrédlésa agardiffuziés médszerrel,
a Wolters-f'éle "csatornateszt™ felhaszndlésdval,

/14/ szerint késziilt agarlemezekbll 6 mm szcles csikokat
végtunk ki egy kiilén e célra készitett eszkdzzel /két bo-
rotvapenge csavarokkal egy milanyag-szérhoz rdgzitve/,ami a
csikok egyenld szélességét biztositotta.A csikok hossza

11 i 0,2 cm volt.

Az elsé kisérletsorbzatban acsikok pédrhuzamosak voltak,egy-
méstél kb. 3,5 em tdvolsédgban.A vélyukba {leéltva 1m

10 pg/ml koncentrdeidju B, ,-vitamin-oldatot,illetlleg 1 ml
kiildnbbzd koncentrdciéju kobalaminmonokarbonsav-oldatot
mértink be /300, 400, 500, 600 ill. 700 pg/ml/,majd az
agarlemezeket inkubdltuk.A Blz-vitamint tartalmazé valyuk
k8ril névekedési zdéndk keletkeztek.A lemez szélén levd
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csik mentén - ahol nem velt a Blz-vitamint tartalmazd vé-
lyuval szemben kobalaminmonokarbonsavat tartalmazé csik,el-
mosdédott szélii,kb. 3,2-3,3 cm széles ndvekedési zdéna kelet-
kezett /elmosdédottisdga miatt nem volt egész pontosan leol-
vashaté/.0tt ellenben,ahol kobalaminmonokarbonsavat tartal-
mazé vdlyu volt a Blznvitamint tartalmazé csatorndval szem-
ben,feltiinen élesszélli és sokkal keskenyebb ndvekedési zé-
na alakult ki.Szélessége a koncentricid-ardnyokkal kissé
valtozott.A nivekedési zdéna szcélessége abban az esetben
volt pontosan a fele a két csik kbzdtti tdvolsdgnak /fiig-
getleniil a két esik egyméstél vald tdvolsdgdtél/,amikor a
kebalaminmonokarbonsav koncentrécidja 5V-szercse volt a
Blz-vitamin koncentrécid jénak,vasyis BOOng/ml.- Miutén a
két vegyiilet diffuziés dllanddja kdzel azonos /1. a meto-
dikai részt,23.0./,ezt az eredményt ugy értelmezhet jik,
hogy az adott kisérlet szerint a kobalaminmonokarbonsav
Bla—vitaminra vonatkoztatott inhibiciés indexe e szerint

a teszt szerint 50.Ez az érték kdzel egyezik az 1/.kisér-
letben kapott 40-es értékkel.Meg kell azonban jegyezni,
hogy E.L.Smith és munkatédrsai ennél nagyobb inhibicids
indexekrdél szémolnak be /77,78,79,80,81/.

A mésodik kisérletsorozatban nem pdrhuzamos,hanem egyméssal
bizonyos szdget bezdrd csikokat vdgtunk ki az agarlamaz-
bll.Minden mésodik esikba 1 ml 10 pg/ml koncentréeidju
Blz-vitamin-oldatot t8ltottink,a kozbiilsd csikokba pedig .

részben kobalaminmonokarbonsav-oldatokat,részben 1%-os vie-
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A B =vitauin és s kobalaminmonokarbonsev snteso-
nizousa kompetitiv volténak demonstrédlésa

a.ar ezen

B

A két ceik széle o a ghtldei vonal j6 kizelitéssel

sugérnyalébot alkat.



1000 pg/ml MKS
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Seéibrae

TEZZDImmoonIm

0,1 mg Neomiecin

1 10 mg fenol
10 ug/ml By
1 mg/ml Neomficin
10 pg/ml Byp

Kompetitiv gdtids New kompetitiv gitlds

A Ugplleges ceikozds a csatorndkat,a vizszintes a né-
vekedési zdndkat jalzi.- HKS = kobslaminmonokarbonsav,

Kompetitiv gétldsndl a gdtldsi vonal a két szomszédos
coik szélével sugérnyaldbot alkot /vegyis a hirom egye-
nes egy pontban metszi egymédst/.

em koumpetitiy 1 & gdtldsi vonal pérhuzeamos a
2é anyagot tarthlmazd vilyuval és figgetlen a Byo=
vitanint tartalmaz$ vélyu helyzetdétll.
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zes fenol-oldatot,részben pedig 1000 ill. 100 E/ml kon=-
centrdciéju neomicin-oldatot - minden esetben 1 ml mennyi=-

ségben.

18 drai inkubdlds utédn vizsgdltuk a kifejlédétt ndvekedési
zéndkat / 1. a 4. és 5. dbrdt, 37.-38. 0./.Az 5. dbrén be-
mutatott fénykép technikai okokbél halvény és az agarlemez-
nek csak egy kis részét mutatja.BEz a fénykép inkdébb csak a
kisérlet dokumentdldséra szolgdl,mig a 4.dbra szkematikus

rajzon mutatja be az eredményt.

Az &ébra baloldalédn léthatjuk a kobalaminmonokarbonsav két
kiilénbozé koncentrdcidju oldatdénak hatdsdt a ndvekedési zdb-
néra.Ezekben az esetekben olyan ndvekedési zdéna alakult ki,
amelynek a széle €les és egyenes voli,de sem a Blz-vitamint,
sem a kobalaminmonokarbonsavat tartalmazé csikkal nem pér-
huzamecs,hanem a két esik képzeletbeli metszéspontjibdél ki-
indulé egyenes.

Bz az eredmény érthetd is.A két antagonista egyenldé sebesség-
gel diffunddl és a zdéna széle kompetitiv antagonizmus esetén
ott alakul ki,ahol a koncentrdcidk ardnya &1landé érték.

Az ilyen pontok mértani helye olyan egyenes,amelyre nézve
érveényes az a feltétel,hogy a két ecsiktél vald tévolségok
aranya minden rajta levd pontra nézve dllandd,vacyis a két

csik szélével sugdrnyaldbot alkot.

Egészen mds képet adnak a ndvekedési zéndk ott,ahol a By o=
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vitaminnal dtellenes csikba antiszeptikumot vagy antibioti-
kumot /vagyis nem kompetitiv antagonistdét/ tsltéttink.Itt a
novekedési zdéna széle egyrészt nem volt éles,mésfeldl pedig
tért vonal hatdrolta.A gdtlé anyag ugyanis a ndvekedési zé-
natél teljesen fliggetlenlil gétldst hoz létre és a gdtlédsi
zéna széle a g4tldé anyagot tartalmazd csikkal pérhuzamos.
Ott viszont,ahol a gétlds mér nem érvényesiil,kifejlédik a
névekedési zdénaiennek széle viszont a Blz-vitamint tartal-

mazd védlyuval péarhuzamos.

A leirt mdédszer,ugy gondoljuk,nemcsak a Blz-vitamin és

antagonist4i esetében alkalmazhatd,henem minden olyan nd-
vekedési faktor és antagonistdinak vizsgdlata esetén,ahol
a nivekedés agardiffuzidés mdédszerrel kimutathatd.A vézolt

eljards igen egyszeri és meggylzl,

1/ .A B 2-vitamin hatdsdnak tel jes gétldsa kobalaminmono-

karbonsavval folyékony tdptala.jon.

Az HE.coli 113-3 tenyésztésére szolgdld folyékony tdptalaj-

hoz 0,02 pg/ml-nyi B,o-vitamint és 2% glukézt adtunk,majd
250 ml igy ellkészitett tdptalajt beoltottunk 1 kaesnyi 24
6rds folyékony E.coli 1l3=3-tenyészettel.iZbbdl az oldatbdl

kobalaminmonokarbonsavval olyan higitdsi sorozatot készi=-
tettiink,amelynek egyes tagjai 0,01 Pg/ml Blz-vitamint s
vdltozdé mennyiségli kobalaminmonokarbonsavat tartalmaztak,

kétszeres higitdsi sorozatban.A kémeséveket 26 CC-on inku-
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bdltuk és 24 ill. 120 dra mulva olvastuk le az eredményeket,
amelyeket a 4.tdbldzatban tilintetiink fel,

4. téblézat.

Sttt
A kobalaminmonokarbonsav glz-v;taminra vonatkoztatott

inhibicidés indexének meghatdrozdsa folyékony tép=-
talajon E.coli 11%-3,mal,mint teszt=-

organizmussal

Kobalaminmonokar= A baktériumtenyészet fejlddése
bonsav/Blz-vitamin 24 drai 120 drai
koncentricidardny inkubdeidé utén
32,000 - -
16,000 : - -
8.000- - -
4,000 - P
2,000 - -
~ 1.000 - - /fert./
500 - -
250 - -
125 - +
62 - +
31 - +
15 + +

Megjegyzégia By,~vitamin konec.minden esetben 0,01 ug/ml volt.
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A téblézat azt mutatjs,hogy a 24 dérds leolvasés szerint a
kobalaminmonokarbonsav kb. 85-sz8rés koncentrdcidban anta-
gonizdlja a Blz-vitamint /ez az érték a legkisebb tel jesen
g4tlé és a legnagyobb részben gdtlé koncentrécidé mértani
ktzépardnyosa/.Ez az inhibieids index kissé magasabb az
1/.kisérletben agarlemezen kapott inhibicidés indexnél,
amely 40 volt.

Miutén azonban 24 Srén tul még ujabb csé is zavarossé
vélt,a médszer értékét relativnak kell tekinteni.Nem le-
het tudni,hogy végeredményben 85 vagy 160 e a helyes inhi=-
bicidés index.- Ezért célszeriinek 1ldtszott a bizonytalan
végpontot mutaté teljes inhibiecid helyett az 507=-os inhi-
bieidét vizsgdlni és az 507=o0s inhibicids indexet meghatéd-
rozni,Ez a médszer elsdsorban az enzim-inhibitorokndl hasz-
ndlatos,de bevezették a Blz-vitaminpantagonisték vizsgdla=-
téndl is /33,39,40,41,42/.A kompetitiv antagonizmus enzim-
reakcidkndl szokdsos grafikus analizise /17,61/ azonban

itt nen alkalmazhatd célszeriien.

8/.Az E.coli 11%-3 fejlédésének 50%-os gdtldsa kobalamin=-

monokarbonsavval .

Az B.coli 113-3 fejllidésének 50%-o0s gdtlédsét kivaltd ko=
balaminmonokarbonsav-koncentricidt a kdvetkezdképen hLata-

roztuk meg:

200 ml E.coli 113~-3% tenyésziésére szolgdld szintetikus fo-
lyékony téptalajt beoltottunk 1 kacsnyi 24 Srdas folyékony
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baktériumtenyészettel ,majd kétfelé osztottuk.Az egyik felé=-
hez 0,055 pg,mésik felchez 0,22 pg Blz-vitamint adtunk.Az
oldatokat 9 mleenként steril kémcstvekbe fejtettiikk és a
térfogatokat ugy egészitettik ki 10 mlere,hogy az egyes
keémesdvek az S5.tédbldzatban megadott mennyiségi adalékokat

tartaimaztédk.

20 6rés 26 C°-on valé inkubdlés utdn Unicem spektrofotomé-
teren, 1 cm-es kilvettdkban mértik a fényabszorpcidét 600
nm-en /tekintetbevéve,hogy 550 nu-nél a By ,~viteminnak és
rokonvegyilileteinek abszorpeids maximumuk van,amelyet el
skartunk kerilni a turbidimetrids mérésnél/.A meghatédro-
zésokndl Osszehasonlité oldatkent mindig az azonos Osszeté-
telli,azonos adalékokkal elldtott steril tédptalajokat hasz-
naltuk.

A kobalaminmonoxarbonsavat nem tartalmazd kontroll-tenyé=-
szetet leolvasds utdn a mégfe1e16 steril tédptalajjal a két-
szeresére higitottuk és igy is leolvastuk az abszorpciét.
Az igy kapott érték az 50%-os névekedésnek felel meg,mig
az eldbbi a 100%-o0os nivekedésnek.A leolvasott abszorpeids

€rtékek ugyancsak az 5.tdbldzatban vannak feltilintetve,.

A téblézatban Osszedllitott mérési adatokbdl a szemléletes-
seg kedvéért a 6.4brédn bemutatott grafikont szerkesztettiik
meg./ 1. 45.0./.
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5.tébléazat.

e e v e e o e

Az Se.coli 113%-3 fejlédésének 507-0s gatliésa kobalaminmnono=

karbonsavval két kilonbéz8 Blz-vitgginkoncegtrécié esetén,

B, ,-vitanin= Kobalaminmonokarbunsav/Bl2 Fényabszorpeid

konecentrdeié koncentrécid-ardny 600 nmeen
5.107% pg/m 128 0,090
64 0,085
32 0,14%
16 0,239
4 0,234
¢) 0,233
50%=08 nivekedés 0,127
2.1072 ugjmt 128 0,036
64 0,047
32 0,146
16 0,209
% 0,239
0 0,224
50%=08 nidvekedés 0,122

Megjegyzés: az 50%-os nivekedés a kontlroll tenyészeteket
/100%=-0s novekedés/ azonos térfogatu stefil téptalajjel
higitva jelenti.izekben ugyanis fele anpyi baktérium van,
mint a higitatlan tenyészetben.
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Abszorpeis
_600 nél

C,250 100%-08 sbszorpeid

--—

0,150 -

50%-08 sbszorpei

0,100 A

0,080

A kobalaminmonokarbonsav 50%-os gétlésa turbidimet-

ids mérés alapjdén két kiilonbszd Blg-vitamin—kon-

centrécidndl.

36-%38-3z0r08 kobalaminmonokarbonsav-koncentrdcidndl

taldlunk 50%-o0s ge&tlést.
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A 6.8brén a két kisérletsorozatnak megfeleld gorbék kézel
egybeesnek €és az 50%=0s gétldsnak megfeleld egyenest minde
ketté egy pontban,kb. a 35-szérés kobalaminmonokarbonsave
koncentrdcidénak megfeleld helyen metszi.A két gdrbe egybe-

esése az antagonizmus kompetitiv vclta mellett szél.

9/.A By,=vitamin - kobalaminmonokarbonsav antagonista pér

egymésra valdé hatdsdnak fligpdsége a beadds viszonylagos

iddpont jatél - szildrd tdptalajon vizsgdlva.

A /14/ szerinti agarlemezek oltdséra szolgélé folyékony
E.coli 113-3 tenyészetet steril desztilldlt vizzel a 10-

szeresére higitottuk és az igy kapott folyadék 2-2 mle-éhez
0,5 pg Blz-vitamint adtunk.tzzel az oltdanyaggal
5, 10, 20, 40 ill., 80 percnyi

szobahdmérsékleten vald d114s utdén beoltottuk az olvadt

agar 20 ml-ét,60 png kobalaminmonokarbonsavat adtunk hozzé
és Petri csészékbe agarlemezt ontdttiink vele.A lemezeket
16 érai 26 C°-on vald inkub&lds utén vizsgédltuk és vala=-

mennyin intenziv baktériumndvekedést taldltunk.

Egy mdsik kisérletsorozatban az agarlemezek oltdsédra szol-
g8l6 E.coli 113=3 tenyészetet desztilldlt vizzel a 10-szere-
sére higitottuk és az igy kapott folyadék 2-2 ml-éhez 60
¢2 kobalaminmonokarbonsavat adtunk.hzzel az oltdanyaggal

5, 10, 20, 40 ill., 80 percnyi

szobahdmérsékleten veld d11ds utdn beoltottunk 20 ml megol=-
vasziott agart, 3 pg By -vitamint adtunk hozzd és Petri-



csészékbe agarlemezeket dntdttiink vele.~ A lemezeket 16 6rédn
4t 26 C%-on inkubdltuk.Ggyiken sem észleltiink baktériumns-

vekedést.,

A kisérlet értckelésénél figyelembe kell venni,hogy a fene
tebb ismertetett adatok értelmében,egyidejli beadds esetén
40-50-szcres kobalaminmonokarbonsav-koncentirdcid esetén

agarlemezen tel jessé valik a gdtlés.

