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Bevezetés

Az irodalombdél mdr kordbben ismert, hogy kiilsnbozd szte-
roidglikozidok - gzteroidszaponinok, szteroidalkaloidok - mik-
rébaellenes, antifungdlis aktivitdsfak (1, 2, 3, 4, 5, 6, T,
8, 9, 104 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20). Ezek k¥ziil
néhdny szteroidril kozoltek sziikebb kvantitativ hatdsspektrum
adatokat is. Az eddig vizsgdlt és hatdsukban Osszehasonlitott
vegyiiletek kiilonbdzé aglikontiak voltak. Nem végeztek széles
hatdsspektrum felvételi vizsgdlatokat azonos aglikonmi szdre
mazéksoron bellil., Igen kevés adat utal a szteroidglikoziddk
feltételezett hatdamdédjdra elsddleges tdmaddsi pontjdra,

A fentiek alapjdn vizsgdlataim célja: antifungdlis akti-
vitdsi szteroidglikozidok., hatdsmédjdnak tisztdzdsa, ezen
beliil féként az elsldleges "tdmaddsi pont meghatdrozdsa volt.

Vizsgdlataimat a Solanum laciniatum AIT. /Orvosi csucsor/
(18, 21, 22, 23) szteroidglikozid szdrmazéksorival végeztem,

A nbvény glikoalkaloiddirdl ismert volt, hogy antifungédlis
aktivitdsiak (18), az egyes szdrmazdékok széleskbrii kvantitativ
hatdsspektrum felvétele azonban csak részben tortént meg.
Ismert volt az is, hogy a nivényben el8forduld glikozidok
gyakorlatilag egységes aglikomiak (18, 40)‘/111etve az azonos
aglikomi szdrmazéksor kénnyen tisztithatd é novénybél/ és
ezekbdl parcidlis hidrolizissel mds, kevesebb cukrot tare
talmazdé szdrmezékok elkészithetdk (24, 25, 26).



A Solanum laciniatumot vizsgdlataimhoz azért vdlasztottam

mert: ;

1/ Azonos aglikomi szdrmazéksor hatdsit vethettem Gssze.

2/ Az elméleti jellegii kérdések tisztdzdsdn tilmenden
a vizsgdlt anyagok gydgydszati fontossdgiak lehetnek,
mint antifungdlis antibiqtikumok {27 ), esetleg mint
tumor ellenes hatdanyagok (28), vagy a gyégydszat
egyéb teriiletein, mint Ujabban kimutattdk az arterio-
sclerosis gydgyitdsdban is felhaszndlhatdk (31, 32 ).
Jelenleg a szolaszodin aglikomi glikozidok mint szteroid-
hormongydrtdsi alapanyagok hasznosulnak a gydgyszer-
gyartdsban (18, 29, 33 ). /Eurépdban jelenleg eurdpai
nyersanyagra timaszkodva gyakorlatilag ez az egyetlen
vegyiiletcsoport a szteroid-hormongydrtds szdmdra/.
Mikrobioldgiai tapasztalatok tovdbbi segiteéget nyujt-
hatnak, mint ahogy nyujtottak eddig is a hormonalap-
anyag termelés fokozdsdban.

Jelen vizsgdlataim elsdsorban elméleti jellegiiek.

Kisérleti munkdm sordn a kovetkezd célkitiizéseim voltak:

1/ Azonos aglikonmi kiilonbozd cukormolekuldkat tartalmazéd
szteroidglikozidok szerkezet és aktivitdsbeli kiilsnb-
ségeinek dsszehasonlitdsa.

Ennek érdekében az eddigieknél szélesebb kvantitativ
hatdsspektrum felvétele mds szteroidokra érzékeny mik-
roorganizmusokkal. A vizsgdlat sordn a rezisztens mik-
roorganizmugok megkeresése.

2/ Aktivitdsukban kiilonbséget mutaté azonos aglikomi szieroide
glikozidok esetében a kiilonbség okénak vizsgdlata.



3/

Rezisztens mikroorganizmusokkal a rezisztencia okénak
felderitése.

A fenti hdrmas kérdéskidrnek megfelelfen, irodalmi adatok

alapjén
A/

B/

c/

az aldbbi munkahipotézisek &11ithaték fel:

Az elsd tisztdzandd kérdéssel kapcsolatosan az irodalome

b6l ismert, hogy kiilonbszd aglikoni szterocidok aktivi-

tdsa kozott killonbség van (2, 15, 17), feltehetlen
kiilsnbgég fog mutatkozni az azonos aglikoni de kiiltn-
b628 cukorszdmi szteroidglikozidok kozott is.

TSCHESCHE és munkatdrsa (30) szerint azonos aglikoni

szdrmazéksoron beliil jelentds aktivitdsbeli kiilonbségek

mutatkoztak a hemolizist illetden.

Feltételezhets, hozy & szteroidglikozidok hatdsdnak oka

a szterinekkel 18rténd komplexképzés. Vdrhatd korreldcid

a komplexképzés és az antifungdlis aktivitds kozott

/remolizis vonatkozdsdban ismertek ilyen adatok (30)/.

Rezisztencia esetén kétféle ok lehetséges az eddigi

tapasztalatok alapjdn:

a/ & hatéanyag enzimatikus inaktivdldsa, ami sok bak-
tériumellenes antibiotikum esetén a vegylilet enzim
hatdsdra t6rténd lebomldsdt jelenti pl. a penicillin
{34), kanamycin (35 ), kloromycetin (37 ) esetében,
vagypedig a hatdanyag enzimatikus blokkoldsat pl.

a parsmomycin, kanamycin (36 ) esetében.

b/ A mikroorganizmus a hatdéanyagot nem veszi fel /a ha-
téanyag nem jut a sejtbe/ pl. az aktidion (38) és a
griseofulvin (39, 57, 66) esetében.
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2.1.1, A vizsgdlt anyagok és azok legfontosabb
fizikai kémiai d1landdi

Szolagszodings: A Solanum laciniatum Ait. alkaloid
jellegii szteroid-glikozidjainak aglikonja. Szintelen, krig-
tdlyos anyag, vizben gyakorlatilag nem, szdmos szerves oldé-
szerben j61 oldédik. Op.: 200°C, fajlagos forgatéképessége

(c )%Ou103-104° /kloroformban/. Osszegképlete: Coqlly 302N,
molsilya: 413,622, A vegyiilet a novényben taldlhatd glikozidok
hidrolitikus bomldstermékeként keletkezik. Szerkezete, pontos
sztereokémiai felderitése SCHREIBER K. és munkatdrsai (41, 42,
43, 44, 45) nevéhez fiizddik. (1. dbra).

Szolaszodin

1, &bra

£35 telitetlen kotéet tartalmaz, spiroaminoketdl tipusi agli-
kon, a 22-es spiroszénatom pdrdilete jellemzi. E1S4llithatd



savas hidrolizissel /ebben az esetben mellékreakcidként le-
jétezdédhat a diénképzbdés (26 ) is, 1j telitetlen kotées kiala-
kuldse A>-as helyzetben/, illetve mikrobiolégiai lebontdssal.
Infravorts szinképe KBre-ban lett felvéve (2. dbra ).
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2. &abra

Vizsgdlataimhoz haszndlt szolaszodin a Kébédnyai Gydgyszerdri-
gydr /Richter/ terméke, p.a. mindségii.

. kovetkezd hdrom anyag @ Solanum laciniatum glikoalkaloi-
ddi. A nOvény minden részében megtaldlhatdk, de eltérd mennyi-
ségekben (18). A levél, illetve fiatal hajtdsvégek tartalmazzik
legnagyobb mennyiségben a szteroidokat, kinyerésiik is ebbél a
részb6l tortént. Mindhdrom anyagot magam vontam ki a ndvénybsl
és tieztitottam az irodalémban eddig le nem irt Uj eljdrdssal.



Kinyerésilk médszerének részletes leirdsdt ldsd 33. oldal.

Szo0lamargin: szintelen, kristdlyos anyag, savas ki-
zegben jél, neutrdlis semleges kozegben rosszul, alacsony szén-
atomszdmi alkoholokban, glicerinben, dioxdnban j61, egyéb szer-
ves oldészerekben rosszul oldédik. Op.: 301-303°C /dekomp./,
fajlagos forgatdsi értéke (e )%Os -110° /piridinben/., Usszegkép-
lete: 0451-1730151*1 y» molsilyas: 868,042. Szerkezetét KUHN R. és
munkatdrsai tisztdztdk (46, 47) (3. dbra).

0 | Szolamargin

0 |X
@

UsVe~-ben nincs jellemzd abszorbeide spektruma. Infravirss szin-

3'0 é.bra

képe KBr-ban lett felvéve (4. dbra).

Szo0laszonin: szin\telen, kristdlyos anyag, oldékony-
sdga hasonldé a szolamarginéhoz. Ope: 292-294°¢ /dekomp./, faj=-
lagos forgatisi értéke (a)§°= -75° /piridinben/. Usszegképlete:



045H73016N s mOIBﬁ.lyaS 884’042. Szerkezetét BRIGGS L. Ht'
CAMBIE R. Co €8 HOARE J. L. tisztdztdk (48). (5. 4bra).
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UsVe.-ben nincs jellemz8 abszorpcides gdrbéje, infravirds szin-
képe KBr-ban lett felvéve (6. dbra).
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g=sz0lamargin: szintelen, kristdlyos anyag. 0ldé-
konysdgi viszonyai azonosak a szolamarginéval; Opet 225-226°¢
/dekomp. j, fajlagos forgatdképesaége (a)§°= -105° /piridinben/.
Osszegképlete: CagHg3019 1 » molsilya: 721,902. A szolamargin
hidrolizis termékének tekinthetd./Vizsgdlataim szerint a friss
novénybél etanollal extrahdlva nem mutathatd ki, csak enyhe
savas extrakcié alkalmdval keletkezik, vagy lassi szaritds
utdn. Irodalmi adatok is amellett szdlnak, hogy a ﬁ-szolamar-'
gin felddsulées ensinstidus vagy biuisd hidselitihae Lelsaneby
(18, 50)/« A azolamargintéi ceak egy rhamndz hidnydban tér el.
SCHREIBER és munkatdirsei (49) foglalkoztak a szerkezet megdlla=-

pitdsdval. Nem tisztdzott, hogy az aglikonhoz kapesolddd



gliikézon 2-es vagy 4-es helyzethen egyardnt kdtddhet-e az egy
rhamnéz molekula. A savas hidrolizissel nyert termék mindig
egységesnek bizonyult, itt 4-es helyzetii a rhamndz kapcsoldddsa
(7. dbra).

0 [o /3—szolamargin

7. dbra

/Mikrobiolégiai lebontdsok sordn egyes esetekben a peszolamargin
mellett finom elvdlasztdst alkalmazva igen kies Rf eltéréssel

kis mennyiségben keletkezett azonban mds, hidrolitikus termék
is. A szerkezetet figyelembe véve elvileg két peszolamargin
izomér lehetséges (51). Jellemzd U.V. szinképe nincs, infra-
virds spektrum felvétele KBr-os kizegben tortént (8. dbra).

S5zo0laradixin: szintén a Solanum laciniatum szteroid-
glikoalkaloiddja, a gybkérben fordul eld nagyobb mennyiségben.
Szemben az eddig ismerteteit szteroidokkal vizben jé1 oldddik,
oldékonységa egydébként egyezik az eddig felsorolt anyagokéval.
Szintelen, kristdlyos vegyiilet. Usszegképlete: 051383021N ’
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molsdlya: 1046,182., Szerkezete sematikusan a 9. dbrdn ldthatd.
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A pontos szerkezet, a cukrok kapcsoléddsa még nem ismert.

Y=-szo0lamargin: a szolamargin hidrolatikus miiter-
méke, egyike a szintetikusan is ellfdllitott szolaszodin agli-
koni glikozidoknak (24, 25 ). Parcidlis hidrolizis alkalmdval
keletkezik. Usszegképlete: 033}15307N s, molsilya: 573,762.
Szolaszodin aglikoni egy glikézt tartalmazd szteroidglikozid.
Pelhaszndldsa, alkalmazdsae vizsgdlataink sordn viszonylag kis
teriileten tortént, igy egyéb paramétereinek leirdsdt melldzom.
A fenti két anyag a Gydgyszerkutatd Intézet Novénykémiai Osz=
tdlydrél (Dr. Bite P4l/ szdrmaszik.

Tomatin: a Solanum lycopersium L. szteroid glikoalkaloi-
ddja (55, 56). Szintelen, kristdlyos anyag. Op.: 272-274° ¢
/dekomp./, fajlagos forgatdiképessége: (a )%os -19° /piridinben/.
Usszegképletes 0505830212‘7 » molsilyas: 1034,222. Szerkezetét
KUHN R.s LOW I. és TRISCHMANN H. tisztdzték (53) (10. dbra).

CHEOH: l Tomalkin
n

10. dbra



T

Aglikonja nem tartalmaz telitetlen kbtést ds az Fegyiiri tér-
dlldsdban ellentétes az S. laciniatum glikozidjaindl tapasz-
taltakndl, a 22-es spiro-szénatom ellentétes pbrdiiletii (51, 54 ).
Jellemzé tulajdonsdga a szterinekkel t8rténd/koleszterin, er-
goszterin/ intenziv molekula~komplex képzés (59 ), amely kvanti
lejédtezdédik és igy pl. koleszterin mennyiségl meghatdrozdsdra
alkalmas (60, 61 ). U.V.-ben nincs jellemz8 abszorbcids maximu-

ma. Infravirds képe KBr-ban lett felvéve (1l. dbra).
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11, ébra

Az anyagot munkém sordn magam izoldltam és tisztitottam (35.
oldalon ismertetett mdédon ) 1ij, eddig le nem irt eljdrdssal.

D i‘g itonin : szaponin tipusi szteroidglikozid. A
Digitalis purpurea-ban fordul elé. Szintelen, kristilyos



anyag. Oldészerekben viselkedése eltér az alkaloid tipusd
anyagoktdél, kis molekuldji alkoholokban, dioxdnban, vizben
egyarédnt jél oldddik, Osszegképlete: C5elgn0ng » molsilyas:
1229,353. Szerkezetét véglegesen TSCHESCHE Re. és WULP G.
1963-ban tisztdztdk (62) (12. dbra).

CHpouC HO | |
@ ‘{o)ﬁ Dlgl!'omn
H 0

12, ébra
szterinekkel intensziven molekula-komplexet képez, (63, 64,
58, 68) amely reakeid pl. koleszterin meghatdrozdsra alkalmas
(65 ). UsV.~ben jellemz8 abszorbecids maximuma nincs. Vizsgéd-
lataimhoz modell-anyagként haszndltam fel, Az alkalmazott
digitonin Merck illetve Reanal kiszerelésii purum mindségi
gydri késgzitmény volt.

Ergoszterin: Szintelen, kristdlyos vegyiilet. Pényen,
oldatban vagy kristdlyos dllapotban egyerdnt bomlékony. A
legnagyobb mennyiségben eléforduld mikoszterin, a sejimembréna

fontos alkotéja a gombdk jelentds részénél, Szerves olddsze-



rekben nagyobbh részben j6l, a vizben igen kis mértdékben
01d6d6 vegyilet. Op.: 160-163°¢, fajlagos forgatdképessége:

(a )%oe =132° /kloroformban/. Usszegképlete: CpgH,,0 , mole=

kulagilya: 396,632. Szerkezete a 13, dbrdn lathaté.

Ergo szterin

13. dbra
Jellemzd abszorbeids gorbéje van ultraibolya tartoményban,

0,4
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14. &bra



/Haximumoks: 271 illetve 282 nm-nél/
Lz a tulajdonsdga mennyiségi meghatdrozds céljdra jél1 fele
hagzndlhaté (ldsd 43.0ldal ). Infravirds szinképél KBr-ban
vetiem fel (15. dbra).
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15. dbra

Koleszterin: Szintelen, kristdlyos anyag. A leg-
kordbban ismert zooszterin. 0lddddsi viszonyai megegyeznek
az ergoszterinéval, az ergoszterinnél jéval stabilabb ve-
gyilet. Usszegképlete: Coqligel » molekulagilya: 386,665.
Szerkezete ldthaté a 16. dbrén.

U.V-ben az ergoszterinhez hasonldan jellegzetes abszorbeids
maximumokkal bir, A vizsgdlataimhoz felhaszndlt koleszterin
Reanal kiszerelésii p.a. mindeégii gydri készitmény.

Az egyes vizsgdlatok sordn felhaszndlt anyagok mért fizikai
d1landéi igen J6l egyesznek a legutdbbi idészakban kdzslt



- 18 -

irodalmi adatokkal /a felsorolt vegyliletek irodalmi adatai,

Op., forgatéképessdg, szerzdnként igen nagy eltérést mutatnak/.

HC

CHa H,

CH CH,

HO
Koleszlterin

16. 4bra

2.1.2. Az alkalmazott legfontosabb tdptalajok és pufferek

Bouillon tédptala]j kiegészitve cukorral ill, élesztd ki-
vonattal:

aszetétele: 2 db Yestor kocka
4 g pepton
10 g gliikdz
10 ml élesztdfbzet
1000 ml csapvizre
3j=nyi agar-agarral kiegészitve

Az élesztifbzetet 10 g 6leszt8/100 ml viz felfdzott, majd 10 perec

5000 ford./perc lecentrifugdlt anyag feliiliszdjaként nyerhetd.
4 téptalajt f8leg mikroorganizmusok eldnevelésére ill. kvali-



tativ ssiirdvizsgdlatok végzdsére haszndltam. A tdptalajt

pH T=re dliitva 5%-o0s HCl-lel /ternészetes dllapotban gyen=
gén ligos puffereltségi/ alkalmaztam leggyakrabban, igy
baktériumok gombdk tenyészidsére egyardnt felhaszndlhaté.
Savas ill, ligos pH bedllitds 5%=os HC1l- ill, 5%-o0s NaOH-
val tortént.

Szintetikus tdptalaj:
Usazetétele: 5 g /NH4/2804
lg KHZP04
0,5 g MgS0,
0s5 g CaCl,
20 g gliikéz
10 m1l élesztdfdzet
1000 ml desztilldlt vizre
J9=nyi agar-agarral kiegészitve.
Felhagzndldsa azonos az elfzd tdptalajndl felsoroltakkal,
Kilonbdz8 pH értékeknél alkalmaztam.

-Szintetikus tdptalaj fonalasgombdk fermentdldsdhoz:

Jsszetétele: megegyezik a szintetikus tdptalajjal, csak
szildrdité anyag nélkiil, Alkalmazhatd élesztdgombdk ill,
baktériumok szaporitdsdhoz is. pH 6 kiril, mesterségesen nem
befolydsolom.

Péptalaj novénykérokozé Pythium és Phytophbiora fajok
fermentalédsdhoz:

Ooszetétele: egyezik a szintetikus tdptalaj folydékony
vdltozatdval kiegdszitve 5 g casein hidrolizdtummal. pH 6

koriil, mesterségesen nem dllitom.



