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TRODALMI ATTEKINTES:

A plazmidokrdl dltaldban

Az utébbi néhdny évben egyre tobb olyan bakteridlis tu-
lajdonsdgot irtak le, amelyr8l feltételezhets, hogy gene-
tikai szabdlyozdsuk nem kromoszdémalis, hanem "extrakromo-
gzémadlig", Az "extrakromoszdémdlis" elem fogalmdn egy olyan
genetikai egységet értink, amely fizikailag elvalik a
sejt-kromogzdmdtél, és ebben az dllapotban stabil. Ez a
kifejezés tehdt feldlel olyan elemeket, mint pl. a Py

profdg, de kizdrja a transzdukcidval dtvitt DNS-t,

Amint azt jelenleg a baktériumokkal kapcsolatban hasz~
niljék, az "extrakromoszdmdlis"™ elem kifejezés a plazmid
kifejezés szinonimja. Ez tovdbbid ugy deffinidlhatd, mint
egy olyan elem, amely nem létfontossdgu a gazda~-faj normd-
lis sejtjeinek milkkodéséhez, vagyis ami a legtdbb egetben

" letdlis hatds nélkiil vehetl fel, vagy veszithetd el.

Azokat a plazmidokat, amelyekrsl kimutathatd, hogy képesek
elfoglalni egy kromogzdémdlis helyet, episzdémdknak hivjak.
Bir az episzdéma deffinicid magdbafoglalja a plazmid ésg

a gazdasejt kromoszdéma koz6tti kapcsoldot, ugyanaz az
extrakromogzémalis DNS lehet epigzdma az egyik baktérium-
ban, és plazmid a mdgikban. Gyakran értelmezik ugy, hogy

a plazmidok azok az episzdémak, amelyeknek a kromoszdémdlis
helyét még nem dllaptottdk meg valamely gazddban. Szem

el6tt kell tartani azonban, hogy nem bizonyitja a priori



érv azt, hogy egy plazmidnak sziikségképpen képesnek kell
lennie integrdlédni bdrmiféle gazdasejt kromoszdémdba, vagy

azzal genetikailag homoldégnak kell lennie.

A plazmidok alapvetden két nagy csoportba sorolhatdk, ugy-

mint fert8z8 és nem fertdzd plazmidok.

A fertlz8, vagy ondtvivé plazmidok /pl. F, Col, Ib / a
gazdasejtben a donordllapot létrejottét szabdlyozzdk
olyan fizikai tulajdonsdgokon keresgztiil, mint amilyenek

pl. a sex-pilusok.

A konjugdcié lehetivé teszi, hogy a plazmid az egyik gaz-
dagsejtbdl dtlépjen, egy mdsik sejtbe - a recipiensbe - ami
ezdltal maga is donorra alakul. Azokat a fertdzs plazmi-
dokat, amelyek eldsegitik mds genetikai anyag - kromoszd-

mdlis vagy plazmid - dtvitelét, sex-faktornak nevezik.

Kimutattdk azonban, hogy sok egsetben a sex-~-faktor hordo-
zdg nem jelent egyuttal donor dllapotot egy torze minden
gejtjében /73, 75, 106/, az F kivétel a szabdly aldl.

A legttbb sex-faktor fertilitdsi tulajdonsdgai dltaldban
el vannak nyomva a sejtek nagyobb részében, ez a jelenség

az ugynevezett fi~ faktornak k&szdnhetd.

De vannak R faktorok, amelyeknek fertilitdsa nem gdtolt,
ezeket fit faktornak nevezik. Ugy vélik, hogy azok ferti-
litdedt egy operator-represszor tipusu rendszer szabdlyoz-

za /73, 76/.

A donor-dllapot manifegztdléddsaként specifikus, fonalsze-



rii képz8dmények keletkeznek a gazdasejt felszinén, amit
gex-pilusnak, vagy sex-fimbridnak neveznek /14/. Egyes
kutatdk arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a geneti-
kai anyag a donor sejtbsl a recipiens gsejtbe a piluson
keresztiil jut 4t /14/. Noha a pilusokrdl kimutattdk, hogy
a konjugdcié folyamatdban fontos szerepet jdtszanak, az
el8bbi kovetkeztetés mégis legfeljebb kidzvetett bizoﬁyi-
tékokon nyugszik /84/.

A. pilusok két nagy osztdlydt plazmidok determindljdk.
Az F faktorok F pilusokat szintetizdlnak, amelyek him
gspecifikus fagok megkttésére alkalmasak. A him specifikus
fdgokat ma mdr helyesebben F specifikus fdgoknak nevezik.

Ilyenek pl. az MS,; Rl7 stb.

Ezzel ellentétben az I tipusu faktorok I pilusokat szin-
tetizdlnak, amelyeken nincsenek az F-gpecifikus fégok
megkdtégére képes adszorpcids helyek. Ellenben vannak
olyan adszorpcids helyek, amelyek egy mdsik fdgcsoportd
megkotégére képegek. Ezt a fdgcsoportot I-specifikusnak

nevezik, mivel elGgz6r a Col Ib faktorndl irtdk le /73/.

Mindeddig az F tipusu faktorok felosztdsa azonos volt

a fit faktorokéval, és az I tipusu faktorokat fi~-nak
tartottdk. Ma azonban mdr vildgos, hogy szdmos fi~
faktor nem I tipusu /11, 32, 63, 117/. Egyesekrdl meg-
dllapitottdk, hogy egy harmadik tipusu pilust képez-
nek /63/. Erdekes, hogy az Anglidban izoldlt fi~ fakto-

rok zdme I tipusu, a Japdnban keletkezd fi~ faktorok tobb-



-

sége viszont nem I tipusu /32/. Icmeretes tovdbba, hogy
bizonyos I tipusu plazmidok gdtoljdk az F faktor fertd-
z8képes=égét, ha ugyanabban a gsejtben vannak, ezek te-
hit £it ak, Ezek a vdltozatok vildgosan jelzik, hogy a
fertilitds szabdlyozds magyardzata bonyolultabb, mint egy
egyszerii represszor-operdtor kolcsonhatds /39, 46, 124/.
A mdsik ceoportba sorolt nem fertdz6 plazmidok nem képe-
gek létrehozni a donor dllapotot /pl. Col El/, és/vagy
egy sex-faktor plazmidnak kell jelenlennie ugyanabban a
gejtben, hogy létrejohessen konjugdcids dtvitelilkk, vagy
ezt az dtvitelt egy fdg biztositja. A nem ferttzd plaz-
midok plazmidtermészetét ezért nehezebb megdllapitani.
Lényeges, hogy dtvitelilk nincs kapcsolatban semmilyen kro-
moezdémdlis markerrel. Mindkét plazmidfajta azonban haté-
konyan dtviv8dik dltaldnosg dtviv8 fdgrendszerben /5, 6,
41, 44, 119/.

A részletesen tanulmdnyozott bakteridlis plazmidok zdme
az Enterobacteriaceae cgalddhoz tartozik, bar ujabban
egyre tobb a Staphylococcus genughoz tartozdt ig jelle-
meztek. Az enterdlis baktériumokban a klasszikus F plaz-
mid azonogitdsdt kovetlen az utdbbi idSben két mdgik
plazmidcsoport - a colicinogen /Col/ plazmidok €s a fer-
1828 gydgyszerrezisztencia /R/ plazmidok - v4lt isme-
retessé.

A plazmidok tanulmdnyozdsdnak aktualitdsdt kétségkiviil a
polyrezigztens baktériumtorzsek egyre nagyobb mértéki

megjelenése indokolja, valamint az, hogy ezen kdérokozdk



dltal létrehozott betegaségek kezelése igen gyakran ered-

ménytelen.

Az emlitett jelenségek hdtterében a fertlzl gydgyszerre-
zigsztencia faktorok dllnak. Tanulmdnyozdsuk azért is fon-
tos, hogy elejét vehessiik a polyrezisztens kdérokozdk to-
vdbbi elterjedésének és megkisérelhegsiik csdkkenteni gya-
korisdgukat, ezzel elhdritva azokat az akaddlyokat, ame-

lyeket ma még a kemotherdpidban jelentenek.

A plazmidreplikdcid és inkompatibilitds

A plazmidok replikdciéjdmak ma is haszndlatos modellje
Jacob, Brenner és Cuzin-t8l szdrmazik /58/. Bidr ma mdr va-
146sziniinek l4atszik, hogy e modell egyes aspektusai tulsd-
gosan le vannak egyszeriigitve, mégis ez marad a plazmid
replikdcidé és szegregdldédds magyardzatdra szolgdld elmé-
letek alapja. Hipotézisiik szerint a replikdcidra képes
DNS molekuldk - amiket replikonoknak neveznek - gyliriis
alakuak, €s legalabb két olyan génszakaszt hordoznak,
amelyek replikdciéjukat szabdlyozzdk. A replikon egyik
pontjdn egy reguldator gén helyezkedik el, amely diffusi-
éra képes anyagot, inicidtort termel. Ez az anyag hatdst
gyakorol a replikdcids operdtorra, ezzel lehetdvé téve,
hogy a DNS replikdcidja egy adott ponttdl kezdddjék, Fel-
tételezik tehdt, hogy a replikdcid szabdlyozdsa pozitiv

gzabdlyozds alatt 411.



Az autonom /F'/ 41llapotu P plazmid replikdcidja szintén
oly médon van szabdlyozva, hogy a plazmidnak csak egy pél-
dédnya taldlhatd egy baktériumban. Ebben az dllapotban F

nincsen integrdlva a gazdakromoszdmdba.

Az F szabdlyozott replikdcidnak és stabil orskldédésének
magyardzatdra feltételezték, hogy az F replikon olyan
gejtcsoporthoz kotdédik, amelyhez a kromoszdémdlis repli-
kon ig kotddik. Ez a k6tbdési hely - amirdl feltételez-
ték, hogy a sejthartydan taldlhatd - szabdlyozza és ve-
zeti azokat a jeleket, amelyek a kromoszdéma és az Osszes

kapcsolt plazmid replikdciéjdt elinditjdk /1. dbra/.

Recipient cell

1. ébra.

Az F plazmid replikdciéjdnak mechanizmusa™

/**Az 4bra E. Jawetz, J.L. Melnick, és E.A. Adalberg: Review
of medical microbiology /Lange Medical Publications
Los Atlos California, 1976/ c. konyvébdl 4tvéve./



A membrdnhely a kapcsoldédS plazmidokkal minden sejtgenera-
ciéban lemdsolddk, ily médon a plazmid dtviv4dik minden
lednysejtbe. Ezdltal biztositott a sejtjellemzbk stabil
4torokitése, filiggetleniil attdl, hogy azokat plazmidok,

vagy kromoszdmdk szabdlyozzak.

Minthogy szdmos plazmid molekulasulyat ismerjiik, és ismer-
juk a gazdakromoszdma molekulasulydt is - E. coli esetében
a leggyakrabban haszndlt érték 2500 Mdal /29/-, a plazmid

DNS és a kromoszdémdlis DNS ardnydnak mérése lehetdvé teszi
a plazmidpélddnyok szdma ég a kromoszdéma kozti ardny kiszd-
mitdsdt azokban az esetekben, ahol a sejtben csak egyetlen

méretii plazmidmolekula taldlhatd.

A plazmid DNS és a kromoszdmdlis DNS ardnyat kiilonféle mdéd-
szerekkel hatdroztdk meg /23, 50, 112/. Annak ellenére,
hogy ezeket a médszereket bizonyos ellendrizhetetlen
kisérleti kiilonbségek terhelik, az ilyen tipusu kigérletek-
b6l azonban egy fontos adatot nyerhetiink., Nevezetesen,

gok plazmidndl a példdnyok szdma kromoszdémdnként egy vagy
kett8., A plazmidok egy csoportjdra ez az ardny nem érvényes,
és az egy kromogzémdra jutdé plazmidpélddnyok szdma 10-40

k6z6tt van., Ilyen plazmid pl. a Col El is.

Bir a médszertani fogyatékossdgokbdl kovetkezve az adatok

durvak, a plazmidok két osztdlya ismerhetd fel.

Az elslbe tartoznak azok, amelyeknél a plazmid és a kromo-
gzdéma példdnyszdmdnak ardnya kdzel van egyhez, és amelynek

DNS replikdcidjdt - “szoros"-nak nevezik /64/.



