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1.

Bevezetés

As irodalomból már korábban ismert, hogy különböző ezte- 

roidglikozidok - szteroidszaponinok, szteroidalkaloidok - mik- 

róbaellenes, antifungális aktivitásiak (1, 2, 3, 4, 5» 6, 7,
Ö, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20). Esek közül 
néhány asteroidról közöltek szükebb kvantitatív hatásspektrum 

adatokat is. As eddig vizsgált és hatásukban összehasonlított 

vegyületek különböző aglikonúak voltak. Nem végeztek széles 

hatásspektrum felvételi vizsgálatokat azonos aglikonű szár­
mazéksoron belül. Igen kevés adat utal a szteroidglikozidák 

feltételezett hatásmódjára elsődleges támadási pontjára.
A fentiek alapján vizsgálataim célja: antifungális akti­

vitási! szteroidglikozidok. hatásmódjának tisztázása, ezen 

belül főként az elsődleges 'támadási pont meghatározása volt.
Vizsgálataimat a Solanum iaciniatum AIT. /Orvosi csucsor/ 

(18, 21, 22, 23) szteroidglikozid származéksorával végeztem.
A növény glikoalkaloidáiról ismert volt, hogy antifungális 

aktivitásnak (18), az egyes származékok széleskörű kvantitatív 

hatásspektrum felvétele azonban csak részben történt meg. 
Ismert volt az is, hogy a növényben előforduló glikozidok 

gyakorlatilag egységes aglikonúak (18, 40) /illetve az azonos 

aglikonú származéksor könnyen tisztítható a növényből/ és 

ezekből parciális hidrolízissel más, kevesebb cukrot tar­
talmazó származékok elkészithetők (24, 25, 26).
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А Solanum laciniatumot vizsgálataimhoz azért választottam
mert:

1/ Azonos aglikonú származéksor hatását vethettem össze.
2/ Az elméleti jellegű kérdések tisztázásán túlmenően 

a vizsgált anyagok gyógyászati fontosságúak lehetnek, 

mint antifungális antibiotikumok (21 ), esetleg mint 

tumor ellenes hatóanyagok (28), vagy a gyógyászat 
egyéb területein, mint újabban kimutatták az arterio­
sclerosis gyógyitásában is felhasználhatók (31» 32). 

Jelenleg a szolaszodin aglikonű glikozidok mint szteroid- 

hormongyártási alapanyagok hasznosulnak a gyógyszer- 

gyártásban (18, 29» 33). /Európában jelenleg európai 
nyersanyagra támaszkodva gyakorlatilag ez az egyetlen 

vegyületCGOport a szteroid-hormongyártás számára/. 
Mikrobiológiai tapasztalatok további segítséget nyújt­
hatnak, mint ahogy nyújtottak eddig is a hormonalap­
anyag termelés fokozásában.

Jelen vizsgálataim elsősorban elméleti jellegűek.
Kísérleti munkám során a következő célkitűzéseim voltak:

1/ Azonos aglikonú különböző cukormolekulákat tartalmazó 

szteroidglikozidok szerkezet és aktivitáobeli különb­
ségeinek összehasonlítása.
Ennek érdekében az eddigieknél szélesebb kvantitatív 

hatásspektrum felvétele más szteroidokra érzékeny mik­
roorganizmusokkal. A vizsgálat során a rezisztens mik­
roorganizmusok megkeresése.

2/ Aktivitásukban különbséget mutató azonos aglikonú szteroid­
glikozidok esetében a különbség okának vizsgálata.-
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3/ Rezisztens mikroorganizmusokkal a rezisztencia okának 

felderítése.
A fenti hármas kérdéskörnek megfelelően, irodalmi adatok 

alapján az alábbi munkahipotézisek állithatók fel:
А/ Az első tisztázandó kérdéssel kapcsolatosan az irodalom­

ból ismert, hogy különböző aglikonú szteroidok aktivi­
tása között különbség van (2, 15, 17), feltehetően 

különbség fog mutatkozni az azonos aglikonú de külön­
böző cukorazámú szteroidglikozidok között is.

TSCHESCHE és munkatársa ( 30 ) szerint azonos aglikonú 

származékaoron belül jelentős aktivitásbeli különbségek 

mutatkoztak a hemolizist illetően.
В/ Feltételezhető, hogy a szteroidglikozidok hatásának oka 

a szterinekkel történő komplexképzés. Várható korreláció 

a komplexképzés és az antifungális aktivitás között 

/1emolizis vonatkozásában ismertek ilyen adatok (30 )/.
С/ Rezisztencia esetén kétféle ok lehetséges az eddigi 

tapasztalatok alapján:
a/ á hatóanyag enzimatikus inaktiválása, arai sok bak­

tériumellenes antibiotikum esetén a vegyület enzim 

hatására történő lebomlását jelenti pl. a penicillin 

(34,), kanaaycin (35), kloromycetin (37) esetében, 
vagypedig a hatóanyag enzimatikus blokkolását pl. 

a paraiaamycin, канату cin (36) esetében, 

b/ A mikroorganizmus a hatóanyagot nem veszi fel /a ha­
tóanyag nem jut a sejtbe/ pl. az aktidion (38) és a 

griseofulvin (39, 57, 66) esetében.



- 6 -

2.

2.1.1, A vizsgált anyagok és azok legfontosabb 

fizikai kémiai állandói

SzolyiszodinsA Solanum laciniatum Ait. alkaloid 

jellegű szteroid-glikozidjainak aglikonja. Színtelen, kris­
tályos anyag, vízben gyakorlatilag nem, számos szerves oldó­
szerben jól oldódik. Op. s 200°C, fajlagos forgatóképessége 

(a )^°*=103-104° /kloroformban/, összegképlete: C 

molsűlya: 413*622. A vegyület a növényben található glikozidok 

hidrolitikus bomlástermékeként keletkezik. Szerkezete, pontos 

eztereokémiai felderítése SCHREIBER К. és munkatársai (41, 42, 
43» 44, 45 ) nevéhez fUződik. (1. ábra).

27П43°2К»

1• ábra

5Д telítetlen kötést tartalmas, spiroaminoketál tipusű ágii­
kon, a 22-es spiroszénatom pördülete jellemzi. Előállítható
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savas hidrolízissel /ebben az esetben mellékreakcióként le­
játszódhat a diénképződés (26) is, új telítetlen kötés kiala- 

A^-as helyzetben/, illetve mikrobiológiai lebontással. 

Infravörös színképe KBr-ban lett felvéve (2. ábra).
kulása

2, ábra

Vizsgálataimhoz használt szolaszodin a Kőbányai Gyógyszerárú­
gyár /Richter/ terméke, p.a. minőségű.

A következő három anyag a Solanum laciniatum giikoalkaloi- 

dái. A növény minden részében megtalálhatók, de eltérő mennyi­
ségekben (18). A levél, illetve fiatal hajtásvégek tartalmazzák 

legnagyobb mennyiségben a szteroidokat, kinyerésük is ebből a 

részből történt. Mindhárom anyagot magara vontam ki a növényből 
és tisztítottam az irodalomban eddig le nem irt új eljárással.
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Kinyerésük módszerének részletes leírását lásd 33. oldal.

Szolamargint színtelen, kristályos anyag, savas kö­
zegben jól, neutrális semleges közegben rosszul, alacsony szén­
atomszámú alkoholokban, glicerinben, dioxánban jól, egyéb szer­
ves oldószerekben rosszul oldódik. Op.: 30l-303°C /dekomp./, 

fajlagos forgatási értéke -110° /piridinben/. összegkép­
letet , aolsúlyat 868,042. Szerkezetét КШШ R. és
munkatársai tisztázták (46, 47) (3. ábra).

CHiOH A
0

Szolamorgin

3. ábra

Ü.V.-ben nincs jellemző abszorbciós spektruma. Infravörös szín­
képe KBr-ban lett felvéve (4» ábra ).

Szolaszonin: színtelen, kristályos anyag, oldékony- 

sága hasonló a szolamarginéhoz. Op.: 292-294°C /dekomp./, faj­
lagos forgatási értéke (a)!j:ü= -75° /piridinben/. összegképlete:
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molsűlj-a: 884,042, Szerkezetét BRIGGS L. HC45H73°16K •
САМЫЕ R. C. és HOARE J. L. tisztázták (48). (5. ábra).

• >
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U.V.-ben nincs jellemző abszorpciós görbéje, infravörös szín­

képe KBr-ban lett felvéve (6. ábra).

p-szola margin : színtelen, kristályos anyag. Oldé- 

konysági viszonyai azonosak a szolamarginéval. Op.s 225-226°C 

/dekomp./, fajlagos forgatóképessége (a)p°= -105° /piridinben/.

Összegképlete: » molsúlya* 721,902. A szolamargin

hidrolízis termékének tekinthető./Vizsgálataim szerint a friss

növényből etanollal extrahálva nem mutatható ki, csak enyhe 

savas extrakció alkalmával keletkezik, vagy lassú szárítás 

után. Irodalmi adatok is amellett szólnak, hogy a p-szolamar-
1<óVfct1k «я

gin feIdusulása enzimatikus vagy kémiai hidrolitikus folyamat V" 

£18, 50)/. A szó Iára argintól csak egy rhamnóz hiányában tér el. 

SCHREIBER és munkatársai (49 ) foglalkoztak a szerkezet megálla­

pításával. Hera tisztázott, hogy az ágii к önhöz kapcsolódó
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glükózon 2-es vagy 4-es helyzetben egyaránt kötodhet-e az egy 

rhamnóz molekula. A savas hidrolízissel nyert termék mindig 

egységesnek bizonyult, itt 4-es helyzetű a rhamnóz kapcsolódása 

(7. ábra).

7. ábra

/Mikrobiológiai lebontások során egyes esetekben a ß-szolamargin 

mellett finom elválasztást alkalmazva igen kis Rf eltéréssel 
kis mennyiségben keletkezett azonban más, hidrolitikus termék 

is. A szerkezetet figyelembe véve elvileg két ß-szolamargin 

izomér lehetséges (51). Jellemző U.V. színképe nincs, infra­
vörös spektrum felvétele KBr-os közegben történt (8. ábra).

Szolaradixin : szintén a Solanum laciniatum szteroid- 

glikoalkaloidája, a gyökérben fordul elő nagyobb mennyiségben. 
Szemben az eddig ismertetett szteroidokkal vizben jól oldódik, 

oldékonysága egyébként egyezik az eddig felsorolt anyagokéval. 
Színtelen, kristályos vegyület. Összegképlete: ,
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molsúlyа» 1046,182. Szerkezete sematikusan a 9. ábrán látható.
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A pontos szerkezet, a cukrok kapcsolódása még nem ismert.

Y-szolamargins a ezolamargin hidrolatikuo műter­

méke, egyike a szintetikusan is eloállitott ssolaszodin agli- 

konú glikozidoknak (24, 25 ). Parciális hidrolízis alkalmával 

keletkezik, összegképlete* , molsúlya* 573*762.

Szolaszodin aglikonú egy glükózt tartalmazó szteroidglikozid. 

Felhasználása, alkalmazása vizsgálataink során viszonylag kis 

területen történt, igy egyéb párámétereinek leirását mellőzöm. 

A fenti két anyag a Gyógyszerkutató Intézet Növénykémiai Osz­

tályáról (Dr. Bite Pál/ származik.

pomatinja Solanum lyeopersium L. szteroid glikoalkaloi- 

dája (55, 56). Színtelen, kristályos anyag. Op.s 272-274° C 

/dekomp./, fajlagos forgatóképességes (a)p°= -19° /piridinben/. 

Összegképlete* C5üH83°21N , molsúlya* 1034,222. Szerkezetét

КЩШ R LÖW I. és TRISCHMANN H. tisztázták (53) (10. ábra).• 9

10. ábra
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Aglikonja nem tartalmaz telítetlen kötést és az F-gyiirü tér­
állásában ellentétes az S. laeiniatum glikozidjainál tapasz­
taltaknál, a 22-es spiro-3zénatom ellentétes pördiiletü (51» 54). 

Jellemző tulajdonsága a szterinekkei történő/koleszterin, er- 

goszterin/ intensiv molekula-komplex képzés (59), amely kvanti 
lejátszódik és igy pl. koleszterin mennyiségi meghatározására 

alkalmas (60, 61). U.V.-ben nincs jellemző abszorbciós maximu­
ma. Infravörös képe KBr-ban lett felvéve (11. ábra).

2 huHdmhosSt/yu ' 3 9 10—у 1f- ? y..1$4 *s 76
iOv100

-3030-
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-
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8004000
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söoo 10OO1800 1400 120016005000 2000 650

11. ábra

Az anyagot munkám során magam izoláltam és tisztítottam (35. 

oldalon ismertetett módon) új, eddig le nem irt eljárással.

Digitonin s szanonin típusú szteroidglikozid. A 

Digitalis purpurea-ban fordul elő. Üzintelen, kristályos
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anyag. Oldószerekben viselkedése eltér az alkaloid tipusú 

anyagoktól, kis molekulájú alkoholokban, dioxánban, visben 

egyaránt jól oldódik, összegképletet сзб%2°23 * raolaúlya: 

1229,353. Szerkezetét véglegesen TSCHESCHE R. és WULF G. 

1963-ban tisztázták (62) (12. ábra).

CH2OH
0

rOou но
но

сн сн*он
Digihonin

12. ábra

Szterinekkel intenziven molekula-komplexet képez, (63, 64,

98, 68) amely reakció pl. koleszterin meghatározásra alkalmas 

(65). U.V.-ben jellemző abszorbciós maximuma nincs. Vizsgá­

lataimhoz mode11-anyágként használtam fel. Az alkalmazott 

digitonin Merck illetve Reanal kiszerelésű purum minőségű 

gyári készítmény volt.

Ergoszterin: czintelen, kristályos vegyűlet. Fényen, 

oldatban vagy kristályos állapotban egyaránt bomlékony. A 

legnagyobb mennyiségben előforduló mikoszterin, a sejtmembrána 

fontos alkotója a gombák jelentős részénél. Szerves oldósse-



-lő­

rékben nagyobb részben jól, a vízben igen kis mértékben 

oldódó vegyi, let, op, s 160-163°C, fajlagos forgatóképeosége: 
(a^°= -132° /kloroformban/. Összegképlete: CggH^O

kulasúlya: 396,632. Szerkezete a 13. ábrán látható.
mole-
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Jellemző abszorbciós görbéje van ultraibolya tartományban.
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/Maximumok: 271 illetve 282 nra-nél/
Bz a tulajdonsága mennyiségi meghatározás céljára jól fel­

használható (lásd *13. oldal). Infravörös színképét KBr-ban 

vettem fel (15. ábra).

12 M

Koleszterin: Szintelen, kristályos anyag. A leg­
korábban ismert zooszterin. Oldódási viszonyai megegyeznek 

az ergoezterinéval, az ergoszterinnél jóval stabilabb ve- 

gyület. Összegképlete: С27Н46° , molekulasúlya: 386,665. 
Szerkezete látható a 16. ábrán.
U.V-ben az ergoszterinhez hasonlóan jellegzetes abszorbciós 

maximumokkal bir. A vizsgálataimhoz felhasznált koleszterin 

Reanal kiszerelésű p.a. minőségű gyári készítmény.

Az egyes vizsgálatok során felhasznált anyagok ráért fizikai 

állandói igen jól egyeznek a legutóbbi időszakban közölt
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irodalmi adatokkal /a felsorolt vegyületek irodalmi adatai,
Op., forgató-képesség, szerzőnként igen nagy eltérést mutatnak/.

Koleszterin

16. ábra

2,1.2. Az alkalmazott legfontosabb táptalajok és puffereк

Bouillon táptalaj kiegészítve cukorral ill. élesztő ki­
vonattal :

Összetétele: 2 db Yestor kocka 

4 g pepton 

10 g glükóz 

10 ml éleaztőfőzet 

1000 ml csapvizre
3ó-nyi agar-agarral kiegészítve

Az élesztőfőzetet 10 g élesstő/100 ml viz felfőzött, majd 10 perc 

5000 ford./perc lecentrifugált anyag felülűszojaként nyerhető.
A táptalajt főleg mikroorganizmusok előnevelésére ill. icvali-
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tativ szűrővizsgálatok végzésére használtai, A táptalajt 

pH 7-re áliitva 5‘/5-os HCl-lel /természetes állapotban gyen­
gén lúgos puffereltségü/ alkalmaztam leggyakrabban, igy 

baktériumok gombák tenyésztésére egyaránt felhasználható. 
Savas ill, lúgos pH beállítás 5$-os HC1- ill* 575-os Hadi­
val történt.