Tédptala] élesztSgombik lemezintéses szdmoldsdhoz:
sszetétele: 1 db Yestor kocka
10 g gliikéz
5 g /Ni,/580,
lg KH2P04
0s5 8 MBS0,
10 ml élesztdfSzet
1000 ml viz
l7=nyi agar-agar
Maldta tdptalajs
Usszetétele: 1000 ml csapvizre
5 vagy l0%-nyi maldtakivonat /i-os be-
4llitds refraktométerrel/
3~47=nyl agar-ager
Felhagzndldesa gombik elénevelésére Bsszehasonlitd vizsgdlatok—
hoz. pH 5,5 koriil, mesterséges bedllitds csak specidlis ese=-
tekben sziikséges. Ritkdbban alkalmaztam a tdptalaj szildrdité
kzeg nélkiili vdltozatdt.

pH T foszfatpuffer 1/15:
Osszetétele: 1000 ml desztilldlt vizre
3,449 g KH PO,
D,362 g NBQHPO4 /Strensen/x EHéO
Felhagzndldsa: wikroorganizmusok dtmosdsara, hatdsmédvizs-
gélatokndl, él8sejtszdm vdltozds vigsgdlatokndl inkubdcids
kﬁzegként.



pH 7 Mc Ilvain pufferoldat:
Torzsoldat Gsszetétele:s 0,2 m NayHPO, oldat
042 m citromsav oldat
pH 7 oldat 1000 mlehez 823 ml foszidt
177 ml citromsav oldat sziikeéges
Pelhagzndldsa: mikroorganizmusok dtmosdsa, hatdsmédvizs—
gadlatoknd? K ion effiizidé meghatdrozdsakor.

rufferelt tdpleves:
Usszetétele: 1000 ml pH T-es foszfdtpufferbe
5 & /NH,/,80,
045 8 lgsSo,
10 g gliikéz
+ 2 ml szintetikus vitamin cldet (Bsszetétele:

0,2 mg biotin =
0,2 * féleav
40,0 " Cae-pantotenat
200 " mezo-=inozitol
40 * niacin 200 ml viz
20 " p.-amino-benzoégav
40 " piridoxinhidroklorid
40 %  thiamin - =
20 ® riboflavin
Pelhagr ndldsa: él8sejtszdm vdltozds vizsggiatoknél
inkubdcids kizegként. '

2e241. Vizsgdlatainhoz haszndlt tesztorganizmusok
kivdlagztdsa
Hatdsmédvizsgdlatokhoz, szelektiv antifungdlis anyagokrdl
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1évén 826, a megfeleld mikroorgamizmugok kivdlasztdsdt érzé-
kenységi préba alapjdn végeztem el., Intégetiinkben folyd ko-
rdbbi munkdk sordn ilyen irdnyd tdjékozddé jellegii vizegdla=
tok mdr voltak (71, 67 ). '

pH 7-es gliikézos bouillon tdptalajon siirii szuszpenzidval, il-
letve konidiumszuszpenzidval t6rténd lecltds utdn lyukteszt-
médszerrel /9 mmees hengerecket vdgok ki a tdptalajbdl/ 1 mg/ml
koncentrdcidji tisgtitott glikozidkeverdk antifungdlis aktivi-
tdodt mértem a teljes gdtlézdna dtmérd alapjdn. Lyukanként

0,1 ml S50%=-0s etanolban oldott anyagot vittem be, 24 dOrds
30°C-0s inkubilds utén értékeltem az eredményeket. Usszehason-
litdsképpen tiszta szolamargin, illetve szolagzonin, valamint
vizggdlataim sorédn modellvegyﬁletként alkalmazott tomatin és
digitonin azonos toménysdgili oldatdnak gdatldézdéna dtmérdjét is
felvettem /I. tdblézat/.

Az I. tdbldzatbél kitiinik, hogy a glikozidkeverdk s a szola-
margin gyakorlatilag azonos nagysdgi gdtlézéndt eredunényezett.
A keverék rétegkromatogrdfidsan igen kevés, alig 10% p-szola-
margint tartalmaz. A szolamargin szolaszonin 50-40% ardnyban
fordul e18 benne. Intézetiinkben folyé kordbbi vizsgdlatok,
valanint sajdt méréseim alapjdn megdllapitdst nyert, hogy a
szolamargin, szolaszonin megkozelitdleg egy-egy ardnyd keveré-
ke Ugy hat, mintha tiszta szolemargin lemne, erre utalnak
ALKIEWITZ J. és munkatdrsai Gjabb vizsgdlatai is (27 ) /nem
additiv hatdsrél van 26/. A két glikozid kizstt -Synergista
kilestnhatds van /ldsd 1. kép/. Més antibiotikus anyagok ese=
tén is ismert a synergizmus jelensége (695, T0 )



I, tablazat

|

PR , Gatloézoéna ¢ mm-ben Novekedés
glikozid keverék| szolamargin |szolaszonin| tomatin |digitonin| mértéke
Saccharomycetaceae
Saccharomyces cerlshergensis 12 12 ) m 21 24 +
Saccharomyces diastaticus 16 16 15 23 29 +4
Saccharomyces pretoriensis 17 17 il 24 28 -
BSaccharomyces steineri 19 19 14 24 30 S
Baccharomyces cerevisiae B;XII 12* 11 - 19 25 4
Saccharomyces cerevisiae /Pék/ ® 11 - 21 25 o
Saccharomyces rouxi 16* 16* a 28% 24, igen lassu
Debaryomyces globosus 11l b & § - o 21 +4+
Hansenulaceae
Hansenula ancmala 16 16 11 24 26 44
Pichia saitoi 17 17 12 &) 26 4
Fabosporaceae
Kluyveromyces polysporus w - 11 13 ++
| 7‘ Cryptococcaceae !
Candida pulcherrima 15x 15x - 24” 28 igen lassu
Candida utilis 11 } 3 ] - 11 15 e
Candida solani - - - - B 4+
Torulopsis stellata 16 17 12 24 28 PR
Torulppsis vanzyiii 19 18 33 2% 26 T+
Rhodotorula rubra B ES - 19% 12 igen lassu
Prototheca ubrizeyi® 1= 1w o 30% 22% +
Mucorales
Syncephalastrum racemosum 22 22 15 27 26 e
Mucor hiemalis ® e - T 20" | ++
Mucor racemosuse 12* 1 - 18* 21* 4 ++
Fungl imperfekti
Aspergillﬁs foetidus - - - 12 ® L
Aspergillus amstelouani - £ - e 11 G
Aspergillus Jjaporicus - - - al S bt
Aspergillus versicolor » - B - 18 17 +
Fusarium poae - - - 26 26 e

i
i

nince gatlés

® = ninimdlis gatlds, a zéna még nem mérhetd

% = a zénahabér nehezen mérhetd, nem ad megbizhaté adatokat, tesztorgenizmusként nem alkalmas
0 = Ps ubrizsyi fajleiras kéziratban Novak B.K. és Zsolt J.




1. kép

K6lcgonhatdst egyéb szteroidglikezid szdrmazékok kozidtt is
vizgsgdltam.

2

Az érzékenységi prdéba, valamint az egyes gombdk ndvekedési

intenzitdsdnak alapjdn vizsgdlataimhoz kivdlasztottam két
érzékeny: Pichia saitoi éleaztd (2. kép) és Syncephalagtrum
racemosun ( 3. kép) fonalaggombdt, valamint két rezisztens:
Candida solani (4. kép) élesztd és Aspergillus japonicus (5.

kép ) fonalasgombat.

L]

A képeken a vizsgdlt vegyiiletek hatdsa ldthatd, a jelzett
részrdl kiindulva az dSramutatd jardsdval ellenkezd irdnyha
haladva az anyagok sorrendje a kovetkezl: keverék, szolamargin,
szolagzonin, digitonin, tomatin.

Pichia saitoi /KODOMA KYONO et KODOMA/S

Syncephalastrum racemosum /CHON SCHROET/ JATE Novényélet-

tani és Mikrobioldgiai Intézet gyijteményéhll, a



Candida solani /LODDER et VAN RIJ/ az OKI Mykoldgiai

laboratdériumdnak gyiijteményébldl, az

>

spergillus japonicus 46 /SAITO/ a Sz6lészeti és Bord-

szatli Kutatd Intézet gylijteményébdl szdrmazik.

-

2+ kép




4e kép

rd - . ¢ M £ Y. » *
ckeny mikroorganizmus esetén a tovdabbi vizsgdlatok

Che W BASTER Y

gordan alkalmazandd hatéanyagkoncentrdcidé megdllapitdsa céle

jdbdél meghatdaroztam a teljes gdtldst eld
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mennyiséget. Két tdpkizeg esetén vizsgdltam; 39=08 szildrd
gliikézos bouillonon, illetve szintetikus tdptalajon pH T-en.
A Pichia gaitoi esetében tomény szuszpenzidbél cltottam a
feliiletre, és a novekedés meginduldsdt figyeltem a Synce-
phalastrum racemosum esetdében pedig konidium szuszpenzidbdl
egy pontban oltottam, illetve 24 Srds tenydszidejii telep
peremérdl 2 mm dtmérdji hengert "tiltetek" At micéliumestsl

a tdptalajra és a telepdtmérdt mértem. 24 Srds 30°C-os
inkubdlds utdn mértem. & hatdanyagot a tdptalajba etanolban
cldva vittem be kiilonbozd higitdsban /a tdptala] maximum 2%-nyi
etanolt tartalmazott/. 4 vizsgdélati adatok a II. tdbldzatban

vannak feltintetve.

Il. téblazat

bouillon pH 7 szintetikus pH 7
8zola- Seracem, § mm-ben Se.racem, @ mm—henF
margin P. saitoi « saitoi
pg/al micélium|konidium micélium|konidium
200 - - ~ ~ - -
100 3¢5 - - -~ - -

50 12 - - 9 - -
25 13 3 + 11 5 -
12,5 16 E 4 + 13 6,5 4
6425 16,5 Ey5 + 14 55 +
Kontrell| 16 12 + 18 ‘ 9 +

- = nince névekedés ill, szaporodds

+ = élesztd szeporoddsnak indult

A tablédzatban foglalt adatok alapjén megdllapithaté, hogy a
200 pg/ml az a hatdanyeg mennyiség, amely tédpanyeagtdél fiigget-
leniil gdtolja mindkét mikroorganizmust, fiiggetlen az illetd




mikroorganizmus fejlettadgi dllapotdtdl.

A fentiekhez hagonléan Phytophthora és Pythium fajokkal
vizsgdltam a szolamargin hatdsdt, amelyet tdptalajban oldva
koncentrdcid sorozat formdjdban alkalmaztam. A tdptalaj pH T-es
107=0s maldta, ferdeagar. 200 pg/ml nennyiség, s6t ennél na-
gyobb ddzisok /1000 pg/ml / sem gdtoltdk ndvekedésiiket. Ellen-
8116képességiik megegyezett, igy novekedésgyorsasdguk alapjédn
késlbbi vizsgdlataimhoz Pythium ultimum No 23 /TROW/ és mdsod-
sorban a Phytophthora drechsleri No 3 /TUCKER/ torzseket
hagzndltam, amelyek a Novényvédelmi Kutatsé Intézet /Dr., Voris
Jézsef/ gyiijteményébhdl szdrmaznsk.,

A vizsgdlt hatdéanyagokat antifungdlis hatdsuk ellenére,
bizonyos Usszehasonlitd vizsgdlatok esetén baktériumokkal
szemben alkalmaztam. Ezekhez a vizsgdlatokhoz tdbb Gram -,
illetve tébb Gram + baktériumot vdlasztottam ki, pH T-es
bouillon tdptalajon, mind a lyuktesztmédszert, mind pedig a
tdptalajba cldott dllapotban Bevitt hatdanyag koncentriecid-
gorozat elvét alkalmazva, ellendriztem, hogy & mikroorganiz-
mugok novekedésére nincseuek hatdssal az alkalmazott szteroi-
dok. L vizsgdlt baktériumok kézil az Escherichia coli o lll-es
és a Bacillus subtilis ATCC 6633-as torzeek viselkeddését vizse
géltam részletesen. A fenti térzsek a Szegedi Orvostudomdnyi
Bgyetem Mikrobiolégiai Intézetének, illetve a Debreceni Orvos-
tudomdnyi Egyetem Gydgyszertani Intézetének gyiijteményébsl
szdrmaztek.

Vizpgdlataim sordn kiilonbsz8 Dermatophytonok érzékenységi
prébajat is elvégeztem, pH T~es 1l0%=0s maldtatdptalajban oldot-



tam a szolamargint, felezd higitdsi koncentricidsorozatot
alkalmazva, 100 pg/ml mépg teljesen gdtolta a gombdk ndveke=
dégét, 50 pg-ndl esetenkéni gyenge novekedés mdr észlelhe-
t8 volt, A vizsgélt mikroorganizmusoks:

Kaufmannwolfia interdigitalis

Trichophyton terrestre

Trichophyton megninii

Microsporon canisg

Microgporon gypseum

Wicrosporon vanbreuseghemi

Keratinomyces ajeliloi

az OKI Mykoldgiai Laboratdériumdnak gyiijteményébdl szdre
maztak. In vitro bérgombdk ellen a szolamargin tehdt hatdsos
/a bevezetdben emlitett esetleges kizvetlen gydgydszati fel-
haszndldsdra ezen a teriileten nyilna lehetdség/.

2e2e2+ Vizsgdlataimhoz alkalmazott mikroorganizmusock

eldnevelége

Ponalaggombdk tenyésztése: folyékony tdptalajon fermentor-
ban /téptalaj Usszetétele 19, oldal/ tortént. Sterilvizes ko=
nidiuwn szuszpensidval oltotitam be a tdptalajt /massziv oltds
egy kémcsd tenyészettel/. A keverést és oxigénsuziikségletetd
20 liter/perc steril levegd atfivat- sdval biztositottan. A
fermentdlds 30%°C-on tBrtént & Syncephalastrum racemosum esetén
12-14, az Appergillus japonicus esgetén 16-18 drdan kereuzbiil.

A nbvénypatogén Phytophthora és Pythium fajok tenydsztésekor
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a fementdldst mis /Osszetdétel 12, oldal/ kiegdészitett tap=
talajban tortént és 48 Jdrdig tartott. A tenyészidsi id6 végén
a fermentlébdl a mikroorganizmusokat centrifugdldssal /4-6000
fordulat/perc, 10 percen keregztiil/ kiiltnitettem el, majd
megfelelfen pufferelt kozegben, centrifugdldssal t6rténd mo-
sdst alkalmaztan.

flesat8zomhdk, haktériumok tenyésztése: dltaldban szildrd
tdptalajon tenyédésztettem, Roux palackban, Sterilvizes szusz=
penzidval inkubdltam /massziv olids egy kémcsdtenyészeinyi sejt
mennyiséggel/. Tenyésztési kiriillmények 30%¢, 12-14 éra téptalaj.
/Ldsd 20. oldal./ A tenyédszidd végén a vizsgdlat jellegének
megfeleld pufferrel sterilen lemostam a tenyészetet, majd cent-
rifugdltem. [leszték esetén 4-6000 fordulat/perc, 10 percig,
baktériumok esetében 8000 fordulat/perc, 20 percig, a lemosdsndl
hagzndlt pufferoldatben. [Lleszt8gombikat és baktériumokat egyes
esetekben fermentorban is tenyésztetiem. A tenyésztési koriil-
mények tédptalaj, hdéfok egyezik a fonalasokndl alkalmazottakkal,
tenyésztdéei idd 12-14 6ra Bolt.

2.3.1. Rétegkromatogrifids elvdlagztdsi eljdrdsok

A kromatogréfids elvdlasztdsokat kordbbi tapasztalatok
alapjén (30, 50, 72, 73, 74 ) az aldhbi mddszer szerint végeztem.

Az alkalmazoitt adszorbens szilikagél /Kieselgel G. Merck g
nach Stahl/ amelyet 1:2 ardnyban desztilldlt vizzel szuszpen-
ddltam és 10 mg/cm2 vastagsdgban kentem fel iiveglemezre. 24 drds
gzokbahdn vald Allds utdn a lemezek aktivdlds nélkiil felhaszhdl-
haték /az esetleges aktivdlds 2 érds 110°C-os melegitéssel ér-
hetd el/.



Szteroidglikozidok, szteréidglikoalkaloidék, sztercid-
szaponinck elvélasztdsdra dltaliban 96%-03 vagy abszolut
etanol, benzol, ﬁH3 /kb. 25%-0s FHB-mal telitett vizes oldat/
e viz killonbbzd ardnyld elegyét alkalmaztam. /Specidlig ele
vélagztdisi eljérdsok sorin mds egylb szerves olddszereket is
felhaszndltan futtatdelegy-komponensként, alkalmazhatéd savas
karakterii futtatdk is./ A leggyakrabban alkalmazott oldészer
ardnyok a vizsgdlt szteroidglikozidok szétvilasztdsdra:

NHq = 10 ¢ 5 ¢ 0,5
NHqy 3 viz = 10 3 5 2 0,5 2 0,5
etanol : benzol : NHB

etanol : benzol

etanol : benzol

-

La )

viz = 10 ¢ 10 : 1 ¢ 1

A 6. képen & Solanuwm laciniatum
gzolaszodin aglikoni szteroid-
glikozid gzdrmazéksora lathatd
10 : 10 : 1 : 1 -ben futtatva.
Anyeagok sorrendje feliilril le-
felé: szolagzodin, (-szolamar-
gin, peszolamargin, szolamargin,

azolaszonin, szolaradixin.

A kromatogrammok ellhivdsdt
e médogitott Hansen-Dam reae-

genssel végeztem (75 )
L% el6hivé a A° telitetlen
szteroidokre gpecifikus szin-

reakeidja ezekkel az anyagokkal

pillanatszerii, narancsvordsblil

1ildevirvsbe dtmend, amely szin



tartés. A reagens Ssszetétele: 100 ml jégecetbe 100 mg
FeClB~ot oldva, plusz 100 ml cc. H2304—gyel kiegégazitve.,

Az elShivds torténhet lepermetezéssel, illetve leboritds-
sal /e kromatogrammal egyezd nagysdgi iiveglapon a reagens
néhdny ml-&t szétkenem, majd a kifejlesztett kromatograsmra
horitom/.'ﬁ reagens a fentiektfl eltérd szerkezetil szteroi-
dok el8hivdsdra is alkalmas, de szinreakcidja eltér, szin-
kifejl8dési 1id8 megnd. .

£ szterinek futtatdsdt oz ellbbieknél lényegesen apo-
lirosabb rendszerekben végeztem., Altaldban benzol : etanol,
illetve benzol : aceton kiilonhszd ardnyi elegyében futtattanm.
A leggyakrabban alkalmazott oldészer ardny 10 : 2. A kroma-
togrammok elfhivdsa torténhet a mddositott Hansen-Dam rea-
genagel, itt is stabil szinek jelennek meg, az ergoszterin-
nél kékessziirke, a koleszterinnél barndsvirds, vagy barndsg-
szilrke /koncentrdcidtdél fiigglben/.

Mind a szterinek, mind a szteroidglikozidok eléhivésa
elvégezhetl jégecet : klérszulfonsav = 4 3 1 ardayi keveré-
kével (76). & kromatogramm lepermetezéséi ebben az esetben
2 perces 105°%¢-o0s melegités kéveti, majd U.V.-ben vizsgdl-

h t6. 4 kiilonbdzl anyagoknak jellegzetes fluoreszcencidjuk
van, A reakcidé igen érzékeny 1-2 pg/folt esetén is hatdrozott
szinreakeid mutatkozik.