A mdsodikban a plazmidok példdnyszama tizszer vagy tobbszor
nagyobb mint a kromoszdémdk példdnyszdma, és amelyeknél a
DNS replikdcidt “"lazd"~-nak nevezik /94/. Valdszinii, hogy
a "lazulds" a szabdlyozdé gének hidnya miatt 1ép fel, €ésg a

gzoros szabdlyozds represszor gének révén jatszddik el.

Inkompatibilitds:

Ugyanabban a baktériumban dltaldban nem létezhet stabilan
két izogen plazmid, Igy egy F’lac plazmid nem vihetd at
gtabilan egy Hfr torzsbe /4/. Ha ugyanazt a plazmidot egy
F’gal torzsbe vissziik 4t, akkor az egyes sejtekben vagy

az F’lac, vagy az F’gal marad meg, de mindkettS egyszerre
gohasem /35/. Ez a jelenség, amit plazmid-inkompatibili=-
tdsnak neveznek, megkiilonboztetendd a "belépési kizdrds"-
t61. Ez utdébbi a plazmidtartalmu sejtek feliiletének olyan
irdnyu megvaltozdsdt jelentik, aminek hatdsdra gdtolt a
rokontermészetii plazmidbelépés /38, 82/. Inkompatibilitds
olyan plazmidok k&6zott is fenndllhat, amelyek nem izoge-
nek pl. a ColV2 - K94 és F /61, 69/. Egyik plazmid - a fent
bemutatott par tagjai koziil az elsS - kizdrja a mdsikat

/46, 69/. Ismeretes, hogy a fi vagy £it R faktorpdrok inkom-
patibilisek, mig a fi~ és fi' plazmidpdrok stabilan egyiitte-

sen is eléfordulhatnak ugyanabban a sejtben /93, 120/.

Ujabb eredmények azonban azt mutatjdk, hogy bdr az Ssgzes
it R faktor inkompatibilis, szdmos kompatibilis csoportot

taldltak a fi~ R faktorok kozdtt /11, 32/.



Az inkompatibilitdst rendszerint ugy értelmezik, hogy az
k6zeli rokonsdgot jelez és a gzdébanforgd faktorok valami-
lyen k&z6s evolucids eredetére utdlhat., Nyilvanvald, hogy
amig a plazmidok replikdléddsdrdl és e folyamat szabdlyo-
zdgdré]l nem rendelkeziink alaposabb ismeretekkel, az in-

kompatibilitds alapja nem tekinthetd tisztdzottnak.

Az izogén plazmidok k6zotti inkompatibilitdst is azzal
magyaridzzdk, hogy csak egy membrdnhely van, amiért versen-
gés folyik, és az izogen plazmidok koziil csak egy képes
megkdtidni €s stabilan 6rdklédni. A ldtszélag kapcsolat-
ban nem 4116 plazmidok kozdtti inkompatibilitdst azzal ma-
gyarazzdk, hogy azok ugyanazt a replikdcidés helyet hasz-
ndljdk, ami a fentihez hasonldé versengéshez vezet. A kap-
csolatban nem 4116 és kompatiblis plazmidokrdél feltéte-
lezték, hogy a membrdn kiilonbszd helyeihez kapcsolddnak.
Ez a modell vonozd és egyszerii magyardzatot adott arra a
kérdésre, hogy miért oroklSdhetnek stabilabban a plazmi-
dok annak ellenére, hogy a baktériumban csupdn egy pél-~
ddnyban taldlhatdk, emellett alapot szolgdltatott az in-

kompatibilitds magyardzatdhoz is.

Cuzin és Jacob /30/ hét generdcidn keresztiil vizsgdltdk
egy E. coli tdrzs F’lac’ plazmidjdra a magas héméraéklet
hatdsdt. Ezalatt végbement a kromoszdmareplikdcié, de az F
ismét16dése blokkolva volt, minthogy F-nek egy héérzékeny
mutdnst haszndltak, ami nem volt képes szaporodni ezen a

hémérsékleten, A nem replikd14dé F faktor azonban azokbdl
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a gejtekbdl szegregdlédott, amelyekben az F faktor gitldsa
elott szintetizdlt kromoezdémdlis DNS is szegregdlddott.
Ujabb kigérletek hagonldé fizikai kapceolatot mutattak ki

a gzaporodds és sejtosztddds folyamdn F° faktor és a kro-
moszdémdlis DNS kozott azt kovetlen, hogy az F’ replika-
cidt acridinorangeval gdtoltdk /54/. A membrdnreplikon-
modell alapjén azonban a plazmidreplikdcid és inkompati-
bilitds szdmos aspektusdt nehéz magyardzni. A sejtek inkom-
patibilitdsa egy rdfertlzott F’ elemmel szemben ugy lenne
magyardzhatd, hogy a Hfr sejtekben az F ugy van kapcsolva
membrénkst8dési helyéhez, mint F' vagy F’ sejtekben /83/.
Mégis sok, ilyen Hfr t0rzsben a kromogzéma F kontiniumot
nem akaddlyozza F plazmid /19, 125/. A fenti Jelenségek
konnyebben értelmezhetlk, ha feltételezziik, hogy a szaba-
lyozds egy represgzor révén torténik. Az ilyen negativ sza-
bdlyozd rendszer egy inicidtor révén lehet gzupresszdlva

a pozitiv gzabdlyozdsra.

Pritchard ée munkatdrsai /89/ feltételezték, hogy a gaz-
dagejt konstitutive termel iniciatort, de a replikon gének
gszakagzosan inhibitort termelnek. Minden replikdcids cik-
lus kezdete utédn hamarosan beindul az inhibitor termelés,
meggdtolva egy ujabb replikdcids ciklust mindaddig, amig

a novekedd sejttérfogat miatt az inhibitor koncentrdcidja

lecsadkken.
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Plazmidok molekuldris modell jei:

A plazmidok kémiai természetiiket tekintve DNS molekuldk.

32p lebomldsa utdn inek-

A gazdasejtbe beépitett radioaktiv
tivdlédtak az F-, R-, és Col faktorok /65, 102, 122/. A
bakteridlis plazmidok fizikai tulajdonsdgait elGszdr
Sinsheimer és munkatdrsai /17, 18/, valamint Vinogradov és
munkatdrsai /113/ vizsgdltdk. Kimutattdk, hogy a kettSsfalu
DNS linearis vagy cirkuldcids konfigurdcidban taldlhatd.

A linearis, kettdsfalu DNS molekulaforma Snmagdval zdrdde
hat, és koralaku molekuldt képezhet akar ugy, hogy a DNS
fonalak egyike kapcsolddik, és a mdsikban szakadds marad,
akdr ugy, hogy mindkét fonal zdrddik. Minthogy ez utdbbi
szerkezetben mindkét fonalvég kovalensen kotott, ezt ko-
valensen kotott zdrt kdralaku /CCC/ - covalenten-closed-
-circular-molekuldnak nevezik. Ha ezekbdl a éejtekbél izo-
141 juk, akkor a DNS molekula onamga koriil spirdlisan meg-

csavarodik, szuper-helix alakot vesz fel.

Az R faktorok eredete és fejlddése sok tekintetben azonos
az F’faktorok eredetével és fejlédésével /33, 117/. Felté-
telezték, hogy a bakteridlis kromoszdémaban egy transzfer
faktor integrdlddik a gydgyszerrezisztencidra mutdlt kro-
moszdmdlis gén kdzelében, Amikor a kromoszdémdbdl kivdlik
a transzfer faktor, akkor ezt a kdzelesd bakteridlis DNS
gezakagzt is magdval viheti, amely utdébbi az ujonnan kelet-

kez8 R faktor részévé vdlik.
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Egy mdsik lehetséges modell szerint az extrakromoszdémdlis
DNS gzdmos bakteriumfajtdban kiilonbozd, egymdstdl fiigget-
leniil ismét18d48 és autonom replikon formdjaban van jelen.
Ezek koziil a replikonok koziil egyesek transzfer faktor
formdjdt 6lthetik, amilyen pl. az F, Mdsok colicin akti-
vitdssal rendelkez8 nem fertdz8 plazmidok formdjat &lthe-
tik, amilyen pl. a ColEl. Megint mdsok az antibiotikumok-
kal vagy nehézfémekkel szembeni rezisztencidt meghatdrozé
géneket hordozhatnak, vagy képesek lehetnek ilyen rezigz-
tencidra mutdlni. Minthogy szdmos nem fert6z8 plazmid
egyiittesen transzferdlddik, ha ugyanabban a sejtben tobb
fert8z8 plazmid tdrsasdgdban van jelen /4, 27, 85, 104/
az elmondottakbdl kovetkezik, hogy egy fiiggetlen transzfer
faktor és egy fiiggetlen nem fertlzd gydgyszerrezisztencia
faktor jelenléte ugyanabban a gejtben valdsziniileg egy R
faktor tulajdonsdgaival ruhdznd fel a sejtet, vagyis a

fertdzl gydgyszerrezisztencidval.

Kromogzdmdlis integrdcid:

Az P plazmid egyik f6 tulajdonsdga, hogy integrdlddni
képes az E. coli K 12 gazdatdorzes kromogzdémdjdba. Eme tu-
lajdonsdga miatt episzdmdnak tekintették, és ez a tulaj-
donsdg felhaszndlhatd a plazmid deffinicidjdra /59/.

Az integrdlédds azonban nem eszencidlis tulajdonsdga a
plazmidoknak, mert tobb plazmidrdl kimutattdk, - igy

pl. Col Ib, és Col El-r8l - hogyrem integrdldédnak a
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kromoszdémédba, legaldbbis egyik legdltaldnosabb gazddjukba,
az E. coli Kl2-be. A Col Ib vagy Col El 4tvitele egy
gorozat Hfr K-12 donorbdl ily mdédon fiiggetlen bdrmiféle
kromoszdmdlis markertdl /25, 75/.

Hogy a Col Ib plazmidhordozd konjugdcids képességet bizto-
git E. coli Kl2-nek; és azt a tulajdonsdgdt, hogy képes
dtvinni kromoszdémdlis markereket, gyakran kromoszdmdlisg
integrdcidéval magyardzzdk /24/. Kromoszdémdlis DNS mdgo-
ldednak kezdeti stddiumdban hbérzékeny /ts/ E.coli mutdn-
sok alkalmazdsdval nyert ujabb bizonyitékok tdmasztjdk

ald azonban azt a feltevést, hogy a Col Ib nem integrd-
16dik az E. coli-ba /52, 53/. Az ilyen tg mutédnsok rever-
tdngait - amelyek szaporoddsra képesek az egyébként a
gzaporoddst kizdrd hdémérsékleten - egyre gyakrabban taldl-
jdk meg F-gex-faktort hordozdé torzsekben. Ezek a revertdn-
gok az "integriv gzupresszio"-nak nevezett mechanizmus
eredményeként keletkeznek, ami az PF-gex-faktor kromogzdmd-
ba vald integrdldddsdbdl ered oly mddon, hogy a kromoszé-
malis kett828dés szdmdra uj inicidcide hely keletkezik az
integrdlt sex-faktorban /81/.

Ilyen revertdnsok nem izoldlhatdk a Col Ib faktort hordozd
ugyanilyen mutdnsokbdl, ami azt jelenti, hogy ezek a plaz-
midok nem képesek integrdlddni az E., coli K-12-be,

Méde kutatdk azt is megdllapitottdk, hogy bizonyos temperdlt
figok- mint amilyen pl., a Pl fdg- a profdg dllapotukat

ugy alakitjék ki, hogy nem integrdlddnak a kromoszdméba

/56, 27, 75/,
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Ezek alapjdn lehetséges, hogy az episzémék a plazmidok
gpecidlis osztdlydt képviselik., Rendelkeznek azzal a tu-
lajdonsdggal, hogy képesek integrdldédni bizonyos gazda-
gejtek kromoszémdjdba., Jelenleg azonban nyitott az a kér-
dés, hogy a kromoszdémdlis integrdldddsnak van-e valamilyen
jelentSsége a plazmid gazda viszony kialakuldsa, vagy sta-

bilitdsa szempontjabdl.

Elimindcid:

Bizonyos egetekben, amikor ugyanazon baktériumsejt t&bb
genetikai tulajdonsdga bizonyul "extrakromoszdémalis"-nak -
amit tobbek kozott az mutat, hogy spontdn mddon, vagy
kurdlds hatdsdra elveszhetnek a gsejtbll - fontos tudni,
hogy ezeket a tulajdonsdgokat egyetlen plazmid hordozza-e,
vagy egynél tobb elem jdtszik szerepet /45, 74, 121/.