Az els6 kisérletben,ahol az E.coli 113%=3 baktériumok eldbb

a Blz-vitaminnal keriiltek érintkezésbe,a kobalamninmonokar-
bonsav/Blz-vitamin-arény 120 volt.Bgyideji beadds esetén

tel jes gdtléds kovetkezeil volna be.izzel szemben a kobalawin-
monokarbonsavnak csak 5 perccel késébb vald beaddsa is azzal
az eredménnyel jért,hogy a baktériumok szaporoddsdnak gdatlésa

elmaradt.,

A mésodik kisérletsorozatban a kobalaminmonokarbonsav/Blz-
vitamin ardny 20 volt,tehét egyidejii beadds esetén nem
vdrhattunk volna teljes gétldst.légis,a kobalaminmonokarbon-
savnak csak 5 perccel kordbban tdrtént beadédsa is elég

volt ahhoz,hogy a teljes gdtléds 1létrejdjjon.

A kisérlet tehét azt mutatja,hogy az antagcnizmus intenzité-
sét nagy mértékben befoijésolja az a kérilmény,hogy az
antagonista-pér két tagja kozil melyik kerﬁi elébb kapcso=
latba a baktériumse jtekkel.Igy kideriil ,hogy az agaron mért
40-szeres inhibicids index nem abszolut érvényességii,hanem

csak arra az esetre vonatkozik,amikor a vitaminnak és anta-
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gonistéd jénak beaddsa egyidejlileg tdrtéunik /ami legbiztosab-
ban ugy érhetdé el,hogy a két anyag oldetdnak keverékét al-
kalmazzuk a kivdnt ardnyban.

A fenti kisérlet azt mutatja,hogy a Blz-vitamin és a ko=
balaminmonokarbonsav antagonizmusa nem a klasszikus érte-
lemben vett kompetitiv antagonizmus.- Ez utébbi esetében
uzyanis tel jesen mindegy,hogy iddben megelbzi-e az antagonis—
ta hatdsa a metabolitét vagy forditva.Mindenkor a pillanat-
nyil koncentrdcidarény szémit: a rendszer aktivitdsdt gyor-

san bedlld kémiai egyensuly hatdrozza meg.

Mint léttuk,a Blz-vitamin és a kobalaminmonckarbonsav egy=-
masra valdé hatdsa esetén nem ez a helyzet.Ezzel kapesolat-
ban Woolleyre /93/ hivatkozunk,aki szémos példdt ir 1le
erre a jelenségre emldsdkdn és madarakon,sét megemliti,
hogy hasonld jelenség alacsonyrendli bioldgiai objektumo-
kon /élesztlsejteken/ is eléfordul.Bnnek ellenére ez a
szerz§ az ilyen tipusu antagonizmust is a kompetitiv anta-
gonizmus kategdridjdba sorczza,mert az antimetabolit azonos
korilmenyek kozt vald alkalmazésa esetén mindenek ellenére

dllandé jellegl inhibiecids indexet kapunk,

Azt l4tjuk tehat végeredményben,hogy az antagonistae-pédr
kézll az a vegyllet hat erdsebben,amelyet eldSbb adunk be.
Bz azzal magyarézhaté,hcgy az el0bb haté vegylilet akaddly-
talanul behatol a sejtbe,elfoglalja a megfeleld receptor-
helyeket és oda elég sziléardan beépilil.A késdbb hatdé anta-
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gonisténak mér nemcsak egyszerilien be kell épililnie a sejtbe,
hanem bonyolultabb mechanizmus szerint kell hatnia.lzzel a
kérdéssel az eredmények megbeszélése kapcsdn foglalkozunk,.

A mi esetilinkben az a tény,hogy az inhibicids index eltolé-

ddsdhoz mér néhdny perc is elegendf,azt mutatja,hogy a két

vegylilet beéplilése igen gyorsan megy végbe.Ezyebek mellett

ez is egy bizonyitéka annak,hogy a viszonylag nagy Blz-vi-

tamin-molekula /molekulasulya kb. 1500/ igen simén és gyor=-
san keresztiljut a sejthértydn.

10/.A B, ,=vitamin-kobalaminmonokarbonsaev antagonista pér
egymésra vald hatdsdnak Tl gése a beadds vigzonylagos
iddpont jétél,folycékony tdptalajon,

100 ml E.coli 113-3 tenyésztésére szolgdlé folyékony tép-
talajt 0,3 ml 24 érds tenyészettel oltottunk be, 0,011 pg/ml

mennyiségii Blz-vitamint adtunk hozzd és 9 ml-enként szét-
osztottuk steril kémcsdvekbe.E kémcsdvekbe 10 perccel a
Blz-vitamin beadédsa utédn kiilénbdzl mennyiségili kobalamin-
monokarbonsavat adtunk ugy,hogy az oldat térfogatdt egyben
10 ml-re egészitetltiik ki.1l6 érai 26 c%-on valé inkubdlés
utédn nefelometrids feltéttel elldtott Pulfrich-fotométe~
ren vizsgdltuk a tenyészetek zavarossdgdt desztillédlt

vizzel vald 5-szirdés higitds utén.

lMésik 100 ml folyékony téptalajt hasonld mddon oltottunk
be E.coli 113-%-mal €s e tdptalajhoz 0,11 pg/ml kobalamin-
monokarbonsavat adtunk,majd ezt is 9 ml-enként osztottuk
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szét keémcsdvekbe.A kémcsdvekbe 10 perccel a kobalaminmono-
karbonsav beaddsa utdn 1 ml térfogatu oldatban kiillénbdzé
BlZ-Vitaminymennyiségeket adtunk.B!lenSrzésképen egyes
kémesdvekbe csak Blz-vitamint,més kémesbvekbe csak kobal-
aminmonokarbonsavat adtunk.A tovédbbiakban ezt a kémesd-
sorozatot is ugyanugy kezeltiik,mint az elsét.

Az eredményeket a 6,tdbldzatban mutatjuk be:

6.t4abldzat,

E_ET ===
A kobalaminmonokarbonsav gdtlé hatdsa E.coli 113-3-ra folyé-

kony tdptalajon a B, -vitamin ¢és az antimetabolit kiilonbdzd
iddpontokban valé beaddsa esetén,

Kobalaminmono- Nefelométerrel mért A kobalaminmonokarbon-

karbonsa/Bla-vi- zavarossdg 5-9z0rds sav beaddsdnak idlpont-

tamin ardny higitésban Jja a‘Blz-haz képest,
Csak Bizvitamin 45 -
Csak kobalaminmonokar-

bonsav 15 -
20-szoros " 48 10 perccel késdbb
40-szercs » 41 "
160=gzoros " 27 "
320=szoros " 20 »
2,5-82z0rds " 20 10 perccel elébb

1,25-826r6s " 30 »
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50%

425 25 5 10 20 4“0 80 160 320

-szoros kobalaminmonokarbonsav-konc.
a Blz-vitamin~konc.—hoz képest.

A kobalaminmonokarbonsav gétlédsi g8rbéi a qu-vitamin
=

€s az antagonista kiilonbszd8 idépontokban

vald beaddsa esetén.

l.g0rbe: A kobalaminmonokarbonsavat adtuk be 10 perc-
cel elébb.

2.280rbe: A Bl -vitamint és a kobalaminmonokarbonsavat
egyoéerre adtuk be.

2.20rbe: A Blz-vitamint adtuk be 10 perccel eldbb.
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Ha a 6.tdblézatot ugy dolgozzuk &t,hogy a maximdlis ndve-
kedésnek megfeleld zavarossdgot /45/ 100-nak vessziik,a
minimdlis - B, -vitamin hidnydban mért zavarosségot [35/
pedig O-nak és a tébbi értéket interpoldljuk,a T.4brén
/51.0ldal/ ldthaté gbrbét szerkeszthet jilk meg.Usszehason-
litésképen ugyanezen az dbrédn feltiintetjlik azt a gdrbét
is,amelyet a B12-vitamin és a kobalaminmonokarbonsav egy-

ideji beadédsa esetén kaptunk /vesd Gssze a 6.4bréval/,.

Az eredmények azt mutatjék,hogy ha a Blz-vitamint ad juk be
hamarabb,20=-szoros mennyiségli kobalaminmonokarbonsav még
semmi gdtldst sem mutat,40-szeres mennyiséglii csak igen
csekély gétldst /12%/ és még 320-szoros mennyiségi anti-
metabolit is csak 83%%-os gdtldast ad.

Ha a kobalaminmonokarbonsavat adjuk be hamarabb,mint a
Blz-vitamint,a 2,5=-826rds kobalaminmonokarbonsav-mennyi-
ség - amely egyideji beadéds esetén még semmiféle kimutat-
haté gétlést sem eredményez - tdbb,mint 80%-os gdtldst
hoz létre;épp annyit,mint utdélagos kobalaminmonokarbonsav-
beadds esetén a 320-szoros koncentricid.lMég az 1,25~s5z8=-
rs kobalaminmonokarbonsav-mennyiség is kb. 50%~o0s gdtlé

hatést fejt ki - mint egyidejii beadéds esetén a 35-sz8rds
mennyiség.

Ezek a szémok magukért beszélnek.Bizonyitjék,hogy a kobal=-
aminmonokarbonsav inhibiciés indexe relativ fogalom;értéke

nagy mértékben flgz a meghatdrozds médjsétsle
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IT.A kobalaminmonokarbonsav antagonista hatdsdnak és képzd-
désének torzsspecificitdsa,

1/.Miutén a kobalaminmonokarbonsav antagonisténak bizonyult
a Blz-vitamin-dependens E.,coli 113%-3 torzzsel szemben,meg-
vizsgdltuk egyes mds tdrzsekkel kapesolatban,van-e antago-
nista hatdsa.- £ torzseket hdrom csoportba oszthatjuk: 1.

Biz-vitamin-dependens torzsek, 2.Gyenge Blz-vitamintermelﬁ
mikroorganizmusok és %.Sok Blz-vitamint termeld mikroorga-

nizmusok.

a/.Az l.csoportba tartozd mikroorganizmusokra valé hatdst
szémos szerzd vizsgalta,de az eredmények nem egész egyér-

telmiek.

Lactobacillus leichmanii-val szemben a kobalaminmonokar-
bonsav aktiv nivesztl hatdsu,sktivitdsa azonban sokkal
gyengébb,mint a B, ~vitaminé /81/ Feltételezik,hogy a kér-
déses mikroorganizmus Blz-vitamint szintetizdl a monokar-

bonsavbél.

Euglena gracilis-szal szemben a kobalaminmonokarbonsav
Blz-vitamin-hatést mutat fel,gdtld hatdsa még nagy kon-

centrécidéban sines /41/.

Ochromonas malhamensis-szel szemben a kobalaminmonokarbon=-
sav antagonista hatdsu 350-450 k&zti inhibicids indexszel.
/27,38/.lii a sajét vizsgdlatainkban azt taldltuk,hogy a

kobalaminmonokarbonsav még 1000 pg/ml koncentricidban sem
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gétolta ennek az organizmusnak a fejlddését,holott minden
Blz-vitamin-molekuléra;105 kobalaminmonokarbonsav-molekula

esett.

Prymnesium parvum esetében a kobalaminmonokarbonsav vitamin-
hatdsu /67/.

b/ Kiprébdltuk a kobalaminmonokarbonsavat szdmos,nem iden-
tifikdlt,kilonbdzé forrésbdél sziarmazd baktériummal és a
torzstenyészetiinkbél vald B,subtilis-szel szemben.- Ezek
nem voltak Blz-vitamin—dependens baktériumok,mégis felmerilt
az a lehetdség,hogy bizonyos nagy kobalaminmonokarbonsav-
dézisok esetleg gdétldé hatdssal vannak rdjuk.- A kisérletek
azonban azt mutattdk,hogy szintétikus vagy félszintetikus
téptalajokon,amelyek Blz-vitamint nem tartalmaztak,e bak-
tériumok fejlddését egy esetben sem gétolta a kobalaminmo-
nokarbonsav 200-400 ug/ml koncentricidban,

c/.Végil megvizsgdltuk a kobalaminmonokarbonsav hatésat
egyes,sok Blz-vitamint szintetizdlé mikroorganizmusok ese-
tében is.Igy néhdny sugdrgomba-tSrzsnél és olyan Propioni-

bacteriumokndl amelyek kobalaminmonokarbonsavat nem termel-

nek.fz utébbi esetben a tenyészetek kataldzaktivitdsdt mér-
tik /71/ szerint és ennek intenzitdsdt tekintettiik a fej-
Jédés méreejének.Azt @ldltuk,hogy 1000 pg/ml kobalaminmo-
nokarbonsav sem csbkkentette e tenyészetek kataldzaktivitd-
sét a komirol-tenyészetekéhez képest.
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Végil megvizsgéltuk a kobalaminmonokarbonsav hatédsédt egy
mésik Blz-vitamin-dependens E.coli-tdrzsre.bzt a torzset
Kétyi és Szendrey /58/ irta le és e szerzbk voltak szive-
sek rendelkezésemre bocsdtani,amiért e helyen fejezem ki

kGsztnetemet.

A kérdéses térzs Blz-vitamin és prolin-deficiens,ezért az
E.coli 113-3 szédméra haszndlt,de prolinnal dusitott folyé-
kony tédptalajon tenyésztettik.Ilyven kdrilmények kézt,26 -
on a tdérzs lassan fejlédétt,csak 48 6ra mulva mutatott erds
zavarosodéast a tdptalaj.Ilyen tenyésztés mellett akkor sem
észleltink gdtld hatdst a kobalaminmonokarbonsavtél,ha kon=-
centrédcidéja 1000-szeresen feliilmulta a jelenlevd Blz-vita-

minét.

e

E kisérleteket Osszegezve azt mondhatjuk,hogy a kobalamin-
 monokerbonsav rendkiviil specifikus antagonistédja az E.coli
113=3=-t6rzsnek.Természetesen nem dllithatjuk,hogy ez az
egyetlen tdrzs,amellyel szemben aktiv,de mindenesetre mond-
hat juk,hogy szémos kiilénféle tdpusu mikroorganizmuson ki=
prdbédlva,az E.,coli 113=3% tOrzsén kiviil csak az O.malhamen-
sis-nél taldltak joval gyengébb hatdst,amellyel szemben
még bizonyos fenntartdssal is lehet élni,

2/.A kobaleminmonokarbonsav hatdsa az E.coli 113 életké-
pesseEgére.,

Miutén a fentiek alapjén kideriilt,hogy a kobalaminmonokar-
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bonsav specifikus,az E.¢oli 113-3 torzzsel szemben aktiv
antibiotikumnak tekinthetd /57/,felmeriilt a kérdés,hogy
bakteriosztatikus vagy baektericid hatésa van-e?

Ennek elddntése végett az E,coli 113-3 tenyésztésére szol=-
g816 folyékony téptalajt beoltottuk 1 kacsnyi 24 S6rés te-
nyészettel és ammyi steril kobalaminmonokarbonsav-cldatot
adtunk hozzé,hogy koncentrdciéja a tdptalajban 320 pg/ml
legyen /a jelenlevd Blz-vitamin mennyiségének 32,000-sze-
rese/.A folyadékot 26 C°~on inkubdltuk és killdnbdz8 iddk
elteltével leoltottunk beldle a /14/ szerinti,de By y~vita-
minnal kiegészitett tdptelajra,Petri-csészékben.A folyé-
kony téptalajon nyoma sem volt a baktériumok fejlddésének,
viszont az Gsszes Petri-¢sészén kinbSttek az dtoltott bak=-
tériumok,mégpedig hozzdvetblegesen azonos szdmu telep kép-
z6détt valamennyin /Petri-ésészénként 100 és 200 koézdtt/.
A kisérletet a T.tdbldzatban mutatjuk be.

Lszerint megdllapithaté,hogy a kobalaminmonokarbonsavnak
csak bakteriosztatikus hatédsa van.liint kompetitiv antago-
nista,belép a Blz—vitamin helyébe,ktddik annak recepto-
raihoz,dtmenetileg megdllitja a sejt élettevékenységét.A

k6t8dés azonban reverzibilisnek létszik.

Az a tény,hogy a kiilonbdzé hosszu ideig tartd kobalamin-
menokarbonsavval vald kezelés utdn mindig nagyjébdl ugyan=-
annyi telep nétt ki dtoltds utén az agarlemezeken,arra

vall,hogy a kobalaminmonokarbonsavval valé kezelés folya=-
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E.coli 11373 baktériumok életképecsége gdtld mennyiségi

kobalaminmonokarbonsavval vald kezelés utdn,

A kobalaminmonokarbonsavval vald keze-

lés tartama

@' 2 @' wgr gov 6™ 48b

o e

A baktériumok
fe jlédése fo-
lyékony tépta-

lajon

A baktériumok
fe jlidése szi-
lard téptala-
jon /életké-

mén nemcsak a baktériumok egy /egyre csbkkend/ hényada
tartja meg életképességét,hanem nagyjdbsl véve az egész
populédeid.