4 mikrobicoldgiailag aktiv szteroidok /mds aktiv anyagok
is/ rétegkromatogrifides szétvdlasztds uitdn bioldgiailag

tesztelhetd8k (77, 78)e A mikrobioldgiai eldhivds munkdm
gordn a kivetkezd médon t6rtént. A kifejlesztett, Jjé1 ki-
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gzéritott krometogrammot 1,5% dgdr tartalmi p¥ T-es bouillon
tdptalajjal lebntotten, majé a teszt mikroorganizmus szusz-
penzidjdval, vegy konidium szuszpenzidjdval a réteget le-
oltottam /e leoltds a szuszpenzid ecsettel torténd egyen-
letes szétkendsével toritént/. A lemez feliiletének beszdrae
ddsa utdn 12 illetve 24 érds 30°C-os nedves kamrds inkubd-
1lds utédn értékeltem. Az alkalmazott mikroorganizmus gombae-
ellenes anyegok tesztelésérdl 1lévén szd, az igen érzékeny
Syncephalastrum racemosum /Zygomycetes/ volt. A konidium-
gzuszpenzidbdél a felkends elltt 0PC-t és streptomycint vit-
tem 20-20 pg/ml mennyiségben, a levegdhdl t6rténd baktériu-
mos fertfzés teljes visszaszoritdsa ¢éljdbdl, Kordbbi vizse
gélatokkal tisztdztuk, hogy az alkalmazott baktériumellenes
eantibiotikumok a tesztorganizmus fejlddését nem befolydsol-
jédk, a vizsgdlt anyagokkal ktlcstnhatdsbe nem lépneks
Mivel a vegyililetek aktivitdsa fiigg a kizeg pH-jadtél, (17)
olyan parhuzamosokat is bedllitotteam, amikor a tdptalajban
indikdtort /bromkrezol-purpur, vagy bromtimolkék/ kevertem.
A kromatogramnok véres-dzdros ledntédsével lehetdség
nyilik a hemolizdlé anyagok eléhividsdra is (78), 1,5%-0s
dgdrbe kevertem a vérsejteket, kb, 2%-nyi mennyiségben
/marhavért a gzérumtdl centrifugdldssal levdlasztottam
- 4-6000 fordulat/perc 20 percig - majd fizioldgids NaCl
oldatban centrifugdldesal t8bbezdr dtmostam/ majd ezzel
ontéttem le a jol kiszdritott, kifejlesztett kromatogrammot.
A jelenlévd hatdenyag koncentrdcidjatdl 0,5-5 drdn beliil
megligyelhetd /a hémérséklettdl viszonylag fiiggetleniil



lejétezdéddd folyemat sermoszidldera nince itt szilkség/.

A hemolizis és a gomhagdtlds vizsgdlata Ysszekapcgolhatd,
Ilyenkor a vérgeiteket 1,59-o0s dgdr tartalmi bouillon tdp-
talajba kevertem és a ledntés utdn a felilletre a teszt-

orgenizmust leoltottem,

2¢3.2.1. A Solanum laciniatum glikoalkaloiddinak
kinyerése

A novény un., "ipari hajtdsdt" /kb. 2025 cm-cs hajtds-
vég/ infraszaritéval szdritottam, majd késes ndvénydrlivel
porrd Srvltem. A novénySrlemény 1000 g-hoz 5000 ml 0,1 n
HC1l-~t adva /pH-t c¢c. HCl-lel 2-re dllitottam be/ 1 Ordn
keresztill 50°C-on extrahdliam. Az extrakeid utdn siri
pz0vésii préskenddn keresztiil a folyadékot dtpréseltem. A
visszamaradt novényi Srleménnyel az extrakcidét mégegyszer
elvégeztem a fentiekkel megegyezd mdédon. A két préslevet
Osezeintotten és 207=08 KOH-dal pH 10-ig ldgositottam.
Ekkor csapedék valik le, Kb. 6 6ra mulva a kililepedett
csapadék feliiletérdl leszivattam a csapadékot, majd a
csapadék tamﬁritését centrifugdldssal gyorsitottam /10 perc
5-6000 fodulat/perc /. Az igy nyert csapadékot 1 n HCl-
ben oldottam. A sdésavat a csapadék olddddsdig adagoltam.

Az esetleges mechanikai szennyezldések eltdvolitdsa cél-
jébdél laza vetta rétegen nmegeziirtem az oldatot. 20%-o0s
KOH-val ismét pH 10-ig ligositottam, 72 levdld csapadékotl
12 6rdn 4t ulepitettem, majd centrifugdldssal egybekd-
t6tt csapadék Atmosdest, dekantdldst alkalmeztam. Az At=-
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mopdnt desztilldli vigzel végeztenm, hdromszor megismnételves
A tisztitott esapaddkot szobahdn légszdrazra szdritottam.

A esapaddk kis mennyiségét 10 x-es mennyiségli 96%eos etas
nolban oldottam, aztdn rétegkromatografidsan analizdltam,
etancl ; henzol NH3 = 10 ¢ 5 » 0,5 elegyben futtatva.

Az extraktumban hdrom szteroidglikoalkaloid volt. A szolae
szonin, szolsmargin és a geszolamargin.

A nyers extraktumbdl a szteroidglikozidok kinyerdését és az
egyes vegyiiletek elkiilonitését egy lépésben, oszlopkromae-
togrifids elvdlasztdssal vegeztem /fellzetes telitett réte-
ges rétegkromatogrifids tapassztalatok alepjén/. Adszorbens:
A1,0, Brockmann, melyet hasznilat eldtt 4 érds 350°C-os
aktividldsnaek vetettem ald. Kifejlesztl elegyként iso-pro-
panol : benzol : viz =5 : 1 : 1 ardnyi oldészer keveréket
alkalmaztam. Az oszlopot futtatdelegyben szuszpenddlva ké-
szitettem 250 x 26 mm méretben, 20 mm kifejlesztd elegyben
10 g extraktumot oldottam forrdn, 2 x lagza vattan sziirtem,
majd felvittem az oszlopra., A p-szolamargin és a sz0leamar—
gin kinyerése utdn az oszlopot 507=cg etanollal &tmosgtaa,
a szolaszonin ezzel az eljdrdssal gyorsan lemoshatd az
oszloprél. A frakecidk /kbh. 280 esetenként 3 ml-es menye
nyiségii frakeid/ tisztasdgdl rétegkromatogrifidsan ellen-
Sriztem. Az azonos vegyiileteket tartalmazd fralkcidkat Gsz-
gzebntve vizfirddn bepdroltam a kristdlycsodds megindulisde
ig, majd jégszekrényben hiitve kristdlyositottam tovdbb.

Az anyageokat 96%=0s etancl : aceton = 2 : 1 ardnyl keverée
kében dtkristdlyositottam. A kapott ezteroidok szintelen,
j6é1 kristdlyosoddé vegyliletek,
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2e5e2e2¢ A Solanum lycopersicum szteroidglikozidjanak
kinyerése

A nyers extraktum elkészitéséig a folyamat lényegében
egyezik a 8. laciniatumnédl leirtakkal, igy pusztén az el-
térésekre utalok, Csalr a ndvény levelébdl készitettem az 6r-
leményt. Az extrabAlast kétszer végezten el HCl-lel pH 3-ra
beédllitott vizzel /a pH-t extrahilas kbzben &llanddan ellen-
briztem, és eltoldédas esetén Ujra bedllitottam/. Az extrahald
folyadék mennyisége mindkét alknlommal 10--10-szerese Tolt
a novényi érleménynek. Kétszer 1 Orén keresztiil 50°G—an
tortént az extrakeid, majd az extrakbumot préskenddn at-
préselten., KOH-dal ligositotbtam pH 10-ig, a levalt csapa-
dékot lecentrifugdltam, A nyers extraktum 10 g-boz 100 ml
abszolubs etanolf adban, majd forraldsig mclegitetien. Forralas
ubén vattdn sziirtem és 10 ml 200 mg koleszterin tartalmi
abszolut etanolt adtam hozzd forrén. Az cldat lehiilésckor
tomatin-koleszterin komplex kristidlyok valtak le., 12 éra
szobahdén, vagy Jjégszekrényben vald &4llads utan a kristalyo-
kat szirve, széritas nélkiill 10-szeres mennyiségli piridin-
ben, forrén feloldotbtam, /A piridinben a komplexkristilyok
6sszetoviikre esnek szét.,/ A forrd piridines oldathoz
a piridin mennyiségéhez viszonyitolt Otszdrds mennyiségi
50%~0s etanolt adtam forrdén, majd a piridinnel egyezd
mennyiségben széntetrakloridot. Alapos kirazist alkalmag-
tam, Az alsé széntebrakloridos fazis /ez tartalmazza a
koleszbterint/ eltavolitasa utén, ismételten az elsdvel
megegyezd mennyiségi széntetrakloridot adtam a rendszer-
hez, ismételt kirizas kivetkezett. A kirazast 3-4-szer



- 36 =

ismételten, addig, mig oz aled széntetrakloridos fazisbél
rétegkromatogrdfidsan /futtatdelegy: benzol : aceton = 10 3 2,
el8hivé médositott Hansen-Dem reagens/ koleszterint kimutatni
nen tudtam. Bzutdn & felsd fdzist lesziirtem /zavarosoddst okozd
0014—t61/ majd melegen bepéroltarm. A bhepdrlds sordn hirtelen
indvl meg a kristdly levdlés.

2.4.1.1, In vitro kompleckdpzési vizsgdlatok médszere

A komplexképzési vizasdlatokat alkoholes kizegben vé-
Beztem. L1l8kisdérletek alapjdn dgy ldtszott célszeriinek, hogy
96/i~08 etanolos kizeggel végezzem vizsgdlataimat, mivel 1tt
g szterinek és a glikozidok Jé1 oldddnak és a komplex kép-
zO0dése is JO hatasfoki, a létrejovdé komplexek etanolban
igen rosszul olddédnak. 5 ml etanolban oldottam a gzteroid-
glikozidokat molsuly arényaiknak‘megfeleléen /a grammolekula-
siilyok 0,00001 részét/ szintén 5 ml etanolban oldottam az
ergosszterint/ a grammolekulagily 0,00002 részét/. 0ldés
utdn a két oldatot forrén Gsszebntoltem, majd lassan lehiilni
hagytan. A komplexlevdlda a glikoalkaloidtél fiigglen tértén-
het perceken beliil, de tarthat t6bb nepon 4t is. Ezért a
komplexképzésre beallitott oldatokat hdromszor 24 dSrin &t
textotien szobahéuméreékleten és ceak aztdn készitettem eld
tovdbbi vizsgdlaira.

Hégzben ergoszterin fogyds meghatdrozdsa alapjdn /kromatogré-
fidval egybekotvtt spektrvofotometrids mérés, ldsd Y3 cldal/,

régzben gzteroidglikozid {ogyds /indikdtoros kizepgben tore-
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téné fotomeilrids meghetirozds, ldsd 4Y. oldal/ elepjén

mérheté a komplexképzés intenzitdsa.

2e8e1.2, Patdambéd vizagdlatck dltaldnos menete

Az elépevelt mikroorgenizmus dtmosott sejt, illetve
mycélium mennyiségét lemértem. A nedvessdly 100 ng=~jéhoz
1 ml inkubdcids elegyet adtam. Az inkubdcids elegy alap-
oldata valamely puifer /lddd 290- oldal./. A pufferbe maxi-
ndlisan 29~08 etanolkoncentrdcié mellett oldatba vittem az
egyes szberoidglikozidokat, 200 pg/ml mennyiséghen, A vizae
gdlatok sordn, a megfcleld szteroidglikozidok hatdsdnak ki-
tett gombamennyiség mellett egy mdsik, hatdanyag nélkiili
pufferben 1évd sejttomeget is inkubdltam kontrollként.
A pufferktzeg pH-ja meghétérozott, 4d1taldbaen T-es, de egyes
esetekben /pl. amikor a kiilonbbzd pH értékek melletti folya-
matokat vizsgaltam/ etidl természetszeriien eltért. Az al-
kalmazott puffer leggyakrabban foszfdtpuffer szieroidgliko=
zid kezelés hatdsdra kilépd kdalium meghatdrozde esetén
citrédtpuffert alkalmaztam /ldsd 241. oldal/,
A pufferoldatokat minden vizsgdlat elétt frissen készitet-
ten, a hatdanyagokat forrd 96i-~oe etanolban oldottam és
forxdén, keverdessel, illetve rdzdssal hoztem bssze a puffer-
rél.
A gomba és az inkubdcide elegy bsszehozdsa utdn megfeleld
1d8kozonként idémintdkat vettem. Idémintdket 0 3 1 53 2 3
4 ; 6 6rdnként, vagy 0 ; 1 3 3 ; 6 Srdnként vettem /Jegyes
esetekben 0,5 dérakor is/.



Vizsgdltam az inkubdcids elegybdl:

1/ a megfeleld szteroidglikozid gombdk dltal tﬁrtén8 fel=
vételét vagy megkttésédt;

2/ a hatdanyag kdrosité hatdsdra bekivetkezd amindsav ki~
dramldst;

3/ a hatdanyag kdrositd hatdsdra bekdvetkezd kdlium ion
kivdndorldst.

A hat 6rds inkubdlds sordn a mikroorganizmusok szuszpen-

zidéban voltak az inkubdcids elegyheh, idémintdék vétele

alkalmdval lecentrifugdltam a sejteket, hogy a mintavé-

tel a tisztae inkubdcids elegybdl torténjen. A mintavétel

utdn a mikroorgenizmusokat ismét reszuezpenddltam. A vizsg-

gdlatot nyugvéfelszines, illetve rdzatott inkubdcids elegy=-

gyel egyardnt elvégeztem, kdrkdrds rdzdst alkalmazva /60 fore-

dulat/perc /.

2.3.2.1. A szteroidglikozidok gombdk dltal t6rténd
felvételének, megkbtésének meghatdrozdsa

Az inkubdeids iddmintdkbdél 0,1 ml-es mennyiségeket
szilikagéles vékonyrétegre vittem fel és felezd higitdsl
koncentrdcidsorozat mellett megfuttattam etanol : benzol :
: viz NH3 = 10 ¢+ 10 : 1 ¢ 1 ardnyd elegyében, elShivés
médogitott Hensen~-Dam reagenssel. Az Osszehasonlité kon-
centrdcidéd sorozatot mindig & vizsgdlt szteroidbdél készi-

tettem, igy a szinintenzitds alapjdn t6rténd mennyiségi
bsazevetés mellett megfipgyelhettem az Rf értékek Osszehason=-
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litdedbdél, hogy a szteroidglikozidokbdél tortént-e enzi-
matikus cukorlehagitds, vagy valamilyen mds mikroorganiz-
mugok okozta vdltozds. A mennyiedgi meghetdrozds az beosze-~
hasonlitd higitdei sorozat egy-egy meghatdirozott mennyiséget
tartalmazé tagjdnak szinintenzitdsdhoz vald hagonlitdssal
tértént. /A foltok nagysdga kevéssé jatszik szerepet, meft
mennyiségtdl fiiggetlen, nagyjdbdl dllanddé, az alkalmazoti
futtaté rendszer jél timdrit./ A © Srds mintdk a pufferbe
bemért szteroid mennyiség alapjdn 20 pg/folt, igy az Jssze-
hasonlité higitdsi sorozat 40-20-10-5-2,5 pg/folt tagokbdl
all. /hz 1,25 pg/folt a kimutatdsi hatédr./

Pontosabb kvantitativ meghatdrozds sziikségtelen, hisz a
felvételt -« bar folyamatdban vizsgdltam - az inkubdcids |
idd végén, amennyiben felvétel tortént, a teljes hatdanyag
mennyiség oldatbdl torténd eltiindsdvel kellett szdmolni.

A felezbhigitdst tagok kbzé az ismeretlenek besoroldse,
beszehasonlitdsa pedig kontrolle-vizsgdlatok szerint kielé- .
git8 pontossdgli volt. Tévedési lehetdedg ¥ 15%. A mennyiségi
meghatdrozds Usszehasonlité jellege miatt az adatok felvé-
telénél, értékelésénél nem mennyiséget, hanem megbizhatd-
gdgi intervallumot adtam meg. Felvétel esetén a sejtek dl-
tal megkBtbtt glikozid mennyisédget metanolos, vagy etanolos
extrakcidval, pufferes dtmosds utdn /100 mg nedves sejt/l ml
olddezer/ kvantitative visszanyertem, s rétegkromatogrifi-
dsan bizonyitottam.



24442,2. Amindsav kibocgdtds mennyiségi, mindségi

meghatdrozdsa

lMennyisdégi meghatdrozds: az inkubdcids elegybél /kont-
rollbdél, hatdanyag kezeltbdl egyarént/ idéminténként 0,1 ml-t
whatman No l-es papirra 7 cm2 5 | cmz/ nagysdgi teriiletre
vittem, beszdritds utdn 200 mg/l00 ml aceton ninhidrines
oldattal reagdltattam, oly mdédon, hogy a papirt reagens
oldatdba mértottam. 85°C-on 20 percig tartott a szin kifej-
lesztés. ElShivds utdn azonnal, fixdlds nélkiil kventitative
eludltam. Az eludlds 90%-os etanollal tortént, oly mddon,
hogy a mintdkat a szines foltok nagysdgdban kiviagtam, majd
bsszedarabolva 5 ml 90%-os etancllal 10 percig 50°C-os
vizfirdén extrahdltam. 4 szintetizdldst fotométerrel
/Spektromom 400/ 520 nm-nél hatdroztam meg. Az Gsszamind-
sav mennyiséget alaninra vonatkoztattam. Az alanin higi-
tdsi sorozat extinkcid értékeinek felvétele a fentiekhez
hagonléan, papirra felvive, ott eldhiva, majd eludlva
tortént.

Amindsav kromatografdlds: @ mennyiségi amindsav meg-
hatdrozde mellett sziikeéges volt annak vizsgdlata is, hogy
a pzteroidglikozid kezelés hatdsdra kidramlé aminésav meny-
nyiséghen az egyes amindsavkomponensek egymdshoz vald mennyi-
ségi viszonyae milyen, a kezeletlen, ép sejtekbsl kis mér-
tékben kidramlott aminégav Usszetételéhez képest. A mindsgégi
analizist papirkromatogrdfids eljdrdssal végeztem. Az inkubd-
cidés elegy 0,1 ml-ét kromatografdltam, minden esetben a ke~
zelt és kontroll mellett egy standardot futtaiva., Alkalma-



zott papir a Schleiher-Schiill 2043 b, & szolvens butanol :

t jégecet : viz =2 ¢ 1 : 1 ardnyli elegye. ElShiviként a
fenti ninhidrin reagenst alkalmaztam, fixdléként pedig

0,5 n Niso4 oldatot. 4 kromatogramm futdsi ideje 24 éra,
amelybdl az elsd 12 érdt jégszekrényben hiitve /+2°C/ fut-
tattam (79 ). Pizonyos esetekben alkalmaztam a két-dimenzids
kromatogrifids elvdlagztdst is, egyes nehezen elvélé amind-
savak biztos elkiilonitésére. Ekkor a fenti szolvenst al-
kalmaztam elsd kifejlesztéként, majd misedik irdnyban 10%<os
fenollal futtattam.