A plazmidok 41tal hordozott géncsoportot két jél elkiilonit-
hetl kategdéridba lehet sorolni, ugymint: kointegrdtumok és

agregdtumok.

A kointegratumoknak nevezett plazmidgének csoportjaba rend-
szerint spontdn vagy kurdlds hatdsdra bekdvetkezl egyiittes
elimindcié jon 1létre. Ebben a csoportban a kotranszdukcid
gem kivételes. Ez azonban csak olyan génlokuszok kozott
varhaté, amelyek ugyanazon a DNS molekuldn eléggé kozel

vannak egymdghoz.

Ezzel ellentétben a plazmidagregatumok csoportjdban taldl=-
o Eg-"et
g tipikusan vivédnek &t,

Q
©

haté gének egymdcetdl fiiggetlg
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vagy egymdstdl filiggetleniil vesznek el és figyelhetl meg a
kotranszdukcid.

Az P és Col E, plazmidok viselkedése jellemz$ a plazmid-
agregdtumokra.

Kozismert, hogy a baktériumok igen kis gyakorisdggal vesztik
el a plazmidjukat minden kiilondsebb behatds nélkiil, ez a
spontdn elimindcid. Bizonyos kémiai vagy fizikai behatdsok-
kal a plazmidvesgztés gyakorisdga fokozhaté. Ez a jelenség
adta meg az alapjdt a mesterséges plazmidtorlésnek. A kémiai
anyagok koziil kiilombszd festékek, mint az akridinek/26, 51,
118/, ethidiumbromid /10/, kristdlyibolya /95/, bizonyos
feliiletaktiv anyagok / 57, 96, 105/, vagy a rifampin /8, 22,
60/, hatdsosak a plazmidok elimindcidjdra. A thymin-éheztetés
gzintén csdkkenti a plazmidhordozd baktériumok szdmdt /26,45/.
A kiilombozS plazmidok kiilsmbszd mértékben kurdlhatdk, és a
kurdlhatésdgi hajlam nem fiigg olyan tényezlktdl, mint a
gex~-faktor aktivitdsa.

A Col El plazmid rezieztens az acridinorangeval szemben,
ugyanakkor az F plazmid esetében a leghatékonyabb kurdld
dgensnek bizonyult / 26/. Az F plazmid acridinorangeval va-~
16 kurdldsa csak az autonom dllapotra korldtozddik, az integ-
ralt "plazmid" ellendlld /51/. Ismert, hogy az autonom F
kurdldsa acridinorangeval az F replikdldddsdnak gatldsdn
alapul /54/. A kiilonféle plazmidok kozdtt tapasztalt mole-
kuldris Osezefliggések nem szolgdltattak magyardzatot a
kurdlds mechanizmusdra. Tekintve, hogy az Gsszes plazmid

superhelix szerkezetii, és mivel sok plazmid kurdlhaté
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gzelektiven és DNS-hez k&t3d5 fegtékekkel, feltételezték
/43/, hogy a kurdlds a plazmid DNS specidlis konformdcidjé-
$61 fiigghet.

Ez az elmélet azonban nem veszi figyelembe a kurdld szerek-
kel szembeni érzékenységet, illetve azok.eltéréseit. Igy

pl. a Col Ib és Col El kolicinogen plazmidok teljesen ellen-
4116k az acridinorangeval végzett kurdldssal szemben, Az

F viszont érzékeny /26/, bdr a Col Ib és az F mérete hason-
16, és a Col E1 sokkal kisebb. Az elfogadott dlldspont sze-
rint ugy tiinik, hogy a kurdlde a plazmidreplikdcié akaddlyo-
zdgdbdl ered /30, 54/. Iemert, hogy a kromogzdmdlis repli-
kdcid inicidlisa érzékenyebbé valik az acridinorangeval szem-
ben, ha azt egy integrdlt F faktor szabdlyozza /81/. Ugy
1l4tszik, hogy az F plazmid replikdcid a kromoszomdlis rep-
likdcidhoz viszonyitva nagyobb érzékenységet mutat az acri-
dinorangeval gzemben, ami az inicidldgsban 1€évs kiilonbség-
b3l adddhat.

A rifampinrél - ami az RNS polimerdzhoz vald k&tGdés révén
megakaddlyozza az RNS lemdsoldéddsdat /123/, - szintén ki-

mutattdk, hogy St. aureusban kurdlja a plazmidot /60/.

Ujabban azt is tapasgztaltdk, hogy az E. coliban 1évG Col El-et
is torli /22/.

Feltételezték, hogy a DNS replikdcidé inicidldsdhoz elsdsor-~
ban a transzkripcidé folyamata €és nem annak terméke sziiksé-

ges /37/. Ebb8l arra lehet kovetkeztetni, hogy a kurdlds
alapja ebben az eseményben rejlik, ésg minden olyan vegyiilet,
ami megzavarja a plazmid-DNS-replikdcidé inicidldsdt, haté-

kony kurdldé dgens lehet /15, 16/.
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Vinograd és munkatdrsai vizsgdltdk az ethidiumbromid hatéd-
g4t kbzvetleniil a plazmid DNS-re /7,91/. Az ethidiumbromid-
rél ismert, hogy interkaldlddik a DNS szomszédos bazispdr-
jai kozé, és ezért a hélix menetemelkedése megvdltozik.

Igy a DNS megnyulik, és ennek kovetkeztében cstkken a faj-
sulya. Az ethidiumbromid beépiilése azonos mértéki a cirku-
ldris vagy linedris DNS-nél, és ez mindkét szerkezet eseté-
ben azonos mértékii fajsulycsockkenéshez vezet. Ezzel szemben
az ethidiumbromid beépiilése a CCC~DNS-be korldtozott, mert
a két fondl egymdskoriili rotdcidja gdtolt a gzabadon rotdld
vég hidnya miatt. Igy az ethidiumbromid jelenlétében a

CCC -DNS megnyuldsa kisebb, mint a mdsik két forma esetében,
és igy a fajsulycsokkenés kisebb /7,91/.

A bakteridlis plazmidok elimindldsa igen komplex kérdés,
amely nem egyszeriisithet8 le az emlitett bizonyos festékek
interkaldcidjdra. Bradly és munkatdrsai acridinszdrmazékok-
kal végzett kisérletei alapjdn olyan kovetkeztetésre jutot-~
tak, miszerint ezek a festékek a plazmid-DNS kiiled feliile-
téhez is kotSdhetnek /13/. Proflavinszdrmazékok esetében

Li és Crothers hasonld eredményt kapott/68/. Lerman ésg
munkatdrsai kétféle kot8dési tipusr 41 szdmolnak be az
acridinorange és DNS vonatkozdsdban. Az egyik tipus, ame-
lyik gybngén kot8dik a DNS kiilsd részéhez, a mésik pedig
egy erdsebb, stabilabb kotés, amely a festékmolekuldknak

a bdzispdrok kozé tortént interkaldcidjdbdl ered /66/.
Lerman eredményeit tdmasgztjdk ald Nevielle és Davies ada~

tai /80/, akik kimutattdk, hogy a DNS 4d1ltal megkttott festék-
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nek csak egy része interkaldlddott, mig egy mdsgik tekinté-
lyes része kiilal kotésben kapcgolddott a DNS-hez. Feltéte-
lezik, hogy az interkaldlddd diacridinek szekunder aminocso-
portjaikon keregztiil kapcsolédnak a DNS foszfidtcsoportjai-
hoz /99/, és ez a k6lcatnhatds determindlnd az acridinek
bioldégiai aktivitdsdt. Azonban ismeretes a diacridinek

DNS polymerase gdtlé hatdsa is, amely a szekunder aminocgo-
portok methildldsdval fokozhatd /99/. A mdr emlitett ethi-
diumbromid szintén rendelkezik hasonld hatdssal /1/. Egyéb
plazmidtorld anyagok, mint a tiloron, és a chlorpromazin,
ugyancsak blokkolni képesek a DNS polymeraset /20, 86/.
Elméletileg a DNS polymerase gdtlds is eldidézheti a plaz-
midreplikon miik6d8képtelengégét. Tomoeda /108, 109/ és mun-
katdrsai kimutattdk, hogy a detergens SDS hatdsos volt az
F*lact és R faktor elimindldsiban E. coli esetében.
Saligbury és munkatdrsai /114/ SDS E.coli Kl2-re gyakorolt
hatdsdt vizggdltdk. Azok a baktériumkulturdk, amelyek pilu-
sokat szintetizdlnak, érzékenyebbek voltak SDS-re, mint a
represszdlt kulturdk, amelyben a pilusokat csak a sejtek
toredéke produkdlta. SDS kezelés a pilussal nem rendel=-

kezl sejtek szelekcidjdhoz vezetett.
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Célkitiizégek:

Intézetiinkben mintegy tiz éve kezdddstt el az R, illetve

F faktort hordozd tdrzsek tanulmdnyozdsa.

Elsbének Dobozy, és “Hammer izoldltak R faktort hordozé
torzgeket /36/. Majd Médndi és Marjai emberi vizelettel
liritett szenzitiv E. coli torzsek polyrezisztencidjdt
mutattdk ki, az R faktort hordozdé torzsekkel valdé érint-

kezég utdn /70/.

Az E, coli R faktor transzfer gatldsdt rifampin és deri-
vdtumainak jelenlétében Méndi és Bélddi irtdk le /71/. A ké-
gGbbiekben fenotiazinok antibakteridlis hatdsdrdl és R
faktor torlégsérll Molndr és munkatdrsai szdmoltak be /79/,
akik kutatdsaik sordn azt is bebizonyitottdk, hogy a
chlorpromazin, levomepromazin, prometazin elimindljak

az E. coli F’lac plazmidjdt is /72/.

A kémiai gzerkezet és a plasmidtorldé hatds kdzotti korre-
lacidét vizsgdlva bizonyitdst nyert, hogy az imipramin,
amitriptilin, és dietazin is igen kifejezett plazmidtorld
hatdssal rendelkezik, mig a chlorpromazin egyik biold-
giailag inaktiv metabolitja, a chlorpromazin-szulfoxid
ilyen hatdssal nem rendelkezik /77/.

Tovébbi‘érdekes megfigyelés volt az, hogy a chlorpromazin
hatdsdra lon mutansok szelektdldédtak az E.coli tenyésze-
tekb8l /78/.

Miutdn ismeretessé vdlt a chlorpromahin antibakteridlis és

plazmidtdrldé tulajdonsdga /79/, valamint az, hogy a chlor-
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promazin-gzulfoxid sem antibakteridlis sem plazmidtorld
hatdssal nem rendelkezik, érdekesnek ldtszott néhdany bio-
légiailag aktiv chlorpromazin-metabolit antibakteridlis,
plazmidtsrld és mutagén hatdsdnak tanulmdnyozdsa.

A fenti vizesgdlatok alapjdn valdsziniinek ldtszott, hogy

a chlorpromazin molekulaszerkezetében tortént vdltozd-

sok valamilyen médon befolydsoljdk a metabolitok antibak-
teridlis és plazmidtorllképességét.

Célunk az volt, hogy elkiilonitsiik az antibakteridlis €s
plazmidtdrld hatdsért felells molekulagstrukturdkat, ile
let8leg pontosabban meghatdrozzuk azokat a kovetelménye-
ket, amelyekkel a hdrom gyiiriinek rendelkeznie kell ahhoz,
hogy plazmidelimindcidét idézhessen eld.

Mivel a kordbbi kisérletek sordn kideriilt az, hogy a chlor-
promazin mellett a prometazin, dietazin, és levomepromazin
is ugyanazokat a bioldgiai hatdsokat hoztdk 1létre a bakté-
riumtenyészetekben, felvetddott az a lehetlség is, hogy

az anyagok metabolizdlddnak a baktériumtenyészetben, és
egy képz8dd kozos metabolit tehetd felellSseé az antibak-

teridlis, illetve a plazmidtsrldé hatdsokért.

Munkdnk sordn az aldbbi kérdésekre igyekeztiink vdlaszt

keresni:

1. Van-e a chlorpromazinnak olyan metabolitja, amely ki-
fejezettebb antibakteridlis és plazmidtorld hatdst mu-
tat, mint maga a chlorpromazin?