Szintetikus táptalaj*
Összetétele* 5 g

1 g KHgPC^
0,5 g MgS04 

0,5 g CaCl2 

20 g glükóz 

10 ml élesztőfőzet 

1000 ml desztillált vizre
3/M-nyi agar-agarral kiegészítve. 

Felhasználása azonos az előző táptalajnál felsoroltakkal. 

Különböző pH értékeknél alkalmaztam.

Szintetikus táptalaj fonalasgombák fermentálásához:
Összetétele: megegyezik a szintetikus táptalajjal, csak 

szilárdító anyag nélkül. Alkalmazható élesztőgombák ill. 

baktériumok szaporításához is. pH 6 körül, mesterségesen nem 

befolyásolom.

Táptalaj növénykórokozó pythium és Phytoph%iora fajok 

fermentálásához:
Összetétele: egyezik a szintetikus táptalaj folyékony 

változatával kiegészítve 5 g casein hidrolizátummal. pH 6 

körül, mesterségesen nem állitom.
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Táptalaj élesztőgombák leraezöntéses számolásához: 

összetétele: 1 db Yestor kocka 

10 g glukóz 

5 g /ЯН4/2304 

1 g kii2po4 

0,5 g Mgso4

10 ml élesztőiőzet 

1000 ml viz
1%-nyi agar-agar

Maláta táptalaj:

Összetétele: 1000 ml csapvizre
5 vagy iQ^S-nyi malátakivonat / -oa be­
állítás refraktométerrel/
3-4;á-nyi agar-agar

^’elhasználása gombák előnevelésére összehasonlító vizsgálatok­
hoz. pH 5,5 körül, mesterséges beállítáé csak speciális ese­
tekben szükséges. Ritkábban alkalmaztam a táptalaj szilárdító 

közeg nélküli változatát.

pH 7 foszfátpuffer M/15:
Összetétele: 1000 ml desztillált vízre 

3,449 g KH2P04
7), 362 g Ka2BK>4 /Sorensen/х 2H20 

Felhasználása: mikroorganizmusok átmosására, hatásmódvizs­
gálatoknál, élősejtszám változás vizsgálatoknál inkubációs 

közegként.
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pH 7 Мс Ilvein pufférőidat:

Törzsoldat összetétele : 0,2 m Ile^HP04 oldat
0,2 ra citromsav oldat 

pH 7 oldat 1000 ral-hez 823 ral foszfát
177 ml citromsav oldat szükséges 

felhasználása: mikroorganizmusok átmosása, hatásraódvizs-
gálatoknál К ion effűzió meghatározásakor.

Puffereit táplevés:
Összetétele: 1000 ml pH 7~es foszfátpufferbe

5 g /NH4/2S04 

0,5 g MgS04 

10 g glükóz
+ 2 ml szintetikus vitamin oldat (összetétele:

0,2 mg biotin 

0,2 " félsav 

40,0 • Ca-pantotenót
200 " mezo-inozitol

200 ml viz40 " niacin
20 H p,-amino-benzoésav
40 ” piridoxinhidroklorid
40 thiamin
20 ** riboflavin

Felha®nálása: élősejtssám változás vizsgálatoknál
inkubációs közegként.

— ft —

2.2.1. Vizsgálataimhoz használt' tesztorganizmusok
kiválasztása

Hatásmódvizsgálatokhoz, szelektív antifungális anyagokról
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lévén szó, a megfelelő mikroorganizmusok kiválasztását érzé­
kenységi próba alapján végeztem el* Intézetünkben folyó ko­
rábbi munkált során ilyen irányú tájékozódó jellegű vizsgála­

tok már voltak (71, 67 ).
pH 7-es glükózos bouillon táptalajon sürü szuszpenzióval, il­
letve konictiumszuszpenzióval történő leoltás után lyukteszt- 

módszerrel /9 mm—es hengereket vágok ki a táptalajból/ 1 mg/ml 
koncentrációjú tisztított glikozidkeverék untifungális aktivi­
tását mértem a teljes gátlózóna átmérő alapján. lyukanként 
0,1 ml 50%-os etanolban oldott anyagot vittem be. 24 órás 

30°C-os inkubálás után értékeltem az eredményeket. Összehason­
lításképpen tiszta szolamargin, illetve szolaszonin, valamint 

vizsgálataim során modellvegyületként alkalmazott tomatin és 

digitonin azonos töménységű oldatának gátlózóna átmérőjét is 

felvettem /I. táblázat/.
Az I. táblázatból kitűnik, hogy a glikozidkeverék s a szola­

margin gyakorlatilag azonos nagyságú gátlózónát eredményezett.
A keverék rétegkromatográfiásan igen kevés, alig 10% ß-szola- 

raargint tartalmaz. A szolamargin szolaszonin 50-40% arányban 

fordul elő benne. Intézetünkben folyó korábbi vizsgálatok, 

valamint saját méréseim alapján megállapítást nyert, hogy a 

szolamargin, szolaszonin megközelitőleg egy-egy arányú keveré­
ke úgy hat, mintha tiszta szolamargin lenne, erre utalnak 

ALKIEWITZ J. és munkatársai újabb vizsgálatai is (27) /nem 

additiv hatásról van szó/. A két glikozid között .Synergist«ft 

kölcsönhatás van /lásd 1. kép/. Más antibiotikus anyagok ese­
tén is ismert a Synergismus jelensége (69, 70).



I. táblázat

Gátlózóna 0 mm-bon Növekedés
digitonin mértéke

Fajnevek
glikozid kevei'ék szolamargin szolaszonin tómat in

Saccharomycetaceae 

Saccharomyces cerlsbergensis 

Saccharomyces diastaticus 

Saccharomyces pretoriensis 

Saccharomyces steineri 
Saccharomyces cerevisiae H.XII 

Saccharomyces cerevisiae /Pék/ 

Saccharomyces rouad. 
Debaryomyces globosus 

Hansenulaceae 

Eansenula ancmala 

Pichia saitoi

12 12 21 24ffi +
16 16 15 23 29 ++

17 17 11 24 28 +

19 19 14 24 30 ++

12x 11 19 25 +++

11 21 25 +++
16x 16x 28х 24 igen lassús
11 11 15 21 +++

16 16 11 24 26 +++

17 17 12 23 26 +++

Pábosporaceae 

Kluyveromyces polysporus 

Cryptococcaceae 

Candida pulcherrima 

Candida utilis

11 13ffi ++

15x 15x 24X 28 igen lassú
11 11 11 13 +++

Candida solani +++

16 17 12 24 28Torulopsis Stelláta 

Torulppsis vanzyiii 
Khodotorula rubra 

Prototheca ubrizsyi' 
Mucora3.es

•Г++

1319 18 23 26 ++

19x 12 igen lassúш
0 14x14x 30x 22x ++

1622 27 2622Syncephalastrum racemosum 

Mucor hieaalis
+++

20x18хe
12х 12х 18х 21хMucor racemosus ++

Fungi imperfekti 
Aspergillus foetidus 

Aspergillus amstelodami 
Aspergillus japonicus 

Aspergillus versicolor 

Fusarium poae

12 ffi ++

11ffiffi +++

11 +++

18 17ffi +
2626 ++■

ffi = minimális gátlás, a zóna még nem mérhető
x и a zónahatár nehezen mérhető, nem ad megbízható adatokat, tesztorganizmusként nem alkalmas

* •

= P. ubrizsyi fajleírás kéziratban Novak l.K# és Zsolt J*

- s nincs gátlás

0
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1* kép

Kölcsönhatást egyéb szteroidglikczid származékok között is 

vizsgáltam.
Az érzékenységi próba, valamint az egyes gombák növekedési 
intenzitásának alapján vizsgálataimlioz kiválasztottam két 

érzékeny: Pichia saitoi élesztő (2* kép) és Syncephalastrum 

raceraosum (3« kép) fonalasgombát, valamint két rezisztens: 

Candida solani (4. kép) élesztő és Aspergillus japonicus (5. 

kép ) fonalasgombát.

A képeken a vizsgált vegyületek hatása látható, a jelzett 

részről kiindulva az óramutató járásával ellenkező irányba 

haladva az anyagok sorrendje a következő: keverék, szolamargin, 
szolaszonin, digitonin, tomatin.

Pichia saitoi /KODOMA KYQNü et КОШМА/
Syncephalastrum raceroosum /СНОВ SCHROET/ JATE Növényélet­

tani és Mikrobiológiai Intézet gyűjteményéből, a

*
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Candida eolani /LODDSR et VAN RÍJ/ az OKI Mykolégiai 
laboratóriumának gyűjteményéből, as

Aspergillus japonicus 46 /SAITO/ a Szőlészeti és Borá­
szati Kutató Intézet gyűjteményéből származik.

2. kép

3. kép
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4* kép

5* kép

A két érzékeny mikroorganizmus esetén a további vizsgálatok 

során alkalmazandó hatóanyagkoncéntráció megállapitáaa cél­
jából meghatároztam a teljes gátlást előidéző szolamargin
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mennyiséget. Két tápközeg esetén vizsgáltam; 3:/>os szilárd 

gliikózos bouillonon, illetve szintetikus táptalajon pH 7-en.
A piehia saitoi esetében tömény szuszpenzióból oltottam a 

felületre, és a növekedés megindulását figyeltem a Synce- 

phalastrum raceraosum esetében pedig konidium ssusspenzióból 
egy pontban oltottam, illetve 24 órás tenyészidejű telep 

pereméről 2 mm átmérőjű hengert «ültetek” át micéliumostól 
a táptalajra és a telepátmérőt mértem. 24 órás 30°C-os 

inkubálás után mértem. A hatóanyagot a táptalajba etanolban 

oldva vittem be különböző higitásban /a táptalaj maximum 2Ó-nyi 
etanolt tartalmazott/. A vizsgálati adatok а II. táblázatban 

vannak feltüntetve.

II. táblázat

bouillon pH 7 szintetikus pH 7
Szola-
margin
Mg/ml

S*rácéra, 0 mm-ben S.racem. 0 mm-ben
P. saitoi L5. saitoi

mieólium konidium micélium konidium
200
100 3,5
50 12 9
25 13 3 11 5+

712,5
6,25

Kontroll

16 13 6,5+ +
6,516,5 7,514+ +

12 1816 9+ +

- « nincs növekedés ill. szaporodás 

+ * élesztő szaporodásnak indult

A táblázatban foglalt adatok alapján megállapitható, hogy a 

200 pg/ml az a hatóanyag mennyiség, amely tápanyagtól függet­
lenül gátolja mindkét mikroorganizmust, független az illető
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mikroorganizmus fejlettségi állapotától.

A fentiekhez hasonlóan Phytophthora és Fythium fajokkal 
vizsgáltain a szolamargin hatását, amelyet táptalajban oldva 

koncentráció sorozat formájában alkalmaztam. A táptalaj pH 7-es 

10 -os maláta, ferdeagar. 200 Jig/ml mennyiség, sót ennél na­
gyobb dózisok /1000 jug/ml / sem gátolták növekedésüket. Ellen- 

állóképességük megegyezett*igy növekedésgyorsaságuk alapján 

későbbi vizsgálataimhoz Pythium ultimum No 23 /TRO"/ és másod­
sorban a Phytophthora drechsleri lío 3 /TUCKER/ törzseket 

használtam, amelyek a Növényvédelmi Kutató Intézet /Юг. Vörös 

József/ gyűjteményéből származnak.
A vizsgált hatóanyagokat antifungális hatásuk ellenére, 

bizonyos összehasonlító vizsgálatok esetén baktériumokkal 
szemben alkalmaztam. Ezekhez a vizsgálatokhoz több Gram 

illetve több Gram + baktériumot választottam ki. pH 7-es 

bouillon táptalajon, mind a lyuktesztmódszert, mind pedig a 

táptalajba oldott állapotban bevitt hatóanyag koncentráció­
sorozat elvét alkalmazva, ellenőriztem, hogy a mikroorganiz­
musok növekedésére nincsenek hatással az alkalmazott szteroi- 

dok. A vizsgált baktériumok közül az Escherichia coli о 111-es 

ás a Bacillus subtilis AfCC G633-&S törzsek viselkedését vizs­
gáltam részletesen. A fenti törzsek a Szegedi Orvostudományi 
Egyetem Mikrobiológiai Intézetének, illetve a Debreceni Orvos- 

tudományi Egyetem Gyógyszertani Intézetének gyűjteményéből 
származtak.

Vizsgálataim során különböző Dermatophytonok érzékenységi 
próbáját is elvégeztem, pH 7-es lO;ö-os malátatáptalajban oldot-
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tarn a szolamargint, felező higitású koncentrációsorozatot 

alkalmazva. 100 jxr/ca 1 ué teljesen gátolta a gombák növeke­
dését, 50 pg-nál esetenként gyenge növekedés már észlelhe­
tő volt. A vizsgált mikroorganizmusok:

Kauf mannwoIfia inte rdigit alis 

Trichophyton terreetre 

Trichophyton megninii 
Microsporon canis

«
Microsporon gypseum 

Microsporon vanbreuseghemi 
Keratinomyces ajeiloi
az OKI ökológiai Laboratóriumának gyüjteiaényéből szár­

maztak. In vitro borgombák ellen a szolamargin tehát hatásos 

/a bevezetőben emlitett esetleges közvetlen gyógyászati fel- 

használására ezen a területen nyilna lehetőség/.

2.2.2. Vizsgálataimhoz alkalmazott mikroorganizmusok
előnevelése

Fonalasgombák tenyésztése: folyékony táptalajon fermentor- 

ban /táptalaj összetétele 19. oldal/ történt. Sterilvizes ko- 

nidium szuszpenzióval oltottam be a táptalajt /masaziv oltás 

egy kémcső tenyészettel/. A keverést és oxigénszükségletet 
20 liter/perc steril levegő átfAvat savai biztosítottam. A 

feimentálás 3ü°C-on történt a Syncephalaatrum racemosum esetén 

12-14, az Aspergillus japonicиз esetén 16-18 órán keresztül.
A növénypatogén Phytophthora és Fythium fajok tenyésztésekor
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a fermentálást m s /összetétel 19. oldal/ kiegészített táp­
talajban történt és 48 óráig tartott. A tenyésztési idő végén 

a fermentléből a mikroorganizmusokat centrifugálással /4-6000 

fordulat/perc, 10 percen keresztül/ különítettem el, majd 

megfelelően puffereit közegben, centrifugálással történő mo­
sást alkalmaztam.

Élesztőgombák, baktériumok tenyésztése: általában szilárd 

táptalajon tenyésztettem, Roux palackban. Sterilvizes szusz- 

penzióval inkubáltam /masszív oltás egy kémcsőtenyészetnyi sejt 

mennyiséggel/. Tenyésztési körülmények 30°C, 12-14 óra táptalaj. 

/Lásd 20. oldal./ A tenyészidő végén a vizsgálat jellegének 

megfelelő pufferrel sterilen lemostam a tenyészetet, majd cent­
rifugáltam. Élesztők esetén 4-6000 fordulat/perc, 10 percig, 

baktériumok esetében 8C00 fordulat/perc, 20 percig, a lemosásnál 
használt pufforoldatban. Élesztőgombákat és baktériumokat egyes 

esetekben fermentorban is tenyésztettem. A tenyésztési körül­
mények táptalaj, hőfok egyezik a fonalasoknál alkalmazottakkal, 

tenyésztési idő 12-14 óra bolt.