2¢442+3. A kdlium kibocsdtds mennyiségi meghatérozdsa

A kéliumreffﬁzié mérésekor mindig kdlium nélkiili
lMe Ilvain puffert alkalmaztam. A mikroorganizmusok eld-
nevelése ilyenkor kdliumdis tdptalajban /0,5%/ tdrtént.
Az inkubdcids elegybdl idSmintdnként 0,5 ml-es mennyisége-
ket vettem ki, amelyet 2,5 ml desztilldlt vizzel egészitet-
tem ki, Ezt a mennyiséget mértem ldngfotométerrel /Zeiss/
25=-08 blende nyilds mellett Gsszehasonlitdéként ismert kdlium
tartalmi oldathdél koncentrdcidsorozatot készitettem.

2.442.4, Gl8sejtszém alakuldsdnak vizsgdlata szteroid-
glikozid kezelés hatdsdra

A vizsgdlathoz a mikroorganizmus elénevelése teljesen
azonos, a hatdamdd vizsgdlatokndl alkalmazott eldneveléssel.



o 4R -

Itt is pufferes dtmosdst alkalmaztam. A tenyészet lemosdsa
centrifugdlds, dtmosds, steril k¥riilmények kozott tortént.
A nedves gomba 1 mg/ml mennyiségbe keriil az inkubdcids ko-
zegbe, Az inkubdcids elegy 200 ug/ml mennyiségii szteroidot
tartalmazott. 42 inkubdcids kizeg kiilonbozd lehet, attsl
fiiggfen, hogy tdpanyag jelenlétében vizsgdltam a szteroid-
glikozidok hatdsdt, vagy andlkiil, egyidejileg alkalmazott
kontrollokkal, hatdanyag nélkiili szuszpenzidt is vizsgdltam
mindig. A vizsgdlatot elvégeztem nyugvé felsgzines koriilmé-
nyek koézétt és T cstvekben billegtetd rdzatdssal /percen-
ként 50 mozgatds/.

A vizsgdlat 24 6rdig tartott. Mintdkat O ; 0,5 ; 3 ;5 6 3
12; 24 érakor vettem., Idémintdnként 1 ml homogén szuszpen=—
ziét vettem ki, ezt 3 x 106~szorosra higitottam ki steril
csapvizben. EbbSLl a 3 millidszoros higitdsbdél 6t paralellbe
1 ml-ként lemezt ontéttem. A lemezbntéshez haszndlt tdp-
tala]j tsezetételét 1d4sd 20.o0ldalon. 15=20 ml-ként‘kém-
éaﬁbe fejtve sterileztem a tdptalajt, majd 40-42°C~0s viz-
fiird8n tartottam felhaszndldsig. A szuszpenzidval kevert
téptelejt steril csészébe ontbttem. Lrtékelés, sejtszdmolds
24 6rés, 30°C-o0s inkubdlds utdn. A vizsgdlatokhoz révid
12«14 6rds tenydszidejii gombdt haszndltam. Egyes esetekben,
amikor & hatds és a sejtek életkordnak Bsszefiiggését vizs-
qdltam, természetszeriien idlsebb tenyészetekkel is dolgoz-

tam,
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2+4.2.5. Ergoszterin mennyiségi meghatirozds

brpgoszterin mennyiségi meghatdrozds kromatogrifidval
egybekdtott spektrofotometrids mérés. A mérések Beckman,
illetve Spektromom 202 /hélézati/ U.V. spektrofotométerrel
torténtek. 282 nm-nél /ergoszterin U.V. szinképének maxi-
muma, ldsd 14. dbra/ hatdroztam meg az ismeretlen rétegrdl
eludlt mintdk ergoszterin tartalmit. Ismert mennyisédgi er-
goszterint tartalmazdé higitdsi sorozattal dsszehasonlité
egyenest vettem fel, Az Usszehasonlitdé egyenest korrigdltam
a rétegrdl torténd eludlds sorin fellépdé standard veszteség
szémértékével, /Standard veszteség bemérése és kiszdmoldsa
ugy tortént, hogy ugyenazon mennyiségeket, amelyeket az
Osszehagonlité egyenes felvételekor kdzvetlen kromatogra-
falds nélkiil mértem, e¢ldszr kromatografdltam, és az elu-
dlds utdn mértem fotometridsan. Ily médon nyertem a kroma-
tografdlds utdn hesznilhaté korrigdlt Gsszehasonlité egye-
nest /ldsd 17. dbra/.
A felvett ergoszterin Usszehasonlitd segitedgével mind az in
vitro komplexképzési vizsgdlatok sordn visszamaradt engoszie=
rin, mind pedig él8sejtben 1év§ szabad ergoszterin tartalom
meghatdroghaté. A meghatdrozandé minta megfeleld térfogat
mennyiségét preparativ vékonyrétegre felcseppentetten,
etilacetdtos futtatds utdn a fronttél szdmitott 2-2,5 cm~es
sdvban a gzilikagélt lekapartam /ergoszterin ebben a fend-
szerben front kozelben fut/. A lekapart szilikagélt kihizott
végli livegesSbe vattdra rétegeztem és ismert mennyiségi
96%=0setanollal eludltam. /uikro-oszlop kromatogrdfids
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kvantitativ eluecid./ Az igy nyert mintdt mértem 282 nm-nél,
a kapott extinkcid segitsdgével az Gesszehasonlitd egyenes
alapjén meghatdroztam a tényleges ergoszterin tartalmat, és
visszasgzoroztam az eludlds, mérés sordn alkalmazott higitds
pzdmértékével, /iz ergoszterin meghaférozéaét nem zavarjak
az esetleg jelen 1lévé szteroidglikozidok, pl. komplexképzd
vizsgdlatokndl, még akkor sem, ha nem kromatografdljuk szét
a két anyagot, mert U.V. tartomdnyukban jellemzd spektrumuk
nincs./

2ehe2.6. Szteroidglikozidok mennyiségi meghatdrozisa
komplexképzés sorin

Bz a meghatdrozdsi méd komplexképzés sordn alkalmazhatd
ergoszterin jelenlétében is, mert ergosziterinre nézve a re-
akcié nem érzékeny. A geghatérozandé minta /96%-0s etancl-
ban oldott szteroidglikozid, vagy szteroidglikozid + ergoszte-
rin/ 1 ml-éhez 3 ml abszolut etanolt és 1 ml pH 5,7-es,

100 ml-ként 10 mg bromkrezolpurpur indikdtort tartalmaszé
desztilldlt vizet adtam. Pontos mennyiségi meghatdrozds
cé1j4b61 ismert toménységli ssteroidglikozid oldatokkal,

az eldbbi indikdtor és olddszer keverds utdn Osszehasonlité
egyenest vettem fel, A mérést Spekiromom 36C spektrofoto-
méterrel végeztem, 596 nm-nél. 4 komplexképzéare bedllitott
oldatokbdél bemérve meg tudtam dllapitani, hogy mennyi szteroid-
glikozid marad tisztdn, meg nem k¥tott be nem komplexelt
dllapotban, Ossze tudtam vetni /mint az ergoszterin megha-
tdrozdsndl/ a2 kiilonbozd glikozidok komplexképzd aktivitdsdt.



A szteroidglikozidok és az alkalmazott indikdtorfesték
/més hasonldé indikdtorfestékek is, éles szinvdltozdst
el8idéz8 pH tartomdnyukban alkalmazva Sket/ feltehetlen
adduktum képzésre hajlamosak egymdssal (80), ez magya-
rdzza & szinintenzitds és az egyes glikozid mennyiségek
szigori korreldcidjdt. Ezt o mérdmddszert csak a Solanum
laciniatum glikoalkaloiddnek mennyiségl meghatdrozdsdra
alkalmaztam a komplexképzés sordn, mds vonatkozdshan nem

igazolt 4] mérési médszer.
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3e

A kisgérletek részletes lsmertetése, a részeredmények
értékelése és megvitatdsa

3.3+ Azonog alapvizi, kiilonbozd szdmi cukormolekuldt
tartalmazé szteroidglikozidok aktivitdsdnak
meghatdrozdsa

A munkdmban tisztdzandd kérdések kizdtt elsdként szerepel
"az azonog alapvdzi, de kiilonbozd cukrokat tartalmezdé szteroidgliko-
zidok szerkezet és aktivitdsbeli kiilonbsdégének" vizsgdlata. Erre
vonatkozdan egy Usszehasonlitdet mdr az eldzdekben /vizsgdlataim-
hoz felhaszndlt tesztorganizmusok kivdlasztdsa sziirévizsgdlat
gorén/ az I. tébldzat tartalmazott. Itt csak a szolaszonin és a
szolamargin aktivitdsdra vonatkozdé adatok voltak feltiintetve,

a méds, nem szolagzodin aglikomi, nagy antifungdlis aktivitdsd
szteroidglikozidokon kiviil, A hatds, aktivitds beszevetésénél
egyéb szolaszodin aglikoni szteroidokat is teszteltenm. Igy az
eldbbi két glikozidon kiviil a négy cukrot tartalmazd szolaradixin,
a két cukros g-szolamargin, az egy cukros Y-szolamargin, valamint
az aglikon hatdsossdgdt vizsgdltam, dgdrdiffizids lyuktesztméd-

- szerrel.

A vizsgdlati adatok egyértelmiien bizonyitottdk, hogy a
gzolagzoninra, szolemarginra érzékeny, sdt legérzékenyebb mikro-
organizmusok is a t6bbi - nem hdrom cukormolekuldt tartalmazd
szolaszodin aglikomi - szteroidokkal szemben ellendlldék. A
szolaszodinszdrmazékok kogziil a hdrom cukrosok kivételével
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antifungdlis aktivitdst, tehdt egyik anyag sem mutatott. Mikro-
biolégia 11@, aktivnak a hdrom cukrot tartalmezdé glikozidok mue-
tatkoztak, Nagy kiilonbség volt azonban a gzolamargin és a szolae-
gzonin aktivitdsa kozttt. A nyers ndvényi extraktumbdél réteg-~
kromatogriafidsan a szolamargin, szolaszonin 2 : 1 ardnyban mu=-
tathatd ki /lés 7. kép lOx-es ndvényi extraktum 0,05 ml-e meg-

K *

futtatva etanocl : benzol : ﬁHB =10 ¢ 5 ¢ 0,5 -ben, kémiai eld-
hivds, felsd folt szolamargin, alsdé folt szolaszonin/. Ugyanezen
oldat 0,1 ml-ét mikrobioldgiailag tesztelve csak a szolamargin
mutathatd ki (8. kép ), bdr a 7. képen lathaté, hogy a szola-

gzonin mennyisége is jelentls. Csak 0,2 ml-t futtatva okoz a

gzolamargin mellett a szolagzonin is gdtlast (9. kép )

A hatédsossdg szigorian a szerkezet fiiggvénye.



Megjegyzend§, hogy a modellként Sssszehasonlitott tomatin,
digitonin cukorszdma négy, illetve 6t, de itt mds aglikon toma-
tidin, illetve digitogenin fordul eld. A hatds itt is az adott
aglikonhoz kapcsolddd megfeleld szdmi cukormolekula fiiggvénye.
Intézetiinkben folyd kordhbi vizsgdlatok eredményeként (81 ) is=-
mert, hogy a tomatin hidrolizis termékeinek, pl. a tomatidin
gzolatriéz szdrmazékdnak mdr jelentdsen lecsdkken ~ bar teljesen
el nem tinik - @ mikrobioldgiai aktivitdsa., A digitonin négy
cukrot tartalmazdé hidrolizis termékérdl hemolizis vonatkozdsd-
ban szintén ismert az aktivitdsvessztés (30).

A bevezetSben felvetett elsd kérdés megvdlaszoldst nyert.
A kiilonbozd alapvdzi szteroidglikozidokhoz hasonldan az azonos
aglikoni, de eltérd cukorszdmi glikozidok aktivitdsdban is kii-
1onbségek mutatkoztak, 4 hatdsért feltehetlen tehdt adott ag-
likon és a hozzdkapcsolddd meghatdrozott cukormolekuldk szdma,
milyensége az egymdshoz vald kapcsolddds sorrendje, helyzete
egyittesen felelds.

Az antifungdlis aktivitdsban tapasztalt kiilonbségek meg-
egyeznek a hemolitikus hatdsban leirt (30) és dltalam is vizse-
gédlt eltédrésekkel (1ldsd 10 és 11l. kép).

A 10. kép a gombagdtld zdndkat, a 11, kép ugyanazon anya-

gok hemoliziszdéndit mutatja. Véresdgdros ceészék syncepha~-

hlastrum racemogum-nal leoltva, & lyukakban az dSramutaté
jérdsdval ellenkez§ irdnyban szolamargin, szolaszonin,

digitonin, tometin etanolos oldata, lyukanként 1 mg/0O,1 ml,

/A lemez Eészitésének médja két 1«2 mm vastagsdgi bouillon

kBzé véres dgdrt rétegesztem 1-2 mm vastagsdghan,./
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11, kép

Az & feltételezéds, miszerint: "a szdrmazékok hemolizis akti-
vitdsdban kiilonbségek vennak, feltehetlen a gombagdtld aktivi-

tdsbhan is kiilonbségek fognak mutatkozni" az azonos aglikonu
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gzdrmazéksoron beliil, beigazoldédott. A hdromtdl eltérs szdm-
ban cukrot tartalmazdé glikozidok sem hemolitikus, sem gomba-

gédtlé aktivitdssal gem birtak (lded 12., 13., 14. kép).

-

13. kép 14. kép

v
£

képeken etanol : benzol : NHy = 10 ¢ 5 1 0,5 futtatd
elegyben kifejlesztett kromatogrammok léthatdk. A 12. kép
kémiai eléhivds, az anyagok serrendje alulrél: szolara-
dixin, szolaszonin, szolamargin, p-szolamargin, szola-
gzodin 50-50 pg/folt mennyiségekkel, & 13. kép az eldbbi
anyagok mikrobioldégiai elfhivdsa, foltonként 150 ug anyag-
gal. 4 14, kép & hemolizis kimutatdis, anyagonként 100 ug

3
£

mennyiségekkel. i szolamargin mellett csak a szolaszonin
mutat kisebb mértékben gombagdtlé, illetve hemolitikus

aktivitdst.
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A szirvizsgdlatok egy mésik problémdt is felvetnek,
hogy a vizsgdlt mikrébdk egy részével szemben hatds nem mu-
tatkozott. Egyes mikroorganizmusok, rezisztensek a vizggdlt
szdrmazékokkal szemben /vagy legaldbb is nagymértékben ellen-
4116k, legfeljehb a nagyhatdsi modell=-anyagok okoztak kis
mértékil gdtldst/. Bz a tény a rezisztencia okdnak vizsgdla-
tdt is megkivdnja, amire munkdm sordn a kéelbbiekben térek ki.

Az érzékeny mikroorgenizmusokndl & kiillénbiézd szdrme-
zékok esetében tapasztalt eltérd aktivitdsra a bevezetdben
feldllitott munkahipotézis bizonyitdsa ad megfelell magya-
rdzatot. A hipotézis feltételezi, hogy a mikrobiolégiai ak-
tivitds, illetve & szteroidglikozid szdrmazékok és a szterinek
komplexképzd aktivitdsa kizbtt korreldcidé van. A bizonyitdsi
a komplexképzdsi vizsgalatot eldszdr in vitro szerves oldd-

szeres kizegben végeztem el, -
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3.2.1e In vitro komplexképzési vizsgdlatok

Kompiexképzési vizsgélatra a szolagzodin glikozidszérma-
zékgoren kiviil modellként a tomatint és digitonint is fel-
hagzndltan. Az utébbi két anyagrédl az irodalombdél antifun-
gdlis aktivitdedn kiviil a szterinekkel t8rténdé intensziv mole-
kula komplexképzés ismert (58, 59, 63, 64, 68). A komplex
levédldsa az olddszerb8l pillanatszerii és megfeleld mennyiségii
szterinnel kvantitative "kiecsaphaté® az oldatbél /ldsd to-
matin elddllitds/.

L vizgsgdlt szdramzéksor hirom leglényegesebb tagjdnak
mérégi adatai a 17. dbrdn ldthatdk.

1,07

\/+m-sz0lamargin/
= sm=0,034
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/+ szolamargin/
=5 sm=0,025
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T
~
i
i
1

100 %

1
1
1

|
i
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erqgoszlerin koncentracio ug/ml

17. ébra
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Az 4brén a gzolamargin, szolagzonin két kiilonbbzd antifungdlis
aktivitdsi glikozid és a p-szolamargin mikrobiolégiailag in-
aktiv glikozid komplexképzd aktivitdedra vonatkozdé adatok vane-
nak feltiintetve, az egyes anyagok dltal & komplexképzés sordn
megkttott ergoszterin mennyiségének tiikrében.

Az dbrén liathaté "A" egyenes a mért ergoszterin Osszehason-
1ité, a "B" egyenes a rétegrél tortént eludlds sordn fellépd
standard veszteséggel korrigdlt ergoszterin Ssszehasonlitd.
livel a komplexképzésre bedllitett oldatokban az ergoszterin
2x-eg mennyiségpel szerepelt, a glikozid 100%-os komplexbe
t6rténd kotése esetén az dbrdn liathaté 1007~0s jelzésnek
megfeleld ergoszterin mennyiségnek kellett volna az oldatban
maradnia., A grafikonon feltiintetett adatok a hdrom szteroid-
glikozid komplexben megkttdtt ergoszterin mennyiségét mutat-~
jék ug-ban a megfeleld dtlagezdrdst feltiintetve., A mérési
adatok alapjdn szdzaldkos értékelést adva

a szolamargin 78,8%=han (£ 6425)
gzolagzonin 25 ,0%-ban (£ 6,9)
seszolamargin 1,8%~han (¥ 6,8) képzett

komplexet. /4 zdrdjelben feltiintetett értékek az dtlagdérték
koziil ingadozd szérds 95%-o0s megbizhatdsdgi szinten szémolt
hatdrait jelolik./

Az ébrdn fel nem tiintetett szolaradixin, Yeszolamargin,
illetve szolaszodin aglikon mérési adatai a p-szolamargin
szérdsi intervallumédn beliil vannak, gyakorlatilag a pe-szola-
margint is beleértve, egyik sem képez molekulakomplexet az

ergoszterinnel vagy koleszterinnel,
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A digitonin, tomatin komplexképzése gyors, @ kristdly
levdldes pillanatszerii. A szolamargin, ergoszterin komplexe
kristdlyosan, lassan valik le , 48 éra alatt jelennek meg a
kxomplexkristdlyok. A szolaszonin esetében mdr kristdly kivdlds
nincs, feltehetden oldatban van az a komplex mennyiség, amit
vigsgdlataim sordn kimutattam.