2. Elkiilonithet8k-e az antibakteridlis és plazmidtorld ha-

tdgokért felelds molekulaorbitdlok a bioldgiai hatdsok

alapjén?
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3. Az acridinorangehoz hasonld kémiai struktura kovetkez-
ményeként létrehoz-e valamelyik chlorpromazin-metabolit

framesift mutdcidét a Salmonella tiphymurium his igényes

torzeén?
4. A vizsgdlt vegyliletek molekulaorbitdljat megvdltoztato
keldtképzés kdovetkeztében megvdltoznak-e a chlorproma-

zin-metabolitok bioldgiai hatdsai?

Az antibakteridlis hatdsok vizsgdlata sordn mindenek elsltt
a bakteriosztatikus hatdsokat tanulminyoztuk kiilonbozl
Gram-pozitiv, illetve Gram-negativ baktériumokon, majd

a metabolitok baktericid hatdsdnak vizsgdlata utdn keriilt
gor a plazmidtorlés optimdlis feltételeinek, illetlleg a
mutagén hatdsnak tanulmanyozdsdra.

A plazmidtorlésre vonatkozd kisérletekhez az E., coli K12 F?
-lac plazmidot hordozd torzset vdlasztottuk modellként.
Jelen munkankban az emberi szervezetben is megtaldlhatd
bioldgiailag is aktiv chlrorpomazin-metabolitok, ugymint
T-hidroxi-chlorpromazin; 7-8 dihidroxichlorpromazin;

7-8 dioxochlorpromazinnal, valamint néhdny mds hdromgyiiriis
vegyiilettel folytatott kisérletekrSl szdmolunk be. A
kisérletek sordn a chlorpromazin-metabolitok hatdsdt a
chlorpromazinnal, mint kontrollal hasonlitottuk Osgze.
Munkahipotézigiinket a kovetkezl gzempontok figyelembevéte~
lével d11litottuk fel:

1. A chlorpromazin molekulaszerkezete hasonlé a kSzismer-

ten interkaldl8dd acridinorangeéhosz.
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2. A chlorpromazin ugyanolyan plazmidtorlé hatdssal ren-
delkezik, mint az acridinorange.
3. A chlorpromazin plazmidtorldé hatdsmechanizmusa bizo-

nyitottan nem szelekcids mechanizmugson alapul,

A fenti szempontok alapjdn feltételeztiik, hogy a chlorpro-
mazin -metabolitok esetleges plazmidtodrlsd hatdsa az inter-
kaldacién alapul.

Az interkaldcid kritériumai ismeretesek: nevezetesen egy
minimdligan 28 A2 teriiletii hetero vagy karbociklusgos gyli-
riirendszer, amelyen egy vagy két erlsen protondlt, vala-
mint egy erdsen elektronnegativ szubsztituens helyezkedik
el - képes az interkaldcidra.

Elslegiti az interkaldcidt egy olyan oldalldnc jelenléte,
amelyben két pozitiv toltés taldlhatd. Az oldallédncban ta-
1l4lhaté két pozitiv toltésnek azonban bizonyos tdvolsdgra

kell elhelyezkednie /97, 114/.

Miutédn az dltalunk vizsgélni kivant vegyliletek megfelelnek
az emlitett kovetelményeknek, ez a tény egy tovdbbi indokot
gzolgdltatott a chlorpromazin-metabolitok plazmidtdrld ha-
tdsdnak vizsgdlatdhoz, valamint a DNS-re gyakorolt hatdsdnak
tanulmdnyozdasdhoz.

A chlorpromazin-metabolitok komplexképzését a borjuthymus-
-DNS-sgel kiilonbtz5 médszerekkel vizsgdltuk. /Agaroz gél-
elektroforézis; spektrofotometria; olvaddspontmeghatdrozds/.
Az antibakteridlis, plazmidtorld a mutagén hatdsok, vala-

mint a DNS-sel torténd komplexképzd8 vizsgdlatdhoz a chlor-

promazin-metabolitokon kiviil bevontunk egy ujonnan szin-
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tetizdlt hdromgyiiriis vegyliletet is az l-dimethilamino-

~-3-/-9 phenantril/-3 propanolt, valamint a kdzismerten
interkaldléddé acridinoranget, €s a tiloront.

Az emlitetteken kiviil, megvizsgdltuk az asszimetrikus
toltéselosztdsu methilénkék, és az ugyancsak hdromgyiiriis

de nem planaris szerkezeti morphin hatését is.

Ezeket a kisérleteket elsbsorban egy hatékony plazmidtdr-

18 vegylilet modelljének keresése indokolta. Ennek isme-
retében elejét lehetne venni az egyre fokozddd polirezisztens
torzsek mértéktelen gzaporoddsanak; s csdkkenteni a - ma

még naprdl-napra tobb problémdt okozd therdpids gondokon.
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Anyagok és mdédazerek:

I. Anyagok:

1, Taptalajoks:

EMB tdptalaj /28/: Pepton /Bacto-Difco/ Difco Lab.

Detroit, Mich., USA 100.0 g
Yeast Extract - Difco Lab. Det-

roit, Mich. USA 10.0 g
NaCl 50.0 g
K2HPO4 20.0 g
Lactose 200.0 g
Eogin sdrga 4.0 g
Methilénkék 0.65g

/a tdptalajhoz addsa eldétt 10 ml
alkoholban oldjuk/

DM viz 5000.0 ml
pH: 7,2

MTE tdptalaj /2/: NH401 1.0 g
K2HPO4 7.0 g
NaH2P04 3.0 g
NaCl 0.8 g
Triptone-~Difco Lab.Detroit,Mich.USA 10.0 g
Yeast Extract - Difco Lab. Detroit,

Mich. USA 1.0 g
MgS0, 0.25¢g
DM viz 1000.0 ml
pH 7,3

A tdptalajhoz sterilezés utdn felhaszndlds elStt 40%-os gluco-

ge oldattal komplettdlunk; 1000 ml/0,25 ml ardnyban.
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EP tdptalaj /31/: Elesztékivonat 100.0 ml
Pepton /Richter Bp./ 10.0 g
NaCl 5:0 g
DM viz 1000.0 ml
pH 7.4

Az élegzt8kivonat elkégzitése:

4 kg pékélesztd 4 1 csapvizben felszuszpenddlva, majd
10 1 csapvizzel kiegészitve. Autoklavozas.

EP agar készitésekor EP leveghez 1,8%-0s agarat mériink
M-9 minimdltédptalaj /70/:
K, HPO

oHPO, 6.0 g
NaH,P0, 3.0 g
NH,C1 1.0 g
NaCl 0.5 g
glucose 4.0 g
B, vitamin 5.0 mg
MgS0, 0.001 M
DM viz 1000,0 ml
pH 7.2

Selektiv tdptalaj /103/:

EP agar felmelegitése utdn a felhagzndlds
elétt hozzdadunk

500 ug/ml Sodium Azide /B.D.H. Lab. Chemic.
Group Poole Engl./

50 ug/ml Kanamycin sulphate
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II. Baktériumtorzsek:

1. E. coli K12 IE 140 /lac 4 ; mal, str¥, A T/
2. E, coli C 600 R 144 drd* /thr™; leu”; represszdlt
pilusszintézisii/
3. E. coli C 600 R 144 drd’> /derepregszdlt pilus-
) szintézisii/

4, Salmonella typhimurium His~ /frameshift/ mutdnsa

X
5. B. anthracis VR

6. Staphylococcus aureus

7. Staphylococcus pyogenes

8. Diplococcug pneumoniae

9. Proteus vulgaris

10, Klebsiella pneumoniae

11. Pgeudomonas aeruginosa

X3P 5 - 11 gorszdmu baktériumtdrzsek vizegdlati anyagbdl

gzdrmaznak.
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IITI. A plazmidtorléshez haszndlt anyagok; és szerkezeti

képleteis:
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* EGYIT Gydgyszervegyéezeti Gydrtél, Budapest.

Pgychopharm., Research Branch National Inst. of Menthal
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3. 4bra

X
JATE Szerveskémiai Intézet, Szeged
*Xi570TE Egyetemi Gydgyszertdr

XXX:pEANA1l, Budapest

XXX tyerrel Natin, Lab, Division of Richardson Merrel Inc.

Cincinatti, Ohio - USA
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IV. Egyéb anyagok:

Agaroz - gélelektroforézishez; - SIGMA CHEMICHAL COMPANY
St. Louis USA

"E" puffer - gélelektroforézishez:
0,04 M TRIS
0,005 M Sodium Azide
0,001 M EDTA
PR 7,7

Calf thymus DNS - olvaddspont-meghatdrozdshoz: Boehring
Mannheim GmbH., BRD.

"SSC" - olvaddspont-meghatdrozdshoz: 0,02 M SSC készitése
az aldbbiak szerint:
0,154 M NaCl

0,154 M Sodium citrate 6tvenszeresére higitva
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V. Médszerek:

A, Bakterioldgiai médszerek:

1. A minimdlis bakteriosztatikus koncentrdcid /MIC/

meghatdrozdsa

A meghatdrozdst sorozathigitdsi médszerrel végeztik. MTE
leves tdptalajba az egyes baktériumtdrzeek éjszakai leves-
tenydszetének 10™% higitdedt készitettiik, és ebbdl 0,05
ml-t /8x10° - 5x10°/ baktériumot oltottunk 5-5 ml MTE le-
vesbe. Az MTE leves kiilonbdz6 koncentrdcidéban tartalmazta
a plazmidtorléshez haszndlt anyagokat. A tenyészeteket

37 ®-on 24P 4% inkub&ltuk stétben, majd megdllapitottuk
a minimdlie bakteriosztatikus koncentrdcidt. A MIC érté-
ket a vizesgdlt vegyiileteknek az a legkisebb koncentrdcid-
ja jelentette, amely mdr megakaddlyozta a baktériumok
elszaporoddsat.

2. Baktericid hatds vizsgdlata:

Az egyes vegyiileteket a kiilonbozl baktériumtdrzsek
0,22-0,25 sejtszuszpenzidéjdhoz adtuk /5-8 x 10° sejt/ml/
kiilonboz8 koncentracidéban, Az egyes mintdkat fénymentes
helyen inkubdltuk 37 C®-on 60 percig; majd kiilonbszd hi-
gitdsokat készitettiink, amelyekbdl 0,1 - 0,1 ml-t plétoltunk
MTE agar lemezre. A tuléld baktériumok szdmdt az inkubdcids

id6 eltelte utdn meghatdroztuk.
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3, P’lac plazmid torlésének vizsgdlata:

A F’lac plazmid torlésének vizsgdlata az aldbbisk szerint
tortént. Az E. coli K12 LE 140 torzs éjszakai levestenyé-
gzetébll 10-4 higitdsokat készitettiink, amelyekbsl
0,05-0,05 ml~t mértﬁnk MTE levesbe. A beoltott baktériu-
mok szama 5x103 volt. A tenyészeteket a kurdlé dgensek
kiilonbsz8 koncentrdcidival egészitettiik ki, majd statikus
inkubdcié kovetkezett 37 C°-on 24h keresztiil.

Azokbdl a cstvekbdl, ahol még baktériumntvekedés volt - a
MIC értékek alatti koncentrdcidé - kiilonbozd higitdsokat
kégzitettiink, A higitdsokbdél 0,1-0,1 ml-t szélesztettiink
EMB agar lemezre. A lemezeket 37 ¢°~on inkubdltuk 24h at.
A kiilond11lS telepeket tartalmazd lemezeken megszamoltuk

a lac™ /rézsaszinii/ és a lact/lilaszinii/ telepeket
kiilon-kiilon.

4, R faktor torlésének vizsgdlata:

E. coli C 600 R 144 drd3; illetve E. coli C 600 R 144 drd™
torzsek éjgzakai levestenyéazetébll 1074 higitdgokat készi-
tettiink, Ezekbdl 0,05-0,05 ml-t mértiink 5-5 ml MTE levest
tartalmazé kémcsbbe. Az igy beoltott baktériumok szama kb.
5x103 volt., A tenyészeteket a vegyliletek kiilonbozl koncentri-
cidinak jelenlétében statikus kdriilmények kozott 37 C%on;
24h-ét inkubdltuk. A még ntvekedést mutatdé csovekbSl min-

tdt vettiink, s kiilonboz8 higitdsokat készitettiink, amelyek-
b6l 0,1-0,1 ml-t EP agarra gzélesztettiink. Ezutdn ismét

37 ¢%-0s inkubdcid kovetkezett 24h keresztiil, Azokrdl a
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lemezekrdl, amelyeken izoldlt baktériumtelepek voltak,
barsonykoronggal kanamycintartalmu EP agarra replikdztunk,
A replikalemezeket 37 CP-on 24 4t inkubdltuk. Az inkubd-
cidés id6 elteltével a kanamycintartalmu lemezeken ndtt
telepeket a "mesterlemezen" 1évG telepekével egybevetve

megdllapitottuk a kanamycinérzékennyé vdlt telepek szdmdt.