Az a tény viszont,hogy a kobalaminmonokerbonsavat tartal-
mazé téptalajon fejld8dés nem észlelhetd azt mutatja,hogy
nem kele.keznek olyan muidnsok,amelyek rezisztensek lenné-

nek ezzel a Blz-vitaminpantagonistéval szemben,
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ITI.A kobalaminmonokarbonsav hatdsa egyes Blz-vitamin-fak—

torokkal szemben.

Lzzel a kérdéssel egy sajtéd alatt levé kézleményem foglal-
kozik /75/.A bernne foglaltak azonban ujabb problémékat
vetettek fel,ugy,hogy az aldbbiakban bdvebben térgyalom

ezt a kérdéskomplexumot.,

1/.B. =vitemin és kobalaminmonokarbonsav keverdke dltal
agarlemezen létrehozott "négyszigletes" nivekedési zdéndk.

A szokédsos 2,5 cm-es lyuktdvolsdg helyett 2 em tdvolsdge
ban furtunk lyukakat a /14/ szerinti agarlemezbe /Lyukté-
volsdgon két lyuk kézéppontja kozti tdvolsdgot értjik/,

Ha az ilyen agarlemezen 0,1 pg/ml koncentrdcidju Blz-vita-
min-oldatokat t8ltdttiink az egyes lyukakba,dsszefolyé nive-
kedési zdéndkat kaptunk.Ha azonban olyan oldatot mértiink

be a lyukakba,amely 0,1 pg/ml B, »vitamin mellett 0,5 - 1,5
pg/ml kobalaminmonokarbonsavat is tartalmazott,olyan ndve-
kedési zdénék keletkeztek,amelyeket keskeny,baktériummal

be nem nétt sdvok védlaszottak el egymdstdél,ami a zéndkat
sajdtsdgos "szdgletes" alakuvda tette /ldsd a 8.4brit,59.
oldalon/.

Ezt a jelenséget annakidején ugy magyardztuk /56/,l02y a
kobalaminmonokarbonsav jelenléte azért akaddlyozza meg

a zéndk Usszefolydsdt,mert - mint feltételeztikk - gyengéb=-
ben kdtddik a baktériumokhoz,mint a Blz-vitamin és ezért



§12—vitaﬂin €s_kobalaminmonokarbonsav keverékével

eldidézett "négyszdgletesre " torzult novekedési

zdnak.

0,1 pg/ml By -vitamin €és 0,75 Peg/ml kobalaminmono=-
karbonsav keverékét vittlik fel egyméstdl 2 cm téa-
volségban levé lyukaekba /a tévolsdgot a lyukak k&zép-

pontjai k&zt mérve/.



kign ik

a zéna szélén viszonylagosan feldusul.Ez azonban csak fel-
tételezés volt és ennek bizonyitédsa érdekében tovébb vizs-

gédltuk a kérdést.

2/.A kobalaminmonokarbonsav antagonista hatdsa kobinamid-
dal és ITT.faktorral szemben,

/14/ szerinti agarlemezekbe lyukakat furtunk és ezekbe
olyan oldatok azonos mennyiségét toltottik,amelyek O,1
Pg/ml kobinamidot /agarlemezen mért ldétszdlagos aktivitds
- kb megfelel 0,02 ng/ml sulyszerinti mennyiségnek/,ille-
téleg II1I.faktort és a megadott mennyiségli kobalaminmono-
karbonsavat tartalmaztdk.Inkubdlds utdn leoclvastuk az
eredményeket ,amelyeket a 8,tédbldzatban foglalunk &ssze.

A tdblézatban feltiintetett kisérleti adatokbdl a kbvetke-
z0 kdvetkeztetések vonhatdk le:

a/.A kobalaminmonokarbonsav nemcsak a Blz-vitaminnak,ha-
nem a két megvizsgdlt Blz-vitamin-faktornak is antagonis-

téjao

A fenti médszerrel vizsgdlva,60-szoros kobalaminmonokar-
bonsav-koncentrdcidéndl teljes gatldst kapunk,vagyis ugyan-
abban a tartomdnyban,mint Blz-vitamin alkalmazédsa esetén.
MegjegyzendS azonban,hogy a kobinamid esetében létszdlagos,
agardiffuzids mddszerrel mért koncentricidérsl van sz&,amely

a suly szerint vett koncentrdcidnak kb. az &tszoérsse /26/.

b/.A kobalaminmonokarbonsav és a Blz-vitamin antagonizmusa
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Kobalaminmonokarbonsav és kobinamid ill, IIT.faktor keve=-

réke dltal 1étrehozott ndvekedési zdndk leirdsa,

A kobalaminmonokarbon-
sav és kobinamid kon-

centrédcid jénak ardnya

A zéna leirédsa

0,0

3575

Ts5
15,0

30,0

60,0

25,5 mm atmérdéji homogén zdna

25,5 mm " " "

26,5 mm " n "

27,0 mm dtmérdjli gylirialaku ndveke-
dési zéna belil gétlédsi zénéval
Elmosddott gylirialeku ndvekedési
zéna,a hatdra leolvashatatlan,

Nines ndvekedés

A kobalaminmonokarbon-
sav és a III.faktor kon-
centrdcid jédnak arédnya

0,0
3,75

745

15 ,0

30,0
60,0
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zéna

27,0 mm atmérdjli gyliriialaku néve-

kedési zOna beliil gétldsi zdéndval

L1mosédott gyliriis zdéna

Nines ndvekedés
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kézt egyfelll,ill. a kobalaminmonckarbonsav és a kisérlet-
ben felhaszndlt faktorok kézt kbzt mdsfeldl,minbségi kii-
lonbség van.liig ugyanis a Blz-vitamin esetében a kobala=-
minmonokarbonsav-koncentrédcid fokozatos ndvelése az egész
zéna fokozatos elmosdéddsdt,majd eltiinését vonja maga utén,
a vizsgdlt fakiorok esetében a kobalaminmonokarbonsav bi-
zonyos koncentrdcidardnyon feliil centrdlis gdtldsi zdnét
hoz létre egy gylirlialaku ndvekedési zémag belsejében,

3£‘thglgg;ggonoggyboqgavlglavvitamin és kobinamid ill,

III.faktor agarlemezre vald egylittes felvitele estén

kégzédé hérmas gyiliriszerii ndvekedési zdénédk,

Az elfzbleg leirt kisérletek arra létszottak utalni,amint
mér emlitéttﬁk,hogy a Bla-vitamin erdsebben k&tddik az

E.,coli 11%-3 baktériumokhoz,mint a kobalaminmonokarbonsav

és ezért ez utébbi a zbéna szélén viszonylagosan feldusulva
alkalmas viszonyok kézt létrehozza a "szbgletes" zdéndkat.
Ugyanezen okfejtés alapjén az utébbi kisérlet arra vall,
hogy a kobalaminmonokarbonsav viszonylag erdsebben kstddik
a baktériumokhoz,mint a kcbinamid vagy a III.faktor és igy
ez utébbiak dusulnak fel viszonylagosan a zdéna periférid-
Jén.~ Felmeriilt tehat a kérdés:rmi térténik,ha egyszerre
vissziik fel a /14/ szerinti agarlemezre a hdromféle anyag
keverékét?

E kérdés megvdlaszoldsa céljébdél olyan oldatot készitete-
tlink,amely ml-enként '
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0,5 ng Blz-vitamint,

10,0 " kobalaminmonckarbonssvat é€s

0,5 " Kobthamidot /létszdlagos aktivitds/
tartalmazott.fzt az oldatot vittiik fel a megfelelden ell-
készitett agarlemezre.Az inkubdlds utdn észlelt ndvekedési
zéndk fényképe a 9.4brédn /64.0ldal/ ldthatd.

Amint az eldzmények utdn varhatd is volt,ebben az esetben
egy centrdlis ndvekedési zdéna alekul ki,smelyet egy gdte-
léasi gyliri Svez,ez utdbbit pedig ismét egy ndvekedési
gylri veszi kéril.

Lzt a kisérletet kiildnbdzd varidcidkban,sok esetben meg-
ismételtilk és az eredmény lényegében véve mindig azonos
volt.Kitlint,hogy ez & hérmas gyiriiszerii jelenség igen jol
reprodukdlhatd,elég széles koncentrdcidhatdrok kézdtt.Ha
a kisérletet ugy végezziik,hogy egy Blz-vitamin»oldathoz
15=-20-szoros koncentrdciéban adunk hozzd kobalaminmonokar=-
bonsavat ,homogén n6vekedési zéna képzddése faktorok hid-

nyéra,gylrik megjelenése pedig faktorok jelenlétére vall.

Az a tény,hogy a jelen pontban leirt kisérlet a vérako-
zédsnak megfeleld eredményt adott,megerésitette az egyes
faktoroknak az E.co0li 113=-3-hoz vald kiilénbdzé intenzitd-
su kdtddésére vonatkozé feltételezéseinket,mégis szilksé-
gesnek latszott,hogy a kdtlddési viszonyokra vonatkozdan
direkt adatokat is szerezzilink rddidaktiv izotdépokkal
Jelzett anyagokkal végzett kisérletekben,mésrészt,hogy

a diffuzié korilményeit is tisztdzzuk,
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Alul: Egy tisztitatlan /"faktoros"/ B, ,-vitamin-készit-
meny vizsgalata,balrdl jobbra emelked ‘koncentraciéju
ko oa1a¢ﬂnmonohawbonsuvval A Jjobb szélen teljes gatlas.
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Az utdbbi célbdl megmértilkk a felhaszndlt faktorok,a Byo=
vitamin és a kobalaminmonokarbonsav diffuzids egylitthaté=
jét 26 C%-on /a kisérletek leirdsit 14sd a flizgelék 1.
pont jéban/.Kiderilt,hogy a By -vitamin,a kobalaminmonokar-
bonsav és a III.faktor gyakorlatilag egyenld sebességgel
diffunddl ,a kobinamid pedig lényegesen gyorsabbanizért,

ha a kisérleteket III.faktorral vége:zik,nem lehet a gyili-
rik képzédését a diffuzids sebesség kiildnbizlségével =
tehdt pusztdn fizikai tényezbkkel megmagyardzni,hanem csakis
biolégiai tényezlk bevondséval.fni a rddidaktiv izotdpok=-
kal jelzett anyagokkal végzett kisérleteket illeti,azokra
részletesen kitériink,

IV, A B,=vitamin és egyes faktorok kotédése az E.coli

113=% baktériumokhoz rédidaktiv izotdpokkal jelzett

B, ~=vitaminnal ill. kobinamiddal végzett kisérletek

alap jén.

Médszer:/14/ szerinti agartéptalajt felolvasziottunk,meg-
fertbztik E.coli 113-3-mal és hozzdadtuk az egyes kisér-
leteknél feltintetett adalékokat.Utdna Petri-csészékbe
agarlemezeket dntdttiink,ezeket 26 C°-on inkubdltuk 16
érén dt,majd 2 cm dtmérdju dugéfurdval kivédgtuk az egyes
kis€érleteknél megadott szému agarkorongot /az agarlemez
eldzetes,kiilon feltlintetett kezelésével,vagy anélkiil/.A
kivdgott agarkorongokat kémecstvekbe vittiik 4t,8sszeol=-

vasztottuk és az igy ellkészitett mintdk rddidaktivitdsst



mértiikk a metodikai részben leirt mdédon.

1/.“‘§§2-vitam;n és a kobinamid k&tddése a steril agar-

lemezhez,

20 ml steril /14/ szerinti agarhoz 0,08 ug 58C0812-vita-
mint adtunk és Petri-csészébe agarlemezt &ntéttiink.Az agar-
lemezb0l 10 korongot vdgtunk ki,ezeket vizzel,gyakori ke-
vergetés kozben 6 dra hosszat mostuk,majd a kimosott ko=
rongok radidaktivitdsat mértik.- Ez nem kiildnbszdtt
szignifikénsan a hdttértdl,vagyis nulldval volt egyenl§.
Igy arra az eredményre Jjutottunk,hogy a steril agar -

a /14/ szerinti ¢sszetételben - nem k6t meg szdmottevd
mennyiseégi Blz—vitamint,tovébbé,hogy 6 6rai mosds elegendd

az eltévolitédsdhoz,

Ugyanezt a kiscrletet elvégeztikk ugy is,hogy 2 ug biolé~

giai aktivitdst mutaté 60

Co=kabinamidot adtunk 20 ml agar—
téptalajhoz.Kimosds utén ebben az esetben sem taldltunk
mérhetd mennyiségli rddidaktivitdst az agarmintéban;ami
azt bizonyitja,hogy a steril agartéptalaj a kobinamidot sem

koti meg.

2/ A Bia-vitamin megkttdédése az E.coli 113-3-mal bendtt

agarlemezen.

Az 1/.pont alatt leirt médszert alkalmazva,de fertSzidtt
agarlemezekkel dolgozva és azokat 16 érén &t 26 C°-on in-



kubélva,a 9.tdbldzatban Gsszefoglalt eredményecket kaptuk.

9.téblazat.

==zzz===z====z==

A Blg-vitamin kttSdése az E.coli 113=-3-mal bendtt agarle-

mezhez,/20 ml agar egy 10 cm dtmérdjii Petri-csészébe ki=-
sntve - 16 érés inkubdcié 26 C°-on /.

Adalék a fertbzdtt Kivdgott Hattér Tupulzus/pere
agarhoz korongok imp./perc a hittér le-
szama vondsa utén
0,08 pg 7°CoB, ,~vitamin 10 137 1670

Ugyanaz,6 érdig vizzel
mosva 10 137 1697

2,0 pg *eoB, ,~vitanin 6 97 361

o < -

Ugyanaz,6 érédig vizzel

mosva 6 97 204

Ugyanaz 24 érdig vizzel

A kisérlet azt mutatja,hogy a 0,08 ng Blz-vitamin,amelyet
az agarlemezhez hozzdadtunk,teljes egészében megkstddik
egy Petri-csészényi E.coli 113-3 agartenyészeten.Az a tény,
hogy az egész rddidaektivitds az agarkorongokban marad,egy-
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ben azt is bizonyitja,hogy a rddidaktivitdst hordozé bak-
tériumoknak legfeljebb elenyészlen kis hényada mosédik
ki az agar-dlloménybdl.

2 pg 6OCo~tal Jjelzett Blz-vitamint adva az 1 Petri-csészé-
nyi agerhoz,a tenyészet 1,13 pg Blz-vitamint k6tott mege.

Ugyanezt a kisérletet elvégeztiik ugy is,hogy 20 ug jel-
zett Blz-vitamint adtunk egy Petri-csészényi agartéapta=-
lajhoz.BEkkor a megkdtott Blz-vitamin mennyisége 1,16 ng
volt,olyan mennyiség,amely az eldbbi kisérlet eredményével
igen jél egyezett.

EbbJl azt a kbvetkeztetést vonhatjuk le,hogy a megkitstt
Blz-vitaminpmennyiség azonos kisérleti korilmények kozt
tdg hatérok kézt flggetlen a jelenlevS vitamin-mennyiség-
tdl,ellenben az agarban kifejléddtt biomassza fliggvénye.

Ez a kisérlet is mutatja azonkiviil,hogy a meg nem kotétt
Blz-vitamin 6 érai mosdssal c¢saknem kvantitative eltdvolit-

haté.

60C

3/. Co=-tal jelzett kobinamid k¥tldése az E.coli 113=3=

mal bendtt asarlemezen.

Az el6z8 pontban leirt médszert alkalmazva a 1l0.tdbldzat-

ban &sszefoglalt eredményeket kaptuk:



10.tédblézat.
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A kobinamid k&tbédése @z E.coli 113-3-mal benltt agarlemez-
|
hez, /20 ml agar egy 10 ecm dtmérdji Petri-csészébe kidnt=-

ve, 16 $rds inkubdcid 26 Co-og;

Adalék a fertbzdtt Kivdgott Hattér Impulzus/pere
agarhoz korongok imp/perc a héttér le=-
széma vondsa utdn

2 ug 6OCo--kobinamid
/1létszélagos akti=-
vitéds/ 6 97 446

Ugyanaz 6 dréig viz-
z¢2} mosva 6 97 76

Ugyanaz,24 ordig vize-

zel mosva 6 97 66

A kisérlet azt mutatja,hogy a kobinamid kimosdéddsa itt is
6 6ra alatt jérészt befejezdddtt.