2.3.1. Rétegkromatográfiás elválasztási eljárások

A kromatográfiás elválasztásokat korábbi tapasztalatok 

alapján (30, 50, 72, 73» 74) az alábbi módszer szerint végeztem.
Az alkalmazott adszorbens szilikagél /Kieeelgel G. Merck 

nach Stahl/ amelyet 1:2 arányban desztillált viszel szuszpen- 

dáltam és lí) mg/em^ vastagságban kentem fel üveglemezre. 24 órás 

ezobahőn való állás után a lemezek aktiválás nélkül felhasznál­
hatók /az esetleges aktiválás 2 órás H0°C-os melegítéssel ér­

hető el/.
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Sateroidglikoáldok, szteroidglikcalkaloidák, sztercid- 

szapordnok elválasztására általában 96^-os vagy abszolút 

etanol, benzol, IíH^ /kb. 2595-08 FTI^-mal telített vizes oldat/ 

és viz különböző arányú elegyót alkalmaztam. /Speciális el­
választási eljárások során más egyéb szerves oldószereket is 

felhasználtam futtatóélégy-komponensként, alkalmazható savas 

karakterű futtatók is./ A leggyakrabban alkalmazott oldószer 

arányok a vizsgált azteroldglikozidok szétválasztására: 

etanol : benzol : Ш1~ * 10 : 5 s 0,5 

etanol : benzol : : viz * 10 : 5 : 0,5 : 0,5
etanol : benzol : ЩЦ : viz = 10 : 10 : 1 : 1

A 6. képen a Solanum laeiniatum 

szolaszodin aglikonú szteroid- 

glikozid származéksora látható 

10 : 10 : 1 : 1 -ben futtatva. 

Anyagok sorrendje felülről le­
felé: szolaszodin, Y-szolamar- 

gin, ß-szolamargin, szolamargin, 
ozolaszonin, szolaradixin.

A kromatogrammok előbivását 

a módosított Hansen-Dara rea­

genssel végeztem (75 ).

Az előhívó а telítetlen 

szteroiaokra specifikus szín­
re akció ja ezekkel az anyagokkal 
pillanatszerű, narancsvörösből 
lilásvörösbe átmenő, amely szin

6. kép
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tartós. A reagens összetétele: 100 ml jégecetbe 100 ing 

FeCl^-ot oldva, plusz 100 üti ce. HgSÖ^-gyel kiegészítve.
Az előhívás történhet lepe rme t e z é a se 1, illetve leboritás- 

sal /a kromatogrammal egyező nagyságú üveglapon a reagens 

néhány ml-ét szétkenem, majd a kifejlesztett kromatogra mra 

boritom/. A reagens a fentiektől eltérő szerkezetű szteroi- 

dók előhívására is alkalmas, de szinreakciója eltér, szin- 

kifejlődési idő megnő.
A szterinek futtatását az előbbieknél lényegesen apo- 

lárosabb rendszerekben végeztem. Általában benzol : etanol, 

illetve benzol : aceton különböző arányú elegyében futtattam. 

A leggyakrabban alkalmazott oldószer arány 10 : 2. A kroma- 

togramrnok előhívása történhet a módosított Hansen-Dam rea­
genssel, itt is stabil színek jelennek meg, az ergoszterin- 

nél kékesszürke, a koleszterinnél barnásvörös, vagy barnás- 

szürke /koncentrációtól függően/.
Mind a szterinek, mind a szteroidgiikozidok előhívása 

elvégezhető jégecet : klórazuli'onsav = 4:1 arányú keveré­
kével (76). A kromatogramm lepermetezését ebben az esetben 

2 perces l05°C-os melegítés követi, majd b.V.-ben vizsgál­
ható. A különböző anyagoknak jellegzetes fluoreszcenciájuk 

van. A reakció igen érzékeny 1-2 jag/folt esetén is határozott 

szinreakció mutatkozik.
A mikrobiológiailsg aktiv szteroidok /más aktiv anyagok 

is/ rétegkromatográfiás szétválasztás után biológiailag 

tesztelhetek (77, 78), A mikrobiológiai előhivás munkám 

során a következő módon történt. A kifejlesztett, jól ki-
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Bűáritott kromatogramraot 1,5% ágár tartalmú pH 7-ee bouillon 

táptalajjal leöntöttem, majd a teszt mikroorganizmus szusz­
penziójával, vágj' koniciiurn szuszpenziójával a réteget le­

oltottam /a leoltás a szuszpenzió ecsettel történő egyen­
letes szétkenésével történt/. A lemez felületének beszára- 

dása után 12 illetve 24 órás 30°0-os nedves kamrás inkubá- 

lás után értékeltem. Az alkalmazott mikroorganizmus gomba­
ellenes anyagok teszteléséről lévén szó, az igen érzékeny 

Syncephalastrun racemosum /Zygomycetes/ volt. A konidium- 

ezuszpenzióból a felkenés előtt OTC-t és streptoaiycint vit­
tem 20-20 /ig/ml mennyiségben, a levegőből történő baktériu­
mos fertőzés teljes visszaszoritása céljából. Korábbi vizs­
gálatokkal tisztáztuk, hogy az alkalmazott baktériumellenes 

antibiotikumok a tesztorganizmus fejlődését nem befolyásol­
ják, a vizsgált anyagokkal kölcsönhatásba nem lépnek, 

bűvel a vegyületek aktivitása függ a közeg pH-jától, (17) 

olyan párhuzamosokat is beállitottam, amikor a táptalajban 

indikátort /bromkrezol-purpur, vagy bromtimolkók/ kevertem.
A kromat ogr amok váres-ágáros leöntésével lehetőség 

nyílik a hemolizáló anyagok előhívására is (78), 1,5 -os 

ágárba kevertem a vérsejteket, fcb, 2%-nyi mennyiségben 

/marhavért a szérumtól centrifugálásoal leválasztottam 

- 4-6000 fordulat/perc 20 percig - majd fiziológiás IlaCl 
oldatban centrifugáláesal többször átmostam/ majd eszel 
öntöttem le a jól kiszárított, kifejlesztett kromatogrammot. 
A jelenlévő hatóanyag koncentrációjától 0,5-5 órán belül 
megfigyelhető /a hőmérséklettől viszonylag függetlenül
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lejátszódó folyamat termosz tálasra nincs itt szükség/.
A hemolizis és a gombagátlás vizsgálata összekapcsolható. 
Ilyenkor a vérsejteket 1,5'—ob ágár tartalmú bouillon táp­
talajba kevertem és a leöntés után a felületre a teszt- 

organizmust leoltottam»

2.3.2.1. A Solanum laciniatum glikoalkaloidáinak
kinyerése

A növény un. "ipari hajtását" /kb. 20-25 cm-cs hajtás- 

vég/ infraozáritóvai szárítottam» majd késes növény őrlővel 
porrá őröltem. A nővérkorlemén,у 1000 g-hoz 5000 ml 0,1 n

cc. HCl-lel 2-re állítottam be/ 1 óránHCl-t adva /pll-t 

keresztül 50°C-on extraháltam. Az extrakciő után sürü
szövésű préskendőn keresztül a folyadékot átpréseltem. A 

visszamaradt növényi őrleménnyel az extrakciót mógegyszer 

elvégeztem a fentiekkel megegyező módon. A két préslevet 

összeüntöttem és 20:: —os KOH-dal pH 10-ig lúgositottam.
Ekkor csapadék válik le. Kb. 6 óra múlva a kiülepedett 

csapadék felületéről leszivattam a csapadékot, majd a 

csapadék tömörítését centrifugálással gyorsítottam /10 perc 

5-6000 fodulat/perc /. Az igy nyert csapadékot 1 n HCl- 

ben oldottam. A sósavat a csapadék oldódásáig adagoltam.
Az esetleges mechanikai szennyeződések eltávolítása cél­
jából laza vatta rétegen megszűrtem az oldatot. 20%-os 

KOR-val ismét pH 10-ig lúgositottam. / leváló csapadékot 
12 órán át ülepítettem, majd centrifugálással egybekö­
tött csapadék átmosást, dekantálást alkalmaztam. Az át-
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mosást desztillált vízzel végeztem, háromszor megismételve. 
A tisztított csapadékot szobahőn légszárazra szárítottam*
A csapadék kis mennyiségét 10 x-cs mennyisógü 96, —oc eta­
rlóiban oldottam, aztán rétegkromatográfiásan analizáltam, 

etanol s benzol : hHj » Ю * 5 s 0f5 elegyhen futtatva.
Az extraktumban három szteroidglikoalkaloid volt. A szola- 

szonln, szolanargin és a f^-s zol amar gin.
A nyers extraktumbol a szteroidglikozidok kinyerését és az 

egyes vegyiiletek elkülönítését egy lépésben, oszlopkroma- 

tográfida elválasztással vegeztem /előzetes telitett réte­
ges rétegkromatográfiás tapasztalatok alapján/. Adszorbens: 
AlgO^ Brockmann, melyet használat előtt 4 órás 350°C-os 

aktiválásnak vetettem alá. Kifejlesztő elegyként iso-pro- 

panol : benzol : viz *5:1:1 arányú oldószer keveréket 
alkalmaztam. Az oszlopot futtatóelegyben szuszpendálva ké­
szítettem 250 x 26 mm méretben, 20 mm kifejlesztő elegyben 

10 g extraktuxaot oldottam forrón, 2 x laza vattán szűrtem, 
majd felvittem az oszlopra. A ß-azolamargin és a szolamar- 

gin kinyerése után az oszlopot 50/-03 etanollal átmostam, 
a szolassonin ezzel az eljárással gyorsan lemosható az 

oszlopról. A frakciók /kb. 28ü esetenként 3 ml-es meny- 

nyiségü frakció/ tisztaságát rétegkromatográfiásan ellen­
őriztem. Az azonos vegyületeket tartalmazó frakciókat ősz- 

szeöntve vízfürdőn bepároltora a kristályosodás megindulásá­
ig! majd jégszekrényben hűtve kristályősitоttöm tovább.
Az anyagokat 96'-os etanol : aceton = 2:1 arányú keveré­
kében átkristályositottam. A kapott ezteroidok színtelen, 

jól kristályosodó vegyületek.
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2.5.2.2, A Solanum lycopersicum s at его idgl iko zia j апак
kinyerése

A nyers extraktum elkészítéséig a folyamat lényegében 

egyezik a S. laeiniatumnál leírtakkal, igy pusztán az el­
térésekre utalok. Csal' a növény leveléből készítettem az őr­
leményt. Az extrahálást kétszer végeztem el HCl-lel pH 5-ra 

beállított vízzel /a pH-t extrahálás közben állandóan ellen­
őriztem, és eltolódás esetén újra beállítottam/. Az extraháló 

folyadék mennyisége mindkét alkalommal 10'-10-szereso volt 

a növényi őrleménynek. Kétszer 1 órán keresztül 5Ю°С-оп 

történt az extrakció, majd az exüraktumot préskendőn át­
préseltem. KOEr-dal lúgositottam pH 10-ig, a levált csapa­
dékot lecentrifugáltam. A nyers extrák tűm 10 g-hoz 100 ml 
abszolút etanolt adtam, majd forralásig melegítettem, forralás 

után vattán szűrtem és 10 ml 200 mg koleszterin tartalmú 

abszolút etanolt adtam hozzá forrón. Az oldat lehűlésekor 

tomatin-koleszterin komplex kristályok váltak le. 12 óra 

szobahőn, vagy jégszekrényben való állás után a kristályo­
kat szűrve, szárítás nélkül 10-szoros mennyiségű piridin- 

ben, forrón felölik)ttam. /А piridinben a komplexkristályok 

összetevőikre esnek szét./ A forró piridines oldathoz 

a piridin mennyiségéhez viszonyított ötszörös mennyiségű 

50%-os etanolt adtam forrón, majd a piridinnel egyező 

mennyiségben széntetrakloridot. Alapos kirázást 

tam, Az alsó széntetrakloridos fázis /ez tartalmazza a 

koleszterint/ eltávolítása után, ismételten az elsővel 
megegyező mennyiségű széntetrakloridőt adtam a rendszer­
hez, ismételt kirázás következett. A kirázást p-^szer
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ittlétei te addig, mig az alsó ezéntetrokloridos fázisból
rétegkromatográfiáecm /futtatóelegy: benzol s aceton = 10 * 2, 
előhivő módosított Kansen-Dam reagens/ koleszterint kimutatni 
nem tudtam. Ezután a felső fázist leszűrtem /zavarosodást okozó 

CCl^-től/ majd melegen bepároltam. A bepárlás során hirtelen 

indul meg a kristály leválás.

2.4.1.1. In vitro komplecképzősi vizsgálatok módszere

A komplexké p z é ni vizsgálatokat alkoholos közegben vé­
geztem. Elokisérletck alapján úgy látszott célszerűnek, hogy 

96.-os etanolos közeggel végezzem vizsgálataimat, mivel itt 

a 3Zterinek és a glikozidok jól oldódnak ős a komplex kép­
ződése is jó hatásfokú, a létrejövő komplexek etanolban 

igen rosszul oldódnak. 5 ml etanolban oldottam a szteroid- 

glikozidokat mólsúly arányaiknak megfelelően /a grammolekula- 

súlyok 0,00001 részét/ szintén 9 ml etanolban oldottam az 

ergoszterint/ a grammolekulasuly 0,00002 részét/. Oldás 

után a két oldatot forrón ösazeöntöttem, majd lassan lehűlni 
hagytarn A komplexleválás a gliкоalkaloidtó1 függően történ­
het perceken belül, de tarthat több napon át is. Ezért a 

koraplexképzésre beállított oldatokat háromszor 24 órán át 

tartottam szobahőmérsékleten és csak aztán készítettem elő 

további vizsgálatra.
Készben ergoazterin fogyás meghatározása alapján /kromatográ- 

fiával egybekötött spektrofotometriás mérés, lásd Цз,oldal/, 

részben szteroidglikozid fogyás /indikatoroo közegben tör-
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téne f oto»etriáe Mgbatároaás, lásd 44. oldal/ alapján 

mérhető e komplexképzés intenzitása*

2.4.1*2. Hatásmód vizsgálatok általános menete

As előnevelt mikro organJ.zmus átmosott sejt, illetve 

mycelium mennyiségét lemértem. A nedvesoűly 100 mg-jához 

1 ml inkubációs elegyet adtam. Az inkubációs elegy alap­
oldala valamely puffer /lásd 2.0- oldal./• A pufferbe maxi­
málisan 2/j**os etanolkoneentrácié mellett oldatba vittem az 

egyes szteroidglikozidokat, 200 jig/ml mennyiségben. A vizs­
gálatok során, a megfelelő szteroidglikozidok hatásának ki­
tett gombamennyiség mellett egy másik, hatóanyag nélküli 
pufferben lévő aejttomegot is inkubáltam kontrollként.
A pufferközeg pll-ja meghatározott, általában 7-es, de egyes 

esetekben /pl. amikor a különböző pH értékek melletti folya­
matokat vizsgáltára/ ettől természetszerűen eltért. Az al­
kalmazott puffer leggyakrabban foszfátpuffer szteroidgliko- 

zid kezelés hatására kilépő kulium meghatározás esetén
2Л oldal/.citrátpuffért alkalmaztam /lásd 

A puii'eroldatokat minden vizsgálat elett frissen készítet­
ten, a hatóanyagokat forró $6, -os etanolban oldottam és 

forrón, keveréssel, illetve rázással hoztam össze a puffér­
rel.
A gomba és az inkubációs elegy összehozása után megfelelő

időközönként időmintákat vettem. Időmintákat 0 ; 1 ; 2 ;
4 ; 6 óránként, vagy 0 ; 1 ; 3 s 6 éránként vettem /egyes
esetekben 0,5 órakor is/.
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Vizsgáltam az inkubációs elegéből:
1/ a megfelelő szteroidglikozid gombák által történő fel­

vételét vagy megkötését;
2/ a hatóanyag kárositó hatására bekövetkező aminóssv ki­

áramlást;
3/ a hatóanyag kárositó hatására bekövetkező kálium ion 

kivándorlást.
A hat órás inkubálás során a mikroorganizmusok ozus2pen- 

zióban voltak az inkubációs elegyben, időminták vétele 

alkalmával lecentrifugáltam a sejteket, hogy a mintavé­
tel a tiszta inkubációs elegyből történjen. A mintavétel 
után a mikroorganizmusokat ismét reszuszpendáltam. A vizs­
gálatot nyugvóiélszines, illetve rázatott inkubációs elegy- 

gyel egyaránt elvégeztem, körkörös rázást alkalmazva /60 for­
dulat/perc /.