5. Mutagén hatdsok vizggdlata:

A Salmonella typhimurium his~ igényes 13. sz. mutdnsdt

1 éjszakdn 4t ndvesztettilk nutrien broth-ban /Difco/,
amelybSl 1072 higitdst készitettink, majd ebbdl 0,1 ml-t
oltottunk friss nutrien broth-ba. A kulturdt ezek utdn 8h
keresztiil 37 C°-on inkubdltuk levegbztetve. A baktérium-
tenyészetekbSl 0,1 ml-t mértiink 25 ml M-9 ldgyagarba, amely
kiilonbozS koncentridcidkban tartalmazta a chlorpromazin-me-
tabolitokat. Gyors Osszekeverés utdn a ldgyagarba kevert
baktériumokat kivntdttiik M-9 tdptalaj felszinére. Mind az
M-9 lemezek, mind pedig a ldgyagar 0,5 M histidint, illet-
ve 0,5 M biotint tartalmazott.

A lemezeket 37 C°-on 48 h 4t inkubdltuk, majd megszdmoltuk

a his revertang telepeket.
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B, Fizikokémiai mdédszerek:

1. Agaroz gélelektroforézig:

Gélelektroforetikus vizsgdlataink soran R.B., HELLING &ltal
javasolt eljdrdst kovettiik /49/.

"E" pufferbe 1,4%-o0s agarozt készitettiink. Az agarozt fel-
tisztuldsig forraltuk, majd 50 C°-ra vald lehiiléskor a
rendszerhez az egyes plazmidtdrld anyagokat hozzaadtuk

10 ug/ml végkoncentrdcidban.

Elémelegitett pipettdval a gélt a kiontlcsdbe mértiik., Der-
medés utdn néhdny mm-t kifujva, az agaroz oszlop "fejrészét"
éles pengével lemetszettiik, Az oszlop tetejére felvitt
DNS-t a futdsi front jeloslése érdekében 8%-os saccharos,
és 0,025 %-os bromfenolkék tartalmu festékkel jeloltiik.
600 ug/ml DNS oldathoz 0,1 ml jelzifestéket kevertiink,
amelybsl 100 ul-t vittink az oszlop startpontjara.

Igy a DNS végkoncentrdcidja 30 ug/ml-re lett bedllitva.

A futtatds értékelését UV dtvildgitdsesal végeztiik.

2. Spektrofotometrids mérések:

Spektrofotometrids méréseinket UNICAM SP 800 késziiléken
végeztilk, 225-325 A hulldmtartomdnyban.

A mérdkiivetta 30 ug/ml DNS-t tartalmazott, fizioldgids sé-
oldatban higitva. A vizegdlt vegylileteket ugyancsak fizi-
0ldégids sdoldatban higitottuk fel, amelybSl 10 ug/ml-t
adtunk mind a mérdkiivettdban 1év3 DNS-hez, mind a referens-

kiivettaba, Ezek utdn felvettilk a komplexspektrumokat.
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3. Olvaddspont-meghatdrozds:

A plazmidtdrlésre haszndlt anyagaink hatdsdt megvizsgdl-
tuk a borju thymus DNS olvaddspontjdra is. Méréseinket
GILFORD 250 gpektrofotométerben, thermoprogramozdssal vé-
geztiik. A hémérséklet emelése percenként 1 C°-kal tdrtént.
Méréseink alkalmdval a DNS végkoncentrdciéja 50 ug/ml; a

komplexképzl vegyﬁleteké 25 ug/ml volt. 0Olddszerként
0,02 M SSC-t alkalmaztunk,
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Eredmények:

Antibakteridlis hatdsok vizsgdlata:

Az antibakteridlis hatdsok tanulmdnyozdsa sordn ellszdr

a chlorpromazin-metabolitok bakteriosztatikus hatdsdt
vizsgdltuk kiilonb6zl Gram-negativ ég Gram-pozitiv bakté-
riumok jelenlétében, sorozathigitds mdédszerével,
Megdllapitva a minimdlie bakteriosztatikus koncentracid-
kat, MIC értéknek a vizegdlt vegyiileteknek azt a legki-
gebb koncentrdcidjdt vettiik, amely mdr megakaddlyozta

a baktériumok elszaporoddsdt.

A tesztelt vegyliletek MIC értékei Gram-pozitiv baktériumok
egsetében lényegesen alacsonyabbak, mint ugyanazon vegyliletek
Gram-negativ baktériumok vonatkozdsdban, A Gram-pozitiv

baktériumok koziil a Diplococcus pneumoniae mutatta a legki-

fejezettebb érzékenységet az alkalmazott vegyﬁletekkel

gzemben, Ugyanakkor a Gram-negativ Pseudomonas aeruginosa

gyakorlatilag rezisztensnek bizonyult /1. tdbldzat/.

Amint a tdbldzat adatai alapjdn ld4thaté, a chlorproma-
zin-metabolitok bakteriosztatikus hatdsdban nem volt lénye-
ges kiilénbség ugyanazon baktériumfaj vonatkozdsdban.

A vegyliletek baktericid hatdsdt egy Gram-pozitiv és egy
Gram-negativ baktériumon tanulmédnyoztuk.

Amikor az E. coli és Staphylococcus torzsekbdl sdés vizbe

gzuszpenddlt sejtjeit kezeltiik, kiilonbdz8 koncentrdcidju
chlorpromazin-metabolittal, megdllapitottuk, hogy elpusz-

titjdk a nem szaporods baktériumokat is.
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Ez a direkt baktériumkdrosité hatds kifejezettebben érvénye-

glil a Staphylococcus aureus gejtjein, mint az E. coli ese-

tében /4., 5. dbra/.

Erdekes, hogy a chlorpromazin, és a 7-hydroxi~chlorpromazin
kozel ugyanolyan mértékii baktericid hatdst; a 7-8 dihydroxi-
-chlorpromazin gyengébb baktériumdld hatdst mutatott, mig

a vizagdlt fentoiazinok koziil a 7-8-dioxo-chlorpromazin

mutatott legkisebb mértékben baktericid jelleget.



)
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tdbldzat

A minimdlis bakteriosztatikus koncentrdcidé meghatdrozdsa a

kiilonbtz8 Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok esetében.

/ ug/ml /
Chlor 7-hyd- 7-=8-dihyd- 7-8 dioxo
Baktérium pro- roxi roxi Morfin
torzs mazin chlorproma=zin
Bacillusg
anthracis VR 20 10 15 10 1000
Staphylococcus
aureus 30 15 10 10 1000
Streptococcug
pyogenes 20 10 10 15 1000
Streptococcus
viridans 30 20 15 15 1000
Diplococcus
pneumoniae 5 2 5 5 1000
E.coli K12 *
LE 140 90 90 140 140 1000
Proteus '
vulgaris 250 250 250 250 1000
Klebgiella
pneumoniae 250 150 250 250 1000
Pegeudomonasg
aeruginosa 500 500 500 500 1000

X: Az E, coli K12 LE 140 esetében a MIC értékeket acridin-
orangeval, tiloronnal és az l-dimethylamino-3/-9 phen-

antril/-3 propanol vonatkozdsdban is meghatdroztuk. Eze-
ket az aldbbiakban adjuk, az értékek ug/ml-ben értenddk.

l-dimethylamino-3/-9 phenantril/-3 propanol

Acridinorange
Tiloron

100

600
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40 ébra

A T-hydroxi-chlorpromazin; 7-8-dihydroxi-chlorpromazin;
7-8~dioxochlorpromazin; és a chlorpromazin baktericid
hatdsdnak vizsgdlata Staphylococcus térzson.
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5. dbra.

A T7-hydroxi-chlorpromazin; 7-8-dihydroxi-chlorpromazin;
7-8-dioxochlorpromazin; €és a chlorpromazin baktericid
hatdsdnak vizsgdlata E. coli torzstn.
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Az P’lac plazmid torlése:

Az eléz8ekben meghatdroztuk az egyes vegyliletek MIC érté-
keit az E.coli K12 LE 140 torzsére vonatkozdan. A plazmid-
torlési kisérleteket a MIC értékek alatti koncentricidk

mellett végeztik.

Megdllapitottuk, hogy a bioldgiailag aktiv chlorpromazin-
-metabolitok koziil a 7-hydroxi-chlorpromazin rendelkezett
viszonylag magasabb plazmidtdrld-képességgel /2. tdbldzat/.
A T7=-8-dihydroxi-chlorpromazin 0,3 %~ban elimindlta az E. coli
F’lac plazmidjdt /3. tdbldzat/, mig a 7-8~dioxo-chlorproma-
zin - amelyben a kapcsolddd két oxigén atom kdvetkeztében
megvdltoztak a gyliriirendszer t8ltémviszonyai, és megszakadt
a "pi" elektronrendszer, - még 150 ug/ml koncentrdcid mel-
lett gem mutatott plazmidtorld hatdst /4. tdbldzat/.

A fenti kisérletek alapjdn ugy ldtszik, hogy elvdlaszthaték
az egyes hatdesokért felells molekulastrukturdk. Amig a kon-
jugdlt "pi" elektronrendszerrel rendelkezd8 7-hydroxi-chlor-
promazin antibakteridlis és plazmidtorld hatdssal egyardant
rendelkezett, a 7-8-dioxo-chlorpromazin csak antibakteridlis

hatdst mutatott.

Meg kell jegyezni, hogy a 7-8-dihydroxi-chlorpromazin ala=
csony plazmidtorldképessége annak az eredménye, hogy az al-
kalmazott kisérleti koriilmények kozott a vegyliletek tekinté-
lyes része 7-8-dioxo-chlorpromazinnd oxiddlddott. A tovébbi
'vegyﬁletek vizegdlatakor a plazmidtdrlést a molekula planaris

teriiletének nagysdga fliggvényében vizsgdltuk. Ennek alapjdn

Vo
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vdlt ismeretesgsé, hogy a viszonylag kis / 26,4 2 / plana-
ris teriileti tiloron is rendelkezik plazmiditdrld hatdssal

/5. tdbldzat/.