24 drai mosds utén 2 x 66/446 pg létszdélagos bioldgiai akti=-
bitésu kobinamid maradt vissza az E.coli 113-3 sejtekhez
kétve.liutdn azonban /26/ szerint a ldtszdélagos - agardiffu-
ziés mdédszerrel mert - aktivitds mintegy dtszérése a suly

szerinti mennyiségnek,megdllapithatjuk,hogy suly szerint
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szédmolva az egy Petri-csészényi E.coli 113%-3 tenyészet ke=-
reken 0,06 pg kobinamidot k&t meg,vagyis a hasonlé kéril-
mények kdzt megkdtitt Biz-vitamin mennyiségének kdriilbe-
141 1/20 részét.

4/ o4 kobinamid és a ITI.faktor hatdsa a rddidaktiv izo=
téppal jelzett glzev;jamigggg az E.coli 113%3=-3-gsejtekhez

vald kotbdésére,

Az el8z0 két pontban leirt médszert alkalmazva,a 1l. tdbe

lézatban Ssszefoglalt eredménycket kaptuk.

A téblédzatban megadott eredményekbdl két kivetkeztetést
vonhatunk le:

a/.A téblézat elel négy sora azt mutatja,hogy 400=-szoros
mennyiségli léatszdlagos aktivitdsu /suly szerint 80=-szoros
mennyiségli/ kobinamid jelenléte csak kb. 1/% résszel csdk-
kenti a megkdtddd Blzuvitamin mennyiségét: ennyit szorit
ki a sejtekbdl.Ebbél az kdvetkezik,hogy a B, ,~vitemin sok=-
kal intenzivebben k&tddik a baktériumokhoz,mint a kobin-

amid.

b/eA tébldzat 5=7. sora azt mutatja,hogy ha a rddidaktiv
izotdppal Jjelzett Blzovitamint nem rddidaktiv Blz-vitamin—
nal higitjuk,a mosds utdn & sejtekben visszamaradsé rédié-
aktivitds kisebb,mint ha azonos mennyiségili rédidaktiv izo=
téppal jelzett Blz-vitamint ugyanolyan ardnyban egészitink
ki ITI.faktorral és ez hat a baktériumokra,



ll.tdblézat.

b b s e g ey~
A kobinemid és a III.fektor hatdédsa a rédidaktiv izotdéppal
Jelzett Blz-vitggigggg,az E.coli 11%=-3 sejtekhez
vald kotédésére,

Adalék a fertfzitt agarhoz Kivigott HAttér  Impulzus/perc a hédt-
Korongok
széma imp/perc tér levondsa utén

20 pg Blz-vitamin + 0,05 pg
5800812-vitamin 2 138 620

Ugyanaz,6 érai mosds utén 2 138 36

20 pg kobinamid /lé4tszdle-
gos aktivitds/ + 0,05pg
58C0812-vitamin 2 138 668

Ugyanaz,6 Srai mosés utédn 2 138 434
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0,08 ug “2CoB, ,~vitamin
6 S6rai mosds utén . 10 137 1697

0,08 pg 5860812-vitamin +
+ 0,5 pg By,~vitamin 6érai
mosés utdn 10 152 1277

0,08 pg 5800812-vitamin +
+ 0,5 pg ITI.faktor 6 drai
mosds utédn 10 152 1446
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Az elsd esetben 25%-os a csikkenés,a mdsodikban csek 15%=
08.5z a kisérlet azt bizonyitja,hogy a III.faktor gyengéb-
ben k#tdédik a baktériumsejtekhez,mint a By o= vitemin,vagyis
az utdébbi nem teljesen ugy viselkedik ebben a kisérletben,

mint a I1I faktor,

Bz a kisérlet most mar direkt bizonyitokot szolgéltat arra
az agrdiffuzidés kisérletekre alapozott feltevésre,hogy a
kobinanid és a III.faktor gyengébben kétddik a baktériu-
mokhoz,mint a Blz-vitamin.

5/+A kobalaminmonokarbonsav 50%-cs gitldst el8idézd kone-

centrdeid jdnak /50%=0s inhibicids indexének/ meghatéro=

zésa radidaktiv izotdppal jelzett B}zrvitamin segitsépé~-

/

vel.

Az el8z$ kisérletekben leirt technika alkalmasnak bizo=
nyult arra is,hogy a kobalaminmonokarbonsav 50%7-o0s gdtlédst
e18idézb inhibicidés indexét megdllapitsuk a segitségével
és ezzel az I/8 kisérlet eredményét ellendrizziik,

Abbél indultunk ki,hogy az agartaptalajon kifejldds

Ee.coli 113=3 tenyészet a biomasszdjdval ardnyos mennyisé-
gl Blz-vitamint k8t meg.Ha médr most az egyes kisérletekben
mindig azonos mennyiségl Biz-vitamint haszndlunk fel,kobal=-
aminmonokarbonsav alkalmazdsa n€lkiil,a megkdtott rddidak=
tivitds ardnyos lesz a 1l00%-os nivekedéssel,a fele pedig
az 50%-0s névekedéssel.Ha kobalaminmonokarbonsavat is adunk

a téptalajhoz,a baktériumndvekedés és a megkitstt rddidak-



tivitds cstkken.la megszerkesztijik azt a gérbét,amely a
megkdtdtt rddidaktivitdst az alkalmazott kobalaminmonokare-
bonsav meunyiségének fliggvényében dbrdzolja,e girbe és az
50%=0s nivekedésnek megfeleld megkdtott rddidaktivitdst
ébrézold egyenes /vigszintes vonal/ metszéspontja adja
azt a kobalaminmonokarbonsav mennyiséget,amely az adott

B12-vitamin-koncentrécié mellett 50%-o0s gdtldst eredményez.

Eonek az okfejtésnek a helyessége mellett sz41 Heinrich és
munkatérsai /40/ megéllapitédsa,amely szerint a By ,~vitamin
antagonistdi nem a vitamin felvételét gdtoljék,hanem /ha
nem igen nagy koncentrdécidkrdl van szd/ csak a metionin-
szintézis egy 1lépését.- Igaz viszont,ezzel szemben,hogy
Eridani és munkatérsai /23/ szerint az antagonistdk gdtol=-

Jék a B12-vitamin felvételét a sejtekbe.

A vézolt kisérletet végrehajtottuk és az eredményeket a
1l.tébldzatban illetdéleg £1Q.48brén /74.0ldal/ mutat juk be.

A Blz-vitamin koncentréacidjédhoz viszonyitott 6=-szoros ko-
balaminmonokarbonsav~koncentrécié mintegy 25%-kal,a 60-
szoros koncentrdeid pedig kb. 60%-kal csdkkenti a Blz-vi-
tamin megkttését.A grafikon szerint az 50%-os gdtldst a
36=-szoros kobalaminmonokarbonsav-koncentrdeid idézi eld.
Ez az érték megleplen j6l egyezik az I/8. kisérletben ka=-
pott 35-6s inhibicidés indexszel,ami egyben arra mutat,hogy

a kisérlet alapjéul szolgdlé feltételezés helyes volt.
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12.tébldzat.
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Az 50%-0s gétldst kivaltd kobalaminmonokarbonsav-koncent—

récid meghatérozdsa rddidaktiv izotdp technika alkalmazdsdval,

Adalék a fertdzott Kivégott Hattér  Impulzus/pere
agarhoz korongok imp/perc a hdttér le-

szama vondsa utdn

58
0,08 MHE CoBla-vitamin
6 S6rai mosés utédn 10 137 1697

0,08 ng 22CoB, ,~vitemin
+ O,S/ug kobalaminmono=-

karbonsav 10 137 1093

0,08 pg *°CoB, ,=vitamin
+ 5,0 ug kobalaminmnono=
karbonsav 10 %7 698
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A kobalaminmonokarbonsav 50%-os gdédtldsi indexének

meghatérozasa agarlemezen,izotdép-technikdval.

A grafikon szerint kb.3%6-szoros kobalaminmonckarbon-
sav-koncentraciéndl kapunk 50%-os gatlést,
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6/’92 E.coli 11%=3 &lial megkdtétt jelzetit Ble-vitamin
kicserclddése B, =vitaminra,ITI.faktorra ill.kobalamine-

monokarbonsavra,

A kérdés vizsgdlatdra ugyanazt a médszert alkalmaztuk,mint
az el6z8 kisérletekben.- Agarlemezt Sntdttink /14/ szerint,
amelyhez elfzdleg 2 pg 6oCoBlz-vitamint adtunk.A lemezt

16 érén &t inkubdltuk 26 Co-on,majd nagyszému korongot
vagtunk ki belSle.A korongokat az egyenletes elosztéds
biztositédsa végett Usszekevertiik,majd hatos csoportokba
osztottuk.Az egyes csoportokat kiilonbdzé kezelésnek ve=-
tettik ald,majd megmértiik a rddidaktivitdsukat.A kisér-
let részleteit a 13. tédbldzatban foglaltuk dssze.

A tébldzatbdl az olvashaté ki,hogy a vizzel,III.faktorral
ill.kobalrminmonokarbonsavval vald kimosds utdn vissza-
maradé réddidaktivitds,vagyis Blz-vitaminmennyiség azonos.
A Blg-vitaminnal vald mosés esetén a visszamaradt radié-
aktivitds mintegy 5-6%-kal alacsonyabb ugyan,ez azonban
az adott koérilmények k&zt nem tekinthetd szignifikéns el-

térésneke.

Azt a kiovetkeztetést vonhatjuk le a kisérletbdl,hogy az

E.coli 113=3 baktériumok dltal megkdtttt Blz-vitamin-mo-
lekuldk nem cserélddnek ki szdmottevd mértékben sem ITI.=-
faktor-,sem kobalaminmonokarbonsavemolekuldkkal,taldn cse-

kély mértékben kicserélédnek B, -vitamin-molekulékkel.



1%3.téblszat.

Az E.coli 113%-3 dltal megkdtott jelzett ﬁlz‘ViEﬁﬂiB Kie
cserélbdése Blz-vitaminra,III,faktoggg ill.kobal=

aminmonokarbonsavra.

Adalék a megfertdzott Kivdgott  Hattér Impulzus/pere

agarhoz korongok imp/pere a hédttér le-
széma vondsa utdn
2 60 - Z
e CoBlz-v1tam1n
kimoséas nélkil 6 97 661

Ugyanaz 6 ¢rai mosés

utén 6 97 320

- B

Ugyanaz 6 éraig mosva
2 ng/ml-es By =vita-
min-oldattal 6 97 304

Ugyanaz 6 6rdig mosva
2 pg/mlees III.faktor-
oldattal 6 97 324

Ugyanaz 6 Srdig mosva
2 Pg/ml—es kobalamin=-
monokarbonsav-oldattal 6 97 325
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Bz Osszhangban van azzal az ismert ténnyel,hogy a Byom
vitamin erdsen kitddik a mikroorganizmusokhoz.Vizzel egy-
dltaldban nem moshatd ki belllik és oldatba vitele olyan
erélyes beavatkozédsoket igényel,mint pl. a fézés,alkoho=-
los,acetonos kezelés stb.,amely a sejteket elsli /99,101/.

V.A kobalaminmonokarbonsav inhibicids indexe kobinamidra

es IIT.faktorra vonatkoztatva E.L.Smith médszere szerint

vizsgélva.

A III.fejezet 2.pontjdban leirtuk a kobalaminmonokarbone-
savnak kobinamidra ill. III.faktorra vonatkoztatott inhi-
biecids indexének a meghatdrozéasdt.E szerint a kisérlet

szerint a teljes inhibicidé indexe mindkét esetben 60-nak

addédott.

A késldbbi vizsgdlatok azonban kimutattdk,hogy e faktorok
gyengébben k&tddnek az E.coli 113-3 sejtekhez,mint a Blz-
vilamin,mésrészt a kobinamid esetében az is bebizonyoso=-
dott,hogy gyorsabban diffunddl,mint a kobalaminmonokarbon-
sav ¢s ezért alapos kételyeink tdmadtak a mdédszer helyes-

sége,illetlleg a 60=as inhibicids index realitdsa irdnt.

Ennélfogva szilkségesnek ldtszott az inhibicids indexek
més médszerrel vals ellendrzése.A lehetdségeket és nehéz-
ségeket mérlegelve E.L.Smith médszerére /77,78/ esett a
vdlasztdsunk,bizonyos szdmitdsokkal kiegészitve,amelyeket

Vesterdal /89/ ill.Humphrey és Lightbown /45/ képletei



szerint végeztink.

3/.A kobalaminmonokarbonsav III.faktorra vonatkoztatott

innibicids indexes

BeLeomith médszerét az I.fejezet S.pontjdban ismertettiik
és a 2.8brdn /33.0ldal/ mutattuk be.BEz a médszer alapjd-
ban véve kvalitativ: prdbdlgatds révén kvantitativvéd te=-
hetl,ha az aktiv anyagbdl ill. az antagonistd jébdl kii-
16nb%z8 mennyiségeket viszilink fel az agarlemezre és pré-
bélgatds utjén taldlunk egy olyan koncentrécidardnyt,amely
mellett a gatlési vonal pontosan a két lyuvkat dsszekdtd
tédvolsdg felezdpontjéra esik: ez lesz az inhibieids in-
dexnek megieleld ardny.- Ennek azonban még az is eldfel-
tétele,hogy a két anyag egyenld sebességgel diffunddl jon,
vagyis diffuzids éllandbjuk azonos kdridlmények kdzt egyen-
16 legyen.5z a kivetelmény a ITII.faktor-kobalaminmonokar-
bonsav viszonylatban ki van elégitve /l4sd a metodikai
részt - 23.o0ldalon/.

A Teladat tehdt az volt,hogy a prébdlgatdsok kikiisz&bHlé=-
sével,szdmitds utjén dllapitsuk meg az inhibieids indexet.

Két pérhuzamos kisérletet végeztiink.Mindkettdben 62,5 pa/ml
koncentrédeiéju kobalaminmonokarbonsaveoldatot ill. 1 pg/ml
koncentrdécidéju IIl.faktor-oldatot haszndltunk.A gdtldsi
vonal tévolsédga a két lyuk kozéppontjdtél mérve a kivete
kezl volt:
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Ryks

= 1,15 en Ritip = 0,91 em
6,97 cm 0,71 cm
ahol
Ryres jelenti a kobalaminmonokarbonsavat tartalmazdé
lyuk kozéppontjétsél mért tévolségot
Ryrqp Jjelenti a TII.faktort tartalmazd lyuk kozép-
pont jatél mért tavolssdgot.

A gzdmitést,miutén kissé hosszadalmas,nem itt,hanem a
flggelék 2.pontjaban ismertet jlik,hogy ne zavarja elda=-
désunk folyamatossagdt.Itt ecsak a végeredményt koz01 jik,

A kobslaminmonokarbonsav inhibicids indexe a IIT.faktorra
vonatkoztatva egyik kisérletben 8,1,a médsikban 12,0,k8-
zépérték: 10,0,

lMeg kell jegyezni,hogy a szdmités természetébdl kdvetke-
z0en 2 zdéna szélének leolvasdsdndl elkdvetett 0,1 mm-es
hiba is lényeges eltérést okoz az eredményben.Innen
szérmazik a két pdrhuzamos mérés eredménye kézti elég

nagy eliérés.

Emlc¢keztetni kell itt arra,hogy a kobalaminmonokarbonsav

Blz-vitaminra vonatkoztatott inhibiecids indexét ugyancsak
E.L.Smith /prébdlgatdsos/ eljdrdsa alapjan kb.50-nek ta-

1éltuk,tehdt Otsz6r nagyobbnak.imeilett a két pérhuzamos

mérésiink kdzti eltérés eltérplil.



2/ A kobalaminmonokarbcnsav kobinamidra vonatkoztatott

inhibicids indexe.

Mig az eldz8 pontban,a kobalaminmonokarbonsav és III.faktor
antagonizmusdnak vizsgdlatandl a prébalgatdsnak szémitds—
sal vald helyettesitése csak arra vald,hogy a metodikét
szildrdabb alapokra helyezziik,a kobalaminmonokarbonsav és
kobinamid viszonylatédban a szamitds bevezetése okvetleniil
sziikséges.z a két vegyilet ugyanis kiilénbtzl sebességgel
diffunddl és ezért E.L.5mith prébdlgatdsos mddszere sziik-
ségképen nibéds eredményt adna.,Itt szdmitdssal kell megha-
térozni,hogy a gétldsi vonal mentén milyen koncentricid-

ardnyok alaekulnak ki.