2.З.2.1. A szteroidglikozidok gombák által történő 

felvételének, megkötésének meghatározása

Az inkubációs időmintákból 0,1 rnl-es mennyiségeket 
szilikagéles vékonyrétegre vittem fel és felező higitású 

koncentrációsorozat mellett megfuttattam etanol : benzol : 
: viz í Ш3 *= 10 : 10 s 1 * 1 arányú elegyében, előhívás 

módosított Hansen-Dam reagenssel. Az összehasonlító kon­
centráció sorozatot mindig a vizsgált szteroidból készí­
tettem, igy a szinintenzitás alapján történő mennyiségi 
összevetés mellett megfigyelhettem az Rf értékek összehason-
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litásából, hogy a szteroidglikozidokból történt-e enzi- 

matikus cukorlehasitás, vagy valamilyen más mikroorganiz­
musok okozta változás. A mennyiségi meghatározás az Össze- 

hasonlitó higitási sorozat egy-egy meghatározott mennyiséget 
tartalmazó tagjának szinintenzitásához való hasonlítással 
történt. /А foltok nagysága kevéssé játszik szerepet, mert 
mennyiségtől független, nagyjából állandó, az alkalmazott 

futtató rendszer jól tömörit./ A 0 órás minták a pufí'erbe 

bemért asteroid mennyiség alapján 20 pg/folt, igy az össze­
hasonlító higitási sorozat 40-20-10-5-2,5 jAg/folt tagokból 
áll. /Az 1,25 /Ag/folt a kimutatási határ./
Pontosabb kvantitatív xaeghatározás szükségtelen, hisz a 

felvételt - bár folyamatában vizsgáltam - az inkubációs 

idő végén, amennyiben felvétel történt, a teljes hatóanyag 

mennyiség oldatból történő eltűnésével kellett számolni.
A felezőhigitásű tagok közé az ismeretlenek besorolása,
összehasonlítása pedig kontroli-vizsgálatok szerint kielé-

Tévedési lehetőség - 15 >• A mennyiségigitő pontosságú volt. 

meghatározás összehasonlító jellege miatt az adatok felvé­
telénél, értékelésénél nem mennyiséget, hanem megbízható­
sági intervallumot adtam meg. Felvétel esetén a sejtek ál­
tal megkötött glikozid mennyiséget metanolos, vagy etanolos 

extrakcióvol, pufferes átmosás után /100 mg nedves sejt/l ml 
oldószer/ levantitative visszanyertem, s rétegkromatográfi- 

ásan bizonyítottam.
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2«4.2*2. Aminósav kibocsátás mennyiségi, minőségi
meghatározása

Mennyiségi meghatározás: az inkubációs elegybői /kont­
roliból, hatóanyag kezeltből egyaránt/ időmintánként 0,1 ml-t

2-1-2Whatman No 1-es papirra 7 cm /-1 cm / nagyságú területre 

vittem, beszáritás után 200 mg/100 ml aceton ninhidrines 

oldattal reagáltattan, oly módon, hogy a papirt reagens 

oldatába mártottam. 85°C~on 20 percig tartott a szin kifej­
lesztés. Előhivás után azonnal, fixálás nélkül kvantitative 

eluáltam. Az eluálás 90%-os etanollal történt, oly módon, 
hogy a mintákat a szines foltok nagyságában kivágtam, majd 

összedarabolva 5 ml 90%-os etanollal 10 percig 50°C-os 

vízfürdőn extraháltam. A szintetizálást fotométerrel 
/Spektromom 400/ 520 nm-nél határoztam meg. Az összaminó- 

sav mennyiséget alaninra vonatkoztattam. Az alanin higi- 

tási sorozat extinkció értékeinek felvétele a fentiekhez 

hasonlóan, papirra felvive, ott előhiva, majd eluálva 

történt.
Aminósav kromatografálás: a mennyiségi aminósav meg­

határozás mellett szükséges volt annak vizsgálata is, hogy 

a szteroidglikozid kezelés hatására kiáramló aminósav meny­
nyi о égben az egyes aminósavkomponensek egymáshoz való mennyi­
ségi viszonya milyen, a kezeletlen, ép sejtekből kis mér­
tékben kiáramlott aminósav összetételéhez képest. A minőségi 
analízistpapirkromatográfiás eljárással végeztem. Az inkubá­
ciós elegy 0,1 ml-ét kromatografáltam, minden esetben a ke­
zelt és kontroll mellett egy standardot futtatva. Alkalma-
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zott papir a schleiher-schüll 2043 b, a szolvens butanol :
: jégecet : viz =2:1:1 arányú elegye. Előhívóként a 

fenti ninhidrin reagenst alkalmaztam, fixálóként pedig 

0,5 n NiSO^ oldatot, А кromatogramm futási ideje 24 óra, 

amelyből az első 12 órát jégszekrényben hütve /+2°С/ fut­
tattam (79), bizonyos esetekben alkalmaztam a két-dimenziós 

kromatográfiás elválasztást is, egyes nehezen elváló aminó- 

savak biztos elkülönítésére. Ekkor a fenti szolvenst al­
kalmaztam első kifejlesztőként, majd második irányban 10 -os 

fenollal futtattam.

2.4,2.3, A kálium kibocsátás mennyiségi meghatározása

A kálium effúzió mérésekor mindig kálium nélküli 
Mc Ilvain puffert alkalmaztam. A mikroorganizmusok elő­
nevelése ilyenkor káliumdús táptalajban /0,5%/ történt.
Az inkubációs elegyből időmintánként 0,5 ml-es mennyisége­
ket vettem ki, amelyet 2,5 ml desztillált vizzel egészítet­
tem ki. Ezt a mennyiséget mértem lángfotométerrel /Zeiss/ 

25-ös blende nyiláé mellett összehasonlitóként ismert kálium 

tartalmú oldatból koncentrációsorozatot készítettem.

2.4.2.4. Élősejtszám alakulásának vizsgálata ssteroid- 

glikozid kezelés hatására

A vizsgálathoz a mikroorganizmus előnevelése teljesen 

azonos, a hatásmód vizsgálatoknál alkalmazott előneveléssel.
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Itt is pufferes átmosást alkalmaztam. Á tenyészet lemosása 

centriíugálás, átmosás, steril körülmények között történt.
A nedves gomba 1 mg/ml mennyiségbe kerül az inkubációs kö­
zegbe. Az inkubációs elegy 200 ug/ml mennyiségű ssteroidot 

tartalmazott. Az inkubációs közeg különböző lehet, attól 
függően, hogy tápanyag jelenlétében vizsgáltam a szteroid- 

glikozidok hatását, vagy anélkül, egyidejűleg alkalmazott 

kontroliokkal, hatóanyag nélküli szuszpenziót is vizsgáltam 

mindig. A vizsgálatot elvégeztem nyugvó felszínes körülmé­
nyek között és T csövekben billegtető rázatással /percen­

ként 50 mozgatás/.
A vizsgálat 24 óráig tartott. Mintákat О ; 0,5 ; 3 ; 6 ;
12; 24 órakor vettem. Időmintánként 1 ml homogén szuszpen-

fiziót vettem ki, ezt 3 x 10 -szorosra hígítottam ki steril 
csapvizben. Ebből a 3 milliószoros hígításból öt paralellbe 

1 ml-ként lemezt öntöttem. A lemezöntéshez használt táp­
talaj összetételét lásd 20.oldalon. 15-20 ml-ként kém­
csőbe fejtve sterileztem a táptalajt, majd 40-42°G-os víz­
fürdőn tartottam felhasználásig. A szuszpenzióval kevert 

táptalajt steril csészébe öntöttem, értékelés, sejtszámolás 

24 órás, 30°C—os inkubálás után. A vizsgálatokhoz rövid 

12-14 órás tenyészidejű gombát használtam. Egyes esetekben, 
amikor a hatás és a sejtek életkorának összefüggését Vizs­
gáltam, természetszerűen idősebb tenyészetekkel is dolgoz­
tam.
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2.4.2.5. Ergoszterin mennyiségi meghatározás

Ergoszterin mennyiségi meghatározás krómatográfiával 
egybekötött spektrofotometriás mérés* A mérések Beckman, 
illetve Spektromom 202 /hálózati/ U.Vi spektrofotométerrel 
történtek. 282 nm-nél /ergoszterin U.V. színképének maxi­
muma, lásd 14. ábra/ határoztam meg az ismeretlen rétegről 
eluált minták ergoszterin tartalmát. lamert mennyiségű er- 

goszterint tartalmazó higitási sorozattal Összehasonlító 

egyenest vettem fel. Az összehasonlitó egyenest korrigáltam 

a rétegről történő eluálás során fellépő standard veszteség 

számértékével, /standard veszteség bemérése és kiszámolása 

úgy történt, hogy ugyanazon mennyiségeket, amelyeket az 

összehasonlitó egyenes felvételekor közvetlen kromatogra- 

fálás nélkül mértem, először kromatografáltam, és az elu­
álás után mértem fotoraetriásan. Ily módon nyertem a kroma­
tograf álás után használható korrigált összehasonlitó egye­
nest /lásd 17. ábra/.
A felvett ergoszterin összehasonlitó segítségével mind az in 

vitro komplexképzési vizsgálatok során visszamaradt ergoszte­
rin, mind pedig élősejtben lévő szabad ergoszterin tartalom 

meghatározható. A meghatározandó minta megfelelő térfogat 

mennyiségét preparativ vékonyrétegre felcseppentettem, 

etilacetátos futtatás után a fronttól számított 2-2,5 cm-es 

sávban a aziükágéit lekapartam /ergoszterin ebben a fend- 

szerben front közelben fut/. A lekapart szillkagélt kihúzott 

végű üvegcsőbe vattára rétegeztem és ismert mennyiségű 

96 -osetarmllal eluáltara. /(íikro-oszlop kromatográfiás
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kvantitatív elucié./ Az igy nyert mintát mertem 282 nm-né1, 
a kapott extinkció segítségével az összehasonlító egyenes 

alapján meghatároztam a tényleges ergoszterin tartalmat, és 

visszaszoroztam az eluálást mérés során alkalmazott hígítás 

számértékével. /Az ergoszterin meghatározását nem zavarják 

az esetleg jelen lévő szteroidglikozidok, pl. komplexképző 

vizsgál toknál, még akkor зет, ha nem kromatografáljuk szét 

a két anyagot, mert U.V. tartományukban jellemző spektrumuk 

nincs./

2.4.2.6. Szteroidglikozidok mennyiségi meghatározása
komplexképzés során

Ez a meghatározási mód komplexképzés során alkalmazható 

ergoszterin jelenlétében is, mert ergoszterinre nézve a re­
akció nem érzékeny. A meghatározandó minta /96$-оз etanol- 

ban oldott szteroidglikozid, vagy szteroidglikozid + ergoszte­
rin/ 1 ml-éhez 3 ml abszolút etanolt és 1 ml pH 5»7-es,
100 ml-ként 10 mg bromkrezolpurpur indikátort tartalmazó 

desztillált vizet adtam, pontos mennyiségi meghatározás 

céljából ismert töménységű szteroidglikozid oldatokkal, 

az előbbi indikátor és oldószer keverés után összehasonlitó 

egyenest vettem fel. A mérést Spektromom 360 spektrofoto­
méterrel végeztem, 596 nm-né1. ^ komplexképzésre beállított 

oldatokból bemérve meg tudtam állapítani, hogy mennyi szteroid­
glikozid marad tisztán, meg nem kötött be nem komplexeit 

állapotban. Össze tudtam vetni /raint az ergoszterin megha­
tározásnál/ a különböző glikozidok komplexképző aktivitását.
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A szteroidglikozidok és az alkalmazott indikátorfeoték 

/más hasonló indikátorfestékek is, éles ssinváltozást 

előidéző pH tartományukban alkalmazva őket/ feltehetően 

adduktum képzésre hajlamosak egymással (80), ez magya­
rázza a szinintenzitás és az egyes glikozid mennyiségek 

szigorú korrelációját. Ezt a mérőmódszert csak a Solanum 

laciniatum glikoalkaloidának mennyiségi meghatározására 

alkalmaztam a komplexképzés során, más vonatkozásban nem 

igazolt új mérési módszer.

/
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3.

A kísérletek részletes ismertetése, a részeredmények 

értékelése és megvitatása

3*3. Azonos alapvázú, különböző számú cukormolekulát 

tartalmazó szteroidglikozidok aktivitásának 

meghatározása

A munkámban tisztázandó kérdések között elsőként szerepel 
"az azonos alapvázú, de különböző cukrokat tartalmazó szteroidgliko- 

zidok szerkezet és aktivitásbeli különbségének" vizsgálata* Erre 

vonatkozóan egy összehasonlítást már az előzőekben /vizsgálataim­
hoz felhasznált tesztorganizmusok kiválasztása szűrővizsgálat 

során/ az I. táblázat tartalmazott. Itt csak a szolassonin és a 

szolamargin aktivitására vonatkozó adatok voltak feltüntetve, 

a más, nem ssolaszodin aglikonú, nagy antifungális aktivitású 

szteroidglikosidokon kivül. A hatás, aktivitás összevetésénél 
egyéb szolaszodin aglikonú azteroidokat is teszteltem. így az 

előbbi két glikozidon kivül a négy cukrot tartalmazó szolaradixin, 

a két cukros ß-szolamargin, az egy cukros Y-szolamargin, valamint 

az ágiikon hatásosságát vizsgáltam, ágárdiffúziós lyuktesztmód- 

szerrel.
A vizsgálati adatok egyértelműen bizonyították, hogy a 

szolaszoninra, szolaraarginra érzékeny, sőt legérzékenyebb mikro­
organizmusok is a többi - nem három cukormolekulát tartalmazó 

szolaszodin aglikonú - szteroidokkal szemben ellenállók. A 

szolaszodinazórmazékok közül a három cukrosok kivételével
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antifungális aktivitást, tehát egyik anyag sem mutatott. Mikro- 

biológiailag aktivnak a három cukrot tartalmazó glikozicíok mu­
tatkoztak. Nagy különbség volt azonban a szolamargin és a szola- 

szonin aktivitása között. A nyers növényi extrakturaból réteg- 

kromatográfiásan a szolamargin, szolassonin 2 j 1 arányban mu­
tatható ki /lás 7. kép lOx-es növényi extraktum 0,05 ml-e meg­
futtatva etanol : benzol s NH^ * 10 t 5 : 0,5 -ben, kémiai elő­
hívás, felső folt szolamargin, alsó folt szolaszonin/. Ugyanezen 

oldat 0,1 ml-ét mikrobiológiailag tesztelve csak a szolamargin 

mutatható ki (8. kép), bár a 7. képen látható, hogy a szola­
szonin mennyisége is jelentős. Csak 0,2 ml-t futtatva okoz a 

szolamargin mellett a szolaszonin is gátlást (9. kép).

8. kép 9. kép7. kép

A hatásosság szigorúan a szerkezet függvénye.
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Megjegyzendő, hogy a modellként összehasonlított tomatin, 

digitonin cukorszáma négy, illetve öt, de itt más ágiikon toma- 

tidin, illetve digitogenin fordul elő. A hatás itt is az adott 

aglikonhoz kapcsolódó megfelelő számú cukormolekula függvénye. 

Intézetünkben folyó korábbi vizsgálatok eredményeként (81 ) is­
mert, hogy a tomatin hidrolízis termékeinek, pl. a tomatldin 

szolatrióz származékának már jelentősen lecsökken - bár teljesen 

el nem tűnik - a mikrobiológiai aktivitása. A digitonin négy 

cukrot tartalmazó hidrolízis termékéről hemolizis vonatkozásá­
ban szintén ismert az aktivitásvesztós (30).

A bevezetőben felvetett első kérdés megválaszolást nyert.
A különböző alapvázű szteroidglikozidokhoz hasonlóan az azonos 

aglikonú, de eltérő cukorszámú glikozidok aktivitásában is kü­
lönbségek mutatkoztak. A hatásért feltehetően tehát adott ág­
iikon és a hozzákapcsolódó meghatározott cukormolekulák száma, 
milyensége az egymáshoz való kapcsolódás sorrendje, helyzete 

együttesen felelős.
Az antifungális aktivitásban tapasztalt különbségek meg­

egyeznek a hemolitikus hatásban leirt (30) és általam is vizs­
gált eltérésekkel (lásd 10 és 11. kép).

A 10. kép a gombagátló zónákat, a 11. kép ugyanazon anya­
gok hemoliziszónáit mutatja. Véreságáros csészék Syncepha- 

lastrum racemosura-sial leoltva, a lyukakban az óramutató 

járásával ellenkező irányban szolamargin, szolaszonin, 

digitonin, tomatin etanolos oldata, lyukanként 1 rag/0,1 ml. 