A tovdbbiakban a tltésviszonyok szerepét tisztdztuk az
antibakteridlis, illetve plazmidtorld hatasok szempontjabdl.
Az acridinorange 80 ug/ml koncentrdcidéban 20%-os gyakorisdg-
gal, /6. tdbldzat/, mig a hozzd hasonld strukturdval rendel-
kezS methilénkék amelyben a quaterner N* t61ltése polarizdlja
a hdrom gyiirii elektronrendszerét- még 400 ug/ml koncentrd-
cidban sem tordlte . az F’lac plazmidot. Ezen utdbbi kisérletek
eredményei a t0ltésezimetria szerepére utalnak a plazmid-
t6rl6 hatde kialakitdedban. A fenti szempontok figyelembe-
vételével szintetizdltunk egy uj hdromgyliriis vegyiiletet;

az l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanolt, amely

igen hatdsosan elimindlta az F’lac plazmidot /7. tdbldzat/.
Ugyanakkor egy ethidiumbromidhoz hasonld szerkezetii fenantren
vegyﬁlét a nem planaris strukturdju morfin még 1000 ug/ml

koncentrdcidéban sem t6rslte az F’lac plazmidot.
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2. tdbldzat

A 7-hydroxi-chlorpromazin plazmidtdrld hatdsa az E.coli K12
LE 140 F’lac torzsére

Koncentrdcié Baktériumszaporodds Vizsgdlt telepek  ILactose

ug/ml 240 utdn gzama telepek
%=ban

0 4,6 x 10° 1680 0

30 3,4 x 108 2860 0,1

40 2,9 x 10° 2100 0,8

50 2,0 x 10° 2285 1,0

60 1,2 x 10° 2103 1,5

70 8,0 x 107 2135 2,0

3. tdbldzat

A T7T=-8=dihydroxi-chlorpromazin plazmidtdrldé hatdsa az E.coli
K12 LE 140 F’lac torzsére

Koncentrdcié Baktériumszaporodds Vizsgdlt telepek ILactose

ug/ml 24h utdn szdma telepek
%—ban
0 7,0 x 10° 2390 0
20 7,0 x 10° 1860 0
40 5,0 x 108 3050 0,2
60 4,5 x 108 4500 0,5
80 3,0 x 108 3360 0,1
100 3,1 x 10° 3315 0,2

120 2,0 x 10/ 3445 0,3
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4, tdbldzat

A T=-8-dioxo-chlorpromazin plazmidtérld hatdsa az E.coli K12
LE 140 F’lac tbdrzsére

Koncentrdcié Baktériumszaporodds Vizsgdlt telepek Lactose”

ug/ml 240 utdn szama telepek
%-ban
0 5,8 x 10° 1429 0
20 2,5 x 10° 1200 0
40 2,6 x 10° 2360 0
60 9,0 x 10’ 1465 0
80 6,0 x 10/ 2423 0
100 5,4 x 10% 1021 0
120 3,0 x 10° 1846 0,1
140 3,1 x 10t 2673 0,1

5. tdblazat

A tiloron plazmidtorldé hatdsa az E.coli K12 Le 140 F’lac
torzsére

Koncentrdcid Baktériugszaporodés Vizegdlt telepek Lactose
4

ug/ml 24" utan gzdma telepek
%-ban
0 4,2 x 10° 1180 0
100 3,1 x 107 1096 0
200 9,0 x 10° 1766 0
300 1,6 x 104 748 0
400 8,4 x 10° 984 1,0
500 3,2 x 10° 1146 1,5
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6. tabldzat

Az acridinorange plazmidtdrld hatdsa az E.coli K12 LE 140
F’lac torzsére

Koncentrdcié Baktériumszaporodds Vizsgélt,telepek Lactose™

ug/ml 248 ytdn gzdma telepek
%=-ban
0 2,0 x 10° 1032 0
10 7,6 x 10° 1425 0
20 2,0 x 10 1230 0
40 3,0 x 107 747 2,0
60 4,2 x 107 896 12,5
80 3,8 x 10° 1840 20,0

7. tdbldzat

Az l1-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanol plazmidtorlése
az E.,coli K12 LE 140 F’lac torzsére

Koncentrdcid Baktériuﬁszaporodés Vizsgdlt telepek ILactose”

ug/ml 24" utéan szama telepek
%—ban
0 6,0 x 10° 871 0
20 4,0 x 10° 940 0
40 4,0 x 10° 1825 1,0
60 2,0 x 10° 2540 5,0

80 2,1 x 107 1796 30,0
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A plazmidtorld kisérletek smordn felvetsdstt a szelekcids
hatdsmechanizmus lehetdsége. Nevezetesen a lactose-negativ
- plazmidjukat vesztett baktériumok - megjelenése lehet-e
annak a kovetkezménye, hogy a plazmidot hordozd bakteriu-
mok nagyobb szdmban puszt lnak el, mig a plazmid nélkiili
baktériumok még szaporodni képesek a vizsgdlt plazmidtsrld

vegyliletek megfeleld koncentrdcidinak jelenlétében.

Az emlitett feltevés szerint dplazmidjukat gpontdn elvesztett
baktériumok csdkkent érzékenysége a torld vegyliletekkel szem-
ben vezetne azok nagymértékil elszaporoddsdhoz. A lehetlség
kizdrdsa érdekében Osszehasonlitottuk az eredeti F’lac plaz-
midot hordozd baktérium érzékenységét a plazmidjdt elvesz-—
tett baktériumokéval, |

A kigérlet gsordn mindkét baktériumtorzs éjszakai MTE leves-
tenyéazetéhez kiilonbozd koncentrdcidban adtuk a chlorproma-
zint, az l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanolt és

a tiloront. A mintdkat 37 C°-on 60’-ig statikus koriilmények
koz6tt inkubdltuk.

A fizioldgids sbsvizben készitett higitdsokbdél 0,1 - 0,1
ml-t plétoltunk EP lemezre, majd 24h-és inkubdcidé utdn meg-
gzdmoltuk a telepek szdmdt. Ilyen médon meghatdroztuk az e-

gyes mintdkban az €18 baktériumszdmot., /8~10 tdbldzat/.
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8. tédblazat

A chlorpromazin baktericid hatdsdnak vizsgdlata az E.coli
K12 LE 140 F’lac’ és lac tdrzsein

Baktérium Chlorpromazin koncentrdcidé ug/ml
torzs 0 60 70 80 100

6

1,0x10P  3,0x10°

1,7x107  8,0x10°  1,0x10°

Lactose™ 1,2X108 7,Ox107 4,0x10

Lactose™ 2,Ox108 1,6x108

9, tdbldzat

Az l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanol baktericid
hatdsdnak vizsgdlata az E.coli K12 LE 140 F’lac’ és lac”
torzgein

Baktérium l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanol
torzs koncentrdcid ug/ml
0 80 100 120 140 160

6

4,0x10°
Lactose™  5,7x10° 1,0x10% 9,4x107 7,5x107 1,0x107 5,0x1d

Lactoset  5,6x10° 1,3x10% 7,0x107 1,2x107 1,0x10

-

10, tdbldzat

A tiloron baktericid hatdsdnak vizsgdlata az E,coli K12 LE 140
F’lac” és lac™ torzsein

Baktériumszam Tiloron koncentridcid ug/ml
0 400 500 00
Lactose™* 1,7x10% 8,0x107 6,0x107  3,9x107

Lactose™ 2,0x10% 1,5x10% 9,8x107  4,0x107
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Amint a tdbldzatok eredményeibll kitiinik, a lactose-pozitiv
ég a plazmidjukat vesztett lactose-negativ baktériumok
szenzitivitdsa kdzel azonos mértékii a vizsgdlt vegyililetek-
kel gzemben., A két baktérium kozotti érzékenység kiilonbség
olyan minimdlis, hogy a lactose-negativ baktériumok megje-
lenége nem magyardzhatd egyszeriien a szelekcid érvényrejutd-

sdnak tényével.

A tovabbi kisérleteinkben néhany vegylilet plazmidtdrlo-
képesgégét vizegdltuk a pH fiiggvényében, abbdl a célbdl,
hogy megdllapithassuk a plazmidelimindcidé optimdlis feltéte-
leit.

A kisérletek sordn alkalmazott MTE tdptalajsorozat pH kon-
centraciéjat 1 n HCl-lel; illetve 1 n NaOH-val pH 6,4-7,8-ra
dllitottuk be.

Miutdn az alkalmazott pH intervallum szé1s8 értékeinél a MIC
értékek vdltozdsa volt tapasztalhatd, a vegyliletek hdrom kii~-
16nboz6 koncentrdcidjdnak plazmidtorlS-képességét vizsgdl-

tuk a pH fiiggvényében. /11-16 tdbldzat./
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11. téblédzat

A chlorpromazin plazmidtdrld hatdsa a pH fiiggvényében

az E.coli K12 LE 140 F’lac torzsén

o koncentrd- Lactose H koncentrd- Lactose™
p cié ug/ml telepek p cidé ug/ml telepek
%-ban %=-ban

40 0 40 19,4

6,4 50 0 T2 50 21,3

60 0 60 30,3

40 0 40 21,7

6,6 50 0 T:4 50 25,3

60 0 60 38,8

40 0 40 23,3

6,8 50 0 7,6 50 28,6

60 0 60 32

40 . 6,3 40 745

7,0 50 13,6 7,8 50 32,6

60 23,8 60 0
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12, tdbldazat

A T7-hydroxi-chlorpromazin plazmidtorlé hatdsa a pH fliggvé-

nyében az E.coli K12 LE 140 F’lac torzsére

s

i koncentrd- Lactose - koncentrd-  Lactose
p cié ug/ml  telepek p cié ug/ml telepek
%=-ban %-ban
50 0 50 1,0
6,4 60 0 %% 60 - 1,5
70 0 70 2,0
50 0 50 i i §
6,6 60 0 74 60 1,7
70 0 70 2,0
50 0 50 1,1
6,8 60 0 7,6 60 1.5
70 0 70 1,8
50 0,5 50 0,8
7,0 60 1,0 T8 60 0,5
70 1,0 70 0
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13. tdblazat

A 7-8-dihydroxi-chlorpromazin plazmidtorlé hatdsa a pH fliggvény

ben az E,coli K12 LE 140 F’lac torzsére

H koncentrd- ILactose q koncentrd- Lactose”
p cié ug/ml  telepek p cidé ug/ml telepek
%-ban %-ban
80 0 80 0,1
6,4 100 0 T+ 100 0,2
120 0 120 0,3
80 0 80 (3 I
6,6 100 0 ! 100 0,2
120 0 120 0,2
80 0 80 0,2
6,8 100 0 7,6 100 0,3
120 0 120 0,3
80 0 80 5 A

0
7,0 100 0 7,8 100 0
120 0 120 0




B

14, tabléazat

A T7-8-dioxo-chlorpromazin plazmidtdrldé hatdsa a pH fiiggvé-

nyében az E.coli K12 LE 140 F’lac t0rzsén

H koncentrd- Lactose H koncentrd-  Lactose
p cidé ug/ml telepek p cié ug/ml telepek
%-ban %—-ban
100 0 100 0
6,4 120 0 P 120 0,1
140 0 140 0,1
100 0 100 0
6,6 120 0 T,4 120 0,1
140 0 140 0
100 0 100 0,1
6,8 120 0 7,6 120 0
140 0 140 0
100 0 100 0
T,0 120 0,1 7,8 120 0

140 0 140 0




- B

15. tdbldzat

Az l-dimethylamine-3-/ phenantril/-3 propanol plazmidt&rld
hatdsa a pH fiiggvényében az E.coli K12 LE 140 F’lac

torzsén
H koncentrd- Lactose H koncentrd- Lactose”
p cié ug/ml  telepek PR ¢ié ug/ml telepek
%=-ban %=-ban
40 0 40 0,7
6,4 60 0 7,2 60 * 7,9
80 0 80 28,8
40 0 40 351
6,6 60 0 7,4 60 8,0
80 0 80 33,0
40 0 40 2,4
6,8 60 2.5 7,6 60 9,6
80 6,4 80 34,5
40 0,6 40 2s0
7,0 60 4,8 7.8 60 10,8

80 24,6 80 0




o HIS,

16, tébldzat

A tiloron plazmidtdrldé hatdsa a pH fliggvényében az E.coli

K12 LE 140 P’lac torzsén

q koncentrdcié Lactosge” q koncentrdcid Lactose™
p ug/ml telepek P ug/ml telepek
%-ban %-ban
100 0 100 0
6,4 200 0 o 200 0
400 0 400 1,4
100 0 100 0
6,6 200 0 7,4 200 0
400 0 400 1.8
100 0 100 0
6,8 200 0 7,6 200 0
400 0 400 2,3
100 0 100 0]
159 200 0 7,8 200 0
400 0,3 400 1,9
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Az eredmények alapjdn megdllapithatd, hogy a plasmidtorlés
gyengén lugos, pH 7,2-7,6 tartomdnyban a legkifejezettebb

a jé plazmidtdrld hatdsu vegyilileteknél, mint a chlorproma-
zin ég az l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanol ese-
tében.

A tdptalaj pH-jdnak novelésével nem volt lényegesen fokozhatd
a 7-hydroxi-chlorpromazin; a 7-8-dihydroxi-chlorpromazin;
valamint a tiloron plazmidtorld hatdea.

Teljesen kozombdsen viselkedett a 7-8-dioxo-chlorpromazin,
amely vonatkozdsdban semmiféle elimindcids készség nem mutat-
kozott a relative magasabb lugos tartomdnyban.

A pH 7 alatti tartomdnyban gyakorlatilag nem észleltiink plaz-

midtorld hatdst.

Az eddigiek sordn megismertiik, hogy a harom gyiirii toltésviszo-
nya €és a tdptalaj pH-ja hogyan befolydsolja a plazmidtorlést.
A tovdbbi kisérleteinkben a gyliriirendszerben 1évi gzubsztitu-
engsek toltésviszonyait vdltoztattuk meg keldtkomplexek kiala-

kitdsdval.
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Pémkomplexek vigelkedége.