Ebben az esetben,€épp ugy,mint az elézé pontban,a kisére
leti adatok és a végeredmény megaddsidra szoritkozunk e

helyen,mig a szémitdst a flizgelékben ismertet jiik.

/14/ szerinti agarlemezekben,egymés kizelében két lyukat
furtunk és ezek egyikébe 0,136 pg/ml /agarlemezen mért
léatszdélagos aktivitdsu/ kobinamid-oldatot,2 mésikba pedig
ugyanolyan térfogatu,klilénbtzé koncentridcidju kobalamine
monokarbonsav-oldatokat mértink be.Tipikus torzult nive-

kedési zdndkat kaptunk,feltiinen éles hatdrral a torzult

részen.A szdmszerii adatokat a 14.tdbldzat tartalmazza.
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14.téblézat.,
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A s4tldsi vonal tdvolsdga a felviteli lyukek kozéppontjé-

t61 E,L.Smith nyomén végzett kisérletben, 0,136 ag/ml

agarlemezen mért latszdlagos aktivitdsu kobinamid-oldat
és kll16nbdzl koncentrdcid ju kobalaminmonokarbon=-

sav=0ldatok felvitele esetén,

Kobalaminmonokar- Kobalaminmonokarbon= RKob. RMKS.

bonsave-koncentria~ sav/kobinamid-konc.

cié, pg/ml

1,0 T4 0,83 0,875

4,0 29,6 0,75 0,910

16,0 114,2 0,72 0,910

64,0 457,0 0,69 0,940
Jelmagyarsazat:

Reob, = @ gatlasi vonal tdvolsdga a kobinamidot tartal=-
mazd lyuk kézéppontjatél.

RMKS = a gétldsi vonal tdvolsdga a kobalaminmonokarbon-

A szémitdst,épp ugy,mint az e16z6 pontben,itt is mellézziik
€s a flggelékben ismertetjik.Csupdn a végeredményt kzsle

Jik e helyen,amely szerint:

A kobalaminmonokarbonsav kobinamidra vonatkoztatott 100%=

os inhibiciés indexe a 14.tdbldzat legfelsdé sora alapjén



/ahol a higitédsi viszonyok a legkedvezlbbeknek bizonyul-
tak a szédmitéshoz/: 4,0.

Ez az inhibieidés index a bioldgiai /agarlemezen mért/ akti-
vitédsra vonatkozik.Miutédn a suly szerint szdmitott inhi-
cids érték kb. 5-sz6r nagyobb,kereken 20,0-nak vehetd,

A szédmitds ellendrzésére 2 pg kobinamidot /agarlemezen
mért biolégiai aktivitds alapjén/ és 20, 10, 5 ill. 2,5
pg kobalaminmonokarbonsavat kevertiink 20 ml /14/ szerinti
agarhoz és Petri-csészékbe lemezeket Sntdttiink.- Csak a
2,5 pg kobalaminmonokarbonsavat tartalmazé lemezen volt
kifejezett ndvekedés észlelhetd inkubdlds utdn.Az 5 g
kobalaminmonokarbonsavat tartalmazé lemezen gyenge fé-
tyolszerili ndvekedést észleltiink,mig a magasabb kobalamin-
monokarbonsav-koncentrdeidkndl / 5, ill., lO-szeres a je=-
lenlevd kobinamidhoz képest/ semmivéle nivekedés sem lat-

szotte.
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VI.A kobalaminmonokarbonsav gyakorlati alkalmazdséngk
néhény lehetdsége.

1/ ob i nmg r av_f. k iai és klinikai
vizsgdlatai azt mutattdk,hogy ez a vegyllet dllatkisér-

letekben lassitja a virds vérsejtek képzését,klinikai
kisérletekben pedig dtmeneti remisszidkat vdlt ki midloid
leukémidéndl és viszonylag tartés vordsvérse jt-szém csdk-
kenést polycitaemia vera esetén /15,16,53/.A farmakold=
giai és klinikei vizsgédlatokra nem térek ki részletesen,

mert nem tartoznak szorosan dolgozatom tdrgydéhoz,

2/ +A kobalaminmonokarbonsav kiinduldsi anyasként szolgil
kiil 8nbsz6 géa—antggonista hatdsu szdrmgzékok el0411itd-

88hoz.~ Ilyenek a metilamid,etilamid,anilid stb.,amelyek-

r8l E.L.Smith ad részletes dttekintést /81/.Ezekkel szin-
tén nem kivénok kiilén foglalkozni,csak annyit szeretnék

megJjegyezni,hogy az ilyen és hasonld szdrmazékok kutaté-
sédnak eléfeltétele kellé mennyiségi és tisztasdgu kobal-

aminmonokarbonsav elfdllitdsa.

Ezzel szemben kissé részletesebben ki szeretnék térni
azokra az alkalmazdsi lehetdségekre,amelyek a jelen dol=-
gozatban foglalt kisérletekkel kapcsolatosak,illetlleg
azokbdél kdvetkeznek.Ilyenek:
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3/.Jletionin kimutatdsa Bla-vitamin Jelenlétében,

A metionin mikrobioldgiai meghatdrozésdra szédmos médszert
Jjavasoltak kiilonb6zé teszt-organizmusok felhaszndlédsdval.
Igy pl Lactobacillus arabinosus 17-5-tel /68/,Lactobacil-

lus delbrueckii-vel /35/,Lactobacillus fermentum-mal /5/,

Leuconostoe citrovorummal /83/,Leuconostoc mesenteroides-
szel /5,68,82,83/,Streptococcus faecalis-szal /62,68/ és

Clostridium perfringens-szel /7/.

Az emlitett médszerek mind nehézkesek annyiban,hogy igen
bonyclult dsszetétell tédptalajokra van szikség: legaldbb
25-féle,desak esetekben tébb,mint 30-féle komponensbdl
kell a tdptalajt Osszedllitani,mikor is sok nehezen be-

szerezhetd amindsavra,vitaminra stb. van sziikség.

Lzzel szemben a kobalaminmonokarbonsav felhaszndldsa,
mint aldbb létni fogjuk,lehetdvé teszi a metionin gyors
€s egyszerli kimutatdsdt ill. meghatérozdsdt E.coli 113-3-
- mal,mint teszt-organizmussal,akér agardiffuzidés,akér tur-
bidimetrids mddszerrel olyan egyszerii tdptalajon,amelyben
maga a kobalaminmonokarbonsav az egyetlen nehezen hozzé-

férhetd alkatrész.

lMér eldézlleg kimutattdk,hogy a Blz-vitamin-antagonisték
az E.coli 113-3-ndl gdtoljdk a metionin szintézisét és

az is megdllapitdst nyert,hogy a 812-vitamin alkanolamin-
analégjai erdsen antagonizdl jék ugyan a Blg-vitamint,de
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nem gatoljédk az L.coli 113-3 fejlddését metionin jelenlé-

tében /40/.

Mi is azt taldltuk vizsgdlataink sordn,hogy a kobalamine
monokarbonsav nem antagonizdlja a metionin névesztd hatéd-

sdt az E.coli 113-3 tenyészetekben,

Petri-csészékbe 20-20 ml /14/ szerinti agart mértink,ame-
lyet elCzlleg megfertlztlink E.coli 113-3-mel és kiildnbdzs
mennyiségli metionint adtunk hozzé.

A megdermedt agarlemezekbe 4-4 lyukat furtunk és ezekbe
kiilonbdzd koneentrdeidju kobalaminmonokarbonsav-pldatokat
to1tottlnk: 640, 160, 40 ill 10 jpg/ml konecentrdeidju ol-
datokat.

Ellenérzésképén standard lemezeket is készitettiink /14/
szerint,ezeket ledntdttik 0,001 pg/ml koncentrdéeidju By o
vitamin-oldattal,az oldatot 30 mésodperc mulva ledntdttik
és a lemezeket a tovdbbiakban ugyanugy kezeltiik,mint a
metioninos agarlemezeket.Ezzel a kezeléesel elértiik,hogy

ezek a lemezek Blz-vitamin-nyomokat tartalmaztake.

A kobalaminmonokarbonsav oldatok bemérése utdn az agarle-
mezeket 26 C°-on inkubdltuk,majd az eredményt 16 éra mulva
leolvastuk.Az eredményeket a 15.tébldzatban foglal juk

Ocsze.



15.téblézat.

Kobalaminmonokarbonsav-oldatok éltal kivéltott gétlds
dl-metionint ill. lz-vitaqipt tartalmazd,E.coli 113=3-
mal beoltott agarlemezeken.

Kobalaminmonokar- Adalék az agarlemez &lloménydban
bonsav-oldat kon=- dlemetionin /pg/ml B, ,~vitamin-
centrdcidja, pg/ml 500 100 25 5 1 0,2 nyomok
640 w——— 81188 Nincs —e—-= 22 mm-es gétlé-
si zéna
160 » " 20 » "
40 - " 18,5" "
lo " " 17 " "
B e e e S S S e e S e R T

A kisérlet azt mutatja,hogy a kobalaminmonokarbonsav nem
gatolja a metionin ndvesztd hatdsédt az E.coli 113-3 térzs-
re.Ebben a tekintetben tehdt kiilénbség van a Blz-vitamin
és a metionin ndvesztl hatdsa kdzt és ez a kiildnbség ana-
litikai célokra is felhaszndlhatd.Lehetévé teszi ugyanis
metionin kimutatdsdt Blz-vitamin mellett igen kis mennyi-
ségekben /kisérletilinkben 0,2 pg/ml dl metionin = 0,1 pg/ml
l-metionin még kimutathatd volt./

A metioninnak ezt a kimutatdsi lehet8ségét Blz-vitamin
mellett egyebek k&zt sikerrel haszndltam fel a kivetkezd

probléma megolddsdra:



Egy régebbi kbzleményemben /73/ a By,-vitaminnal kivdltott
ndvekedési zéndk mechanizmusénak kérdésével foglalkoztam.-
Megdllapitést nyert ezzel kapecsolatban,hogy nagyobb vita=-
minkoncentrdcidknak az agarlemezre vald felvitele esetén
kielakul egy elsldleges nivekedési zdéna,majd ekdril egy
ugynevezett "mésodlagos" zdéna.- Felvetdddtt a kérdés,hogy
ezt a mdsodlagos zdéndt a tovébbdiffunddld Blz-vitamin
hozza-e létre,vagy esetleg a baktériumokbdél felszabaduld
metionin?

A kérdés megvdlaszolédsa végett folyékony tédptalajon,f5lés
Bla-vitamin Jelenlétében tenyésztettiink E.c0li 11%-3 bak-
tériumokat.A tenyészet szirletét kiilonbdzd inkubdecidés iddbk
utédn /14/ szerinti agarlemezre vittilk,amely olyan mennyi-
ségli kobalaminmonokarbonsavat tartalmazott,amely a jelen=-
levd Blz-vitamin hatdsdt biztosan gdtolta.- Egy esetben
sem észleltiink ndvekedést.Ugyanezt a baktériumsziirletet
metionin~-nyomokkal kiegészitve ndvekedést figyeltiink meg.-
Igy igen egyszerii médszerrel sikeriilt vdlaszt kapni erre

a problémdra,amelynek eldéntése més eszkdzikkel lényegesen
bonyolultabb lett volna: a mésodlagos novekedési zdéndkat

nem metionin okozza.

4/ A B, s-vitamin-Taktorok "biokromatogréfidja”.

A III/3.kisérletben léttuk,hogy ha B, ,-vitamint,kb. 20 vagy
10-szeres mennyiségl kobalaminmonokarbonsavat és bizonyos



mennyiségi III.faktort vagy kobinamidot Osszekeveriink és a
keveréket visszik fel a /14/ szerinti agarlemezre,hdrmas
gylri keletkezik,amely egy kbzponti ndvekedési zéndbdl,
egy gétlési gyliribll és egy kiilsé ndvekedési gylribsél &11.

Miutédn a gdtldsi gyuri csakis a kobalaminmonokarbonsavtdél
szédrmazhat ,csak azt kellett elddnteni,hogy melyik anyagtdl
szérmazik a belsd és melyiktll a kilsd ndvekedési zdna.
Erre a kérdésre a IIl.pontban leirt kisérletek egyértelmil
valaszt adtak: a belsé zdna a Blz-vitaminnak,a kiilsé pedig
a ITI.,faktornak ill. a kobinamidnak tulajdonith&atd.E ki-
sérleteket megerdsitették a radidaktiv izotdéppal jelzett
Blg-vitaminnal ill. kobinamiddal végzett kisérletek,ame-
lyek azt mutattdk,hogy a B, ,~vitamin sokkal erSsebben ki-
tddik a baktériumokhoz,mint a vizsgdlt faktorok.

Felmerilt olyan ellenvetés is,amely szerint a gylirliszeri
Jelenség az egyes anyagok kiildnb&zé diffuzids viszonyai-
nak a kdvetkezménye.,~ Nos,vizsgdlataink azt mutatték,hogy

- legalébbis a ITI.faktor esetén - nincs kiilénbség a hirom
Osszekevert anyag diffuzids dllanddja kozt,vagyis egyformén
diffunddlnak a steril agarban.Ha mér most nem egyformién
diffunddlnak a megfertlzétt agaron,ez csak azzal magyariz-
haté,hogy nem egyformén viselkednek az E.coli 113-3 bak=-
tériumokkal szemben.A baktériumok szelektiven kétik meg

a harom anyagot,legmohébban a Blz-vitamint abszorbedl jék,

kevésbé intenziven a kobalaminmonokarbonsavat és még ke-
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vésbé intenziven a vizsgalt faktorokat.

A gylriszerii jelenség kifejlédése a hdrom anyag szelek-
tiv szétvdlasztasdt Jjelenti.A szétvdlaszidsnak ez a médja
nagyon hasonlit az adszorpcids kromatografidhoz,azzal a
kiildonbséggel,hogy ebben az esetben a megkétddés nem élet-
telen molekuldkon,hanem €18 baktériumokon térténik és
nem egyszeri adszorpecidrdl,hanem abszorpeidrdl - fel-

szivédasrdl van szd.

Miutédn itt a baktériumok aktiv élettevékenysége 411 ell-
térben,ezt a folyamatot a mér emlitett dolgozatban /75/,
ahol e Jjelenséget ellszdr leirtam, "biokromatogrdéfid-

nak" neveztem.

Ez a "biokromatogréfia" a gyakorlatban felhaszndlhatd

a Blz-vitamin-készitményekben jelenlevd esetleges fak=
tor-szennyezlddések kimutatdséra.- Nem kell egyebet tenni,
mint a vizsgdlanddé anyeg oldatéhoz a becsiilt Blzovitaminp
mennyiség 15=20-szorosdnak megfeleld kobalaminmonokarbon-
sav-mennyiséget hozzdtenni és a keveréket megfeleld higi-
tédsban a /14/ szerinti agarlemezre felvinni.Gjhrﬁk jelen=
léte faktorokra vall - homogén zdéna a készitmény tiszta-
sédgéra utal,

Ez a médszer a szokédsos vizsgdlati el jdrdsokkal Osszeha-
sonlitva - gondolok a papirkromatogrifidra,papirlelektro-
forézisre stb. - sokkal egyszeriibb,legaldbbis olyan labo-
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ratériumban,amely mikrobioldégiai munkéra van berendezve,
mert minden kiilondsebb laboratériumi felszerelés nélkiil

elvégezhetl.

Amikor ennek a médszernek analitikai célokra vald felhasz-
néldsét javasol juk,nem a gydgyszerkényvi tisztasdgu By o=
vitamin-készitményekre gondolunk,hiszen ezeket a gydgy-
szerkonyvek elfirdsai szerint,spektrofotométerrel kell

vizsgdlni /8/.