A komplexek stabilitdsi "sora" megegyezik & levaldsuk
gyorsasdgdval. Szembetiind a gtabilitdsbeli kiilonbség, ha
killonbozé futtatdrendszerekben hagonlitjuk Bssze & szolamare

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




@ Y

16. kép
Mindkét esetben az egyes lemezt etilacetdtban, a kettes le-
mezt etanol : benzol : NH3 = 10 ¢ 5 3 0,5 , @ hdrmas lemezt
elészbr etilacetdtban, majd kiszdritds utdn etanol : benzol 3
: NH, = 10 ¢+ 5 : 0,5 ardnyi elegyében kromatografiltam. E1S-
hivds jégecet 3 klérszulfonsav = 4 : 1 keverdékben, értdkeléds
UsV.-ben tértént.
15. képen s szolamargin-ergoszterin, 16. képen tomatin-ergoszte-
rin komplexének vdltozéisa ldthaté. A szolamargin komplexe mdr
etilacetdt hatdsdra bomlik, ligos futtatéban szintén szétesik
komponenseire. A kettds futtatds azt mutatja, hogy az etil-
acetdt hatdsdra a komplex bomldsa tdkéletes, mert a mdsodik
fronthan ergoszterin mdr nem jelenik meg.

A tomatin komplexe etilacetdtben nem bomlik (16, kép)s A front-
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ban megjelend folt, szabad dllapotban 16v6 - be nem komplexelt -
kismennyiségii ergoszterin szennyezésre utal, Az etanol : benzol :
] NH3 futtatérendszerben a komplex bomldsa megindul a starton
ragadé tomatintdél kiindulva a frontban futd ergoszterinig

egy elmosdds csik jelent meg elfhivds utdn, ami arra utal,

hogy az oldészerfront emelkedésével a felvitt komplex mennyi-
ségb8l az ergoszterin fokozatosan hasadt ki. [legjegyzendd

mas irdnyd vizggdlatok alapjdn, hogy ezen futtatdrendszer
komplexbonté sajdtossdgdt nem a pH, hanem 2 benzol tartalom
okozza/. Lrtelemszeriien a kettds fubttatdendl a mésodik front

itt ergoszterint bdven tartalmaz; az elsd pedig csak nyomokban.

A fenti vizsgdlat alapjdn érthetd, hogy rétegkromatogri-
fidsan szolamargin-ergoszterin komplexet a legkiilinb8zbbb
futtatdérendszerekkel sem gikeriilt kimutatni, hisz a komplex
kis oldészer felesleghen mdr szétesik, mieldtt a vékonyrdétegre
felvinnénk. A rendkiviili instabil volta arra enged ktvetkez-
tetni, hogy vagy hidrogénhid, vagy van der wg;a erfk biztositjdk
a kapesolatot a molekulapdrok kozdtt. .

A szolamargineergoszterin komplex létrejottének és annak,
hogy & reagdld partnerek valdban 1 : 1 ardnyban hoznak létre
molekulakomplexeket, az olddészerbll t6rténd kristdlyos levéld-
gon, valamint mds szterocidglikozidokra /tomatin, digitonin/
vonatkozd ilyen irényl vizsgdlatok pozitiv eredményén (58, 59,
82 ) tilmendfen egyéb bizonyitékai is vannak. Bdar a molekula-
komplex teljes analizise nem tértént meg a reagdldé partnerek
fizikai, kémiai dllandéinak vdltozdsa a kepcsoldédds utdn
kétedgtelenné teszily hogy valdban 1 : 1 ardnyl molekulakomplex
jott létre. Izt a vadltozdst legszemléletesebben a forgatdei
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eredmények iganoljdk, A forgatdsi értékeket Usszevetive ki-

tiinik, hegy sziik ¥3%o0g szérdsintervallumon beliil & komplexek

forgatdsi adatai a glikozidok és ergoszterin forgatisdnak

szamtanl kdzepe

0 szolamargin

(o ergogzterin

0 tomatin
(‘xig ergoszterin

Ezek az adatok az 1

«110
-132

«19°
-132

o Q
<1187 /mért
o komplex -121° /ozdmitott/
o komplex a7 éméxt
p - =T5,5" /szdmitott/

1 ardnyi komplex jelenlétérdl taniskodnak,.

Az Op. adatok mindkét komponens Op.-t81 természetezerien eltér-

nek.
) o
szolamargin op 301=303 ' yomplex op : 255-257°
ergoszterin op 160-~163
o
tomatin op 272=274" o 1ex  op  246-247°
ergoszterin op 160-163

Az infravirbs spektrumban jelentkezd maximum eltoldddsok

/18., 19, dbra Ysszevetve a 4, illetve 11, dbrdkkal/ is a

megviltozott tényleges kapesoldddsrdl tamiskodnak.

Az elvégzett analizis adatai pl. a nitrogén szdm megha-

tdrozdsi adatok valdsziniigitik, a megengedett szdérdstarto~-

mdnyon beliil, hogy a keletkezett kristdlycsan levdlt anyag
1 : 1 ardny’ molekulakomplex.
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362420 Kbmplexképzés ktrilményei

A szolamarginon kiviil a tomatinnal és a nem alkalold jel-

legii glikoziddal, a digitoninnal végeztem el a vizsgdlatokat.
3e24241,

El8szbr kiilonbtzdé pH érték mellett dllitottam be az oldatoket
komplexképzéare.

A bemért glikozid és ergoszterin mennyisége azonos az egyéb-
ként akelnazott mennyiségekkel. Az anyagokat abszolut kizegben
oldottam fel /abszolut etanol/ és ehhez olyan mennyiségi és
olyan savas vagy ligos kémhatdsi vizet adtam, hogy a kizeg
etanol tartalma 96%-o0os legyen ésc a kivdnt pH értéket biztositsa.
A bedllitott pH értékek a semlegesen kivil pH 3, pH 5; illetve
pH 8. /A savas kémhatdst HCl-lel, a ligost NaOH-val &llitottanm
be./ Semleges pH-n & szolamargin komplexe 24 6ra alatt kris-
tdlyosodott, a tomatin, illetve digitonin esetében a krigstdly
levdlds promt tortént.

Savas pH értdéknél sz alkaloid jellegii glikozidok esetében
komplex krigtdly levdlds, sem azonnal, sem t0bb napos dllds
utdn nem kdvetkezik be, még a tomatinndl sem. A digitonin
gzaponin Jjellegii szteroidglikozid pH-t61 gyekorlatilag fiig-
getlen, pillanatszeriien komplexet képez az ergoszterinnel,
melyet a kristdly levdlds jelez pH 3; illetve pH 5-nél, egya-
réht.

Enyhén ligos kbzegben /pH 8/ a tometin és szolamargin gyengilld
komplexképzl aktivitdet mutat, pH emelésével a komplexképzés
tovdbh cedkken. A digitoninnal bedllitott kisérletek nem jér-
tak sikerrel, mert az alkalmazott digitonin mennyiség ligos
kbriilmények k6zott nem oldddott fel.



A fenti vizsgdletok alapjdén megdllapithaté, hogy agz
alkaloid tipusi glikozidok intenziv komplexképzd aktivitdssal,
csak semleges és ényhén ligoe kémhatdsi ktzegben birnak. A
komplexképzéds intenzitdsa pH fiiggvénye /digitonin esetében
nem/.

3022424

A komplexképzéssel kapcsolatban a vizsgdlt mdeik befolydsold
tényez8 az volt, hogy a szerves oldbszer szdzaldkos viztartalmd-
val hogyan vdltozik a reakcid aktivitdsa. Megdllapitdst nyert,
hogy ebszolut szerves olddszeres kizegben a komplexképzés ;
kismértékii. 96%, 90%, 80%-cg etanolben 2 komplexképzéds egyezd
aktivitdst mutat, Annak elddntésére, hogy vizes kizeghen

- @azaz a mikrobioldgiai vizsgdlatok kbrnyezeti viszonyait
legmegfeleldébben reprezentdld kiriilmények kozttt - képzddik-e
a komplex in vitro, az egyébként alkalmazott vizegdlati metd-
dussal nem donthetd el. /A tomatin, szolamargin cstkkentett
alkohol tartalom mellett nem vihetd oldatba./ Lppen ezért
vizben 561 oldddé digitoninnal végeztem el a komplexképzéei
vigsgdlatckat. A reagdld partner kolegzierin volt. A digito-
nin alkalmazdsa mellett sz6l az & tény is, hogy a koleszterin
mennyiségi meghetdrozdsdt a digitonin nem zavarjajaz itt dl-
talam alkalmazott mérési médszer esetében/.

Koleszterin ergoszterin helyett, modellként vald felhasznd=
ldsdra pedig a kémiai meghatdrozdeban mutatkozd nagyobb foki
érzékenyadg miatt keriilt sor (81).

A digitoninbdél 1 ezrelékes oldatot készitettem kiilonbozd alko-
hol tartalmi vizes oldatban. Ezek 25 ml-éhez 0,5 ml l%—os



koleszterin oldatot adtam /a koleszterin 96/-os etanolban volt
oldva/. Ily médon abszolit 90, 80, T0, 60, 50, 40, 30, 20, 10
és 2% alkohol tartalmi /vizes/ kizegben figyeltem a komplex
levdldsdt. Kontrollként kiilonbozd alkohol tartalmi, digitonin
nélkiili kizegbe bemértem a vizsgdlat gorin alkalmazott 1l%-os
koleszterin oldatbél 0,5 ml-nyi memnyiségeket.

Vizggdlati eredmények az aldbbiak voltak:
abszolut etanolban kristdly levelds nince, gyenge copaleszkélds
jeientkezik csak 907=0a etanoltél lefelé haladva a cspapadék
gyorsasdga, erdssége nd. 507 alatt nehéz, gyorsan iilepedd
csapadék vdlik le.
A kontroll esetében csak 107/-0s etaunolban jelentkezik gyenge
opaleszkdlds /e koleszterin mdr nem képes oldatba maradni/
2%-ndl kis csapadék képzbdil, ez azonban szemben a komplex-
csapadékkal, melegitdere feloldddik. Usszevetve a komplexkép-
zésre bedllitoitit mintdval nagy az eltérds, kétségtelen tehdt,
hogy ott vizes kozegben levdlt nagymennyieédgli csapadék digito-
nin-koleszterin molékula komplexe.
A méleilyok alapjdn szdmolt komplex mennyiségbdl feltételezve
az 1 : 1 ardnyt kepcesoldddst, a kiszdmolt koleszterin mennyi-
sbget kaptuk meg mérdei éritékként. Mérés, mennyiségi megha-
tdrozds 2 médositott Hansen-Dam reagens felhaszndldsdval tor-
tént (81). 2 vizsgdlt mintdt a reagensbe oldottam, majd 20 per-
ces 50°C-on szinkifejl8dés utdn Spektromom 400-al 520 nm-nél
koleszterin Bsezehasonlitd mellett meghatdroztam a koleszterin
tartalmat,
Ez a mérési adat is bizonyiték a létrejstt molekulakomplex
1 : 1 ardnya mellett.
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Vizes k¥zegben lejdtszddd komplexképzési folyamatok
hagonléak & szerves kdgeghben végbemend reakeidkkal, Ez a
vizsgdlatsorozat bizonyiték arra vonatkozdan, hogy az €18
rendszerekkel lejdtszddd folyamatokat jél tudjuk kivetni
modell-vizsgdlatokban szerves olddszeres kézeghen is.
34243,

Az in vitro komplexképzési- vizsgdlatok feleletet adtak a
bevezetSben felvetett mdsodik kérdésre, igazoltdk azt a
munkahipotézist, hogy a korreldcid van az egyes szteroid-
glikozidok komplexkdépz8 aktivitdsa és gombagdtld aktivitdsa
k8zttte

A mikrobioldgiai hatds /antifungdlis aktivitds/ és a
hemolizdld képesség vonatkozédsdban a szdrmazéksor egyes
anyagai hagonléképpen viselkedtek.

A hemolizist okozd szteroidokrdl ismert, hogy & vérsejtoldds
az dltal kovetkezik be, hogy a sejimembrdna szterinjéhesz
/koleszterin/ kapcsoldédik a szteroidglikozid (30 ) komplex-
képzds jon léire, ezdltal a membrdn strukturdja megvdliozik
dezorganizdlddik /elitér a mechanizmus a hemolizinek hatas-
médjasél (83)/. A szteroidokhoz hasonldan hemolizdl a filippin
polién antibiotikum is (87). A polién antifungdlis antibioti-
kumok esetében a gombaellenes hatdemdéd az elsddleges témaddsi
pont szintén a sejtmembrdéna szterinje fergoszterin/ (39, 84,
85, 86). A hatds mértéke, azaz a membrdn destrukcid nagységa
az illetd vegyiilet fiiggvénye.

Ezeh tények, valamint az in vitro vizegdlatok alapjdén felté-
teleghetd az érzékeny mikroorganizmusok szteroidglikoziddk
hatdsdra bektbvetkez§ kdrododdsa.



A gombdk membrdnjdban 1év8 ergosszterin kitést 1létesit a
jelenlévs szteroidokkal, dezorganizdlédik a gejthdrtyae;
megvdltoznak az élefontossdgi permedcids felvételi folya-
matok, a sejttartalom egy része kiiiriil, hasonldan egyéb
antifungdlis anyagok esetében tapasztaltakkal (39, 85, 86, 88).
Az 818 sejtekkel t6rténd hatdsvizsgdlatok az 618 sejtek
erpgoozterinjével torténd komplexkétiéds médjat a kovetkezbkhen

vegttem vizsgdlat ala.



3¢3. A sztercidglikozidok €18 sejtekre gyakorolt
hatdsdnak vizggdlata

A kisérleteket kiilonbBzd korilmények kozdtt végeztem el:

a/ Vizsgdltem nyugvéfeleszines, illetve leveglztetett
/rédzatott/ kultirdban;

b/ kiilsnb8z8 pH értékek hatdsdt mértem a gombagdtld
aktivitdsra;

¢/ inkubdltam azonos koriilmények kiézdtt, kiilonbozd élet-
- kori tenyészeteket;

d/ figyeltem a szteroidok hatdsdt tdpanyagtaritalmi kbzeg-
ben és tdpanyagot nem tartalmazé pufferelegyekben;

e/ azonos tenydszeteket kiillonuozd hdéfokon inkubdltam.
A vizsgdlatok nagy részéhen a gziirés sordn kivadlasztott mikro-
organizmusok mindegyikével a ezolamargin, szolaszonin, g-szola-
margin hatdsdt Ssszevetbe vizsgiltan. A kisérletek sordn hdrom
tényez8 valtozdsdt figyeltens

1/ szteroid felvételt, illetve megkﬁtéét, valanint a
hatdanyagok esetleges szerkezeti mdédosuldsdt;

‘ 2/ aminésav kidrvamldet;

3/ kdlium ion kidranldst.

3e3.1. Szteroid megkttés
3e3.1.1.1,
Az alkalmazott tesztorganizmusok kozll az érzékeny Pichia
gsaitoi és Syncephalastrum racemosum szteroid felvételét
a 20. illetve 21, dbra mutatja az inkubdcids id8 fiiggvényében,
nyugvéfelszines korilmények kozdtt, pH T-en, 12-14 érds fiatal
tenyészetekkel, tdpanyagokat nem tartalmaszdé pufferkézegben,
szobahdméreékleten.
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20- abra
Pichia saitol

szteroid megkttése

a = gzolamargin
b = gzolaszonin

b = pg-azolamargin

21, é&bra

Syncephalagtrun
racemnosum

gteroid megkttése



Az 4brdkrél leolvashatd, hogy a nagyobb antifungdlis aktivie
tési szolamargin az inkubdcidés idé 6 drdja alatt gyakorlatilag
teljesen megkotddik mindkét gombdne. 4 megkotidés mértéke
Syncephalastrum racemosum esetén valamivel gyorsabb, hamarabb
eléri a teljes megkotés dllapotdt. A szolaszonin nem, vagy
alig, mig a mikrobioldégiailag inaktiv p-szolamargin egydl=
taldn nem kapecsolddik a sejtekhez. lMegjegyzendd, hogy az in-
kubdcids idd utdn a megkttttt szteroid nem mosghaté ki a puf-
ferrel /hoaazabh.id6 utdn is kotott dllapotban marad/, etano-
los vagy més szerves olddészerek extrakcidval azonhan kvanti-
tative visszanyaerhectd.

36¢3e1e1.2,

L két ellendllé tesztorganizmus a (Candida golani és az Asper-
gillus japonicus szteroid meégkitési viszonyait az eldzdekkel

hasonld paraméterek mellett a 22. dbra mutatja.

22« &bra

Candide solani

Agpergillus japonicus

szteroid megkiotése

_______ a a = gzoliagzonin, f-szola=
100 e 2R margin megkotése
g mindkét gombafaj esetén
- c
- b = Candida golani
50:: szolamargin megkitése

g ¢ = Aspergillus japonicus
szolamargin megkttése
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{Osszahasonliiva az érzékeny mikroorganizmusok diagrammjaival
aszt tapasztaljuk, hogy legfeljebb a szolamargin esetében
tapasztalhatd minimdlis kapesolddds. /Az A. japonicusndl
feltehetfen a hiphdk kozdtt adszorbedldédott az anyag,
pufferes dtmosds utdn az extraktumbdél nem mutathatd ki
szteroid./

3¢301els3e

4 sztercidmegkitési vizsgdlatokat elvégeztem baktdriumokkal
is. Sem & Gram + Bacillus subtilis, sem a Gram - Escherichia
coli nem mutatott szteroid megkdtést, még az inkubdcids idé
megnyijtdsdval sem.

3e3elel.4.

Ergoszterint membrdnjukban nem tartalmazd gombdk (89, 93)

- Phytophthora dechegleri, Pythium ultimum - egetében hasonld
a kép (lded 23. ébra/a), szteroid megkdtés nem nutatkozott.

A gombdk lasel novekedése miatt itt 48-72 Srds tenydészeteket
hagznédltam a vigsgdletokhoz. Az ergoszterint akkumuldlt
Pythium ultimum /a fermemtorban elénevelds sorxdn a téptalaj
045%=08 exrgoszterint tartalmazott, ennek az ergoszterinnek
egy részét a gomba bedpiti, akkumuldlja membrinjéba (90 )/

a rendelkezésre 4116 szolamarginbdl egy kis mennyisdpet megkdt
23. &bra/b. '

3e3ele2:1,

Az eldzd vizsgdlatokat az egyes kiriilmények megviltoztatdsdval
is elvégeztem a négy ergoszterint tartalmazd gombdval.
Rézatott tenyészetek esetdében az 4116fdzis’ rendszereknél
leirt megkiotési, illetve felvételi viszonyok voltak Jellemzdk.
A kép taldn csak annyiban médosult, hogy az érzékeny fajok
esetén a megkdtés meggyorsult.
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- ~1 a = Pythium ultimum
150 szolamargin megkttése
o w T b = ergoszterint skkumu=-
. 141t Pythium uvltimum
100': szolemargin megkdtése
50 —
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.
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23e abra
3‘3.1.2.2.