/А lemez készítésének módja két 1-2 mm vastagságú bouillon 

közé véres ágárt rétegeztem 1-2 mm vastagságban./

~r
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10* kép

11. kép

Az a feltételezés, miszerint: "a származékok hexnolizis akti­
vitásában különbségek vannak, feltehetően a gombagátié aktivi- 

tásban is különbségek fognak mutatkozni" az azonos aglikonú ^ •
W

äA

■
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származéksoron belül, beigazolódott. A háromtól eltáró szám­
ban cukrot tartalmazó glikozidok sem hemolitikus, sem gomba­
gátló aktivitással sem birtak (lásd 12., 13.* 14. kép).

14« kép13« kép12. kép

A képeken etanol s benzol : = 10 s 5 : 0*5 futtató
elegyben kifejlesztett kroraatogrammok láthatók. A 12. kép 

kémiai előhívás, az anyagok sorrendje alulról: szolara- 

dixin, szolaszonin, szolamargin, p-szolamargin, szola- 

szodin 50-50 pg/folt mennyiségekkel. A 13. kép az előbbi 
anyagok mikrobiológiai előhívása, foltonként 150 ug anyag­
gal. A 14. kép a hemolizis kimutatás* anyagonként 100 ug 

mennyiségekkel, a szolamargin mellett csak a szolaszonin 

mutat kisebb mértékben gombagátló, illetve hemolitikus 

aktivitást.
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A szűrővizsgálatok egy másik problémát is felvetnek, 

hogy a vizsgált mikrobák egy részével szemben hatás nem mu­
tatkozott. Egyes mikroorganizmusok, rezisztensek a vizsgált 

származékokkal szemben /vagy legalább is nagymértékben ellen­
állók, legfeljebb a nagyhatású modell-anyagok okoztak kis 

mértékű gátlást/. Ez a tény a rezisztencia okának vizsgála­
tát is megkívánja, amire munkám során a későbbiekben térek ki.

Az érzékeny mikroorganizmusoknál a különböző szárma­
zékok esetében tapasztalt eltérő aktivitásra a bevezetőben 

felállított munkahipotézis bizonyítása ad megfelelő magya­
rázatot. A hipotézis feltételezi, hogy a mikrobiológiai ak­
tivitás, illetve a szteroidglikozid származékok és a szterinek 

komplexképző aktivitása között korreláció van. A bizonyítást 

a kőlaplexképzósi vizsgálatot először in vitro szerves oldó­
szeres közegben végeztem el. ■
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3*2*1. In vitro komplexképzési vizsgálatok

Komplexképzési vizsgálatra a szolassodin glikozidszárma- 

zéksoron kivül modellként a tomatint és digitanint is fel­
használtam* kz utóbbi két anyagról az irodalomból antifun- 

gális aktivitásán kivül a szterinekkel történő intenzív mole­
kula komplexképzés ismert (58, 59» 63» 64, 68). A komplex 

leválása az oldószerből pillanatszerű és megfelelő mennyiségű 

szterinnel kvantitative '’’kicsapható'* az oldatból /lásd tó­
mat in előállítás/.

A vizsgált száramzék3or három leglényegesebb tagjának 

mérési adatai a 17. ábrán láthatók.

A

В
10-

и |/+/a-b2olomorqm/
Sm*0,03i

-o /+ szoloizonin/ 
Ji Sm *0.032

о

о
-1-jí /f szólamaiéin/ 
—1 Sm-0,025

-ac
c 0,5- 1

X

ы

4

V

I I
+I«* I

2010 15 35 4025 305
ergositerin koncenhrócio jug/ml

17. ábra
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Az ábrán a szolamargin, szolaszonin két különböző antifungális 

aktivitású glikozid és a p-szolamargin mikrobiológiailag in­
aktiv glikosid komplexképző aktivitására vonatkozó adatok van­
nak feltüntetve, az egyes anyagok által a komplexképzés során 

megkötött ergoszterin mennyiségének tükrében.
Az ábrán látható "A” egyenes a mért ergoszterin összehason- 

litó, a "B" egyenes a rétegről történt eluálás során fellépő 

standard veszteséggel korrigált ergoszterin összehasonlitó. 

íivel a komplexképzésre beállított oldatokban az ergoszterin 

2x-es mennyiséggel szerepelt, a glikozid 100%-oe komplexbe 

történő kötése esetén az ábrán látható 100%—оs Jelzésnek 

megfelelő ergoszterin mennyiségnek kellett volna az oldatban 

maradnia. A grafikonon feltüntetett adatok a három szteroid- 

glikozid komplexben megkötött ergoszterin mennyiségét mutat­
ják ug-ban a megfelelő átlagszórást feltüntetve. A mérési 
adatok alapján százalékos értékelést adva 

a szolamargin 

szolaszonin
(± 6,25)
(± 6,9)
( - 6,8 ) képzett

komplexet. /А zárójelben feltüntetett értékek az átlagérték 

közül ingadozó szórás 95%-os megbízhatósági szinten számolt 
határait jelölik./

Az ábrán fel nem tüntetett szolaradixin, Tf-szolamargin, 
illetve szolaszodin ágiikon mérési adatai a e-szolamargin 

szórási intervallumán belül vannak, gyakorlatilag a p-szola- 

margint is beleértve, egyik sem képez molekulakomplexet az 

ergoszterinne1 vagy koleszterinnel.

78,8%-ban 

25,0' >-ban 

1,8%-banp-szolamargin
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A digitonin, tomatin komplexképzése gyors, a kristály 

leválás pillanatoserű, A ezоlamargin, ergoszterin komplexe 

kristályosán, lassan válik le , 4B óra alatt jelennek meg a 

komplexkristályok* A szolaszonin esetében már kristály kiválás 

nincs, feltehetően oldatban van az a komplex mennyiség, amit 
vizsgálataim során kimutattam.

A komplexek stabilitási "sora" megegyezik a leválásuk 

gyorsaságával* Szembetűnő a stabilitásból! különbség, ha 

különböző futtatórendszerekben hasonlítjuk össze a saolamar- 

gin-ergossterin komplexét a modell-anyag /tomatin/ komplexeivel.

*

v

/
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16. kép

LÜndkét esetben az egyes lemezt etilaoetátban, a kettes le­
mezt etanol : benzol s = Ю t 5 s 0,5 , a hármas lemezt 
először etilacetátban, xaajd kiszárítás után etanol t benzol :

= 10 s 5 ! 0,5 arányú elegyében kromatografáltam. Elő­
hívás jégecet : klórszulfonsav =4:1 keverékben, értékelés 

U.V.-ben történt.
15« képen a szolamargin-ergosstérin, 16. képen tomatin-ergoszte- 

rin komplexének változása látható. A szolamargin komplexe mar 

etilacetát hatására bomlik, lúgos futtatóban szintén szétesik 

komponenseire. A kettős futtatás azt mutatja, hogy az etii- 

acetst hatására a komplex bomlása tökéletes, mert a második 

frontban ergoszterin már nem jelenik meg.
A tomatin komplexe etilacetátben nem bomlik (16. kép ). Л front-

: KI! 3-
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ban megjelenő folt, szabad állapotban lévő - be nem komplexeit - 

kismennyiségü ergoszterin szennyezésre utal. Az etanol : benzol : 
í futtatőrendszerben a komplex bomlása megindul a starton 

ragadó tomatintól kiindulva a frontban futó ergoszterinig 

egy elmosódó esik jelent meg előhívás után, ami arra utal, 

hogy az oldószerfront emelkedésével a felvitt komplex mennyi­
ségből az ergoszterin fokozatosan hasadt ki. /Megjegyzendő 

más irányú vizsgálatok alapján, hogy ezen futtatórendszer 

komplexbontó sajátosságát nem a pH, hanem a benzol tartalom 

okozza/, hrtelemszeriien a kettős futtatásnál a második front 

itt ergoszterint bőven tartalmaz, az első pedig csak nyomokban.
A fenti vizsgálat alapján érthető, hogy rétegkronatográ- 

fiásan szolamargin-ergoszterin komplexet a legkülönbözőbb 

futtatórendszerekkel sem sikerült kimutatni, hisz a komplex 

kis oldószer feleslegben már szétesik, mielőtt a vékonyrétegre 

felvinnénk. A rendkivüli instabil volta arra enged következ­
tetni, hogy vagy hidrogénliid, vagy van der Wals erők biztosítják 

a kapcsolatot a molekulapárok között.
A szolamargin-ergoszterin komplex létrejöttének és annak, 

hogy a reagáló partnerek valóban 1 : 1 arányban hoznak létre 

molekulakoxnplexeket, az oldószerből történő kristályos leválá­
son, valamint más szieroidglikozidokra /tomatin, digitonin/ 

vonatkozó ilyen irányú vizsgálatok pozitív eredményén (58, 59,
82 ) túlmenően egyéb bizonyítékai is vannak. Bár a molekula­
komplex teljes analízise nem történt meg a reagáló partnerek 

fizikai, kémiai állandóinak változása a kapcsolódás után 

kétségtelenné teszik hogy valóban 1 s 1 arányú molekulakomplex 

jött létre. Bzt a változást legszemléletesebben a forgatási
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eredmények igazolják. forgatási értékeket Összevetve ki­
tűnik, hegy szüle -3°-os szórásintervallumon belül a komplexek 

forgatási adatai a glikozidok és ergoszterin forgatásának 

számtani közepe

:

-110°
-132

-118° /mért 
-121° /számított/

, v20 szolamargin
' aJD ergoszterin о komplex

-77° /mért
-75»5° /számított/

•*ld°
-132° komplextomatin

ergoszterin

Ezek az adatok az 1 : 1 arányú komplex jelenlétéről tanúskodnak. 

Az Op. adatok mindkét komponens Op.~iől természetszerűen eltér­
nek.
szolamargin 

ergoszterin
op 301-303° 

op 160-163°
255-257°komplex op *

op 272-274° 

op 160-163
t omatin 

ergoszterin
246-247°komplex op

Az infravörös spektrumban jelentkező maximum eltolódások 

/18., 19. ábra Összevetve a 4* illetve 11. ábrákkal/ is a 

megváltozott tényleges kapcsolódásról tanúskodnak.
Az elvégzett analizis adatai pl. a nitrogén szám megha­

tározási adatok valósziniisitik, a megengedett ezórástarto- 

raányon belül, hogy a keletkezett kristályosán levált anyag 

1 : 1 arányú molekulakomplex.

' t
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3*2.2. Komplexképzés körülményei
A szolamarginon kivül a tomatinnal és а nem alkaloid Jel­
legű glikoziddal, a digitoninnal végeztem el a vizsgálatokat.

3.2.2.1.
Először különböző pH érték mellett állitottara be az oldatokat 

komplexképzésre.
A bemért glikozid és ergoszterin mennyisége azonos az egyéb­
ként akalmazott mennyiségekkel. Az anyagokat abszolút közegben 

oldottam fel /abszolút etanol/ és ehhez olyan mennyiségű és 

olyan savas vagy lúgos kémhatása vizet adtam, hogy a közeg 

etanol tartalma 96-os legyen és a kivánt pH értéket biztosítsa. 

A beállított pH értékek a semlegesen kivül pH 3» pH 5; illetve 

pH 8. /А savas kémhatást HCl-lel, a lúgost 2JaOH-val állítottam 

be./ Semleges pH-n a szolamargin komplexe 24 óra alatt kris­
tályosodott, a tomatin, illetve digitonin esetében a kristály 

leválás promt történt.
Savas pH értéknél az alkaloid jellegű glikozidok esetében 

komplex kristály leválás, sem azonnal, sem több napos állás 

után nem következik be, még a tomatinnál sem. A digitonin 

szaponin jellegű szteroidglikozid pH-iól gyakorlatilag füg­
getlen, pillanatszerűen komplexet képez az ergoszterinnel, 

melyet a kristály leválás jelez pH 3; illetve pH 5-nél. egya­
ránt.
Enyhén lúgos közegben /pH 8/ a tomatin és szolamargin gyengülő 

komplexképző aktivitást mutat, pH emelésével a komplexképzés 

tovább csökken. A digitoninnal beállított kísérletek nem jár­
tak sikerrel, mert az alkalmazott digitonin mennyiség lúgos 

körülmények között nem oldódott fel.
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Д fenti vizsgálatok alapján megállapítható, hogy as 

alkaloid tipueú. glikozidok intensiv komplexképző aktivitással, 

csak semleges és ényhén lúgos kémhatású közegben bírnak. A 

komplexképzés intenzitása pH függvénye /digitonin esetében 

nem/.
3.2.2.2.
A komplexképzéssel kapcsolatban a vizsgált másik befolyásoló 

tényező az volt, hogy a szerves oldószer százalékos víztartalmá­
val hogyan változik a reakció aktivitása. Megállapítást nyert, 

hogy abszolút szerves oldószeres közegben a koraplexképsés 

kismértékű. 96/, 90/, 30%-os etanéiban a komplexképzés egyező 

aktivitást mutat. Annak eldöntésére, hogy vizes közegben 

- azaz a mikrobiológiai vizsgálatok környezeti viszonyait 

legmegfelelőbben reprezentáló körülmények között - képződik-e 

a komplex in vitro, az egyébként alkalmazott vizsgálati metó­
dussal nem dönthető el. /А tomatin, szolamargin csökkentett 

alkohol tartalom mellett nem vihető oldatba./ Éppen ezért 

vízben jól oldódó digitoninnal végeztem el a komplexképzési 
vizsgálatokat. A reagáló partner koleszterin volt. A digito­
nin alkalmazása mellett szól az a tény is, hogy a koleszterin 

mennyiségi meghatározását a digitonin nem zavarja/az itt ál­
talam alkalmazott mérési módszer esetében/.
Koleszterin ergoszterin helyett, modellként való felhaszná­
lására pedig a kémiai meghatározásban mutatkozó nagyobb fokú 

érzékenység miatt került sor (81).
A digitoninból 1 ezrelékes oldatot készítettem különböző alko­
hol tartalmú vizes oldatban. Ezek 25 ml-éhez ü,5 ml 1>-oe
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koleszterin oldatot adtam /a koleszterin 96, -os etanolban volt 

oldva/. Ily módon abszolút 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 

és 2% alkohol tartalmú /vizes/ közegben figyeltem a komplex 

leválását. Kontrollként különböző alkohol tartalmú, digitonin 

nélküli közegbe bemértem a vizsgálat során alkalmazott 1-os 

koleszterin oldatból 0,5 ml-nyi mennyiségeket.
Vizsgálati eredmények az alábbiak voltak:v 

abszolút etanolban kristály ievelás nincs, gyenge opaleszkálás 

jelentkezik csak 90.-os etanoltól lefelé haladva a csapadék 

gyorsasága, erőssége nő, 50% alatt nehéz, gyorsan ülepedő 

csapadék válik le*
A kontroll esetében csak 10, -os etanolban'jelentkezik gyenge 

opaleszkálás /a koleszterin mái' nem képes oldatba maradni/
2 -rtál kis csapadék képződig, ez azonban szemben a komplex- 

csapadékkal, melegítésre feloldódik. Összevetve a komplexkép­
zésre beállított mintával nagy az eltérés, kétségtelen tehát, 

hogy ott vizes közegben levált nagymennyiségű csapadék digito- 

nin-kolesztérin molekula komplexe,
A mélsúlyok alapján számolt komplex mennyiségből feltételezve 

az 1 : 1 arányú kapcsolódást, a kiszámolt koleszterin mennyi­
séget kaptuk meg mérési értékként. Mérés, mennyiségi megha­
tározás a módosított Iíansen-Dam reagens felhasználásával tör­
tént (81). A vizsgált mintát a reagensbe oldottam, majd 20 per­
ces 50°C-on szinkifejlődés után Spektromom 400-al 520 nm-nél 
koleszterin összehasonlitó mellett meghatároztam a koleszterin 

tartalmat.
Ez a mérési adat is bizonyíték a létrejött molekulakoaplex 

1:1 aránya mellett.
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Vizes közegben lejátszódó komplexképzési föltárnátok 

hasonlóak a szervee közegben végbemenő reakciókkal, fiz a 

vizsgálatsorozat bizonyiték arra vonatkozóan, hogy az élő 

rendszerekkel lejátszódó folyamatokat jól tudjuk követni 

modell-vizsgálatokban szerves oldószeres közegben is.

3.2.3,
Az in vitro komplexképzési* vizsgálatok feleletet adtak a 

bevezetőben felvetett második kérdésre, igazolták azt a 

munkahipotézist, hogy a korreláció van az egyes szteroid- 

glikozidok komplexképző aktivitása és gcmbagátlő aktivitása 

között.