A javasolt vizsgdlat elslsorban az dllattekarményozdsi
célokat szolgdléd Blz-vitaminpkészitmények ellendrzésére
alkalmas.*udvalevé ugyanis,hogy erre a célra igen gyakran
faktorokkal szennyezett,esetleg tisztdn faktorokbdél 4116
készitményeket hoznak forgalomba.Ezeknek az E.coli 113%-3,

esetleg a Lactobacillus leichmanii tdrzzsel végzett szok-

vényos bioldgiail tesztekben erds ndvesztd§ hatdsuk lehet,

a hézidllatokra valé kedvezd hatdsuk azonban legaldbbis
kétséges /9,10/.A javasolt médszer lehetdvé teszi,hogy
olyan nagyobb felhasznédldék,mint az dllami gazdasdgok,vagy
a megyel mezlgazdasdgi felligyeldségek stb. - vagyis olyan
szervek,amelyek laboratdériummal rendelkeznek,de spektro-
fotométerrel nem,maguk megvizsgdlhassdk a Blz-vitamin-taru
talmu adalékanyagokat és leleplezhessék az esetleges ha-
misitdsokat.Ilyen értelemben a javasolt médszernek igen

nagy Jjelentdsége lehet,
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5/ A Blz-vitamin-faktorok bioldgziai értékének vizsgdlata,

A természetes Blz-vitamin-faktorok biolégiai vizsgdlata
azért bir nagy jelentdséggel,mert e faktorok tekintélyes
mennyiségben keletkeznek melléktermékként a Blz-vitamin
nagylizemi gyértdsa sordn.A faktorok t%5bbségérdl bebizonyo-
sodott,hogy csak igen kis mértékben,vagy csak bizonyos
organizmusokban képesek helyettesiteni a valddi Blz-vita—
mint.Kivételt képez pl. a III.faktor,amely igen tekinté-
lyes mennyiségben termelddik a Blz-vitamin mellett a me=-
tanobakteres fermentdcidndl és ezért értckesitéséhez is

komoly anyagi érdekek fiizddnek.

Német szerzdék /29,30,31/ tisztdztdk a ITI.faktor szerke-
zetét és ugyanakkor megéllapitottdk,hogy ez a vegyiilet,
amely kémialilag rendkiviil kdzel 411 a Blz-vitaminhcz,anr
nak bicldgiailag teljes értékil helyettesitbje.E ktzlemé=-
nyek alapjén a III.faktor Magyarorszigon is forgalomba
kerilt,mint embergydgyédszati készitmény is,Trifavit né-
ven,annak ellenére,hogy megjelent az irodalomban néhany
olyan kbzlemény is,amely ezt a bioldgiai egyenértékiiséget
kétségbe vonta.Kimutattdk példdul /10,28/,hogy a III.fak-
tor hatédsa csirkékre sokkal kisebb,mint azonos dézis B12-
vitaminé.- E.L.Smith /81/ a /2/ kbézlemény nyomén arrdl
szémol be,hogy a III.faktor Ochromonas malhamensis-re
gyakorolt névesztd hatdsa ugyan 50%-a a Bla-vitamin hason=-
16 hatdsdnak,de csak az utdébbi vegyiilet haiésénak 4%=-at
éri el a IIT.faktor hatédsa az O.malhamensig propionét-



oxiddcids képességére.

liost a kobalaminmonokarbonsav vizsgédlata sordn sikeriilt
kimutatni,hogy ez utdbbi sokkal erdsebben antagonizil ja
a IIl.faktort,mint a Blz-vitamint és ezuzel kapesolatban
azt is,hogy a IIT.faktor gyengébben k&tddik az E.coli 113-3

sejtekhez,mint a B, ,-vitamine.

A csirkék sulyndvekedését c€lzd kisérleteknél igen nagy
a hibahatdr,eredményiiket tehdt esetleg kétkedéssel lehet
fogadni.Az Q.malhamensis vizsgdlatédval kspesolatban lehet

arra hivatkozni,hogy a ndvekedést serkentd hatds az elsdd-
leges és azzal a III.faktor is rendelkezik,mig a propiondt-
oxidédcidé csak mésodlagos jelentlségi funkeid.

Természetesen a kobalaminmonokarbonsavval szembeni elté-

ré viselkedés,valamint az E.éﬁi 113-3 baktériumokhoz vald

gyengébb kdtbdés erfssége sem dontd jelentSségii,de min-
denesetre objektiven megdllapithaté és elég pontosan mér-
hetd biolégiai funkeidk,amelyekben a III.faktor kétségte-
lenlill nagy hétrédnyban van a Blz-vitaminnal szemben.Két
olyan funkeid,ahol a III.faktor nem teljes értékii helyet-

tesitlje a Blz~vitaminnak.

A dermészetes Blz-vitaminpfaktorok mellett egész sor mes-
terséges Blz-vitamin-szérmazékot is elfdllitottak szinté-
tikus vagy bioszintétikus uton,abban a reményben,hogy a
természetes Blz-vitaminnél hatésosabb vegyiletet sikeriil



SN,

kbztik taldlni.- Taldn ezeknél a vegylileteknél is érdemes
volna megvizsgdédlni a kobalaminmonokarbonsav antagonista
hatdsdat,mert ez a teszt is hozzdjérul ahhoz,hogy teljes
képet kapjunk a kérdéses vegyiilet bioldgiai aktivitdsarsl.

VII.Az eredmények megbeszélése,

A kisérleti részben az gyes kisérletek leirdsa utdn t8bb-
nyire mindjdrt kommentédrokat is flztiink az ismertetett té-
nyekhez.lzért ebben a fejezetben csak néhany olyan dlta-
lénosabb jellegli kérdéssel foglalkozunk,amelyeket ott nem
érintettiink,

1/.A kobalaminmonokarbonsav,mint természetes antimetabolit.

A bevezetésben idézett dolgozatokban /54,55/,amelyekben a
kobalaminmonokarbonsavnak,mint természetesen képzddé an-
timetabolitnak a felfedezését leirtuk,elkdvettik azt a
hibdt,hogy tévesen &ltaldnositottunk.Mivtén akkor més
Propionibacteriummal még nem volt dolgunk és az egyetlen

birtokomban lev§ tiérzs antagonista faktort termelt,arra a
téves dlléspontra helyezkedtem,hogy a kobalaminmonokarbon-
sav termelése a Propionibacterium shermanii egy jellemzé
tulajdonséga.

Azéta sok killdnféle Propionibacterium-tdrzzsel volt dol=-
gom /P.shermanii,P.freudenreichii,P.rubrum,P.petersenii,
P.technicum stb./ de ezeknél egy esetben sem sikeriilt sz&-

mottevdé kobalaminmonokarbonsav-termelést kimutatni.Antago-
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nista Jjellegi faktort a fermentlében ill. a vitamin-kon=
centratumokban legfel jebb halvény nyomokban lehetett ta-
1d4ini és feltehetd,hogy ezek a nyomok bomléstermékek vol-
take

Részben természetes szeleckecidval,részben UV-besugdrzédssal

vald kezelés utédn tdbb ezer izoldlt Propionibacterium-

telepet vizsgiltam meg Blz-vitamintermelés szempont jébdl
és azt taldltam,hogy a kobalaminmonokarbonsav-termeld
torzs utédai minden esetben termeltek kobalaminmonokarbon-
savat,a kobalaminmonokarbonsavat nem termeld t3bbi térzs
utédai pedig egy esetben sem termelték ezt az antagonista

Jellegl vegyliletet.

Ugy létszik tehdt,hogy a kobalaminmonokarbonsav-termelés
stabil tulajdonsdga egyes adott torzseknek - olyan tulaj-
donség,amelyet egy esetben sem sikeriilt kikilszébdlni,sem
més torzseknél,mint uj tulajdonsédgokat felfedezni.Az a
tény,hogy a kiulféldi irodalom csak egy helyen tesz em-
litést szdmottevl mennyiséglii természetesen eléforduld ko-
balaminmonokarbonsavrél /6/ ugyancsak azt ldtszik bizonyi-
tani,hogy itt egyes adott, de ritkdn eldéforduld tdrzsek

kivételes sajatsdgdrdl van szé.

Lehet,hogy genetikai médszerekkel /DNS-dtvitel/ sikeriilne
ezt a tulajdonsédgot egyik torzsrdl a mésikra &tvinni,ilyen
kisérleteket azonban nem végeztem és elvégzésiikkre nincse-

nek is meg az objektiv adottsédgaim.



Sok széz sugdérgomba-tdrzset is megvizsgdltam Blz-vitaminp
termelés szempontjébél,de szémottevd kobalaminmonokarbon-

sav-termelést ezeknél sem észleltem.

Ha tehdt felvetddik a kérdés,hogy milyen helyet is foglal
el a kobalaminmonokarbonsav a 812-vitamin bioszintézisée
nek a léncolatdban,mai ismereteink szerint azt védlaszole
hat juk,hogy nem a B,,-vitamin hidrolizis-terméke - hiszen
ezt bebizonyitottuk régebbi kisérleteinkben /55/.Az sem
valészinli,hogy & By, -vitamin bioszintézisének kdzbiilsé
terméke,mint ahogy Juillard feltételezi /50/,mert hiszen
akkor feltehetden nemesak egyes kivételes.tarzseknél vol=
na megtaldlhatdé,henem minden B, ,-vitamint termeld torzs-
nél.= IHa azonban mégis a Blz-vitamin bioszintézisének
kozblilsé terméke a kobalaminmonokarbonsav,nyitva marad a
kérdés,miért van,hogy a szdébajoévs organizmusok déntd
tobbségeénél gyorsan atalakul Blz-vitaminné,egyes kivéte=
les esetekben viszont tekintélyes - kb 20%-ot kitevl =

mennyiségben felhalmozddik a Blz-vitamin mellett.

A legvaldsziniibb,hogy a kobalaminmonokarbonsav felhal-

mozddasa a mi Propionibacterium shermanii <tdrzsiinknél a

Blz-vitamin bioszintézisének egy abnormdlis mellékhajté-

sa: hibds szintézis eredménye.
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2/sAz inhibiciés index fogalménak szabatos meghatérozdsa,

A kisérleti rész I.fcjezetében a kobalaminmonokarbonsav
inhibicidés indexének kilonbdzd meghatdrozdsi médjait is-
mertettilk és erre a problémdra késdébb is visszatértiink.
Az inhibiecids index meghatdrozhaté szilérd és folyékony
tédptalajon,beszélhetink 100%-os illetdleg 50%=o0s gatlés-
nak megfeleld inhibicids indexrdl stb.Fiigg az inhibicids
index értéke a kobalaminmonokarbonsav és a Blz-vitamin
alkalmazdsédnak relativ clsdbbségétdl is és ennek megfe-
lelfen a kiilonbszd kisérletekben més és més eredménye-
ket kaptunk.

Emellett az is feltlin6,hogy a leirt kisérletekben az ine-
hibicids index /agartéptalajon,lCO%-os gdtldsra vonatkoz-
tatva/ 40 kérlil van - ugyanekkor pedig E.L.Smith 60=-80-
100~-szoros inhibicids indexrd8l ir /81/,Ford /27/ 330-as
50%—os,Heiﬁrich és CGabbe /41/ pedig 110-es 50%~-os gdtlédsi
indexrél ad szémot.

Lzeket a kiildnbségeket - és flleg azt,hogy mi taldltuk a
legkisebb gétldsi indexet - eleinte azzal magyardztuk,
hogy az dltalunk elddllitott antagonista természetes ere-
detll és ennélfogva taldn tisztédbt,mint a mesterségesen
elfdllitott készitmények.Késbbb azonben,amikor mi magunk
is hidrolizis révén elddlliitott kobalaminmonokarbonsave-

készitménnyel kezdtlink dolgozni és vdltozatlanul 40-es
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inhibicids indexet kaptunk,ez az ellenvetés elesett.Fel-
merilhetett elméletileg az a lehetlség,hogy a kilfsldi
szerz8k kevésbé tiszta anyaggal dolgoztak,mint mi; ez a
feltételezés azonban szerfoldtt valészinltleniil hangzik
azok széméra,akik ismerik E.L.Smith és a tobbi idézett
szerzl munkdssdgdt.

A kérdés hosszu ideig megvédlaszolatlanul maradt tehdt és
csak az a felismerés vetett rd ismét uj vildgot,hogy a
Blz—vitamin és a kobalaminmonokarbonsav hetésa nagyban
flgg a beadds elslbbségetbl.Figyelembe kell ugyanis venni,
hogy a teszt-organizmusok,amelveket az inhibiecids index
meghatirozdséra haszndlunk,szlikségképen tertalmaznak va=-
lamennyi Blz—vitamint,mert killdnben nem lennének tenyészt-
hetfk.Mér most a beunniik levd Blz-vitamin mennyisége is
nagy mértékben befolydsolhatja az inhibicidés indexet.A
teszt-organizmus tenyészitése pl. az inhibicids index meg=-
hatdrozdsi metodikdjdnak olyan jelentéktelennek 14tszé
részletkérdése,amelyre a szerzdk dltalédban nem *érnek ki
dolgozataikban,holott - mint kiderlilt - lényeges hatdssal

lehet az eredményre.

Lppen ezért felvetddik a kérdés: nem volna~e helyes az
inhibiciés index fogalmdt szabatosan kﬁrﬁihatérolni,a
mérési médszert /vagy médszereket/ standardizdlni és kéz-
ben Tigyelemmel lenni még az olyan jelentéktelennak latszdé

részletkérdésekre is,mint amilyen a teszt-organizmusok



elézeltes elszaporitasa.

Az inhibiecidés index fogalma elvileg teljesen vilégos,ezy-
értelmii.A nem egysézes metodika azonban eltérésekre vezet
az eredményeckben.~ Arra,hogy ezek az eltérések milyen mér-
viiek lehetnek,2 kobalaminmonokarbonsavnak az Ochromonas

malhamensig-re gyakordlt antagonista hatdséval kapcsola-

tos vizsgdlatokra hivatkozunk.

Lgyes szerzdk szerint a kobalaminmonokarbonsavnak niveke=

dést serkent$ hatdsa van az Q.malhamensis-re  43/,mdsok

szerint gétolja a fejlédést /27,38/.Mi a magunk részérdl
nem észleltink gdtlé hatdst.Itt is feltehetd,hogy a fent
vdzolt hibaforrédsok vezettek az eltérd eredményekre.

liindez arra mutat,hogy célszeri lenne,ha egy kelld tekin-
téllyel rendelkezd nemzetkdzi szerv /kongresszus vagy
specidlis symposion/ ebben a kérdésben is - mint pl. a
nomenklatluréval kapcsolatban stb, = d&lldst foglalna és

rendel teremtene.

E.L.Smith /82/ taldldan jegyezte meg,hogy 812~vitamin-an-
tagonizmusrél dltaldban beszélni értelmetlen,ha nem adjuk
meg,hogy milyen teszt-organizmusrél van szé.Ehhez most
hozzédtehetjlik: inhibicidés indexrdl beszélni csak akkor
érdemes,ha a vitamin és az antagonisté beaddsdénak kdriile
ményeit pontosan kdrvonalazzuk.Célszeri volna a célra olyan

standard médozert kidolgozni,amelynél a vitamint és az
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antagonistdt egyidejlileg alkalmazzuk,azzel a kiegészités-
sel,hogy az alkalmazott Blz-vitamin mennyisége 103-104-
szerese legyen annak a mennyiségnek,amelyet a teszt-orga-

nizmusok mér eleve tartalmaznake.

3/.Az inhibicids index filigglsége a két versengd komponens

beaddsdnak iddpont jédtél,és ennek elvi jelentlsége,

Lz a kérdés az el6z6 pontban is ismételten szdbakeriilt,

itt azonban més értelemben kivédnunk vele foglalkozni,.

Az 1I/9 és 1/10 pont alatt leirt kisérletek azt mutatjdk,
hogy az inhibicidés index nagy mértékben fiigg attdl,hogy

a kobalaminmonokarbonsav eldbb,egyidejlileg vagy utdbb
hat-e a baktériumokra,mint a Blz—vitamin.Ez a tény arra
mutat, hogy mind a B12-vitamin,mind a kobalaminmonokar-
bonsav szildrdan kotédik a megfeleld sejt-receptorokhoz
és onnan nem egykdnnyen védlnak le.Erre utelnak a rédidak-
tiv izotéppal jelzett Blz-vitaminnal végzett kisérletek
is / IV/6 kisérlet/,emely szerint a jelzett és nem jel-
zett Blz-vitamin-molekulék kicserélldése az €18 baktéri-

umban igen lassan megy végbe /ha ugyan végbemegy/.

Hasonld jelenség mds kompetitiv antagonistdk esetén is

taldlhaté az irodalomban.

A béta-acetilpiridin egéren és kutydn a nikotinsavhidny
tineteit vdltja ki és az 4dllat pusztuldsét okozhatja.Az

el8z8leg beadott nikotinsav megvédi az dllatot a toxikus
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hatdstél,az utdlag beadott nikotinsav azonban mér nem /94/.

A p-aminofenilarzinsav toxikus hatdsa kivédhetS eldzlleg
beadott p-oxi-benzoesavval,de a mér egyszer megmérgezett

d4llaton a vitamin hatdstalan /69/.