Kilonbozé pH értékeknél vizsgalva a szteroidok sejtekhez
t6rténé kapesoléddsdt, eltérések mutatkoznak. Mig pH T-nél
az érazékeny mikroorganizmusok teljesen megkttik a nagyobb
hatdsu szolamargint, a kisebb hatdsu szolaszonint részlege=
sen, addig pH 5-nél, illetve pH 3=-ndl a nagymértékii megkttés
lecstkken (24. dbra/b), illetve megsziinik (24« dbra/a)e
3e3e1e2430

A kiilonbozd életkoru tenyészetek megkdtési viszonyaiban is
eltérée toposztalhatd. Az érzékeny mikroorganizmusok dreg
tenyészetei /18 drdndl iddsebb tenyészetek/ gy viselkedtek
a szteroidglikozidokkal gzemben, mintha ellendlldak lennének.
A 24 éréds tenyészetek még részleges szolamargin megkttést
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it L \ , et | szolamargin megkttése
i \\ kiilénbozdé pH-n
1 ' S5 | |
5 \\ R a = pH 3;
100 -
- \ A : b = pH 5;
AN
\ = ~~
50 T,
i N
i \
\\
- \\
T Ll T
0o 1 2 4 eh
24, dhra

A 24 Sris tenyészetek még részleges szolamargin megkitést
mutattak, & 48 Srds tenyészetek egydltaldn nem vettek fel
ezteroidot. A kapott kép egyezik & 24. dbrdn latottakkal

Ja = 48; b = 24; ¢ = 12 érds tenyészetket jelenti/ a Pichia
saitol csetében.

3e3s1e2444

A szteroid megkitéel vizsgdlatokat tdpanyag tartalmi kbzeg
esetében ie megisnételtem. Eltérést nem tapagztaliam a sima
pufferktzegii inkubaldssal szemben., A szteroidglikozidok
megkotéaének képe 2zonos a 20-22. dbrdkon liatottakkal.
3034142454

Az egyébként szobahémérsékletii inkubdldson kiviil megvizsgdltam,

hogy mennyiben mddosul a szteroid megkttés érzékeny mikroorga-
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nizmugokndl a himérséklet valtozstaidsdval. Pichia saitoi
tenyészeteket inkubdltam 30°%, 20°, 10°, 5% s 0°C-on. leg=
&llapitdst nyert, hogy a 20-30°C kbzott @ szteroid kotddés
azonos intenzitdei, 5%°C-ig & megkdtstt szteroid memnyisége
fokozatosan cstkken, 5%-0%C Kozttt sateroid feivételgyakor—
latilag nincsg.
3e3ele3e
A kisérleti munka sgordn egyetlen mikroorganizmus, egyetlen
szteroidglikozid esetében sem jJelentkezett enzimatikus cukor-
lehagitds, vagy mds szteroidok szerkezetében torténé vdltiozds,
ami "méregtelenitést" feltételezne a mikroorganizmus részérdl.
A megkotott szteroidok is eredeti dllapotban v;sszanyerhetﬁk
voltak alkoholosg extrakcidval,
3e3eled.
A szolamargin felvételi prébdjat az €16 sejteken kiviil kiilon-
b628 médon elolt sejlek frakeidival is elvégeztem a kiotddés
helyének meghatdrozdsa céljéhél.
Igy: 1/ hékezelt sejtekkel;

2/ etanollel extrahdlt sejtekkel;

3/ homogenizéldssal dezintegrilt sejtekkel;

4/ Helix pomatia sejifal emésztd enzimeket tartalmazé

bélnedvével kezelt sejtekkel;
5/ mds exrdsebb aktivitdsl gzteroidokat megkotott sejtekkel
végeztem szolamargin megkitési prdbikat.

3e3ele4.1,
A h8kezelés 5 perces pufferkizegben torténd forraldssal
tértént.
A hékezelt Pichia saitoi, Candida golani, sSyncephalastrum

racemosum, Aspergillus japonicus tenyészetei megkttik a szola-
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margint 25. 4bra/e. A pztercid megkdtée gyorsabb mint az ér-
zékeny mikroorganizausokndl 618 dllapothban t8rténd szteroid
kot8dés. A kezeletlen Pgthium ultimum sejtek hdvel t8rténd eldlés
utén sem képesek szolamargint megkdtni 25. dbra/a. Az ergoszte-
rines k&rnyezetben nevelt Pythium ultimun tenyészet kismér-

tékii szolaszonin kotést mutat 25. dbra/b. A baktériumok hi-

kezelt dllapotban szintén nem kBtnek meg szteroidot.

J.J.q{ml
- _T\' i (e
200 || b U i A Hékezelt mikroorganizmusok
« I [N . . szteroid megkiiése
l \.\- A [V Y —————
. \\ a = Pyth. ultimum
=1 ]l smsmeme—ieme a
150 \\ ———b b = ergoszterin akkumuldlt
. _—— — —C
1 \\ Pyth. ultimum
- \\ ¢ = P. saitoi, C. soleni,
100; \\ Ae. Jjaponicus, Syn.
3 \\ racemosua
] \
1%
50—1 \ \'r\
- ™
~N
- \ e
- \
%
1| L) T 1
0 {--2 4 6h
25. abra
3.3.1.4.2.

Extrahdlde 10 perces, 96%-~oa etanclog fdzéssel tirtént.
Az extrahdlt gomba mennyiséggel elvégezve a szteroid kitési
prébdt egy esetben sem tortént szteroid kapcsolddds az el-



61t sejtekhez. A 26, ébrdn a hdkezelt sejtek szteroid kotése
mellett igen szemléletes, hogy ergoszterinjétél elvdlasziott
Jextrahdlt/ sejtek szteroidot megkdtni nem képesek.

Jig/ml
] theslems ity e
S~ ‘\\
I 48 o Hékezelt, illetve
150 \\ extrahdlt P. saitoi
1 ' | és C. solani sejtek
o \\ szolamargin felvétele
\
- \
100 \\ a = extrahilt sejtek
: \ b = hikezelt sejtek
4 \
\ \\
501 | .
- \ S
4 \ % o
a3 \ ]———‘{
L | |
0 | 2 L "
26, dbra
3.3'104.3.

A homogenizdldst 20 perces kvarchomokkal t0riénd dorzeblés-
sel, vagy ultrahang dezintegrdtorral /H.S.E. No 3000/ 60 Wx cm2
intenzitds mellett 20-25 percig végeztem. A sejlek elpusztu-
ldgdt tenyésztési prdébdval ellendriztem /1-7/i-ce volt a
telepképz8 egységek szdma/. A hbkezeléshez hasonld kép

ldthaté a dezintepgrdlt sejtek szolamargin kitése esetén is,

csak nem olyan gyors a felvéitel (ldsd 27. &bra).
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27. dbra

Je3eledads

A Helix pomatia sejifaloldd enzimeivel a Pichia saitoi és
Candida solani sejteket kezeltem. Az enzimekrdl ismert a
sejtialoldd hatdsuk, amely kovetkeztében protoplesztképzés
dll eld (91 ), ez nem &ltaldnos, vannak jél, kevésbé és ilyen
médszeryel egyaltaldn nem protoplasztolhatd gombafajok.

A kezelées médja: a sejtek 3 Srdn keresztill = 100 mg nedves-
sejt/l wl 0,6 n KC1 tartalmi pufferrel felére higitott
bélneav - mennyisdégi ardnyoknak megfelelden inkubdlédtak.

/1 nl bélnedv kb 100 mg enzimfehérjét tartaimaz./ A kezelds

utdn elvégestem e szolamargin megkdtési prdbat. A vizsgdlt



két mikroorganizmus rendkiviil rosszul, a Pichia saitol
l-6%-ban, a Candida solani gyakoxlatilag nem képzett pro-
toplasztot. Lnnek ellendre a szteroidkdtésben vdliozds 411%
el8 az é18, kezeletlen sejtekhez képest. Bdr a Candida
solani sejtjei mikroszképosan nem valtoztak, egyéb tulaj-
donsédgaikban mint normdlis sejtek visclkedtek, & szolamargin

jelentds részét az inkubdlds végére megkttotték (28. dbra/a)d.
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30 30 104.’50

Szenzitiv mikroorganizmusokat - Pichia saitoi, Syncephalastrum
racemosum - tomatin, illetve digitonin tartalmi kizegben ine
kubdltams 6 Srds inkubdlds utdn a két mikroorganizmus az ale
kalmazott szteroidokat az inkubdcids elegybdl 100%-osan meg-
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kototte. Pufferes dtmosds utdn séolamargin jelenlétében
inkubdltam a tenydszeteket. A szolamargin kotés ezutdn mar
nem kovetkezett be.

Ha 616 sejtekkel az cllbbi szteroidktiési prébdat forditva
végeztem el, abban az esetben a tomatin, illetve & digitonin
ktést létesit a sejtekkel, de az ellzlleg megkdotitt szola-
margin a kbtéspontokrél leszorul. Irodalombdél ismert jelen=-
géggel dllunk szemben (92 ), amikor ig a digitonin a membrdnon
megkttétt nystatint képes volt leszovitani., A kotdéspontok
tehdt azonosak.

3e3.2. Amindsav kidramlis

Az eminésav kidramlds mértéke kiilonbszd volt, attsél
fiiggfen, hogy érzékeny, vagy ellendlld mikroorganizmust
vizsgdltanm.
3:3:2e101.

Lrzékeny mikroorgenizmusck esetén @ szolamergin kezelés
hatédsdra negy az aminésav effizidéd a kontrollhoz vigzonyit-
va (29., 30. dbra) 8116fdzis rerndszerben pH T-en, fietal,
12-14 drds tenyészetekkel, tdpanyagot nem tartalmazdé puffer-
kbzeghen, szobahémérsékleten.

Az dbrén jé1 ldthaté, hogy a szolagzonin, g-szolamargin
nem idézett eld komoly amindsav kidramldst. lindkét eset-
ben az dtlagértékek a kontroll szérdsintervallumidn beliil
helyezkedtek el.

3630241424

Az ellendlld mikroorganizmusok szolamargin hatdsra fellépd

amindsav effiizidja nem olyan nagymérvii, mint az érzékenyeknél



(31., 32. ébra), a paramélerek azonosak a szenzitiv fajokndl

leirtaknal.
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29. ébra 30. dbre
Pichia gaitol amindésav ki- Syrcephalastrum racemosum
bocgdtésa szteroid kezelés amindésav kibocsdtdsa szteroid

o

hatdsdra

=

=

e
-

kezeléa hatisdra

gzolamargin kezelt dtlaga;

kontroll, illetve szolaszonin, p-szola=-
margin kezelt Usszesitett dtlaga;

kontroll atlaga;
szolagzodin kezelt dilage;

p-szoelamargin kezelt dtlaga

Az &brdn feltintetett mennyisdgi intervallumok az &atlag-
érték megbizhatdsdgi intervallumai 95%-o0s szinten.



31, ébra

Candida solani amindsav kidramlisa szteroid
hatédsra
Jelslések azonosak & 29., 30. &brdkndl leirtakkal

Szolamargin kezelés hatdsdra az inkubdcid megkezdésekor a
kontrollhoz viszonyitva az aninésav kidranlds jelentls. Lz

a szint azcnban hamar dllanddésul ég a 6. Sraban a kontroll
j61 kozeliti ezt az érxrtéket. A Candida solani esetdében a
kidramlott amindsav mennyisdég egy részét a sejtek ismét fel-
veszik, az inkubdcids kBzeg amindsev szintje kontroll kdzel-
be keriil a 6, 6rdban. /A jelenség oke egy dtmeneti kérosodds

lehet, amelyet az €10 sejiek kikiiezobblnek./
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}*g(rnl Aspergillius japonicus
< : aminésav effizidja
1000 — ::j: ::t: szteroid hatdsra

Bal oldali:
a = gzolamargin kezelt
dtlagérték

b = kontroll &tlagérték
Jobb oldali:

e = gzolaszonin kezelt
dtlagérték

b = geszolamargin ke-
zelt dtlagérték

32. &bra

3634241e30

Pythium ultimum esetében a szolamargin kezelés hatdsdra be=-
kovelkezett anindsav kidramlds dtlagdértékei a kontroll 325—
rée intervallumdn beliil ingadoznak kis eltéréssel (33. dbra).
A membrdnjukba ergoszterint akkumuldlt Pythium sejtek amind-
gav effizidjukban eltérést mutatnak szolamergin kezelés ha-
tdsdra (34. dbra). Az dbrdn ldthatd kiltnbedg e kontrollhoz
viszoayitva gzdmitdsok szerint szignifikdns.

3e3c2e2¢

A vizsgdlati paraméterek vdltoztatdsdvael eltérések tapasz-
talhaték az amindsav effizidben. Ilyen irdnyl vizsgdlatok

az érzékeny Pichia saitoi tenyéozetekkel tdrtdéntek, szolaw
mergin kezeléds hatdsdra bektvetkezd vdltozdeckat figyelem=-

mel kisérve.
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33. 4bra 34, <bra
Pithium ultimum amindsav Lrgoezterint akkumuldlt
effizidja P. ultimum amindésav

effizidja

a = szolamargin kezelt étlagértékei

b = kontroll kezelt atlagértékei
34342:2.10
Rédzatott koriilmények kozott a szteroid felvételhez hasonldan
az aminésav kilépés is meggyorsul (35. ébra ). Az inkubidcids
id8 végére kidramlott Usszamindsav mennyiségben eliérés gya-
korlatilag nem tapasztalhatd, csak rdzatds hatdsdra a folye-
matgirbe meredekebbé vdlik.
3634242424
Kiilnbsz6 pH-n az amindsav effizidban lényeges kiilinbségek
adédtak (36. dbra ).



35 . 8'1131'8.

Pichia saitoi amindsav
effizidja szolamargin
kezeldés hatdsdra, kii-

160528 pHen

Pichia gaitoli amindsav

effizidja

a = gzolamargin hatdsra
rézatott kdriilpények
kozott

b = szolawmargin hatdsra
nyugvéfelgzines k-
riillmények kozott

¢ = kentroll

e—aa
eo--b

LI | T, |
12 4 eh

36. dbra
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Az dbrdn lithatd, hogy a semlegestsl etiérd pH-n az amindsav
kidramlds alig tér el a kontrolltdl /a2 kontrollhoz viszonyitva
kisehﬁ a kidranlds mértéke, mint a nem érzdékeny Tajoknsl pH T-en
tapasztalt cltérés/. 4 pH 5, illetve pH 3-nd) mért értékek egy
gbrbén vannak dbrdzolva, mivel eltérésilk nem haladjz meg szdris-
intervallunuk hatdrértékeit.

303024243,

Kiildnbtzd tenyészidejil Pichia sabtol tenydészeteket inkubdlva

is jelentds kiilonbségek addédtak az amindsav kidramldshan

( 37' é.bl‘& Jo

Jg/ml

) /{ &t

4000

37. dbra

Kilonboz8 tenyészidejii Pichie saitoi tenydszetek
amindésav kidramldsa
J61 lathatd az Ysszefiiggés, amely a sateroid felvételben /lded
3¢3¢1le243./ is jelentkezett. Mig a 12 érds tenyészetek maximd-
lis érzékenysdzet mutatnak, a 24 Srds tenyédozetekre mar csak
kevéssé hat a szolamargin, a 48 Srdsok pedig kompletten ellen-
d116nak mutatkoztak,
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3¥3e2:2444

# gdpanyag jelenlétében torténd inkubdlds & szolamargin keze-
lésre bekovetkezl amindsav kilépds szintjét, a kidramlott
Ssgzamindésav mennyisdgét nem befolydsolja. A glrbék lefutdsa
mindenben egyezett a 29. dbrdn litottakkal.

3036262454

Kiilonbtz8 hémérsékleten vizsgdlva a szolamargin kezelés hatd-
gdra ki1lépé amindsav menuyiséget, azt tapasztaljuk, hogy szi-
gori Osszefiigzgés mutatkozik a felvett szteroid /ldsd 3.3.1e2.5./
mennyiség és a kibocsdtott amindsav mennyiség kBzdtt. 20-30°¢
ktzttt gyakorlatilag azonog az amindsav kidramlds - nagy mérté-
kii a kontrollhoz viszonyitva - 0-5%¢ koz6tt pedis az abszolut
mennyisézben igen csekély kontroll értékekkel egyezd a kidram-
lés.

3¢3.2.3. )

A gzteroid kezelés hatdsdra kilépd amindsev mennyiséghdl a
papirkromatogrdfids, mindsdgi meghatdrozdsckat is elvégezten

(17. kép).

A képrél leolvashaté, hogy éridsi a menmnyisépi differencia a
szolamargin kezelés javdra, de az egyes kidramlott amindsavak
egymdshoz viszonyitett mennyiségében eltolddds nem tapasztal-
‘hatd. A kezelds hatdsdra kilép8 amindésavak a gejtben a termé-
szetazerien neglévsd ardnyaiknak megfelelfen mutathatdk ki az
inkubdcids elegybdl. Igen azemléletes, hogy & p-szolamargin

kezelés €s a kontroll kizt gyakorlatilag nines kiilonbség.
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Az Bgszenagonlitd standard 0,1 ml-e
Kontroll inkubdcids elegyének 0,1 ml-e
Szolamargin keselt inkubdcids elegyének 0,1 ml-e

peszolamergin kezelt inkubdcids elegyének 0,1 ml-e



A standard 0,1 nl-ének “sszaminésav tartalma 50 ug. Az egyes
komponensek a krometogramon feliilrdl lefelé az aldbbi mennyie

ségekkel szerepelnek:

1/ Leu 1,5 ug 7/ Gla + Ser 6,0 ug
2/ Phe 3,0 " 8/ Gly + Glu-TH, - B
3/ Val 1,5 = 9/ Asp 10,0 *
4/ Y=Amb 1,5 " 10/ hsp-1H, 8,0 "
5/ Pro - 540 @ 11/ 1ys 1,0 "
6/ Ala S0 " 12/ Cye 4,0 v

A szolamaygin kezelt wmintdndl megjelend plusz foll /13453 Jjel-
zégil/ mdr nem egyszerii amindsav, heénem kisebb peptidek Usszes=
sége. A papirrdl t6rténé eliucidval ezt a pepitid menayiséget
felddgitotiam, majd 6 n HCl~lel aumpulldzva 1 atmoszléra til-
nyomdson két drdn keresztil autokldvozva hidrolizdltam. A
hidrolizdatumot Osszehasonlité mellett futtatva, megdllapitot-
tam, hogy a peptidek felépitéadben nagyobb mennyisdgben az
aldbbi amindsavak vettek részt:

alanin

szerin vagy glicin

glutaminsav vagy treonin

glutanin vagy aszparaginsav

agzparagin

lizin
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3e3430 K41lium kidranmlds

A kdlium effizid mérése elftt a mikroorganizmusck eld-
nevelése kdliumban digitott /0,59 XCl tartalmi/ ﬁéptélajon
tortént. NMunkdm sorsn pontos mérési adatokat & Pichia saitoi
(38, 4bre) és a Candide solani (39. dhra) kdlium kidramldsdrél
adok meg, megjegyezvén, hogy & Syncephalastrum racemosum a
P. saitoihoz az Aspergillus japonicue pedig a C. solanihoz
hagonlé kélium kibocsdtéest mutatott szolamergin kezelés hatéd-

séra.