Ezekben a kisérletekben a plazmidtdrls vegyiiletek bivalens
kationokkal képzett keldtkomplexeinek plazmidtorlését tanul-
manyoztuk.

A chlorpromazin, a chlorpromazin-metabolitok, az acridinoran-
ge, és a tiloron Mg, Ma, Ca, Cu, Zn-el alkotott komplexeit
Rajan /92/ és munkatdrsai médszerével készitettiikk MTE tdp-
talajban. Az egyes vegyiiletek kiilonbdz4 koncentrdcidit tar-
talmazd tdptalajokat a fémsdk kiilonboz8 koncentrdcidival /
0,03 M; 0,075 M; 0,15 M/ egészitettilk ki. A tdptalajokat 10
percig szobahén inkubdltuk a komplexkialakulds biztositédsa
érdekében,

A komplexeket tartalmazé tdptalaj 5 ml-be 5x103 baktérium-
gejtet oltottunk., A mintdkat 37 C%-on inkubdltuk 24h-n
keresztiil, majd azok fizioldgids gdsvizes higitdsaibdl

0,1-0,1 ml-t pétoltunk differencidldé /EMB/ tédptalajra. A le-
mezeket 37 C°-on inkubdltuk, és 242 utdn megszdmoltuk a
lactose~pozitiv, illetve a lactose-negativ telepeket.
Vizsgdlatainkat olyan koncentrdcidk mellett végeztilk, amelyek-
nél - a fémsdk hidnydban - a vegyliletek a legkifejezettebb
torlést mutattdk., A 17-23 tdbldzatokban feltiintetett eredménye-
ket Osgzehagonlitva a kontroll - fémkomplex nélkiili - adatok-
kal azt taldltuk, hogy a kétértékii fémionok jelenlétében a
plazmidelimindldas lényegese ncasdkkent.

A chlorpromazin esetében 0,15 M Mg®™t jelenlétében bar bakté-
riumnovekedés megfigyelhetd, plazmidvesztett telepek egydltaldn

nem mutathatdk ki, mig a tovdbbi f£émsdék emlitett molaritdsa
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mellett baktériumndvekedés sem volt, A molaritds cstkkenté-
gével az elimindlds mértéke is emelkedik, bdr Cut™ ée zn™*
nehézfémsdk jelenlétében még 0,075 M-ndl gem volt baktérium-
novekedés., A chlorpromazin-metabolitok koziil a 7-8-dihydroxi-
-chlorpromazin ég a 7-8-dioxo-chlorpromazin fémionok jelen-
1étében gyakorlatilag elveszitették minimdlie plazmidelimi-
ndldé-képesegégiiket. A viszonylag magasabb t6rlési rdtdt mu-
tatd 7~-hydroxi-chlorpromazin bdr vegzitett plazmidtérlsi-ké-
pességébll, ezek az értékcsvkkenések - Ogsgzehasonlitva a
kontroll adatokéval - nem oly szembedtldk, mint a chlorpro-

mazin egsetében.

A chlorpromazinhoz viszonylag hasonldé vigelkedést mutat az
l-dimethylamino~3-/-9 phenantril/~3 propanol., Jelenlétében
az alkalmazott legmagasabb Cu++, és Zn'T koncentricidk mel-
lett szintén nem volt baktériumndvekedés. A fémsbkoncentrd-
cidk csdkkentésével a plazmidtorlés emelkedett.

A tiloronnal végzett kigérletekben magasabb Cu++, ég Zn*t
koncentrdcidkat alkalmazva szintén a baktériumnovekedés el-
maraddsdt tapasztaltuk.

PeltiinG, hogy a viszonylag magas 400 ug/ml tiloron a 0,03
molaritdsu fémsdk jelenlétében is alig mutat plazmidtorld
hatast.

Acridinorange esetében igen kifejezett plazmidtdrlés-cstk-
kenés figyelhetl meg 0,15 M fémsdkoncentrdcidkat alkalmazva.

) és catt jelenlétében ta-

++

Ebben az esetben csak Mg++, Mn

pasztaltunk baktériumncvekedést, mig a Cu és Zntt hason-
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16 koncentrdcidi mdr gdtoltdk a baktériumok szaporodasidt.
Megdllapithatdé, hogy a fémsdk mdélardnydnak csokkentésével
emelkedik az acridinorange plazmidtdrldképessége. Azonban a
fémsdk 0,03 M koncentrdcidjanak jelenlétében kapott plazmid-
torlési értékek még mindig lényegesen alacsonyabbak a
kontroll értékekhez képest.

Egy kovetkezl kisérletsorozatban a chlorpromazint €s a
MgSO4-et vdlagztottuk modellként, amelyben a keldtképzés
hatdsdt pontosabban tanulmdnyoztuk. A komplexképzésben
résztvevd mindkét anyag mdlaranydt vdltoztatva vizsgdltuk

a chlorpromazin plazmidtorllé-képességének alakuldsdt. /Az
eredményeket a 24. tdbldzat szemlélteti./

Amint az eredményekbdl kitiinik, a Mg++

nem akaddlyozzdk meg
a chlorpromazin plazmidtdrld-képegsségét kdzel azonos mola-
ris aranyok mellett. Valdsziniisithetd, hogy a plazmidtsrld-
vegylilet és a fémsdk kozotti komplexképzldésen tulmenden
mas természetii mechanizmus érvényrejutdedval is ezdmolni
kell az elimindcié gdtldsdban, hisz a fémsdkbsl lényegesen
magasgabb koncentrdcid szilkséges a plazmidtorldhatds kivé-

déséhez, mint ami a keldtkomplexek kialakuldsdhoz sziiksé-

ges.



17. tdblazat

A chlorpromazin és néhdny bivalens fémsd keldtkomplexének plazmidtdrld hatdsa az
E.coli K12 LE 140 F’lac t8rzsére

—89-

e Kurdldéd anyag koncentrdcidé /ug/ml/
Femso 70 50 )
koncentrdcié - = ~ = - -
M/ Ogeztelepsz. Lac tel. Oggztelepsz., Lac tel. Oggztelepsz., Lac tel.
/log/ / % / /log/ / % / /log/ / % /
Kontroll 8,0x10 ' 20,0 5,010 22,0 4,0x10" 29,0
0,15 5,010 = 3,0x10" - 2,0x10" S
Mgso, 0,075 5,8%10" 5,0 2,6x10" 8,0 1,8x107 7,0
0,03 6,2x10" 10,1 3,8%10" 11, 3 2,8x10" 8,1
0,15 5 a B = ey .
MnSO, 0,075 7,6%10° 8,9 5, 4x10° 8,6 4,0x10° 4,8
0,03 5,0x10" 9,6 4,0x107 9,0 2,0x107 8,7
0,15 - = R N , .
caso, 0,075 7,0x10° 6,4 6, 6x106° 8,6 5, 4x10° 8,0
0,03 6,0x10" 9,6 5,010 8,9 4,0x10" 8,8
0,15 - J " _ - =
Cuso, 0,075 B = 1 - - .
0,03 5,5%10 " 7,8 4,8x107 11,1 4,3x107 10,5
| 0,15 = 3 - " _ N
7080, 0,075 - B B B " h

0,03 5,4x10" 8,5 4,3x%10" 7,4 4,1x107 10,0




18, tdblazat

A T7-hydroxi-chlorpromazin és néhdny bivalens fémsd keldtkomplexének plazmidtorld ha-
tdsa az E.coli K12 LE 140 F’lac t8rzeére

Fémsd Kurdldé anvag koncentrdcidé /ug/ml /
koncentrdcid 50 60 70
/M/ Ogesztelepsz. Lac~tel. Ogsztelepgsz. Lac~tel. Ogeztelepsz, Lac tel.
/log/ / % / /log/ / % / /log/ %/
Kontroll 2,0x10° 1,0 1,4x10° 1,5 9,0x10" 2,0
0,15 5,0x10! 0,5 Z,1x107 0,7 8,0x100 0,9
MgS0, 0,075  9,0x10’ 0,8 8,0x10" 1.3 2,0x107 0,6
0,03 2,0x10° 0,7 1,4x10° 1,2 8,0x10" %%
0,15 8,0x10' 0,4 5,010 0,3 1,0x10" &
¥ns0, 0,075 9,0X10; 0,8 7,0x10" 0,9 4,9%10" 0,9
0,03 2,3x10 0,8 1,8x10° 1,0 9,0x10" 1,7
0,15 1,0x10° - 8,0x10" " 7,010 -
caso, 0,075  1,5x10° - 9,0x10' e 8,0x10" =
0,03 2,0x10° 0,6 1,1x10° 0,8 9,1x107 1:0
0,15 - - e e £ =
Cuso, 0,075 - - - . s "
4 8 7 7
0,03 1,1x10 0,6 8,0x10 0,6 6,5%10 0,8
0,15 & - B - e =
Zns0, 0,075 - - b 3 - _
8

10,03 1,4x10 0,6 7,0%10" 0,5 3,5%10" 0,7

_69_



19. tédbldzat

A T7-8-dihydroxi-chlorpromazin és néhdny bivalens fémsd keldtkomplexének plazmidtdrld
hatdsa az E.coli K12 LE 140 F’lac torzsére

- T Kurdlég anyag koncentrdcidé [/ ug/ml /
Femso 80 100 120
koncentrdcié - = = = - i

M/ Oggztelepsz., Lac tel. Ossztelepsz. Lac tel. Ogeztelepsz. Lac tel.

/log/ / %/ / log / /% / /log/ [ %/
Kontroll 3,0x10° 0,1 3,1x10° 0,2 2,0x10' 0,3
0,15 1,5x10" - 1,5x10" n 1,0x10' "
MgS0, 0,075  5,0x10' = 6,0x10" - 4,0x107 £
0,03 1,0x10° - 9,0x107 - 8,0x10" "
0,15 1,0x10' . 6,0x10° B 5,0x10 " -
MnSO, 0,075 3,0x107 - 1,0x10" " 6,0x10° -
0,03 9,0x107 - 3,0x10/7 - 1,0x107 s
0,15 1,2x10" - 6,0x10° - 5, 6x10° 2
Cas0, 0,075 4,0x10" - 9,0x10° - 8,0x10° -
0,03 1,0x10° - 1,0x107 " 1,0x107 B
0,15 s = - - o =
7 6 6
Cuso, 0,075  1,4x10 . 6,0%10 " 5,0%10 "
0,03 9,0x10" - 1,0x107 - 9,0x10° 3
0,15 - = n n % -
7ns0, 0,075 B - " - _ .
4 7 6 6
0,03 1,5x10 = 8,0x10 - 6,0x10 -




20. tdbléazat

A T7-8-dioxo-chlorpromazin és néhdny bivalens fémsé keldtkomplexének plazmidtérldé ha-
tdesa az E.coli K12 LE 140 F’lac tdrzsére

S Kurdaléd anyag koncentrdciéd / ug/ml /
Fémso T00 150 140
koncentrdcid - — ~— — — —

M/ Oseztelepsz, Lac tel, Osgztelepsz. Lac tel. Oggztelepsz., Lac tel.
/log/ / % / /log/ / % / /log/ / % /
Kontroll 5, 4x10% E: 3, 0x10% 0,1 3,1x10° 0,1
0,15 = " - = 5 s
MgSO, 0,075 3,0x10% N 2,0x10% - 1,5x10% g
0,03 5,5x10° - 1,3%10° - 1,0x10° H
0,15 - - - - - )
MnSO, 0,075 3, 2x10% - 1,0x10% - 9,0x10° i
0,03 4,8x10° = 4,0x10° 5 8,0x10% -
0,15 : - - - 3 =
caso, 0,075 2,0x10% - 1,1x10% - 9,0x10° -
0,03 3,6x10° . 1,0x10° . 8,0x10% 3
0,15 & = - - i L
Cuso, 0,075 b & S e a K
5 5 4
0,03 2,5x10 - 1,1210 - 7,0x10 -
0,15 " - 5 = & -
0,03 2,4x10 - 8,0x10 " 5,0x10 C




21. tdblazat

Az l-dimethylamino-3-/~9 phenantril/-3 propanol és néhdny bivalens fémsd keldtkomp-
lexének plazmidtdrl8 hatdsa az E.coli K12 LE 140 F’lac torzsére