A mikrobiológiai hatás /antifungális aktivitás/ és a 

hemolizáló képesség vonatkozásában a származéksor egyes 

anyagai hasonlóképpen viselkedtek.
A hemoliziat okozó szteroidokról ismert, hogy a versejtoldás 

az által következik be, hogy a sejtmembráné szterinjéhez 

/koleszterin/ kapcsolódik a szteroidglikozid (30) komplex­
képzés jön létre, ezáltal a membrán struktúrája megváltozik 

dezorganiaálódik /eltér a mechanizmus a hemolizinek hatás­
módjától (83)/- A szteroidokhoz hasonlóan hemolisál a filippin 

polién antibiotikum is (87 ). A polién antifungálls antibioti­
kumok esetében a gombaellenes hatásmód az elsődleges támadási 
pont szintén a sejtmembrána szterinje /ergoszterin/ (33» 84, 
85, 86). A hatás mértéke, azaz a membrán destrukció nagysága 

az illető vegyület függvénye.
Ezen tények, valamint az in vitro vizsgálatok alapján felté­
telezhető az érzékeny mikroorganizmusok szteroidglikozidák
hatására bekövetkező károáodása.
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A gombák membránjában lövő ergossterin kötést létesít a 

jelenlévő szteroidokkal, dezorganizálódik a sejthártyaj 
megváltoznak az élefontosságú perraeációs felvételi folya­
matok, a sejttartalom egy része kiürül, hasonlóan egyéb 

antifungális anyagok esetében tapasztaltakkal (39, 85, 86, 08).
íz élő sejtekkel történő hatásvizsgálatok az élő sejtek 

ergooztérinjével történő komplexkötés módját a következőkben 

vettem vizsgálat alá.
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3.3. A ezteroidglikozidok élő sejtekre gyakorolt 

hatásának vizsgálata

A kísérleteket különböző körülmények között végeztem el:
a/ Vizsgáltam nyugvófelszines, illetve levegőztetett 

/rázatott/ kultárában;
b/ különböző pH értékek hatását mértem a gombagátló 

aktivitásra;
с/ inkubáltam azonos körülmények között, különböző élet­

korú tenyészeteket;
<1/ figyeltem a szteroidok hatását tápanyagtartalmú közeg­

ben és tápanyagot nem tartalmazó pufferelegyekben;
e/ azonos tenyészeteket különböző hőfokon inkubáltam.

A vizsgálatok nagy részében a szűrés során kiválasztott mikro­
organizmusok mindegyikével a ezolamargin, szolaazonin, ß-szola- 

margin hatását összevetbe vizsgáltam. A kísérletek során három 

tényező változását figyeltem:
1/ szteroid felvételt, illetve megkötést, valamint a 

hatóanyagok esetlc-geo szerkezeti módosulását;
2/ aminósav kiáramlást;
3/ kálium ion kiáramlást. *»*>'.

3.3.1. szteroid megkötés

3.3.1.1.1.
Az alkalmazott tesztorganizmusok közül az érzékeny Pichia 

saitoi és Syncephalastrum гаселюзит szteroid felvételét 

a 20. illetve 21. ábra mutatja az inkubációs idő függvényében, 

nyugvófeIszines körülmények között, pH ?-en, 12-14 órás fiatal 

tenyészetekkel, tápanyagokat nem tartalmazó pufferközegben, 

szobahőmérsékleten.
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Az ábrákról leolvasható, hogy a nagyobb antilungúlis aktivi­
tású szolamargin az inkubációs idő 6 órája alatt gyakorlatilag 

teljesen megkötődik mindkét gombán, A megkötődés mértéke 

Syneephalastrum racemoeum esetén valamivel gyorsabb, hamarabb 

eléri a teljes megkötés állapotát. A szolaszonin nem, vagy 

alig, mig a mikrobiológiailag inaktiv ß-szolamargin egyál­
talán nem kapcsolódik a sejtekhez. Megjegyzendő, hogy az in­
kubációs idő után a megkötött szteroid nem mosható ki a puf- 

ferrel /hosszabb idő urán is kötött állapotban marad/, etano- 

los vagy más szerves oldószerek extrakcióval azonban kvanti- 

totive visszanyaerhető.
3.3.1.1.2.
A két ellenálló tesztorganizmus a Candida solani és az Asper­
gillus japonicus szteroid megkötési viszonyait as előzőekkel 
hasonló paraméterek mellett a 22. ábra mutatja.

22• ábra
Candida solani
Aspergillus japonicus 

szteroid megkötése

a *s szolaszonin, p-szola- 

margin megkötése 

mindkét gombafaj esetén
b = Candida solani

szolamargin megkötése

c = Aspergillus japonicus 

szolamargin megkötése
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Összehasonlítva az érzékeny mikroorganizmusok diagrammjaival 
azt tapasztaljuk, hogy legfeljebb a ssolamargin esetében 

tapasztalható minimális kapcsolódás. /Az A. japonicusnál 
feltehetően a hiphák között adszorbeálódott az anyag, 
pufferes átmosás után az extraktumból nem mutatható ki 
szteroid./

3.3.1.1.3.
A eztercidmegkotési vizsgálatokat elvégeztem baktériumokkal 
is. aem a Gram + Bacillus oubtilis, sem a Gram - Escherichia 

coli nem mutatott szteroid megkötést, még az inkubációs idő 

megnyújtásával sem.

3» 3.1.1.4.
Ergoszterint membránjükben nem tartalmazó gombák (89, 93)
- Phytophthora dechsleri, Pythium ultimum - esetében hasonló 

a kép (lásd 23. ábra/a), szteroid megkötés nem mutatkozott.
A gombák lassú növekedése miatt itt 48-72 érás tenyészeteket 

használtam a vizsgálatokhoz. Az ergoszterint akkumulált 
Pythium ultimum /a fermemtorban előnevelés során a táptalaj 
0,9 -os ergoszterint tartalmazott, ennek az ergosstérinnék 

egy részét a gomba beépíti, akkumulálja membránjába (90)/ 

a rendelkezésre álló szolamarginból egy kis mennyiséget megköt 

23. ábra/b.
3.3.1.2,1.
Az előző vizsgálatokat az egyes körülmények megváltoztatásával 
is elvégeztem a négy ergoszterint tartalmazó gombával.
Házatott tenyészetek esetében az állófázisú rendszereknél 
leirt megkötési, illetve felvételi viszonyok voltak jellemzők. 

A kép talán csak annyiban módosult, hogy az érzékeny fajok 

esetén a megkötés meggyorsult.
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a « Pythiura ultimum 
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Q b - ergoczterint akkumu­
lált Pythium ultimum 

szolamargin megkötése
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23* ábra
3*3*1« 2*2*
Különböző pH értékeknél vizsgálva a szteroidok sejtekhez 

történő kapcsolódását* eltérések mutatkoznak* Mig pH 7-nél 
az érzékeny mikroorganizmusok teljesen megkötik a nagyobb 

hatású szolamargint* a kisebb hatású szolaszonint részlege­
sen, addig pH 5-nél, illetve pH 3-nál a nagymértékű megkötés 

lecsökken (24* ábra/Ъ), illetve megszűnik (24* ábra/a)*

3*3*1*2*3*
A különböző életkorú tenyészetek megkötési viszonyaiban is 

eltérés tapasztalható* Az érzékeny mikroorganizmusok öreg 

tenyészetei /18 óránál idősebb tenyészetek/ úgy viselkedtek 

a szteroidglikozidokkal szemben, mintha ellenálló&k lennének. 

A 24 órás tenyészetek még részleges szolamargin megkötést
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24. ábra

A 24 érás tenyészetek meg részleges szolamargin megkötést 
mutattak, a 48 órás tenyészetek egyáltalán nera vettek fel 

ezteroidot. A kapott kép egyezik a 24. ábrán látottakkal 
/a -- 48; b « 24; c = 12 órás tenyészetkőt jelenti/ a Pichia 

saitoi esetében.

3.3.1.2.4.
A szteroid megkötési vizsgálatokat tápanyag tartalmú közeg 

esetében is megismételtem. Eltérést nem tapasztaltam a sima 

pufferközegü inkubálással özemben. A szteroidglikozidok 

megkötésének képe azonos a 20-22. ábrákon látottakkal.

3.3.1.2.5.
Az egyébként szobahőmérsékletű inkubáláoon kívül megvizsgáltam, 
hogy mennyiben módosul a szteroid megkötés érzékeny mikroorga-
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nizmusoknál a hőmérséklet változtatásával, pichia saitoi 

tenyészeteket inkubáltam 30°, 20°, 10°, 5° és C°C-on. Meg- 

állapitáat nyert, hogy a 2ü-30°C között a szteroid kötődés 

azonos intenzitású, 5°C-ig a megkötött szteroid mennyisége 

fokozatosan csökken, 5°C-G°C között szteroid felvétel gyakor­
latilag nincs.

3*3.1.3.
A kisérleti munka során egyetlen mikroorganizmus, egyetlen 

szteroidglikozid esetében sem jelentkezett enzimatikus cukor- 

lehasitás, vagy más szteroidok szerkezetében történő változás, 

arai "méregtelenitést" feltételezne a mikroorganizmus részéről.
A megkötött szteroidok is eredeti állapotban visszanyerhetők 

voltak alkoholos extrakcióval.

3.3.1.4.
A szolamargin felvételi próbáját az élő sejteken kivül külön­
böző módon elölt sejtek frakcióival is elvégeztem a kötődés 

helyének meghatározása céljából, 

így: 1/ hőkezelt sejtekkel;
2/ etanollal extrahált sejtekkel;

3/ homogenizálással dezintegrált sejtekkel;
4/ Helix pomatia sejtfal emésztő enzimeket tartalmazó 

bélnedvével kezelt sejtekkel;
5/ más erősebb aktivitású ozteroidokat megkötött sejtekkel 

végeztem szolamargin megkötési próbákat.

3.3.1.4.1.
A hőkezelés b perces pufferközegben történő forralással 
történt.
A hőkezelt Pichia saitoi, Candida solani, syncephalaetrum 

raeemosum, Aspergillus japonicus tenyészetei megkötik a szola-
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margint 25. ábra/c. A szteroid megkötés gyorsabb mint az ér­
zékeny mikroorganizmusoknál élő állapotban történő szteroid 

kötődés. A kezeletlen lithium ultimum sejtek hővel történő élőiét 

után sem képesek szolamargint megkötni 25. ábra/a. Az ergoszte- 

xines környezetben nevelt Fythium ultimum tenyészet kismér­
tékű ozolaszonin kötést mutat 25. ábr-a/Ъ. A baktériumok hő­
kezelt állapotban szintén nem kötnek meg szteroidot.

jxq/m\

Hőkezelt mikroorganizmusok 

szteroid megkötése
200- \

4
I a « Fyth. ultimum

b = ergoszfcei’in akkumulált 
Pyth. ultimum

c = ?* saitoi, C. solani, 

A, japonicus, Syn. 
racemosum

\\ Q

150- _ ь1 1 ------cI 11 1
' 1
' l100- 1 \

I Л
\
\I50-

\
\
\

N

6h0 1 2

25* ábra

3.3*1.4.2.
Extrahálás 10 perces, 36'A-os etanolos főzéssel történt.
Az extrahált gomba mennyiséggel elvégezve a szteroid kötési 
próbát egy esetben sem történt szteroid kapcsolódás az el-
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olt sejtekhez. A 26. ábrán a hokezelt sejtek szteroid kötése 

mellett igen szemléletes, hogy ergoszterinjétől elválasztott 

/extrahált/ sejtek szteroidot megkötni nem képesek.

jxq/m\

200-
1

H

Hokezelt, illetve 

extrahált P. saitoi 

és C. solani sejtek 

szolamargin felvétele

a
------ b

450-
\\
\

\
\
\\
\ a *= extrahált sejtek 

b = hőkezelt sejtek
400- \

\ \

\ Л
\
\

\50-
\
\ \

\
\

\
N

i--------- 1 r0 4 2 Gh

26. ábra

3.3.1.4.3.
A homogenizálást 20 perces kvarchomokkal történő dörzsölés-

vagy ultrahang dezintegrátorral /М.S.E. Ко 3000/ 60 Wx cm^ 

intenzitás mellett 20-25 percig végeztem. A sejtek elpusztu­
lását tenyésztési próbával ellenőriztem /1-7; —os volt a 

telepképző egységek száma/. A hőkezeléshez hasonló kép 

látható a dezintegrált sejtek szolamargin kötése esetén is, 

csak nem olyan gyors a felvétel (lásd 27. ábra

sei,



- 73 -

jxq/m\

\
\200- Homogenizálással dezin- 

tegrált sejtek szola- 

margin megkötése

\
-V
\\ \

\ -----Q

\ ■ ь a « Pytb. ultimum, В. sub- 

tilis
b = erg03zterinnel ér­

zékeny itett Pyth. 
ultimum

<50- \ \ C
\ \
\

\\ \
\\<00- v

\
\ \ \ c = P. oaitoi, C. solani, 

A. japonicus, Syn. ra- 

cemosum

к
\\ \

\50-
N

\
\

6h0 < 2 4

27. ábra

3.3.1.4.4.
A Helix pomatia sejtfaloldó enzimeivel a Picbia naitoi és 

Candida solani sejteket kezeltem. Az enzimekről ismert a 

sejtlaloldó Íratásuk, amely következtében protoplasztképzés 

áll elő (91)* ez nem általános, vannak jól, kevésbé és ilyen 

módszerrel egyáltalán nem protoplasztolható gombafajok.
A kezelés módja: a sejtek 3 órán keresztül - 100 mg nedves­
sejt/1 ml 0,6 n KC1 tartalmú, pufferrel fejére higitott 

bélnedv - mennyiségi arányoknak megfelelően inkubdlócitak.
/1 ml bélnedv kb 100 mg enzimfeiiérjét tartalmaz./ A kezelés 

után elvégeztem a szolamargin megkötési próbát. A vizsgált
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két mikroorganizmus rendkívül rosszul, a pichia saitoi 
1^6%-ban, a Candida solani gyakorlatilag nem képzett pro- 

toplasztot. lnnék ellenerő a szteroidkötésben változás állt 

elő az élő, kezeletlen sejtekhez képest. Bár - Candida 

solani sejtjei mikroszlcóposan nem változtak, egyéb tulaj­
donságaikban mint normális sejtek viselkedtek, a szolamargin 

jelentős részét az inkubálás végére megkötötték (28. ábra/a).

Jj- g/ml

l\
W
\ \200- a

----- bw
\ '

\V ь И \
150 — \ \ Helix poraatia sejt­

faloldó enzimkivona­
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szolamargin megkötése
a = Candida solani
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28. ábra

3.3*1*4*5.
Szenzitiv mikroorganizmusokat - Pichia saitoi, Syncephalastrum 

racemosum - tornátin, illetve digitonin tartalmú közegben in- 

kubáltam* G órás inkubálás után a kát mikroorganizmus az al­
kalmazott szteroidokat az inkubációs elegyből 100: -osan meg-
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kötötte. Pufferes átmosás után szolamargin jelenlétében 

inkubáltara a tenyészeteket. A szólamaiéin kötés ezután már 

nem következett be.
Ha élő sejtekkel az előbbi szteroidkötési próbát í'orditva 

végeztem el, abban az esetben a tornatin, illetve a áigitonin 

kötést létesit a sejtekkel, de az előzőleg megkötött szola- 

margin a kötéspontokról leszorul. Irodalomból ismert jelen­
séggel állunk szemben (92), amikor is a digitonin a membránon 

megkötött nystatint képes volt leszorítani. A kötéspontok 

tehát azonosait.

3.3.2. Aminósav kiáramlás

Az aminósav kiáramlás mértéke különböző volt, attól 
függően, hogy érzékeny, vagy ellenálló mikroorganizmust 
vizsgáltam.
3.3.2.1.1.
Érzékeny mikroorganizmusok esetén a szolamargin kezelés 

hatására nagy az aminósav effúzió a kontrolihoz viszonyit- 

30. ábra) állófézisű rendszerben pH 7-en, fiatal, 

12-14 órás tenyészetekkel, tápanyagot nem tartalmasé puffer- 

ieözeghen, szobahőmérsékleten.
Az ábrán jól látható, hogy a czolassonin, ^-szolamargin 

nem idézett elő komoly aminósav kiáramlást, üindkét eset­
ben az átlagértékek a kontroll szórásintervallumán belül 
helyezkedtek el.

va (29 • 9

3.3.2.1.2.
Az ellenálló mikroorganizmusok szolamargin hatásra fellépő 

aminósav effűziója nem olyan nagymérvű, mint az érzékenyeknél
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32. ábra), a paramétereit azonosak a szenzittv fajoknál(31«*

leírtaknál.