A desoxipiridoxin-piridoxin viszonylatban hasonlé a hely-

zet patkdny /84/ illetSleg csirke /t8/ esetében.

A 4-aminopteroilglutaminsav csirkén és méds dllatokon csak
akkor védltja ki a félsav-hidny tilineteit,ha fdélsavban sze-
gény étrenden tartjuk Sket.Az egyszer bedllott hatdst
azonban utélag csak sok félsav beaddsdval lehet kivédeni.
/43/

Pihen{ élesztibsejtekben a fluorecetsav specifikusan gdtol-
Ja az ecetsav oxiddcidjat.Itt is nagy mértékben fugg a
gatlads attél,hogy a metabolitot vagy az antimetabolitot
adjuk-e eldbb a sejtekhez /51/.

Az a tény,hogy az inhibicids index megvédltozik aszerint,
hogy a Bla-vitamin €s a kobalaminmonokarbonsav kéziil me-
lyik hat elfbb a teszt-organizmusokra,arra is vdlaszt ad,
hogy miért olyan feltiinen éles a gatldsi vonalon a ndve-
kedési zéna hatdra E.L.Smith tbbbszir idézett kisérleté-
ben.- Ennél a kisérletnél a Bl2-vitamin illetSleg az an-
tagonista faktor két ellentétes irdnybdél diffunddl a késdbb
kialakuld nivekedési zdna-hatér felé.A hatdr ott alakul
ki,ahol egyszerre jelenik meg a két vegylilet az inhibicids
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indexnek megfeleld koncentrdcidarinyban.A nivekedési zdna
teridletén a vitamin elébb éri el ilyen koncentrécdéban

a baktériumckat és nivekedésre serkenti Cket.Ezzel egy-
ben relativ védelmet nyujt nekik az antimetabolit hatédsa
ellen.Mint lattuk,mér 5 perenyi iddkiilonbség is sokat szé-
mit ezen a téren,a diffuzidé pedig lassu folyamat.lgy a
gétlési vonaltél mér akdrcsak egy tized mm-nyire a ndve-
kedési zéna belseje felé a gdtlds gyakorlatilag nem érvé-
nyesiil,viszont 0,1 mm-nyire a gdtldsi zéndtsl elfelé a
gatléas teljes mértékben érvényesiil.

Lz éles sz€l kiilontsen akkor szembetind,ha $sszehasonlit-
Juk azzal a kisérlettel,amelyben a Blz-vitamin és az an-
tagonista keverckét vissszik fel az agarlemez egy pontjéra.
/ I/1 kisérlet/.-Lz utébbi esetben a zéna széle feltiinden
elmosddottd vélik,ha a két vegylilet ardnya alulrdél megkd-
zeliti az inhibiciés indexet /ha meghaladja,a zdéna telje-
sen eltinik/.Ebben az esetben a zéna széle feltehetlen
azért elmosddott,mert a két antagonista verseng a bakté-
riumokon talédlhaté receptorokért.Részleges gdtlds kovet-
kezik be,a baktériumok lasabban fejlédnek,kevesebb B, -
vitamin kétnek meg,mint normdlisan,a Blz-vitamin ennélfog=-
va messzebbre diffunddl: a zdéna nagyobb és elmosdédottabb

lesz.

Az a tény,hogy a kobalaminmonokarbonsav antagonista ha=-

tésa gyenge,ha olyan sejtekkel keriil érintkezésbe,amelyek
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nar tartalmaznak Blz-vitamint,talén arra is magyardzatot
ad,hogy miért nem adja meg ez a vegylilet azt a gydgyszer-
hatést,amelyet elméleti megfontoldsok alapjén egy iddében
Joggal vértak t6le - pl. olyan esctekben,mint polycitae-
mia vera-ndl,ahol kivdnatos volna mesterséges Blz-vitamin-
hidnyt elfidézni.

Azok a szerzlk,akiknek a vdzolt nehézség ellenére sike=-
rilt apré laboratdériumi éllatokon mesterséges Blz-vitamin—
hidnyt eléidézni kobalaminmonokarbonsav adagoldsédval /18,
59,87/,igen nagy adagokat alkalmaztak /0,5-1,0 mg/kg/,mig
emberen 1 mg-os - tehdt kb. 60-szor kisebb adagokkal ki~
sérleteztek,testsuly-kg-ra szémitva Gket. /19/.

A hatédsnak az alkalmazds idérendi sorrendjétll vals fiig-
gése arra is magyarédzatot ad,hogy a Blz-vitamint tartal-
mazé /14/ szerinti agarlemezen miért kaptunk sokkal kisebb
gatlési zdndkat kobalaminmonokarbonsavval,mint ahogy a
40-es inhibicidés index alapjdn vérhaté volna /I./4.-kisér-
let/.Ebben a kisérletben azt taldltuk,hogy a kapott gdt-
1ési zdénék mintegy tizszer nagyobb inhibicids indexnek
feleltek meg.

4/.A kobalaminmonokarbonsav mint antibiotikum,

A kobalaminmonokarbonsav kell6 koncentréciéban /amely a je-
lenlevd Blz-vitamin mennyiségtbl fiigg/,sokszor 1 ug nagy-
ségrendll mennyiségekben,gdtolja az E.coli 113-3 nivekedé-
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sét.liutédn ezt a vegyliletet ellszdr egy baktérium tenyé-
szetébll nyertik,vagyis természetes eredetii, joggal tekint-
hetjik antibiotikumnak /57/.A legkisebb gatld koncentrd-
cidja is megfelel a leghatékonyabb antibiotikumok gdtlé
koncentrécid jéanak,

Amint a kisérleti részben mér rdmutattunk,a kobalaminmo-
nokarbonsav megfeleld kirilmények kbzt szabdlyos gdtldsi
zéndkat képez agarlemezen é€s ebben a tekintetben sem kii-
16nbdzik més antibiotikumoktdél.Hasonldéképen kimutathatéd

a Jjelenléte autobiogréfidval is,mint mdés antibiotikumoké.

Van azonban a kobalaminmonokarbonsavnak egy igen sajdtsé-
gos tulajdonsdga més antibiotikumokkal szemben: a rendki-
viil éles hatés—specificités.Eddigi ismereteink szerint
egyetlen baktériumtdrzs érzékeny vele szemben: az E.coli
113-3 /és talén az Ochromonas malhamensis protozoon/.
Tudomésom szerint ninecs még egy olyan leirt antibiotikum,

amely ilyen rendkivil sziik spektrumu volna.

Az a kdrilmény,hogy a kobalaminmonokarbonsav vitamin-anti-
metabolit,nem mond ellent annak,hogy antibiotikumhak te-

kintsiik.T6bb antibiotikumrél kideriilt a hatédsmechanizmusuk
vizsgdlata sordn,hogy antagonistédja a baktériumsejt vala-

melyik enzimrendszerének.

Igy példdul kitint,hogy a cikloszerin /oxamicin/ kompeti-
tive gdtolja az alanin beépiilését az uridin-nukleotiddk=-

ba /85/.E.colindl az azaszerin és a fenilalanin kompeti-
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tiv antagonistdk /108/,ami nem akaddlya annak,hogy az aza-

szerint dltaldnosan,mint antibiotikumot tartsdék szdmon.

Ezzel szemben szémos olyan antimetabolitot irtak le,amely
a kobalaminmonokarbonsavhoz hasonléan gétolja bizonyos
organizmusok fejlédését.Ha e vegylletek kimeritik az
antibiotikum fogalmdt /természetes eredet,kis koncentré-
cidéban valé gdatléds/,helyes lenne Gket szdémon tartani az
antibiotikumok sordban is - még ackor is,ha gyakorlatilag
nem Jjonnek szdmba,mint gydgyszerek.Kéztudomdsu ugyanis,
hogy az ismert és szdémontartott antibiotikumoknak is csak
egy elenyészlen kis hényada nyer alkalmazdst az orvosi
gyakorlatban.

5/+A kobalaminmonokarbonsav antagonizmusdnak hatdsmecha-

nizmusa.

Amint az irodalmi adatokbél /41/ és a fentebb ismertetett
kisérletekbdl is kideriil,a kobalaminmonokarbonsav antago-
nizdlja a Biz-vitamin ndvesztl hatdsdt az E.coli 113-3
baktériumokra,de ugyanakkor nincs hatdssal & metionin né=-
vekedést serkentl hatdsdra,ligyanezzel a teszt-organizmus-
sal szemben./Az E,coli 113-3 térzs ugyanis Blz-vitamin
ill. metionin-dependens és deficiens tdptalajon mindkét
vegyililet kiilén~kiilon is képes e mikroorganizmus fejlédé-

sét biztositani/.
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Miutén azonban ismeretes,hogy a Blz-vitamin fontos szere-
pet Jjétszik kiilénbizd metilezési folyamatokban,igy a metio-
nin bioszintézisében is,nyilvénvalé,hogy a Blz-vitamin
szerepe az E.coli 11%-3 tdrzsnél a metionin szintézisének
lehetdvé-tétele /37/.Az is nyilvénvald,hogy & kobalamin-
monokarbonsav ezt a metilezési folyamatot gétolja és ezen
keresztil az adott mikroorganizmus egész ¢€leitevékenységét
is,de kizérdélag csak metionin-mentes téptalajon.A kobal-
aminmonokarbonsavon kivil az alkanolamin-tipusu Blz-vitamin

antagonistdk is ugyanigy hatnak /41/.

Ismeretes azonban az is,hogy a Blz-vitaminnak sok egyéb
funkeidja is van a metionin-szintézisen kiviil,amelyeket

a kobalaminmonokarbonsav,ugy létszik,nem minden esetben
képes antagonizdlni,.Innen van az,hogy més Blz-vitamin de-
pendens organizmusoknél /Lactobacillusok,Euglena gracilis
stb./,ahol a Blz-vitamin hiénya metioninnal nem pétolhaté,
a kobalaminmonokarbonsav nem antagonizdlja a Blz-vitamin
novesztd hatdsdt,bdr fenndll az a lehetSség is,hogy ezek
az'organizmusok kobalaminmonokarbonsavbdl Blz—vitamint

képesek szintetizdlni,

Mésfeldl viszont a kobalaminmonokarbonsavval végzett far-
makoldgial és klinikai kisérletek azt mutatjék,hogy ennek
a vegyliletnek az emberre és emldsdkre is van bizonyos ha-
tédsa.~ Ezek a szervezetek pedig,mint ismeretes,Blz-vita-
min jelenlétében sem képesek metionint szintetizdlni,

vagy legaldbbis nem elegendd mennyiségben: a metionin
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esczencidlis amindsav mind az ember,mind pedig a majom és
a patkdny szdmdéra /tobbnyire ezekkel a fajokkal folytak a
kisérletek/,

Ebb8l viszont az kdvetkezidk,hogy a kobalaminmonokarbonsav
nem kizdrdlag a metionin bioszintézisének folyamatéban
antagonizdl ja a Biz-vitamin hatésdt,hanem mds funkcidkban

is,amelyek eddig még nincsenek tisztdzva.

Ezek alapjén arra az dlldspontra helyezkedhetiink,hogy a
kobalaminmonokarbonsav egyes funkcidkban kompetitive gé-

tolja a -vitamin hatdsédt,més funkcidiban azonban nem,
2

Feltehet6 volna az is,hogy a kobalaminmonokarbonsav hatédsa
eml8sdkre fiigecetlen a Blz-vitaminnal valdé kompetitiv an-
tagonizmustél.Woolley a tiouracilt hozza fel példdnak,a-
mely egyes baktériumokndl az uracil kompetitiv antagonis-
tédja,emberen viszont nagyhatdsu tireotrép gyégyszer /81/.
Lzt a felfogdést latszik aldtémasztani az az észlelet,hogy
patkédnyokon a kobalaminmonokarbonsav granulocita-szdm
csdkkent6 hatdsdt egyidejlileg beadott Blz—vitaminnal vagy
metioninnal nem sikeriilt ellensulyozni /16/.Ellene szél
viszont,hogy tengeri-malacon & kobalaminmonokarbonsavval
kivdltott Blz-vitaminhiény—tﬁneteket Blz-vitaminnal

vagy metioninnal simén meg lehetett sziintetni /59/.
Ugyanezekben a kisérletekben fel lehetett flggeszteni a
kobalaminmonokarbonsav antivitamin-hatdsdt Bls-vitaminnal

/pangémsavvel/ is.Miutédn pedig a pangém-savak erélyes me-
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tilezd szerek,ez az adat is amellett szdél,hogy az antago-
nizmus alapja a metilezési folyamatok gétldsa - a metionin

szintézisen kiviili metilezési folyamatokat beleértve.

Arra az esetre,hogy valamely antagonista eml8sdkdn egy
metabolitnak csak egyes funkeidit antagonizédl ja és nem
az Usszeset,Wodlley /92/ két példdt is emlit:

a/+A piribenzamin eml8stkdn antagonizdlja a hisztamin sokk-
keltl hatédsét,de ugyanakkor hatdstalan a hisztaminnak a
gyomornedv-clvilasztdsra gyakorolt hatédséra.

b/.A glukoaszkorbinsav csak bizonyos terlileteken antago-

nizél ja az aszkorbinsav hatdsdt.

Az a tény,hogy 2z E.c@li 113-3 sejtekhez kotdtt rdadidak-
tivan jelzett Blz-vitamin nem cserélddik ki sem Blz-vita-
minra,sem faktorokra - illetfleg,hogy ez a kicserélfdés
legfel jebb igen csekély mértékii - arra vall,hogy a Byo-
vitamin ill. a faktorok és a kobalaminmonokarbonsav k&zt
elsdsorban az E.coli 113-3 szeporoddsa kézben kifejl8ds

uj szabad receptorokért folyik a versengés.

Ha a gédtlds teljes,uj szabad receptorok nem'képz6dnek és
a gatléds teljes is marad.Ha a'gétlés csak részleges,foko~-
zatosan uj receptorok keletkeznek és akkor a tovabbi fej-
16dés mér flggetlen attél,hogy a vitamin vagy az antago-
nista hatott-e eldbb a baktériumokra,hogy az elsSdleges
receptorok melyik vegyiilettel voltak tulnyoméan telitve.
kkkor mér szabadon érvényesiilhet é kompetitiv hatéds.
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nggelék.

1/eA B, =vitamin,a kobinamid,a III.faktor és a kobalamin-
monokarbonsav diffuzids dllandd jénak meghatdrozdisa.

lletodika: A meghatérozédst /86/ szerint végeztiik.Nem
tiszta agargelt hasznéltunk,hanem /14/ szerinti 8sczeté-
telii steril tédptalajt,mert benniinket az érdekelt,hogy a
kérdéses vegylletek ebben a kdzegben hogyan diffunddlnak,
hiszen kisérleteinket ebben végeztik.- lidsfeldl a 26 -
ra vonatkozé diffuzids dllanddkat hatéroituk meg,miutén
agartenyészeteinket ezen a h8fokon inkubdltuk.Abban az

egy esetben,amikor technikai hiba miatt a diffuziés meg-
hatdrozds hémérséklete eltért a 26 Co-tdl,szémitéssal kap=-
tuk meg a kivdnt hémérsékletre korrigdlt dllandét.

A meghatérozds kiviteli médja:

A /14/ szerinti steril agartéptalajt megolvasztottuk,
ismert mennyiségii vizsgélandé anyagot kevertiink hozzé

és egy 4,20 mm belsd atmérdju iivegesSbe szivtuk fel /az
dtmérdét 0,01 mm pontosségu kaliberrel mértikk és olyan csé-
darabot vdlasztottunk ki,amelynél a csé két végén mért
atmérdk kildnbsége 0,01 mm-nél kisebb volt/.A megdermedt
agarhengert kifujtul a csdébdl,hosszét 0,1 mm pontossdggal
lemeértik és igy ki tudtuk szdmitani az agarhenger térfo-
gatdt.A 10-12 em hosszu hengert egy 100 ml-es Erlenmeyer-
lombikban,az E.coli 113-3 tenyésztésére szolgdlé folyékony
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téptalaj 20 ml-ében dstattuk,pontosan 30 percig,majd a fo=-
lyadék ledntése és ujjel vald pétldsa utdan tovabbi 30 per-
cig,26 c%-o0s termosztétban.Bgy éra elteltével az dztaté-
feolyadékokat egyesitettiik és a bennik levl,az agarhenger-
b6l kidiffunddlt anyag mennyiségét meghatdroztuk.A megha=-
tarozast Blz-vitamin,III.faktor és kobinamid esetében
bioldégiai uton,agardiffuziés médszerrel végeztiik /14/
szerint,a kobalaminmonokarbonsav esetében pedig spektro=-

fotometridsan,361 nm hullémhosszon mért abszorpcié révén.