Pichia salitol
kdlium effizidjae

a = gzolamargin kezelt

b = kontroll

38, dbra

A 38, ébrén a szenzitiv Pichia saitoi kdlium kifremldsi diagrammja
nagy hasonlésdgot mutat az emindsav effigzidval (29. dbra), ugyan-
ez a hagonlésdg érvényes a Candida solani esetében is 39., illet-



ve 30, dbréak kozott. A szolaszonin peszolemargin hatdsdra tor-—
téné kélium kilépés kozépéricke a kontroll megbizhaidsdgi inter-
vallumén beliil epett minden alkalommal, igy kiilon azt nem tiin-

tettem fel az abrakon.

ma/ml

200 oo
o--—-b
150
Candida solani
kdlium effiizidja
100 '
& = gzolamargin kezelt
i b = kontroll
50, ;
&/?”"}
0

1

12 4 6N

39. dbra

A kélium ion kivindorlgsi adatokbdl ugyaenazok a kivetkeztetdsek
vonhaték le, mint az amindsav effigzidra vonatkozd mérésekbll. Heg=-
Jegysendd, hogy a mérési metodikdk kizelitSleg azonos munkaigényii-
ek, de tObb gyskorliati indok miatt célszeriibb volt a szteroid ha-
tdsra bekbvetkezd vdltozdsokat amindpav kidramlis mennyisdgl méré-
gével kovetni, mexrt pl. ilyen egetben nem kellett kdliumdis tdp-

talajon eldnevelni, vagy az inkubdcid gordn kdlium mentesiteni
az inkubdcide elegyet.



3e4e A szteroidglikozidok é18 sejtekre gyakorolt
hatdsvizsgdlati adatainak értékelése

A vizagdlati adatok sordbdél - Ycszevetve az in vitro vizse
gdlatokkal, valamint egydéb, fdéként polidn antibiotikumokra vonat=
kozd adatokkal ds a szteroidok hemolizigével kapcsolatos kordbbi
megdllapitdgokkal - az aldbbi kivetkeztetdsek vonhatdk le.
3edale
Az érzékeny mikroorganizmusok esetdében a hatdsos szolamargin
a sejteken meckstSdik. A kotdddés velejdrdja a nagymérvii sejtkd-
rogodds, amelyet kdlium ion kivindorldson tilmenden amindsav
effizidval tudtam figyelemmel kisérni /=6t a membrdn destrukcié
oly nagymérvii volt, hogy 2 sejtbdél amindsavak mellett kisebb
peptidek is kidramlottak az inkubhdcids elegybe/.

A szteroidglikozidok kttéspontjei feltehetden a membran
gzterinjén vannak. In vitro vizsgdlatok kimutabttdk, hogy a
szteroidglikozidok a szterinekkel 1 : 1 ardnyd molekulakomplexet
hoznak létre /e sejitfal, illetve a membrina egyédb anyagairdl ez
nem igazolhatd, ha az ergoszterint kiextrahdltam a sejtekbsl, a
kapcsoldédds elmaradt/.

Igazoltam, hogy vizes kidzegben, a sejtek élelkdriluényeinek
megfeleld feltételek kozott is lejdtezddik a komplexképzés.

A hemolizis vonatkozdsdban ipgezolt tény, hogy ugyanezen szteroid-
glikozidok hatdsukat a vérsejtmembrdna koleszterin részéhez tore
t6én8 kapesoldéadssal fejtik ki, membrdndestrukciét idéznek eld

(30)s A polién antibiotikumok hemolizige is ezzel a hatdssal
magyaridzhatd (87 )« i polién antibiotikumok antifungédlis hatdsa

is a sejtmembrdn ergoszterinjdhez torténé kapcsoldddson alapul



(39, €5, 86, £8). A dezorganizdlt sejthdrtya Ltevesztdvé
vdlik, életfontossdgi anyagok - anorganikus foszfdt, kdlium,
amindgavak - vandorolnak ki, A membran szerkezetében ég funk-
cidjaban a azterineknek kules szerepe van, ezt az is bizo-
nyitja, hogy a hatds ellenmilyozhatd szterin tiladagoldssal,
abban az esetben, ha & membridn destrukeid rem nagymérvi

(87, 94, 95 )e Egyes poliéneknél kimutattdk, hogy & kdlium

és ammdénium ionok tiladagoldséval is visszaszorithaitd a
kércsodds, bizonyitvéan aszi, hogy tulajdonképpren ezen anyagok
hidnyaban kbvetkezik be a sejt pusztuldsa (96, 97 ). Vizsga-
lataim esetében a membrinkdrosodds anndl nagyobb mértékil
volt, mintgem azt szterinek, ionck, illetve amindezvak til-
edagoldsdval ellensgilyozni lehetetht volna.

A pzlteroidok hatasdnak molekuldryis szinti vizsgaiatai-
val bizonyitottdk, hogy & membrdnban lamelldrisen elrendezb-
dott ssterinmolekuldkkal az alkalmazott sztexoidglikozidok
1l ¢ 1 ardnyban molekulapdrokat képeczve egy gyiliriit alkotnak,
pérusckat épitve ki a membrénon. Egy gyiiri, mintegy 20 mole-
kulapdrhbél 411, ezt a jelenséget a vérsejt membrin és a
Roug-szarkoma virus memhrdn vonatkozdedban egyardnt kimutat-
ték (98, 99, 100). Ugyanez az elektronmikroszkdpos struktura
keletkezett, he £ilippinnel kezelték a membrint, illeive mege
terséges hirtydt /koleszterin + lecitin/, vegy kcleszierin
digzpenzidét kezeltek az el8bbi hatdanyagokkal.

Az elvézzett vizegdlatok alapjén feltételezhetd, hogy a
gombdik membrinja dteresztbvé, hasonld médon vdlik. Irodalmi
adatokkal Ooezevetve az dltalam vizegdlt, hatdsosnak bizonyult
szolamargin okozta membrén destrukecid nagymérvii, nemcsak speci-



fikus véltozdsokat idéz el8, hanem mint a kis szénatomszdmi
polidnek dltaldhan, igen internsziv sejtbll torténsd anyag ki-
dramldst eredményez (39 ),
Azok a sateroidglikozidok, amelyek komplexképzd aktivitdssal
nem birtak, /p~-szolamargin/ vagy igen gyenge axtivitdst mutat-
tak, /szolagzonin/ a gombdkon nem tudtak megkotddni.

4L szieroidok membrdnhoz torténd kapcscldddsdnek kétség
kiviil az az egyszeri reakcidkdszsdg az oka, amely az orgoszie-
rimel t0rténd molekulakomplex-~kdépzéshen nyilvdnul mege Az anti-
biotikus hatdshoz vezetd reakcidt azonban egyéb sirukturdlis
éshiokémici tényezlk is befolydsoljék. Ha Usszevetlik pls a
h6ve1 elslt, vagy homogenizdldssal dezintegrill sejtek és az
616 sejtek szteroid megkitését, szenzitiv fajok esetében, ki-
16nbeég mutatkozik a kdtddés sebességében. /A dezintegrdlt
gejtek gyoreabban kotottdk meg 2 vizsgdlt szteroidglikozidokat,
pedig mindkét esetben €18, eldlt dllapotban a kitddésre képes
er oszterin mennyiség azonos volt./ Ha a szteroidok megkdtésé-
nek €18 sejtek esetében pusztin az eldbbiekben térgyalf kap-
cgoldddsbell okai lemndének mds tényezdtll nem bhefolydsoltatva,
akkor 0-5°C kBzBtt vizsgdlva az érzékeny fajok tenyészeteit a
szolamargin meghkotésnek be kellett volna kbvetkeznie. A sztero-
id kapcsoldédds elmaradt, holott in vitro komplex levalds ilyen
ktriilmények ktzott nagy intenzitésu, a reakcid pem lagsul le.
A Jelenedly magyardzdsdénoz a sejifalnak mint €16 strukturédnak
tevékenységét kell feltételezni, amely hémérséklet vdltozds

hatdsdrea falacsonyabb héfokon/ megakaddlyozza a szteroidok
membrdn tdmaeddsdnek lehetdsdégét,.

Az érzékeny fTajok eseidben felldpd "dreg kori rezisztencia®



is a pejtifalban bekvveikezl vdltozdsokkal magyavdzhatd. Az
eliregedd sejtfal, ma még ismeveilen ékok miatt megakaddlyoz-
za a szteroidok tdmaddsi lehetdadgdte.

Epyéb kbrilmény vdltoztaldsa pl. a pH vdltozds, magdra a
komplgxképzédés gzdmdra teszi kedvezdtlennéd a korilményeket,
Ugy hogy hatds ebhen az esetben ezdrt marad el.

3.4.2, |

A rezigztencia okdnalk vizsgdlata kétféle eredményre vezeteit.
3ed4e2.1,

Az ergoszterint tartalmazdé rezisztens gombdk esetében nem az
ergoszterin mennyiség az oka annak, hogy hatds veliik kapcso-
latosan nem mutathatd ki. llennyisdégi meghatdrozdasal kimutattam,
hogy a szenzitiv és rezisziens fajok kozott nines lényeges

differencia az ergoszterin tartalomban (III. tabldzat ).

Faj név érzékenység ergoazterin tartalom

wg/g szdrazsily
Pichia geitoi drudkeny 6,8 ¥ 0,7
Candida solani érzéketlen 6,8 £ 0,8
syncephalagtrun érzdkeny 15,0 2,5
Tacemnoswn
.Aspergillus érzéketlen 11,2 £ 1,2
Jjaponicus

IIT. téblézat

Mint azt a rétegkromatogrdalfids ellenbrzésgsel kimutattam, a
vizsgdlt hat Srds inkubdcids id6 alatt ensimatikus méregtele-
nités /cukor lehasitds/ nem tortént. /HuzamosablL 1d8 utédn
A, japonicus esetdben lejdtszbdik a gzolamargin cukor le-

hagitdsa, ez azonhan csak indukcid hatdsdra kdvetkezik be.



w91 »

A solanumokon elfforduld, szintén ergoszterin tartalmi re-
zigztens gomhik a Fusariumok (18) esetén indukcid nélkiil is
lejdtezédik a folyamat, de szintén huzamosabb iddt igényel./
A rezigstencia okdt a sejtfal az drzékeny fajoktsl eltérd
gzerkezetében kell keresni, abhan, hogy mepggdtolja a sztero-
idok membrénhoz torténd kapcgoldddsdt. A rezisztens fajok
ergogzterinje is képes szolamargin kvtéesre, ez jé1 szembe-
tinik a hékezelt és homozenrizdlt Candide solani sejtek intensziv
szteroid megkitésébll. Elegendd azonban egész enyhe sejtfal
kezelds, amit a Helix pomatia sejtfaloldé enzim kivonatdval
végezten, &8 a2 szteroid kHtldés végbe megy. Mivel a gejtfal
kezelés enzimatikus folyamet, & szteroid megkstés nem hirte~
len jétezédott le, hanem elhizddott. Az ellenfrzdé vizsgdla-
tokbdl kideriilt, hozy protoplasazt képzéq nemn kovetkezett be
/a protoplaszt a wembrdn kdrositds utdn szétesik (39)/, a
gandida solani igen ellendlld az ilyen enzimatikus kezelés
gszempontidbél, mégis minimdlis véltozds e sejtfal €15 struk-
turdjdban, elegenddnek bizonyult ahhoz, hogy & szteroidok

g8 membrin ergoszterinjéhes juessanak, A rezisztencidért te-
hét nem az egéez sejifal a felells.

3642420

L pzlercidglikozidokkal szembeni rezisztencia oka mds mikro-
organizmusck esetdében az ergoszterin hidny. Ezért nem hatnak
pl. & baktériumokra egyiltaldn és ezért a komplett rezissz-
tencia a Pythium és Phytophthora fajokkal aszemben, (104, 105)
itt a dezintegrdlt sejtek sem mutattak szteroid megkdiést.

A Solenumok patogén mikroorganizmusainak legismertebb fajai
ezek (18, 103 ) érdekes sajdtsdguk, hogy teljes fejlddési



ciklusukat szexezudlis reprodukcidjukat csak szterinek je-
lenlétében képesck végig vinni, a gazdantviny ezterinjét
igénylik (90, 105, 106, 107, 108). 4 szterint maguk nem ké-
pegek felépiteni (93) de a kész szterint akkunuldljidk /esak
akkomuldljidk ée nem metabolizdljdk/ (90). rzt a szterin fel-
vételt mesterséges tenydasztési kbrliilmények k8zdtt is elvég-
zik és igy mar érzékennyéd vélnak ez ergoszterin tdmaddg-
ponti gombaellenes antibiotikumokkel szember (89, 109 ), amit
sajét vizsgdlataimual is bizonyitottam, A szteroid megkdtés
ugyancsak kis mértékii volt, de a kezelés hatdsdra megvdlto-
zo0tt amindsav kidramldsi kép az érzékennyé vdldat bizonyie
totta.

A rezisztencia oka gztercidglikozidok esetéhen tehdt
kétféle: az egyik az eleve meglévd ergoszterin hiadny, mig
masik egetben a gejifal okozta membrdn hozziférhetetlenség.

A vizggdlati adatok fenti értdkelése alapjdn a szteroid-
glikozidok hatdsmédja, elsbdleges tdmaddspontja, valamint a
szelektivitds, a rezigztencia kérddse tisztdzottnak tekint-
hetd. Szikséges volt ezen kérdések tisztdzdea utdn annak
vizagdlata, hogy az érzékeny mikroorgenizmusok esetében ta-
pasztalt hatds milyen mértéki - cidikus, srtatikus-e - ezért

é1l8sejtozdm meghatdrozdst végezten.

3¢5¢ 4z 618sejtszdm alakuldea azteroidglikezid

kezelds hatdsdra
A szteroidglikozidok €15 sejtre gyékorolt hatdsdt kii-
1onbd26 tényezlk figyelembevételével vizggdltem, 4 vizsgdla-

tot elvégeztem az érzdkeny mikroorganizmusokkal, nyugvéfele
RS
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szines ég rézatott kirilmények k¥Bz8tt, kilonhdzd pH-n, kii-

18nhoz8 komi sejtekkel, tépanyag jelenlétében, illetve tdp=-

anyegot nem tartalmasd pufferben s vizegdltam a reczisztens

mikroorgarizmusok é18sejtszdn vidltozdsdt is,

3e5e101s

Fiatal 12 Srds tenydezidejui Pichia saitol 418 se]tszdmdnak

alakuldsdét szolamargin kezelds hatdara a 40. dbra mutatja,

2 kontrollhoz viszonyitva, rdzatott k¥riilmények k¥zott.

Az dbrdn 1ithatdé, hogy a sejt pusztulds szolamargin kezeléds

hatdsdra gyors, gyekorlatilag £éE1 dra alatt eléri a O-kbzeli

4llapotot. A 95%=~0m megbiszhatdsdgi szinten szdmolt szdrds

intervallumok valésziﬁﬁsitik, hogy a csiragzim gyakorlatilag O.

Bz a pusztulds tdpanyagok jelenlétében is hekivetkezik, regene=

rédcié nem 411 fenn. A kontroll sejtezdm gyors emclkedése tdp-

anyag Jjelenlétében rdvid stagndlie utdn érthetd. Puffer kdzeg-

"ben, tipanyag hidnydban a meitszim gyakorlatileg nem vdltozik.
Nyvngvéfelezines, A116fdzied vendszer eaectén a kép gyakore

latilog egyezik a 40. dbrdn ldtottakkal, cesek tdpkbzegben

a kontrollsejtozdm ndvekeddse voll kisehlb mértékil.

365+124

A vizsgdlatot pH S5-6s kBzegben elvégesve a szieroidkezelés

hatdsdra nem kvetkezett be mzimottevd mejlszdm vdltozds a

kontrellhoz viszouyitve.

3¢5e1e30

Kiilonboz8 komi sejbeket inkubdlva azt tapassitaltanm, hogyi

hdr a 24, 48 Srds tenyészetek esetében is cavkkent az 618~

pejtezdm, ez & lecstkkenés nem okozott nagysdgrendi eltérést,

a gejtpusztulds folyamata nem volt olyan gyors, mint a fiatal
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12 Syde tenyésuzetek cseidben (41, dbra). A sejiek nagy réeze
nem pusztult el jesak & tenyészetben 1évé fiatelabb sejtek

kdrosoddsa miatt mutetkozik sejtszdm védlitozds/.

1000 —

900 — {

40. ébz'a :
Piatal Pichia tenyészet éldsejiszémdnak vdltozdse

szolamergin kezelés hatdsara
a = kontroll tdapkdzegben; b = kontrell pufferben;
¢ = szolamargin kezelt tdpkdzegben,
illetve pufferben
£l8sejtezdn 100 = 10°
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Kilonbozb tenyészideji Pichia saitol tenydészet sejtszédm—
viltozdsa szolamargia kezelds hatdsdra

a = koniroll
b = 28 drds tenyészetl szolamargin kezelve

C

il

12 6rds tenydszet szolamargiun kezelve

. £18zejtazdm 100 = 108

3.5.104.

Rezisztens mikroorganizmusck esetdben szolamargin kezelés
hatdsdrg nem kovetkezett be lényeges viliozds. Az éldsejt-
gzdm szolamargin ezelindl xontrollkdzelben marad, a kont-
rollhoz viszonyitve is emelked( tendencidt mutat (42. dbra).

345024

Os

Osazevetve az 418sejtozdnm vdltozdsra vonatkozd adatokat meg=
41lapithaté, hogy &rzékeny mikroorgasizmusck esctében ta-

pagztalt hatds cidikus. Az érzékeny mikroorgenizmusok dreg



tenyészetei részleges pusziuldst mutatnek, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy az eldregedett seitek t11élik a kezelédet
s csak a visgonylag fietalahb sejtek pusztulnak el. Az él8sejt-

O

gzém cebkkends a sgzenzitiv fajok esetéhen, amindsavak, ionok
inkubdcids elegybe t6rténé adagoldsdval, nem gzorithatd vigze
sza. A savag pH-n az aktivitést vesztett hatdanyas semmilyen
sejtezdm vdltozdet nem eredményez. A rezisztens mikroorganize
mugok vizagdlatakor értelemszeriien é18sejtszdm vdltozds nem
tapagztalhatd ezolamargin kezelés hatidsdra. Nzek az adatok

a hatdsmédra vonatkezd adatokkal, megdllapitdsokkal Gsszhang=
ban A4llnak.

Clésejl'szém
1

o—— a
200 e--b
400 — .
% 0 L | T T
0 3 6 2"

42, abra
Candida solani sejiszamvdliozdsa
a = kontroll
b -= gzolamargin kezelt

Slésejtazdm 100 = 108
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Usszefoglalis

Munkdém eélja antifungalis aktivitdsi szieroidglikozidok
hatdsmédjdnak, elsfdleges téamaddsi pontjdnak tisztdzdsa volt.

A Solanum laciniatum AI?, azonos aglikom! szdrmazéksorba tare

tozd szteroidglikoziddin kivill Jamelyeket az irodalombél

eddig le nem irt médon tisztitottam, nyertem ki a novénybdl/

a2 digitonint és a tomatint alkalmaztam modell vegyiiletként
kisérleteimhesz.

Munkdm gordn a korabbi tapasztalatok alapjdan feldllitott

munkahipotézisnek megfelelfen, az aldbbi vizsgdlatokat végesz-

tem el

1/

2/

3/

Széles kvantitativ hatdsspekirun felvétele azonos
aglikont gzdrmazéksorral.