30. ábra29. ábra
pichia saitoi aminosav ki­
bocsátása esteroid kezelés 

hatására

Syneephalastrura racernosum 

aminósav kibocsátása szteroid 

kezelés hatására

a = szolamargin kezelt átlaga;
b = kontroll, illetve szolaszonin, p-szola- 

margin kezelt összesített átlaga;
c = kontroll átlaga;
d = azolaszodin kezelt átlaga;
e = ß-szolamargin kezelt átlaga

Az ábrán feltüntetett mennyiségi intervallumok az átlag­
érték megbízható sági intervallumai 95?S-os szinten.

J
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31. ábra

Candida solani aminósav kiáramlása szteroid
hatásra

Jelölések azonosak a 29 30. ábráknál leírtakkal• *

Szolamargin kezelés hálására az inkubáció megkezdésekor a 

kontrolihoz viszonyítva az aminóaav kiáramlás jelentős. Ez 

a szint azonban hamar állandósul és a 6. órában a kontroll 
jól közelit! ezt az értéket* A Candida solani esetében a 

kiáramlott aminósav mennyiség egy részét a sejtek ismét fel­
veszik, az inkubációs közeg aminósav szintje kontroll közei­
be kerül a 6. órában* /А jelenség oka egy átmeneti károsodás 

.lehet, aaelyet az élő sejtek kiküszöbölnek*/
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т/тГ Aspergillus japonicus 

aminósav effúziója 

szteroiü hatásra4000- •--- ь о--- ь
Bal oldali:
а = ozolamargin kezelt 

átlagérték
b = kontroll átlagérték

1500-

Jobb oldali:
a e ezolaszonin kezelt 

átlagérték
b = ß-szolamargin ke­

zelt átlagérték

/

0-
i

1 2 4 6 4 2 4 6h

32. ábra

3.3.2.1.3.
Pythium ultimum esetében a szolamargin kezelés hatására be­
következett aninóaav kiáramlás átlagértékei a kontroll szó­
rás intervallumán belül ingadoznak kis eltéréssel (33. ábra). 

/ membránjukba ergoszterint akkumulált lithium sejtek aminó- 

sav effúziójakban eltérést mutatnak szoltuaargin kezelés ha­
tására {34. ábra). Az ábrán látható különbség a kontrolihoz 

viszoxiyitva számítások szerint szignifikáns.

3.3.2.2.
A vizsgálati paraméterek változtatásával eltérések tapasz­
talhatók az aminósav effúziőban. Ilyen irányú vizsgálatok 

az érzékeny Pichia saitoi tenyészetekkel történtek, szóla­
ma r gin kezelés hatására bekövetkező változásokat figyelem­
mel kisérve.



- 79 -

Я q/ml 

ЮОО-1

о
-- ь

500-

7о
т т\ г h 6h

34. ábra

Ergosztérint akkumulált 
P. ultimum aminósav 

effúziéja

33. ábra
I^tbium ultimum aminósav 

effúziója

a = szulamargin kezelt átlagértékei 
b = kontroll kezelt átlagértékei

3.3.2.2.1.
Házatott körülmények között a szteroid felvételhez hasonlóan 

az aminósav kilépés ie meggyorsul (35. ábra). Az inkubációs 

idő végére kiáramlott öвszarninésav mennyiségben eltérés gya­
korlatilag nem tapasztalható, csak rázatás hatására a folya­

matgörbe meredekebbé válik.
3.3.2.2.2.
Különböző pH-n az aminősav effúzióban lényeges különbségek
adódtak ( 36. ábra ).
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Pichia e&itoi aminósav
eiiuzioja
a = szolamargin hatásra 

rázatott körülmények 

között
Ъ = S2olaiűargin hatásra 

^ugvófelszines kö­
rülmények között

c = kontroll

35. ábra
^ug/ml

4000-
Q

b

|pM = 3ill.S|500-Piehia вагtói aminósav 

e f fű sió j a szol amargin 

kezelés hatására, kü­
lönböző pH-n

-

у

0
I I I I I I I IT"
4 2 4 6 >1 2 6h

36. ábra
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Az ábrán látható, hogy a senlegestol eltérő pH-n az aminósav 

kiáramlás alig tér el a kontrolitól /a kontrolihoz viszonyítva 

kisebb a kiáramlás mértéke, mint a nem érzékeny fajoknál pH 7-en 

tapasztalt eltérés/. A pH 5» illetve pH 3-nál mért értékek egy 

görbén varrnak ábrázolva, mivel eltérésük nem haladja meg szórás- 

intervallumuk határértékeit.

3.3.2.2.3.

Különböző tenyészidejű Pichia saüätoi tenyészeteket inkubálva 

is jelentős különbségek adódtak az aminósav kiáramlásban
(37. ábra).

>ig/ml

1000-

W
500-

é

0
1 'I I * I I I I г

12 4 6 12 4 6 -12 4 6h

37• ábra

Különböző tenyészidejű pichia saitoi tenyészetek 

aminásav kiáramlása

Jól látható az összefüggés, amely a asteroid felvételben /lásd 

З.З.1.2.З./ is jelentkezett. Jig a 12 órás tenyészetek maximá­
lis érzékenységet mutatnak, a 24 órás tenyészetekre már csalt 
kevéssé hat a szolamargin, a 48 órások pedig kompletten ellen­
állónak mutatkoztak.
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3r3*2.2*4*
л tápanyag jelenlétében történő inkubáláe a szólamargin keze­
lésre bekövetkező eninósav kilépés szintjét, a kiáramlott 

ösazaminosav mennyiségét nem befolyásolja* A görbék lefutása 

mindenben egyezett a 29» ábrán látottakkal*

3.3.2.2.5.
Különböző hőmérsékleten vizsgálva a szolamargin kezelés hatá­
sára kilépő aminősav mennyiséget, azt tapasztaljuk, hogy szi­
gorú összefüggés mutatkozik a felvett szteroid /lásd 3.3.1.2*3»/ 

mennyiség és a kibocsátott aminósav mennyiség között. 20-3Q°C 

között gyakorlatilag azonos az aminósav kiáramlás - nagy mérté-
0-5°C között pedig az abszolút 

mennyiségben igen csekély kontroll értékekkel egyező a kiáram­

lás.

3.3.2.3.
A 3zteroid kezelés hatására kilépő aminósav mennyiségből a 

papirkromatográfiás, minőségi meghatározásokat is elvégeztem
(17. kép).

kü a kontrolihoz viszonyítva -

A képről leolvasható, hogy óriási a mennyiségi differencia a 

ezolamargin kezelés javára, de az egyes kiáramlott aminósavak 

egymáshoz viszonyított mennyiségében eltolódás nem tapasztal­
ható. a kezelés hatására kilépő aminósavak a sejtben a termé­
szetszerűen meglévő arányaiknak megfelelően mutathatók ki az 

inkubációs elegybői. Igen szemléletes, hogy a g-szolaraargin 

kezelés és a kontroll közt gyakorlatilag nincs különbség.
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A В G D E

1
2
2
4
5
6
7

8—9 

10-11
12
13- 7*

17. kép

pioiiia aaitoi aminosav kromatogramiaja 

А/ Е/ Az cSsszeuasonlito standard 0,1 xal-e

Kontroll inkubációs ©legyének 0,1 ml-e 

Szolauargin kezelt inkubációs elegyének 0,1 xnl-e 

ß-szolaßiargin kezelt inkubációs elegyének 0,1 ml-e

3/

С/

3/
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A standard 0,1 nl-ének összaminósnv tartalma 50 ug. Az egyes
komponensek a kronatogramon felülről lefelé az alábbi mennyi­
ségekkel szerepelnek:

1,5 ug 

3,0 "

1,5 "

1,5 H 

5,0 «

5,0 ”

7/ Gla + Ser 

8/ Oly + Glu-IOTg 

9/ Aap 

10/ Asp-íHIg 

11/ Lys 

12/ Cye

6,0 ug 

3,5 « 

10,0 ” 

8,0 * 

1,0 » 

4,0 «

1/ Lou 

2/ Pke 

3/ Val 
4/ Y-Arab 

5/ Pro 

6/ Alá

A szólamaién kezelt mintánál megjelenő plusz folt /13-as jel­
zésű/ már nem egyszerű aminósav, hanem kisebb peptidek összes­
sége. A papírról történő elűeioval ezt a pepiid mennyiséget 
fáldásitotiam, majd 6 n HCl-lcl aupullázva 1 atmoszféra túl­
nyomáson két órán keresztül autoklávozva hidrolizáltaru A 

iiidrolizáiumot összehasonlító mellett futtatva, megállapítot­
tam, hogy a peptidek felépítésében nagyobb mennyiségben az 

alábbi aminósavak vettek részt:
alunin
szorin vagy glicin 

glutaminsav vagy treonin 

gl utasain vagy aszparaginsav 

aszparagin 

lizin
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3.3.3. Kálium kiáramlás

A kálium. effúzió mérése előtt a mikroorganizmusok elő­
nevelése káliumban dúsított /0,5е. KCl tartalmú/ táptalajon 

történt. Munkám során pontos mérési adatokat & Pichia saitoi 
(38. ábra) és a Candida solani (39. ábra) kálium kiáramlásáról 
adok meg, megjegyezvén, hogy a Syncephalaetrum racemosum a 

p* saitoihoz az Aspergillus japonieue pedig a C. colanihoz 

hasonló kálium kibocsátást mutatott szol&margin kezelés hatá­

sára.

■p

Pichia saitoi 
kálium effúziója

a = szolamargin kezelt
b » kontroll

38. ábra

A 38. ábrán a szenzitiv pichia saitoi kálium kiáramlási diagrammja 

nagy hasonlóságot mutat az aminósav effúzióval (29. ábra), ugyan­
ez a hasonlóság érvényes a Candida solani esetében is 39 illet-•»
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ve 30. aurák között, á szolaszoain p-szolamargin hatására tör­
ténő kálium kilépés középértéke a kontroll megbizhatósági inter­
vallumán beiül esett minden alkalommal, igy külön azt nem tün­
tettem fel az ábrákon.

jxq/m\
200-1

-- b

150-
Candida solani 
kálium effuziója
a = szolamargin kezelt
b *= kontroll

wo-

50-

1
12^ 6h

39. ábra
A kálium ion kivándorlási adatokból ugyanazok a következtetések 

vonhatók le, mint az aminósav effúzióra vonatkozó mérésekből. Meg­
jegyzendő, hogy a mérési metodikák közelítőleg azonos munkaigényn­
ek, de több gyakorlati indok miatt célszerűbb volt a szteroid ha­
tásra bekövetkező változásokat aminósav kiáramlás mennyiségi méré­
sével követni, mert pl. ilyen esetben nem kellett káliumdús táp­
talajon előnevelni, vagy az inkubáció során kálium menteaiteni 
az inkubációs elegyet.
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3.4. A szteroidglikozidok élő sejtekre gyakorolt 

hatásvizsgálati adatainak értékelése

A vizsgálati adatok sorából - összevetve az in vitro vizs­
gálatokkal, valamint egyéb, főként pollen antibiotikumokra vonat­
kozó adatokkal ns a czteroidok hemoliziaével kapcsolatos korábbi 
megállapításokkal - az alábbi következtetések vonhatók le.

3.4.1.
Az érzékeny mikroorganizmusok esetében a hatásos szolamargin 

a sejteken megkötődik. A kötődés velejárója a nagymérvű sejtká- 

rosodás, amelyet kálium ion kivándorláson túlmenően aminéeav 

effúzióval tudtam figyelemmel kisórni /sőt a membrán destrukció 

oly nagymérvű volt, hogy a sejtből aminósavak mellett kisebb 

peptidek is kiáramlottak az inkubációs elegybe/.
A szteroidglikozidok kötéspontjai feltehetően a membrán 

szterinjén vannak. In vitro vizsgálatok kimutatták, hogy a 

szteroidglikozidok a szterinekkel 1 : 1 arányú molekulakomplexet 
hoznak létre /© sejtfal, illetve a membrána egyéb anyagairól ez 

nem igazolható, ha az ergoszterint kiextraháltam a sejtekből, a 

kapcsolódás elmaradt/.
Igazoltam, hogy vizes közegben, a sejtek életkörülményeinek 

megfelelő feltételek között ie lejátszódik a komplexképzés.
A hemolizis vonatkozásában igazolt tény, hogy ugyanezen szteroid­
glikozidok hatásukat a versejtmembrána koleszterin részéhez tör­
ténő кареsolóaássál fejtik ki, membránéestrakciót idéznek elő
(30). A polién antibiotikumok hemolizise is ezzel a hatással
magyarázható (8'/). A polién antibiotikumok antifimgális hatása
is a sejtmembrán ergoszterinjéhez történő kapcsolódáson alapul
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(39, 85, 86, 08}. Л dezorganizált sejthártya áteresztővé 

válik, életfontosságú anyagok - anorganikus foszfát, kálium, 
aminósavak - vándorolnak ki. A membrán szerkezetében és funk­
ciójában a szterineknek kulcs szerepe van, est as is bizo­
nyltja, hogy a hatás ellensúlyozható szterin túladagolással, 

abban az esetben, ha a membrán destrukció nem nagymérvű.
(37, 94, 93). Egyes polleneknél kimutatták, hogy a kálium 

és ammonium ionok túladagolásával is visszaszorítható a 

károsodás, bizonyítván azt, hogy tulajdonképpen ezen anyagok 

hiányában következik be a sejt pusztulása (96, 97). Vizsgá­
lataim esetében a xaembránkárosodás annál nagyobb mértékű 

volt, mintsem azt szterinek, ionok, illetve* amincsavak túl­
adagolásával ellensúlyozni lehetett volna.

A ozteroidok hatásának molekuláris szintű vizsgálatai­
val bizonyították, hogy a membránban lamellárisan elrendező­
dött azterinmolekulákkal az alkalmazott sateroidglikozidolc 

1 : 1 arányban molekulapárokat képezve egy gyűrűt alkotnak, 

pórusokat épitve ki a membránon. Kgy gyűrű, mintegy 2G mole­
kulapárból áll, est a jelenséget a vérsejt membrán és a 

Rous-szarkoma virus membrán vonatkozásában egyaránt kimutat­
ták (98, 99, 100). Ugyanez az elektronmikroszkópos struktúra 

keletkezett, he f.ilippinnel kezelték a membránt, illetve mes­
terséges hártyát /koleszterin + lecitin/, vagy koleszterin 

diszpenziót kezeltek az előbbi hatóanyagokkal.
Az elvégzett vizsgálatok alapján feltételezhető, hogy a 

gombák membránja áteresztővé, hasonló módon válik. Irodalmi 
adatokkal Összevetve az általam vizsgált, hatásosnak bizonyult 

szolamargin okozta membrán destrukció nagymérvű, nemcsak epecí-
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fikus változásokat idéz elő, harten taint a kis szénát óraszámú 

poliének általában, igen intenzív sejtből történő anyag ki­
áramlást eredményez (39 ).
Ások a szteroidglikozidok, amelyek komplexképző aktivitással 
nem bírtak, /ß-szolamargin/ vagy igen gyenge aktivitást mutat­
tak, /szolaszonin/ a gombákon nem tudtak megkötődni.