A kapott adatok alapjén a diffuziés 4llandét a /86/ sze-
rinti
2
p = -E{log Coml0g Sy
2,51 t

képlet alapjén szdmitottuk ki,ahol

D = diffuzids egylitthaté

r = az agarhenger sugara /a mi esetlinkben 0,21 em/

c_= a vizsgdlati anyag koncentrécidja az agarhen=-
gerben a kisérlet kezdeién

c= a vizsgdlati anyag koncentrdciéja az agarhen-
gerben a diffuzids kisérlet végén.Ezt az érté-
ket a kidiffunddlt anyag meghatérozdsa révén
indirekte kapjuk e, »3z agarhenger térfogata
€s a belediffunddlt anyag mennyiségének isme-
retében.

t = diffuzidés id6 /a mi esetiinkben %.600 sec./.
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A kisérleteket 3 pdrhuzemos meghatdrozésban végeztik.Atlas
gos eredmények:

§12-vitgmin esetében:

€, = 10,9 pg/ml

e = 2,88 "

Dpgo = 2,85.107° em?

see™ 1

Ez az ereduény Jjél egyezik Jeselkis adatéval /49/: 2,9.10‘6.

III.faktor esetébens
e, = 8,77 pg/ml
ey = 2,22 °

2 1

Dyg0 = 2,91.10"6 cm“sec”

Miutén a IIJ.faktor molekulasulya gyakorlatilag azonos
a Blz-vitamin molekulasulyédval,ez az eredmény megfelel a
vérakozdsnake.

Kobinamid esetében:
e, = 1,95 pg/ml /1étszélagos,agardiffuziéval mért
biolégiai aktivités/
e = 0,37 -

5.3

Dye0 = 3,5.107° cm sec™}

Graham térvénye szerint /44/ a diffuziés 4llanddk megkidze-
1litlleg forditva ardnyosak a molekulasulyok négyzetgytké-
vel.Miutén a Blz—vitamin molekulasulya kb. 1500,a kobina-
midé pedig kb. 1080,a Blz-vitamin fent meghatérozott dif-
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fuzidés dllandé jabsl / 2,85.10-6 / Gresham torvénye alapjén

szdmitott diffuziés 41landé a kobinamid esetében 3,36.10™°

cn®sec™t,Ez az érték minddssze 4%-kal tér el a taldl: ér-
téktél,ami jé egyezésnek mondhatd,ha tekintetbe vessziik
a médszer pontossdgat és azt,hogy Gresham tdrvénye is csak

megktzelitd érvényességlie

Kobalaminmonokarbonsav esetén:

A meghatédrozés technikai hiba folytén 24 c®-on tsrtént.

2]
i

500 pg/ml
264,4 "
= 2,78.10f6 cm®sec™t

(2]
)
"

Ezt az értéket 26 C°-ra a
D -— k.cogh
n
képlet alepjén szémitottuk 4t /22/,ahol:
T = abszolut himérscéklet

D> viszkozitds az adott hémérsékleten

A viz viszkozitdsénak értcékeit /60/-bél véve és a megfe-
leld értékeket behelyattesiﬁve:

Dyg0 = 2,9 em®sec™t

vagyis a kobalaminmonokarbonsav diffuziés éllanddja is
Zyakorlatilag megegyezik a Blaovitamin diffuzidés d4llandd- .

Jével ,ami szintén megfelel a vérakozédsnak,
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2/ +A kobalaminmonokarbonsav III.faktorra ill. kobinamidra
-vonatkoztatott inhibicidés indexének szémitdsa E.L.Smith

mgdszerének felhaszndlédsdval,

a/.A szimitds elve.

AbbSl a feltevésbél indultunk ki,hogy a gétldsi vonal ott
alakul ki,ahol a nivekedési zdéna kialakuldsa idején az
antagonista,illetfleg a vitamin-jellegli anyag koncentrd=
cid jénak hényadosa egyenld az inhibicidés indexszel.Igy a
két koncentrdcié ismerete lehetlvé teszi az inhibicids

index kiszdmitdsét.

Feltételezve,hogy mindkét anyag szabadon diffunddl az agar-
lemezben,ezek a koncentrécidk meghatdrozhaték Vesterdal
/89/ vagy Humphrey és Lightbown /45/ képletével.li ez
utébbival szdémolunk.

llegjegyzendd hogy a kobalaminmonokarbonsav szabadon dif-
fundél az agarlemezben,mint antibiotikum-jellegii anyag.A
vitaminszeri anyagok /Blz-vitamin és faktorok/ szebad

iffuzidjét illetden egyes szerzlk kétségeket témasztote
tak /65,72,73/.Ez azonban nem jelent lényeges hibét és
ezért elhanyegoljuk az aldbbi szdmitdsndl.

/45/ szerint:

r? = 9,21.Dt./log U = log 47.hDte/

ahol:
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o
i

a diffuzids egyltthatd /a megfeleld himérsék-

leten/

t = a diffuzié ideje - a mi esetlinkben a zéna ki-
alakulésének ideje

M = az agarlemezre felvitt diffundédlé anyag mennyi-
sége

h = az agarlemez vastagsédga /réteg-magasséga/

¢ = a keresett koncentrécid r tévolsdgban a dif-
fuzidé kiindulédsi pontjatél

r = a gdtldsi vonal tdvolsdga a diffunddld anyag

felvitelére szolgdld lyuk kdzéppontjatsl

Az boszes adatokat cgs-egységben adjuk meg,mert ilyenben
adtuk meg a diffuzids dllanddk értékét is.

Humphrey és Lightbown /45/ képletébll a tibbi adat ismere-

tében kiszamithaté ¢ értéke.

b/.A szémitds kivitelezése,

Legyen a fenti jelek mellé irt indexek jelentése:
K = kobinamid
IIIF = III.faktor

MKS = kobalaminmonokarbonsav.

A /45/ képletben szerepld betiljelek helyébe a kidvetkezd ér-
tékeket irhatjuk:



T« 1 o

6 omlsec™t

Dy = $:5.10"

-6
Drrrp = Dygs = 2,9+10 em

A fenti értékeket sajdt mérésiink alapjén vesszilk /l.a Fgge=-

zsec'l

1ék l.pentjat/.

t = 19.200 sec.

t értékét ugy hataroztuk meg,hogy /14/ szerinti agarleme=-
zekre Biz-vitamint vittiink fel és 26 C°-on inkubdltuk Gket.
Azt az idét mértik,amelynek elteltével a ndvekédési zéna
elsé halvény nyomai megjelentek.Ez az idS kobinamid ese=
tében velamivel hosszabb,mint pl.B,,-vitamin esetében /74/,
ez a kililonbség azonban elhanyegolhatd.

h = 0,25 em /az agar térfogata és a lemez feliilete
alapjén szamitva/.
by = 6,8.10"'9 g /agerlemezen mért bioldgiai akti-
vitde alapjén szdmitva/
Mrop = 52070 g
My o = 5.10™° g a kobinamid inhibicids indexének
meghatdrozdsiandl
Myes = 3,13.107°
nek meghatirozdésdéndl

g a ITI,.faktor inhibicids indexé-

Az lM-értékek kiszdmitdsdndl figyelembe kell venni a kon-
centrécidkon kiviil azt is,hogy minden esetben 0,05 ml ol-
datot vittiink fel az agarlemezre.
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A ITI.faktor inhibicids indexének meghatdrozdsdndl:
Prrqr = 0,75 cm ill. 0,91 em

rxs = 0,97 em ill. 1,15 em

A kobinemid inhibicids indexének meghatdrozédsdndl:

e ® 0,83 em

ks = 0,875 em
/1ééd a kisérleti részben a megfeleld kisérleti ered-
ményeket/ .

Ha ezeket az értékeket behelyettesitjik a /45/-ben mega=

dott egyenletbe és azt rendezzik:

IlI.faktor esetén:

r2
-log Cuks = 6 =

?

r2

]

A két pérhuzamos kisérletnek megfeleld r-értckeket behe-

+ 4,75

€8

lyettesitve:

Cues = 4534107 illetve 2,4.2077

Crorp® 5,50077. = 2,2.10°8
Az inhibicids index WS S§§§_
C111P
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A kobinamid esetén:

€™ 8,9.1077
¢ = 2,2,1072

Az inhibicidés index:

I, = 4,0 /a biolégiai aktivitds alap=
jén szémolva/.
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Usszefoglalés.

Mik8zben kisérleteket végeztiink Bla-vitamin ipari ell=
dllitdsédra,felfedeztiik,hogy egy P.shermenii térzs 812-
vitanin mellett egy antagonista természetl anyagot is

termele.

A tovdbbi vizsgédlat sorédn kiderilt,hogy ez az antagonista
faktor azonos az axkkor mér ismert Bla-vitamin-antagonis-

téval,a kobalaminmonokarbonsavval.- Ezt az anyagot rész-

letes mikrobiolégiai vizsgdlatnak vetettilkk ald.A vizsgé-

1gt a kivetkezlkre terjedt ki:

1/ .Kiiltnbtzé mdédszerekkel meghatdroztuk a kobalaminmono=-
karbonsav inhibicidés indexét.A 1007-o0s gatlésra 40 és

160 kézt ingadozd értékeket kaptunk az alkalmazott mddszer
szerint,mikor is a valdszinii helyes érték 40«50,~ Az 50%=
os gétldsra egyértelmien 35-%s értcket kaptunk két kiildne
06z0 médszerrel.iindez arra az esetre &ll,ha a Blz-vita—

min és a kobalaminmonokarbonsav egyidejilen hat a bakté=

riumokra./E.coli 11%=3/.

2/ Kiderilt,hogy az inhibicids index lényegesen megvdlto-
zik,ha a két vegyllet nem egyszerre,hanem egymds utdn hat
a mikroorganizmusokra.Ha a Biz-vitamin hat eldbb,az inhi-
bicids index lényegesen megnd,ha a kobalaminmonokarbonsav

hat ellbb,az inhibicidés index lényegesen csdkken.
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3/Kiderilt,hogy a két vegyiilet antagonizmusa kompetitiv

Jjellegii.A kompetitiv jelleget mutatja,hogy kiilonb&zd Blz-
vitaminekoncentrédcidk mellett az inhibicidés index,egyéb-

ként azonos kirtlmények kvzt,védltozatlan marad.- Uj mdéd-

szert ismertettink a kompetitiv antagonizmus agarlemezen

valé demonstrédliasara - olyan médszert,amely nemecsak a

By ~vitamin és antagonistdi esetében,hanem &ltaldnosabban
is alkalmazhatd,feltéve,hogy az adott antagonizmus agare

lemezen,alkalmas teszt-organizmusok segitségével néveke=-

dés=gdatlds forméjdban kimutathaté.

4/ Jhiegvizsgdltiuk a kobalaminmonokarbonsav bioszintézisé-
nek todrzs—specificitdsat és kitiint,hogy a természetes B,y o~
vitamin-antagonistét igen sok megvizsgdlt fajta ill. torzs

kozil csak egyetlen egy termelte.

5/ .liegvizsgdltuk a kobalaminmonokarbonsav hatés-specifi-
citdsdt és kitlint,hogy csak az E.coli 11%-3 iorzs esetében
antagonizdlta ez a vegyllet a Blz-vitamin hatdsdt.Ezzel a
baktériuntirzzsel szemben a kobalaminmonokarbonsav anti-
biotikumként viselkedik,amelynek azonban csak bakterioszta-

tikus €s nem bakterigcid hatdsa van.

6/.legvizsgdltuk a kobalaminmonokarbonsav hatédsdt két Byo=
vitamin-faktorra: a ITI.faktorra és a kobinamidra.Azt te-
laltuk,hogy @z E.coli 113=3 teszt-organizmust haszndlve

a kobalaminmonokarbonsav e két faktornak is kompetitiv

antagonistéd ja.liegdllapitottuk,hogy a kobalaminmonokarbon-
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sav Iil.faktorra vonatkoztatott inhibicids indexe 10, a
kobinamidra vonatkoztatott inhibicids indexe pedig 4 /a
ldtszdélagos agarlemezen mért aktivitds alapjén szémolva/,
vagyis sokkal alacsonyabb,mint a Blz-vitaminnal szemben

mért inhibicids index.

1/ Jliegéllapitottuk,hogy a By,-vilamin,a kobalaminmonokar-
bonsav,valamint a vizsgdlt faktorok kiilénbszé intenzitds-
sal kiétddnek a teszi-organizmusckhoz.Az agardiffuzids
médszerrel végzeit kisérletek eredményét megerdsitette

a vizsgdlt anyagok diffuziés egylitthatéinak meghatérozésa,
vaiamint a radidaktiv izotdppal jelzett Bla-vitaminnal

és kobinamiddal végzett kisérletek.

8/ A kiildnbdzd kétddési intenzitds lehetdvé teszi a By,
vitaminnak a faktoroktdél vald elvélaszidsdt kobalaminmo=
nokarbonsav segitségével.iiutén az elvdlasztdst a teszte
organizmusok élettevékenysége,differencidlt abszorpecids

képessége segiti elf,a médszer a "biokromatogrifia™ nevet

kapta.

9/+Az E.coli 11%«3 baktériumok dltal megkdtott Blz-vitamin
legfel jebb minimdlis mértckben cserélddik ki a vizsgdlt

faktorckra vagy kobalaminmonokarbonsavra.

10/.A dolgozat a mér ismert farmakoldgiai és klinikai fel-
hasznédlédsok mellett a kobalaminmonokarbonsav kidvetkezl

uj felhaszndlédsi lechetfségeit ismerteti:
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a/.detionin kis meﬂnyiségginek meghatdrozésa Blz-vitamin
mellett azon az alapon,hogy a kobalaminmonokarbonsav gé=
tolja a Blz-vitamin nivesztd hatédsét az E.coli 113-3
tirzsre,de nem gdtolja a metionin hasonld hatdsdit ugyan=-

erre a mikroorganizmusra.

b/.B, s~vitamin-készitmények tisztasdgénak /faktortartal-
m&nak/ vizsgdlata a 8/.pontban ismertetett "biokromato=-
grafia" segitségével.Bnnek & mdédszernek kiilondsen takar=
ménykeverékek,u.n. premixek vizsgdlaténdl lehet jelentd-

s€ge.

cZ.B, ,~vitamin-analégok bioldgiai értékének megitélése

a kobalaminmonokarbonsavval szembeni viselkedésiik alap-
jén.Valészinﬁ:Eg% kvalitative hasonld hatdsu Blz-vita-
min-analég koziil az a biolégiailag magasabb értékii,amely=-
re nczve a kobalaminmonokarbonsav inhibicids indexe na-
gyobb,mert a nagyobb inhibicids index az erdsebb kHtl=
dessel fligg Gssze.
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Abrék jegyzéke.
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2/.Az antagonizmus kimutatédsa E.L.Smith szerint
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navekedéSi Zénék...‘.......O‘..‘................. 59.
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9/ .Gyliriiszerii nvekedési zéndkB, ,~vilamin,
III.faktor és kobalaminmonockarbonsav keveréké-
nek felvitele esetén /"biokromatogréfia™/cceccees

10/.A kobalaminmonokarbonsav 50%-os gdtlési
indexének meghatdrozdsa izotép-technikdvaleseecess

64.0.

T4.
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Tébldzatok jegyzcke.
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2/ .0sszefliggés kobalaminmonokarbonsav-olda-
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b525 Bla.Vitamin-koncentré016 meilettooooooooo'oo
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izotép technika alkalmaZéSévaloo.ooooo-oo..aoocoo
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kak kozéppontjatél az E.L.Smith nyomén végzett
kisérletben 0,136 ug/ml kobinamid-oldat és kii-
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66,
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76.

8l.
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15/ .Kobalaminmonokarbonsav dltal kivaltott
géatlés dl-metionint ill. Blzévitamint tar-
talmazd,E.coli 11%-3-mal beoltott agarleme-

zen......O.......'....I......'.C‘C...'.....'.l...

86,0,
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Mileh Cybrgynek /Chinoin/ a miiszeres analitikai vizs=

gélatokndl nyujtott segitségért.

Branyicki Jédnosnéngk és Kasza Istvénnénak,kézvetlen

munkatdrsaimnak a technikai segitségért.
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