In vitro kisérletekkel a szteroidglikozidok szteii-
nekkel t6rténd komplexképzés intenzitdsénsk megha-
tdrozdsa. A komplexképzés kirnyezeti felitételektll

vald fliggésének megdllapitasa.

A szirdvizsgdlat sordn kivdlasztott tesztorganizmue
sokkal /szenzitiv gombak: Pichia gsaiteli, Syncephalastrum
racemosum; rezisztens goubdk: Candida solani, Asper-
gillus japonicus, Pythium uitimum,veram + Bbacillus
subtilis, Gram -~ Escherichia coli bektériumok/ az

in vitro vigsgélatok tapasztelatai clepjdn & szteroid-
glikozidok tamadaspontjdnak tiszidiziss, & hatds jJel=

legének megdllapitdsa, @ rezisaztencia okdnak felderités



A vizsgdlati eredményekhil levonhatd kivetkeztetések az
aldbbiak:

A pzteroidglikozidok szelektiv antifungdlis hatdstak, Kiildnb-
ség mutatkozik az azonos eglikoni szdrmazéksor egyes tagjai
ktzbtt a gombagdtld ektivitdeban, bhasonldan & kiilénbtzd
aglikomi szteroidglikozidokhoz, 4 Solanum laciniatum szteroide
jai kozill csak a hédrom cukrot tartalmazé szolamargin és szolae
gzonin volt hatdsos, szemben az egy, kettd illetve a négy
cukrot tartalmazé szdrmazékokkal, Negy kiilonbség mutatkozik

a gzolamargin szolaszonin aktivitdsa k6zott is, a szolamargin
javédra. /A szolamergin gzolaszonin 1 : 1 ardnyi keveréke
azonban synergista ktlcstnhatde eredményeképp vgy hat, mintha
tiszta szolamargin lenne./

Az eltérdé aktivitds, a szlerinekkel torténd eltérd intenzitdsi
komplexképzéasre vezethetd vissza. A szolaszodin aglikomi gli-
kozidok koziil csak a hdaromcukrosok képeznek komplexet az er-
goszterinnel, vagy koleszterinnel. A szolaszonin kompleskép-
zége igen kis intenzitdsi. A létrejott komplex 1 : 1 ardnyi,
& kapcsoléddé molekulapdrokat igen gyenge kitSerd - hidrogénhid
vagy van der waals féle kotSerd - tartja Ussze. Az infravirds
epektrumok adatal alapjdn kémiai kapcsgoldédds nincs. A komplex-
képzés abszolut szerves kbzegben és tiszta vizes kibzegben
egyardnt végbemegy. Semleges, illetve gyengén bazikus pH-n

a komplexképzés egyezd akiivitasi, savas kbzeghen o folyamat
“ledll. |

Az érzékeny mikroorganizmusok 100 mg nedves sejt/l ml 200 ug
szolamargin tartalmi inkubdcids elegybél a szolamargint

/és mds aglikoni, batdsos szteroidglikozidokat/ 6 érds ine-



kubdlds alatt megkdtik. A gyenge aktivitdsi szolagzonin,
illetve az inaktiv 5-szolaiargin inkubdldsa esetén a sej;
telkhez t8rténd kotddés elmarad., Bz az adat Osszefiiggésben
411 & gombagdtldé sktivitédseban, illetve a komplexképzés in-
tenzitdsban paralell mutatkozd killonbeégekkel., A szolamargin
gejteken t6rténd megkttidésének alapja a se]tmembyrdn ergoszie-
rinjiével torténd komplexképués. A szte;oidglikozid megkdtés
erednénye egy nagymérvii membrénkdroscdds, dezorganizdcid,
amelyet amindsev és kdlium kidramléssal tudtan Lovetni., A
vizsgdlt és hatdsosnak mutatkozé szteroidok cidikus hatdst
fejtenek ki, Ionok, amindsavak inkubdcids elegybe t6rténé
adagoldsdval & gejtek pusztuldsdt nem lehetett megakaddlyoz-
ni. A szteroidglikozidok megkittédése és ezdltal elfidézett
gejtkédrosodds ugyanolyan ktrnyezeti feltételekhez kotott,
mint a komplexképzés, de egyéb strukturdlis és biokémiai
tényeszdk is befulydsoljdk. A szelektivitdas, azaz a rezisz-
tencia, vizsgdlataim szerint kétféle okra vezethetd vissza.
Az egyik ez eleve meglévd ergoszterin hiday a baktdriumok
Pythium és Phytophthora fajok esetében, a mdsik a sejtfal
4ltal elfidézett membrinnozzdférhetetlenség. /Ebben az esetben
szterin van a sejthdrtydban, de a szteroidglikozidok nem
tudnak hozzd kapcsoldédni. Az érzékeny fajok sejijel eldre-
gedve szintén nem mutatnek szteroid megkotést, a sejbek
nem kérosodnak, ami a megviltozott sejifal szlerocidglikozid
kapecooldddet gdtldé szerepére utal./

& vizegdlt szteroidglikozidok szelektiv anitifungdlis
aktivitdsi vegyiiletek. Szelektive hatuek uz ergoszterint

tartalmazdé gombdkra /éleszitdgombdkra, fonalasgokra, & dermato-



- 100 =

phytonokra is/ hatdsosak a vortg vérsejickre (30), protozodkra
(81), gétoljdk a sybkérndvekedést (81), nem hatnak az ergo-
gzterint nem tartalmezd gombdkra, bakidviumokra, virusokra
{110). 4 szteroidglikoszidok szterin tartelmi membrdnnal

bird szervezeteket, sejteket képegek témedni.



0101-

5
Irodalom

(1) IRVING GeWey FONTAINE TeDe, DOOLITTLE S.Pe: Seience
1023 9 /1945/
(2) SACKMANN We, KERN He, WEISMANN E.: Allg.Pathol.Bacteriol
223 558 /1959/
(3) WOLTERS B.: Naturwissenschaften 513 111 /1964/
(4 ) WOLTERS B.: Arch,Pharmazie 297; 748 /1964/
(5) WOLTERS Be.: Pharmazeut.Z., 1103 1718 /1965/
(6) WOLTERS Be: Planta Med, 13; 189 /1965/
(7) WOLTERS Be.: Planta Med. 14; 393 /1966/
(8) WOLTERS B.: Pharmazeut.Z. 111; 1826 /1966/
(9) WOLTERS Be: DeutscheApoth.=Z. 1063 1729 /1966/
(10) GAL I.t Z.Lebénsmitt.nnters.Forschung. 1243 333 /1964/
(11) GAL I.: Kandiddtusi értekezés /1965/ Budapest
(12) GAL I.: Experientia 21; 383 /1965/
(13) GAL I.: Elelmiszervizsgdlati Kozl. 123 229 /1966/
(14 ) .GAL I.: Die Pharmazie 22; 120 /1967/
(15) PAPAY 1., BEREK I.: Didkkori pdlyamunka /1967/ Szeged
(16) HUTTENRAUCH Re.: Die Pharmazie 17; 590 /1962/
(17 ) MCKEE ReKe: Jegene.Microbiol. 20; 686 /1959/
(18) MATHE I., FOLDESI De: Az orvosi csucsor - Solanum laci-
‘niatum AIT. = Megyarorszdg kulturflérdja. 53 (17) /1965/
(19 ) TSCHESCHE Rey, WULFF Ge.: Z.Naturforschung 20 B;543 /1965/
(20) FERENCZY Ley HORVATH Kot MeKeEs VIII. Biokémiai védndor-
gyiilés /1967/ ppe: 14/1 - 14/8
(21) FOLDESI De, MATHE I., TETENYI B,;Die Pharmazie 17; 777
/1962/



- 102 =

(22 ) POLDESI Ds, MATHE I., TETENYI P.: Gydgyezerészet 8; 300
/1962/

(23 ) BAYLIS GeTeSe: Herba Hung. 53 283 /1966/

(24 ) BITE Pey RETTEGI Te: Acta Chim.Acad.Sci.tung. 523 79 /1967/

(25) BITE P.s RETTEGI Te: Magyar Kémiai Polyéirat 72;512 /1966/

(26) BITE Pes MAGYAR GYo: Magyar Kémiai Folydirat 723201 /1966/

(27 ) ALKIEWICZ Jey GERTIG Hey KAMYSZEK Fey KOWALEWSKI Z.,
MODERSKI F.: Diss.Pharmac.Pharmacolog. 18; 553 /1966/

(28) KUPCHAN SeMes BARBOUTIS SeJss KNOX JeRep Lau=CAM Cehet

 Seience 150; 1827 /1965/

(29 ) TOLDY Le.: Magyar Kémikusok Lapja 203 509 /1965/

(30 ) TSCHESCHE Re., WULFF Go.: Planta Med. 12; 272 /1964/

(31) KONOVALOV M.He: Herba Hung. 4; 119 /1966/

(32 ) BANSIKOV V.Mey KONOVALOV M.N.: Herba Hung. 5; 153 /1966/

(33 ) VARADY Jep CSAPO E.: Gydgyszerdészet 103 254 /1966/

(34) URI J., BEKESYI Iey VALU Je: MeTeAs V. Oszt.Kbzl. 165 239
/1965/

(35) OKAMOTO S., SUZUKI Y.: Nature 208; 1301 /1965/

(36) UMEZAWA Hey OKANIDHI Me, KONDO Sey HAMANA Key UTAHARA Re,
MAEDA K., MITSUHASHI S.: Science 157; 1559 /1967/

(37)
Bull.Hyge 41; 1138 /1966/

(38) LEE BeKe, WILKIE D.: Nature 206; 90 /1965/

(39) LAMPEN OeJey MCLELLAN Wele, El-NAKEEB M.Ae.: Antimicrob,
Agents and Chemotherapy /1965/ pe: 1006

(40) VAGUKFALVI Dey HELD GY., TETENYI P.: Bot. Kozlem. 53; 125
/1966/

(41) SCHREIBER Kes ADAM Gop Tetrahedron Letters. 5; /1960/



- 103 =

(42 ) SCHREIBER Ke, ADAM G.: E¥perientia 17; 13 /1961/

(43 ) SCHREIBER Key, ADAM Ge: Mh.Chem. 923 1093 /1961/

(44 ) SCHREIBER Ke, ADAK Ge: Liebigs Ann.Chem, 6663155 /1963/

(45 ) SCHREIBER Key WALTHER L+, RONSCH He: Tetrahedron 203 1939

‘ /1964/ |

(46 ) KUHY Re, LOW I.: Angew.Chem. 66; 639 /1954/

(47) KUHN Re, LOW I., TRISCHMANN He: Chem.Ber. 88; 289 /1955/

(48) BRIGGS LeHey CAMBIE ReCey HOARE JeLe: JeChemo.Soc. /1963/
London p.: 2848

(49 ) SCHREIBER Kes HAMMER Uey ITHAL Esy RIPPENBERGER He,
RUDOLPH Wey WEISSENBORN A.: Tagunsber.Deut.Akad,landwirt-
schaftswiss. 27; 47 /1961/

(50) SZABO Zené, PAPP Gené: Cydgyszerkutatd Intézet Kiadvdnya
/1962/ Budapest pet 369

(51) MAKLEIT S.: Kandiddtusi drtekezés 1966/ Debrecen

(52 ) BITE Pey JOKAY L., PONGRACZ~ STERK Le: Acta Chem. 34; 363
/1962/

(53) KUHN Re, LOW I.; TRISCHMANN H.s ChemeBer. 90; 203 /1957/

(54 ) BOGNAR Rey MAKLEIT 3.: Acta Chim.Aced.Sci. Hung. 49; 109
/19667 | |

(55) FONTAINE TeDes IRVING GeWe, DOOLITTLE SsPe: Arch.Biochem.
12; 395 /1947/

(56) PONTAINE TeDes IRVING GeWes MA Rey POOLE JeBey DOOLITTLE SeRe.
Arch,Bicchem. 183 467 /1948/

(57 ) BENT KeJes MOORE ReHe: Symposia Soc.gen.lMicrobiol. /1966/
PPes: 82-110

(58) SCHULZ Ge, SANDER H.: Hoppe-Segler®’s Z. Phys.Chem. 308; 122
/1957/



- 104 =

(59 ) SANDER He, ALKEMEYER M., HANSEL R.: Pharmaceut,Acta Helv,
35; 30 /1960/

(60 ) KABORA JeJey MCLAUGHLIN J,Tsy RIEGEL CeHs: Anal,Chems
33; 305 /1961/

(61 ) EDWARDS CeHes EDWARDS GeAes GADSEN E,L.: Anal,Chem. 363 420
/1964/

(62 ) TSCHESCHE Rey WULFF Ge: Tetrahedron 19; 621 /1963/

(63 ) WINDAUS A.: Ber.Dtsch.Chem.Ges. 42; 238 /1909/

(64) SCHULMAN JeHe, RIDEAL E.Ke: Proce.Roy.Soc. B3l22; 29 /1937/

(65 ) JEZERNICZKY Je: Kisérletes Orvostudomdny 193 326 /1967/

(66 ) E1-NAKEB MeAsy LAMPEN O«Jet Je.gen.licrobiol, 39; 285 /1965/

(67) CARKC Mes Diplomamunka /1965/ Szeged

(68) HAUST HeLe; KUKSIS Ae, BEVERIDGE JeMeRes Canad.J.Biochem,
443 119 /1966/

(69 ) PSUKAHARA Te, PAKASI.K.;, HAYAROWA:M.: J.Antibiot. Ser.B;
16; 184 /1963/

(70) TSUKAHARA Tey SATO Aey SHIGENO Ke: Jedntibiot. Ser.B;
17; 65 /1964/

(71) FERENCZY L.: Hungarian Patent /1962/ No. 149: 878

(72 ) HEPTMANR E.: Chrometographie Reviews 73 179 /1965/

(73 ) ROZUMEK KeEe, SANDER H.: Arch;pharmazie 300; 316 /1966/

(74) WILLUHN G.: Planta Med. 14; 408 /1966/

(75) VAHOUNY GeVey BORJA CeRes WEERSING S.: Anal.Bioclem,
63 555 /1963/

(76) TSCHESCHE Re, WULFF Ge3 Chem.Ber. 943 2019 /1960/

(77) BETINA Vey BARATH Z.: J.Antibiot. Ser.A; 17; 127 /1964/

(78) KLEINE ReM., GOLAB Te: Je.Chromatog. 18; 409 /1965/

(79 ) PALFI Ge, ZSOLT Je.: Acta Biol. Szeged 123 75 /1966/



- 105 -

(80 ) FERENCZY Ley ZSOLT J., HAZNAGY Aey TOTH L., SZENDREI K.
Acta nicrihiol.Acad;Sci.Hung. 12; 337 /1965/

(81) FERENCZY Le:t Szdbeli kdzlds /1966/

(82) ESKELSON CeDey DUNN Ley CASEE CeRe: Clin.Chem. 133468
71967/

(83) WISEMAN GeMey CAIRD JeDo: Canad.J.Microbiol. 13; 369 /1967/

(84 ) GHOSH A., GHOSH JeJe: Amn,Biochem.Ex.Med. 233 603 /1963/

(85 ) LAMPEN O.Je3 Symposia Soc.gen.Microbiol. /1966/ Wo. 163
PPe: 112-129

(86) VAS Ke: Agrokémia és Talajtan 2; 1 /1953/

(87) SCHLUSSFER Ees GOTTLIEB De: Z.Naturforschung 21 B;74 /1966/

(88) ZYGHUNT WeAe: Appl.Microbiol. 14; 983 /1966/

(89 ) SCHLUSSER Ees GOTTLIEB Det J.Bacteriol. 91; 1080 /1966/

(90) SIESTMA JeHe, HASKINS ReHet: Canad.J.Microbiol. 13; 361
719567/

(91) VILLANUEVA Je.Re: Protoplast of fungi /In the fungi II/
/1966/ ppes 3=62

(92 ) LAMPEN OeJe.: J.Bacteriol., 84; 1152 /1962/

(93) HENDRIX Je.We: Mycologia 58; 307 /1966/

(94 ) PERRITH AeMe, PHILLIPS AeWe, ROBINSON T.: Biochem.Biophyse
Res.Conm. 23 432 /1960/

(95 ) HALDER A., BHATTACHARYA NeDey BANERJEE NeDey, BOSE SeKe:
JeBacteriol., 93; 2026 /1967/

(96 ) BOROWSKI E., CYBULSKA B.s Nature 213; 1034 /1967/

(97 CIRILIO VePe: Jegen.iicrobiol. 35; 249 /1964/

(98) DOURMASHKIN ReRey DOUGHERTY ReMe, HARRIS ReJeCe: Nature
194; 11 /1962/

(99 ) BANGHAM AeD., HORNE R.W.: Nature 196; 952 /1962/

(100 ) GLAUERT AeMe, DINGLE JeTe, LUCY JeA.: Nature 196; 953 /1962/



- 06 =

(101 ) KINSKY SeCes DEMEL ReAs, Van DENEN L.L.M.: Biochem.
Biophys.Actae 1353 835 /1967/

(102 ) KINSKY SeCey LUSE Seley ZOPPF Dsp Van DENEN LeLeMe,

, HOXDY Jes Biochem.Biophys.Acta 1353844 /1967/

(103 ) PULDESI Dey SVAB Jend: Herba Hunge. 3; 333 /1964/

(104 ) HASKINS ReHe: Science 1503 1615 /1?6?'/

(105 ) SIESTNA Je Hey HASKINS ReHe: CanadyJeMicrobiol. 13; 361
71967/

(106 ) HASKINS KeHey TULLOCH AeTsy MICETICH Ge: Canad.J. Micro=-
biol. 10; 187 /1964/

(107 ) HENDRIX J.We: Phytopathol. 553 790 /1965/

(108) HEVDRIX JeWey NORMAN Ce, APPLE JeLe: Physiol. Plantarum
19; 159 /1966/

(109 ) HENDRIX JeVWey LANDER DeKe: J.geneMicrobiol., 44; 115 /1966/

(110 ) FERENCZY Le, LANTOS Jes3 Szdbeli kbzlés /1967/



Végezetiil, dolgozaton Gsszedllitdsa uban szeretnék kdszd-
netet mondanis

DPr, Szalai Istvén Professzor Urnak, tanszékvezetimnek muni-am
nesszemend btamogatisdért, a kisérleti lehetdségek biztosi-
tasaért, &

Dr. Ferenczy Lajos docensnek, témavezetdémnek a téma kijeld-
léséért, munkam sordn adott elméleti és gyakorlati uttmutati-
sailért,

Dre. Zsolt Janos tudominyos kutatéval egylitt mindkettdjliiknek
a barati segitségnyujtasért,

Dr. Szebé Jozsef tanérsegédnek a vizsgalataimhoz hasznalt
anyagok allanddéinak meghatéroziasdért, az infraspektrumok
felvételéért,

Dr., Bite Pal tudominyos osztédlyvezetbnek a szolaradixir ren-
delkezésenre vald bocsdtasaért,

Dr, Vorss Jozsef tudomdayos kutatdénak tébb gombatérzs szi-
ves Aatengedéséért,

Bognar Teréz és Horvathy Tiborné laborédnsoknak a kisérleti
munka sorin nyujtott segitségért.