I szteroidok membránhoz történő kapcsolódásának kétség 

kivul az az egyszerű reakciokászség az oka, amely az ergoszte- 

rinnel történő aolekulakomplen-képzésben nyilvánul meg* Az anti- 

biotikus hatáshoz vezető reakciót azonban egyéb strukturális 

ésbiokémiai tényezők is befolyásolják. Ha összevetjük pl* a 

hővel elölt, vagy homogenizálással dezintegrált sejtek és az 

élő sejtek szteroid megkötését, szenzitiv fajok esetében, kü­
lönbség mutatkozik a kötődés sebességében* /А dezintegrált 

sejtek gyorsabban kötötték meg a vizsgált szteroidglikozidokat, 
pedig mindkét esetben élő, elölt állapotban a kötődésre képes 

er oszterin mennyiség azonos volt./ La a szteroidok megkötésé­
nek élő sejtek esetében pusztán az előbbiekben tárgyalt kap­
csolódásból! okai lennének más tényezőtől nem befolyás©Itatva, 

akkor 0-‘J°G között vizsgálva az érzékeny fajok tenyészeteit a 

szólamargin megkötésnek be kellett volna következnie. A astero­
id kapcsolódás ehaaradt, holott in vitro koiaplex leválás ilyen 

körülmények között nagy intenzitású, a reakció nem lassul le.
A jelenség magyárazásához a sejtfalnak mint élő struktúrának 

tevékenységét kell feltételezni, amely hőmérséklet változás
hatáséra /alacsonyabb hőfokon/ megakadályozza a szteroidok 

membrán támadásának lehetőségét.
Az érzékeny fajok esetében fellépő "öreg kori rezisztencia"



- 90 -

io a sejtfalban bekövet Зсе а о változásokkal magyarázható. Az 

elöregedő sejtfal, aa még ismeretlen okok miatt megakadályoz­
za a szteroidok támadási lehetőségét.

tfgyéb körülmény változtatása pl* a pH változás, magára a 

komplekképsódée számára teszi kedvezőtlenné a körülményeket, 
úgy hogy hatás ebben az esetben ezért marad el.

3.4.2.
A rezisztencia okának vizsgálata kétféle eredményre vezetett.

3.4.2.1.
Az ergoszterint tartalmazó rezisztens gombák esetében nem az 

ergoszterin mennyiség az oka annak, hogy hatás velük kapcso­

latosan nem mutatható ki. mennyiségi meghatározással kimutattam, 

hogy a szenzitiv és rezisztens fajok között nincs lényeges 

differencia az ergoszterin tartalomban (III. táblázat).

érzékenységFaj név ergoszterin tartalom
mg/g szárassúly

6,8 ± 0,7 

6,8 ± 0,0 

15,0 i 2,5

érzékeny
érzéketlen
érzékeny

Pichia saitoi
Candida so lőni

Sy noephalustrum
racemosum

#Aspergillus 
______ japonic us

11,2 - 1,2érzéketlen

III. táblázat

Mint azt a rétegkromatográfiás ellenőrzéssel kimutattam, a 

vizsgált hat órás inkubációs idő alatt enzimatikus méregtele­
nítés /cukor lehasitáa/ nem történt. /Huzamosabb idő után 

á, japonicus esetében lejátszódik a szolamargin cukor le-
hasitása, ez azonban csak indukció hatására következik be.
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\ solanunokon előforduló, szintén ergoeaterin tartalmú re- 

zisztens gombák a Fusariuraok (18) esetén indukció nélkül is 

lejátszódik a folyamat, de saintén huzamosabb időt igényel./
A rezisztencia okát a sejtfal az érzékeny fajoktól eltérő 

szerkezetében kell keresni, abban, hogy meggátolja a sztero- 

idok membránhoz történő kapcsolódását. A rezisztens fajok 

ergoszterinje is képes 3Zolamargin kötésre, ez jól szembe­
tűnik a hőkezelt és homogenizált Candida solani sejtek intenziv 

szteroid megkötéséből, kiégendő azonban egész enyhe sejtfal 
kezelés, amit a Helix pomatia sejtfaloldó enzim kivonatával 
végeztem, s a szteroid kötődés végbe megy. Mivel a sejtfal 
kezelés enzimatikus folyamat, a szteroid megkötés neai hirte­
len játszódott le, hanem elhúzódott. Az ellenőrző vizsgála­
tokból kiderült, hogy protoplaszt képzés nem következett be 

/a protoplaszt a membrán kárositás után szétesik (39 )/, a 

Candida solani igen ellenálló az ilyen enzimatikus kezelés 

szempontjából, mégis minimális változás a sejtfal élő struk­
túrájában, elegendőnek bizonyult ahhoz, hogy a szteroidok 

s membrán, ergoszterinjéhez jussanak. A rezisztenciáért te­
hat nem az egész sejtfal a felelős.
3.4.2.2.
A ozteroidglikozidokkal szembeni rezisztencia oka más mikro­
organizmusok esetében az ergossterin hiány. Ezért nem hatnak 

pl. a baktériumokra egyáltalán és ezért a komplett rezisz­
tencia a Pythium és Phytophthora fajokkal szemben, (104, 105 ) 
itt a dezintegrált sejtek sem mutattak szteroid megkötést.
A Solanumok patogén mikroorganizmusainak legismertebb fajai 
ezek (18, 103) érdekes sajátságuk, hogy teljes fejlődési
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ciklusukat szexszuális reprodukciójukat csak szterinek je­
lenlétében képesek végig vinni, a gazdanövény sztérinjét 

igénylik (90, 105, 106, 10?, 10tí). a szterint maguk nem ké­
pesek felépíteni (93) de a kész ezterint akkumulálják /csak 

akkumulálják és nem metabolizáljak/ (90). zt a sztorin fel­
vételt mesterséges tenyésztési körülmények között is elvég­
zik és igy már érzékennyé válnak az ergossterin támadás- 

pontú gombád lenes antibiotikumokkal szemben (89, 109 )# amit 
saját vizsgálataimmal is bizonyitottani. A ozteroiö megkötés 

ugyancsak kis mértékű volt, de a kezelés hatására megválto­
zott öíuinósav kiáramlást kép az érzékennyé válást bizonyí­
totta.

A rezisztencia oka sztaroidglikozidok esetében tehát 
kétféle: az egyik az eleve meglévő ergoszterin hiány, míg 

másik esetben a sejtfal okozta membrán hozzáférhetetlenség.
A vizsgálati adatok fenti értékelése alapján a azteroid- 

glikozidok hatásmódja, elsődleges támadáspontja, valamint a 

szelektivitás, a rezisztencia kérdése tisztázottnak tekint­
hető. Szükséges volt ezen kérdések tisztázása után annak 

vizsgálata, hogy az érzékeny mikroorganizmusok esetében ta­
pasztalt hatás milyen mértékű. - cidikm , sztatikus-e - ezért 

elősejtszám meghatározást végeztem.

3*5. Az élősejtszám alakulása sztero.idglikozid 

kezelés hatására

A szteroidglikozidok élő sejtre gyakorolt hatását kü­
lönböző tényezők figyelembevételével vizsgálteau A vizsgála­
tot elvégeztem az érzékeny mikroorganizmusokkal, nyugvófel-
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ssines és rázatott körülmények köpött* különböző pH-n, leli— 

lönböső korú sejtekkel* tápanyag jelenlétében, illetve táp­
anyagot nem tartalmazó pufferben és vizsgáltain a regiszterig 

mikroorganizmusok élősejtszám változását is.

3*5.1.1.
Fiatal 12 órás tenyészidejű Pichia saitoi áló sejtszámának 

alakulását szolamargin kezelés hatásra a 40* ábra mutatja, 

a kontrolihoz viszonyítva, rázatott körülmények között.

Az ábrán látható, hogy a sejt pusztulás szolamargin kezelés 

hatására gyors, gyakorlatilag fél óra alatt eléri a ö-közeli 
állapotot. A 95%-os megbízhatósági szinten számolt szórás 

intervallumok valószinüsitik, hogy a ceiraazám gyakorlatilag 0. 
Ez n pusztulás tápanyagok jelenlétében is bekövetkezik, regene­
ráció nem áll fenn. A kontroll sejteséin gyors emelkedése táp­
anyag jelenlétében rövid stagnálás után érthető, puffer közeg­
ben, tápanyag hiányában a sejtszán gyakorlatilag nem változik.

nyugvóiélezines, állőfázisú rendszer esetén a kép gyakor­
latilag egyezik a 40. ábrán látottakkal, esek tápközegben 

a kontrollsejtszám növekedése volt kisebb mértékű.
3.5Л.2.
A vizsgálatot pH 5-ös közegben elvégezve a szteroidkezelés 

hatására nem következett be számottevő sej lazám változás a 

kontrolihoz viszonyítva.

3.5.1.3.
Különböző korú sejteket inkubálva azt tapasztaltam, hogy 

bár a 24, 48 órás tenyészetek esetében is csökkent az élő-
sejtszám, ez a lecsökkenés nem okozott nagyságrendi eltérést, 

a eejtpusstulás folyaiaata nem volt olyan gyors, mint a fiatal
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12 óráé tenyészetek езе lében (41. ábra). A sejtek nagy része 

pusztult el /csak a tenyészetben levő fiatalabb sejtek 

károsodása miatt mutatkozik sejtszám változás/.
nem

40. ábra
Fiatal pichia tenyészet élősejtszámának változása

szoi&m&rgin kezelés Íratására
b = kontroll pufferben;a * kontroll tápközegben;

c « szolaaargin kezelt tápközegben, 
illetve pufferben 

Élese jtszáni 100 = 10ö
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41* ábra
Különböző tenyészidejű Pichiu saitoi tenyészet sejiezám- 

változása szolamrgin kezeié© hatására
a = kontroll
b ss 23 órás tenyészet szolamargin kezelve 

c s 12 órás tenyészet szolamargiu kezelve 

. álősajtszám ICO = ioö

3.5.1.4.
Hezisztena mikroorganizmusok eset ében szolamitrgjLa kezelés 

hatására nem következett be lényeges változás. Az élőaejt- 

szárj szolaraargin közelinél kontrollközelben marad, a kont­
rolihoz viszonyítva is emelkedő tendenciát mutat (42. ábra).

3.5.2.
összevetve az él őse Jt szára változásra vonatkozó adatokat meg­
állapítható, hogy érzékeny mikroorganizmusok esetében ta­
pasztalt hatás cidikus. Az érzékeny mikroorganizmusok öreg
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tenyészetei részleges pusztulást mutatnak, ami arra enged 

következtetni, hogy az elöregedett sejtek túlélik a kezelést 

én csak a viszonylag fiatalabb eejtek pusztulnak el* Az élősejt­
szám csökkenés a szenzitiv fajok esetében, aminésavak, ionok 

inkubációs elegybe történő adagolásával, nem szorítható visz­
aza* A savas pH-n az aktivitást vesztett hatóanyag semmilyen 

sejtszám változást nem eredményez. A rezisztens mikroorganiz­
musok vizsgálatakor értelemszerűen élősejtszám változás nem 

tapasztalható szolaraargin kezelés hatására. Ezek az adatok 

a hatásmódra vonatkozó adatokkal, megállapításokkal összhang­
ban állnak.

42• ábra
Candida aolani sejiszamváltozása 

a =5 kontroli
b « szolamargin kezelt 

álosejtszám 100 - 108
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4.

Összefoglalás

Munkám célja antifungális aktivitású szteroidglikozidok 

hatásmódjának, elsődleges támadási pontjának tisztázása volt. 

А Зо1апшп laciniatuia AIT, azonos aglikonű származéksorba tar­
tozó szteroidglikozidáin kiviil /amelyeket az irodalomból 
eddig le nem irt módon tisztítottam, nyertem ki a növényből/ 

a digitonint és a tómatint alkalmaztam modell vegyületként 

kísérleteimhez.
Munkám során a korábbi tapasztalatok alapján felállított 

munkahipotézisnek megfelelően, az alábbi vizsgalatokat végez­
tem élt

1/ Széles kvantitatív hatásspektrum felvétele azonos 

aglikonű czáramzéksorral.
2/ In vitro kisérleteltkel a szteroidglikozidok szteri- 

nekkel történő komplexképzés intenzitásának megha­
tározása. A kompiexképzés környezeti feltételektől 
való függésének megállapítása.

3/ A szűrővizsgálat során kiválasztott tesztorganizmu­
sokkal /szenzitiv gombák s iieiiiu sál tói, gy nce phalaet rum 

raeeraosum; rezisztens gombák; Candida soleni, Asper­
gillus japonicus, fythiuiu ultimum, Grata + Bacillus 

subtilis, Gram - Escherichia coli baktériumok/ az 

in vitro tri«»gálatok tapasztalatai alapján a szteroid- 

glikoziuok táiauUáfcpontj»inak tisatázára, a hatás jel­
legének megállapítása, a rezisztencia okának felderítés)
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A vizsgálati eredményekből levonható következtetések az 

alábbiak:
A szteroidglikozidok szelektiv antifungálie hatásúak. Különb­
ség mutatkozik az azonos aglikonú ezármazéksor egyes tagjai 
között a gombagátló aktivitásban, hasonlóan a különböző 

aglikonú szteroidglikozidokhoz. A Solanum laciniatum szteroid- 

jai közül csak a három cukrot tartalmazó szolamargin és szola- 

szonin volt hatásos, szemben az egy, kettő illetve a négy 

cukrot tartalmazó származékokkal. Nagy különbség mutatkozik 

a szolamargin szolaszonin aktivitása között is, a szolamargin 

javára, /А szolamargin szolaszonin 1 : 1 arányú keveréke 

azonban synergista kölcsönhatás eredményeképp úgy hat, mintha 

tiszta szolamargin lenne./
Az eltérő aktivitás, a ssterinekkel történő eltérő intenzitású 

komplexképzésre vezethető vissza. A ssolaazodin aglikonú gli- 

kozidok közül csak a háromcukroook képeznek komplexet az er- 

goszterinnel, vagy koleszterinnel. A szolaszonin kompleskép- 

zése igen kis intenzitású. A létrejött komplex 1 : 1 arányú, 
a kapcsolódó molekulapárokat igen gyenge kötőerő - hidrogénhid 

vagy van der aals féle kötőerő - tartja össze. Az infravörös 

spektrumok adatai alapján kémiai kapcsolódás nincs. A komplex­
képzés abszolút szerves közegben és tiszta vizes közegben 

egyaránt végbemegy. Semleges, illetve gyengén bázikuo pH-n 

a komplexkópzés egyező aktivitású, savas közegben a folyamat 

leáll*
Az érzékeny mikroorganizmusok 100 mg nedves sejt/l ml 200 ug 

szolamargin tartalmú inkubációs ©légyből a szolamargint
/és más aglikonú, hatásos szteroidglikoziáokat/ 6 órás in-
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kubálás alatt megkötik. A gyenge aktivitású szoiaazonin, 
illetve az inaktiv ß-szolamargin inkubálása esetén a sej-

/
telihez történő kötődés elmarad. Hz az adat összefüggésben 

áll s gombagátló aktivitásban, illetve a komplexképzés in­
tenzitásban paralell mutatkozó különbségekkel. A azolamargin 

sejteken történő megkötődéeének alapja a sejtmembrán ergoszte- 

rinjével történő komplexképzés. A szteroiüglikozid megkötés 

eredménye egy nagymérvű merabránkárosodás, dezorganizáció, 

amelyet aminósav és kálium kiáramlással tudtam követni. A 

vizsgált és hatásosnak mutatkozó szteroidok cidikus hatást 

fejtenek ki. Ionok, aminósavak inkubációs elegybe történő 

adagolásával a sejtek pusztulását nem lehetett megakadályoz­
ni. A szteroidglikozidok megkötcdése és ezáltal előidézett 

sejtkárosodás ugyanolyan környezeti feltételekhez kötött, 

mint a komplexképzée, de egyéb strukturális és biokémiai 
tényezők is befolyásolják. A szelektivitás, azaz a rezisz­
tencia, vizsgálataim szerint kétféle okra vezethető vissza.
Az egyik az eleve meglévő ergoszterin hiá»iy a baktériumok 

Pythium éo Phytophthora fajok esetében, a másik a sejtfal 
által előidézett membránhozzáférhetetlenség. /Ebben az esetben 

szterin van a sejthártyában, de a szteroidglikozidok nem 

tudnak hozzá kapcsolódni. Az érzékeny íajoK. sejtjei elöre­
gedve szintén nem mutatnak szteroiu megkötést, a sejtek 

nem károsodnak, ami a megváltozott sejtfal szteioidglikozid 

kapcsolódást gátló szerepére utal./
A vizsgált szteroidglikozidok szelektív antifungális 

aktivitású vegyilletek, Saelektive hatnak az eigoszterint 

tartalmazó gombákra /élesztőgombákra, fonalasokra, a dermato-
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phytonokra in/ hatásosak a vörös vérsejtekre (30), protozoákra 

(Bl), gátolják a gyökérnövekedént (81), л tau hatlak as ergo- 

ssterint nem tartalmazó gombákra, baktériumokra, vírusokra 

(110 ). A szteroiáglikozidok ssterin tartalmú membránnal 
biró szervezeteket, sejteket képesek támadni.
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