Kurdléd anyag koncentrdciéd / ug/ml /

FPémed
koncentricié - e — - i — ” o -
/M/ Ogeztelepsz., Lac tel. Ossztelepsz. Lac tel. Ossztelepsz., Lac tel.
/log/ /[ % / /1log/ / % / [log/ /% /
Kontroll 4,0x10° 1,0 2,0x10° 5,0 2,1x10' 30,0
0,15 1,0x10" " 8,0x10° - 3,0x10° i
MgSO, 0,075 4,2x10" - 1,1x107 = 2,1x10" .
0,03 5,5x10" 0,6 4,4x10" 2,1 3,2x%107 8,9
1
0,15 1,7x10" 0,4 1,4x10' 0,6 8,0x10° 0,8 o
nS0, 0,075 2,2x10" 0,5 1,5%107 0,6 1,1x10" 1,2 '
0,03 3,4x107 0,7 2,0x10" 1,5 2,0x10" 8,4
0,15 2,1x10" N 1,8x10' - 5,7x10 &
Caso, 0,075 3,2x10' 0,5 2,0x10" 1,4 1,8x10" 1,0
0,03 5,0x10 0,8 3,3x107 T, 3 1,0x10" 10,8
0,15 - - - - - e
Cuso, 0,075  1,8x10 0,5 1,1x107 0,8 9,0x10° 0,9
0,03 5,4x10" 0,8 3,2x10" 1,4 1,1x10" 11,1
0,15 x - - - & :
Zns0, 0,075 . L - _ L Z

0,03 5,2x10" 0,4 4,3x10" 1,5 1,1x107 g9g




22, tdblédzat

A tiloron és néhdny bivalens fémsd keldtkomplexének plazmidtorlé hatdsa az E.coli
K12 LE 140 F’lac torzsére

Pémud Kurdlé anyag koncentrdciléd / ug/ml /
koncentrdcié  — 200 — - i - - 22 -
/M) Oggztelepsz. Lac tel. Ogsztelepsz, TLac tel. Oggztelepsz. Lac tel.
/log/ [ %/ /log/ /[ % / [log/ /[ % /
Kontroll 2,0x10° - 4,0x10" E 6,0x10° -
0,15  3,3x10' - 1,3x10' - 1,0x10° 5
Mgs0, 0,075 5,0x10" s 2,5%107 - 4,0x10° o
0,03  1,4x10° L 3,1x107 . 4,6%10° 0,7
0,15  2,0x10' " 1,0x10" - 1,1x10° o
Mnso, 0,075 5,2x10 - 3,4x107 - 4,3x10° .
0,03  1,3x10° - 3,1x10" . 4,9x10° 0,7
0,15  4,4x10' B 1,3x10' B 1,0x10° =
caso, 0,075 6,9x10" B 2,7x10" . 3, 5x10° -
0,03  1,5x10° - 3,0x10" - 3,8x10° 0,3
0,15 - - - - " 5
Cuso, 0,075 " L 5 - B g
0,03  5,6x10' - 8, 4x10° = 1,0x10° 0,4
] b} b} 9’ b}
0,15 & - - 5 E _
Zns0 0,075 o 4 - - _ s
. 7 6 6
0,03  5,5x10 n 8, 2x10 B 1,1x10 0,3

_£'9_



23, tdbldzat

Az acridinorange és néhdny bivalens fémsé keldtkomplexének plazmidtorld hatdsa az
E.coli K12 LE 140 F’lac torzsére

_-V9..

Pémss Kurdldéd anyag koncentrdcid /ug/ml/
koncentrdcié - =L —~ - 60 — - = —
/M/ Ogeztelepsz., Lac tel. Ogsztelepsz. Lac tel. Ossztelepsz, Lac tel.
/log/ / % / /log/ / % / /log/ [ %/
Kontroll 8,0x10" 2,0 4,2x10" 12,5 3,8x10° 20,0
0,15  5,2x10' 0,7 1,0x10' 0,9 1,1x10° 1,5
Mgs0, 0,075 6,4x10" 0,9 1,8x10" 1,3 2,0x10° 2,5
0,03  7,1x10' 6,9 2,6x10" 8,6 3,0x10° 9,3
0,15  4,8x10' 0,5 9,0x10° 0,7 1,0x10° 1,4
MnSO, 0,075 5,3x10 0,8 2,1x10" 1,5 2,1x10° 2,4
0,03  6,6x10' 1,2 3,0x107 4,9 2,9x10° 6,8
0,15  6,4x10' 0,7 9,8x10° 1,0 1,4x10° 1,8
caso, 0,075 6,8x10" 0,8 1,1x107 1,5 1,8x10° 2,5
0,03  7,2x10' 1,0 2,4x10" 5,6 2, 4x10° 7,4
0,15 A = = = : -
Cuso, 0,075 9,0x10° 1,1 5,5x10° 1,3 8,0x10° 2,8
0,03  2,4x107 0,8 1,0x107 4,3 2,0x10° 6,8
0,15 — - - o - ;)
Zns0, 0,075 8, 4x10° 0,6 6,1x10° 3,8 9,0x10° 4,0

0,03  2,7x10' 0,6 1,2x10" 4,1 1,2x10° 5,4
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24, tabléazat

A kiilonboz8 molaritdsu chlorpromazin és MgSO4 plazmidtorld
hatdsa %-ban az E.coli K12 LE 140 F’lac tdrzsére

Chlorpromazin Magnéziumezulfdt koncentrdcid /M/
koncentrdcid =7 =3 sy, —5 —5 =T
M ug/ml 1x10 1x10 1x10 3x10 7,5x10 1;5x30 >
6,4x10"° 20 0,5 0,8 0 0 0 0
9,6x10"° 30 2,0 2,1 0 0 0 0
1,2x10"% 40 11,0 18,0 0 0 0 0
1,6x10"% 50 —— 22,0 0 0,1 0 0
1,9x10~% 60 29,0 0,5 0 0 0
2,5x10"% 80 . 2,0 0,1 0 0
3,2x10™% 100 1,5 0,4 0,2 0
6,4x10~% 200 —— O 0,6 0,1
9,6x10™% 300 0 2,0 2,8
1,2x107> 400 — 0 1,5
1,6x1072 500 0 0
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Az R plazmid elimindldsa

Miutdn az eldz8ekben megvizsgdltuk az F’ lac plazmidtSrlés
optimdlig feltételeit, a tovdbbiakban néhdny kisérletben va-
laszt kerestiink arra a kérdésre is, hogy a vizegdlt vegylile~
tek plazmidtorld hatdsa hogyan érvényesiil az R plazmidot
hordozé represszdlt és derepresszdlt pilusszintézisii E.cgli
torzseken,

A kigérleteket a mdédszertani részben kozSlteknek megfelellen
végeztilk, Az egyes plazmidtorld vegyliletek jelenlétében te-
nyésztett baktériumkulturdk higitdsait antiboitikummentes
MTE tdptalajra plétoltuk., Az igy kindtt telepeket mdsnap
/24h utdn/ kanamycintartalmu tdptalajra replikaztuk. A le-

®_on 24h at inkubdltuk, majd Osszehagsonlitottuk

mezeket 37 O
a kanamycintartalmu tdptalajon kindtt baktériumtelepek sza-
mat a mesterlemezen 1évlkével., A két érték kiilombsége alap-
jdn 4llapitottuk meg a kanamycinrezisztencia gyakorisdgdt.

Az eredményeket a 25., 26, tdbldzat szemlélteti.



o BT =

25. tabldzat

A chlorpromazin; a 7-hydroxi-chlorpromazin; a 7-8-dihydroxi-
chlorpromazin; a 7-8-dioxo-chlorpromazin; az l-dimethylami-
no-3-/-9 phenantril/-3 propanol; tiloron; és az acridin-
orange plazmidtérld hatdsa az E.coli C 600 R 144 dra”*

/ represezdlt pilusezintézisii / torzsre

Vegyiiletek Koncentrdcid Kanamycinrezisztencia
ug/ml torlése %-ban
Chlorpromazin 60 1,0
7-hydroxi-chlorpromazin 60 0,1
T-8-dihydroxi-chlorpromazin 120 0,1
T=8=-dioxo-chlorpromazin 120 0,0
l-dimethylamino-3-/-9 phen-
antril/-3 propanol 80 1,0
Tiloron 400 0,1
Acridinorange 160 i |
Kontroll 0] 0,0
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26, tédbldzat

A chlorpromazin; a T-hydroxi-chlorpromazin; a 7-8-dihydroxi-
-chlorpromazin; a 7=-8-dioxo-chlorpromazin; az l-dimethyl-
amino-3-/-9 phenantril/-3 propanol; tiloron és az acridin-
orange plazmidtdrld hatdsa E.coli C 600 R 144 drd3/derep-

resszdlt pilusszintézisii/ torzsre

Vegyiiletek Koncentrdcidé Kanamycinrezisztencia
ug/ml torlés %-ban
Chlorpromazin 60 0,7
7-hydroxi-chlorpromazin 60 0,2
7-8=dihydroxi-chlorpromazin 120 0,1
7T-8-dioxo-chlorpromazin 120 0,0

l-dimethylamino-3-/-9 phen-

antril/-3 propanol 80 0,8
Tiloron 400 0,2
Acridinorange 160 0,5
Kontroll 0 0,0

A 25,, 26, tdbldzat eredményeibdl kitiinik, hogy a vizsgdlt
plazmidtorld vegyliletek 1lényegesen kisebb gyakorisdggal képe-

gek elimindlni az E.coli R faktordt, mint az F’lac plazmidot.

Ezen utébbi adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy mind a
chlorpromazin; mind metabolitjai; valamint az 1l-dimethyl-
amino-3-/-9 phenantril/-3 propanol; és a tiloron plazmidtor-
lése az acridinorangehoz hasonléan f8kép az F plazmidot

hordozd torzseken érvényesiil.
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A plazmidtdrld vegyiiletek mutagén hatdsdnak vizsgdlata.

Az dltalunk vizsgdlt vegyliletek plazmidtbrllképegeége azt
mutatta, hogy a hatdsos vegylileteink valamiképpen gdtoljdk
a plazmid replikdcidét, illetve kSlcstdnhatdasba keriilnek a
plazmid DNS-gel.

A plazmid DNS szintézisére gyakorolt gdtldé hatds alapjan
feltételeztiik, hogy a baktériumkromoszdéma replikdcidjdt is
befolydsolhatjdk a plazmidtorld vegyliletek.

Ezen feltételezésiinket kivdntuk aldtdmasztani azzal, hogy
megvizsgdltuk a vegyliletek mutagén hatdsdt. Kisérletiink

gsordn Ames médszerét kovettilk /3/ S. typhimurium higtidin-

igényes mutdns felhaszndldsdval,

Az emlitett médszeren tul, megvizsgdltuk az ugynevezett
lon” mutdnsok megjelenésének gyakorisdgit a plazmidtsrld
vegyiiletek jelenlétében tenyésztett E.coli K12 LE 140
torzsére vonatkozdan.

A 27. tdbldzatban feltiintetett eredmények alapjdn megdl-
lapithaté, hogy egyik vegylilet sem okozott szignifikdns
eltérést Hig revertdns telepek szdmdban, A vegyiiletek
direkt mutagén hatdsdt igy kizdrhattuk.

MeglepS volt az, hogy a chlorpromazin-metabolitok és a
tiloron, valamint az l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3
propanol Jjelenlétében tenyésztett E.coli kulturdk EMB
tdptalajon névekedett telepei kozott a normdl telepmor-
foldégidtdl eltérd, nagy, nydlkdskiillemii telepeket taldl-

tunk. A telepek nagy része -~ tovdbboltds utdn is - meg-
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tartotta jellegzetes, nydlkds kiillemét. Az ilyen telepek-
b3l kenetet készitve és Gram szerint festve mikroszkdp
alatt nagy puffadt sejteket, és rovidebb-hosszabb fonala-
kat l4dthatunk /28. tdbldzat; 1-2 kép/.

A tovdbbiakban a nydlkds telepekbll, valamint a normdl te-
lepekb8l szubkulturdt készitve parallel vizsgdltuk mindkét
kulturdban a baktericid hatdst., A szubkulturdkat 1-1 mili-
literenként kémcsbbe szétosztottuk, és az egyes csdvekhez
a vegyliletek kiilonbozé koncentrdcidit adtuk., A mintdkat

37 ¢%-on 60’-ig inkubdltuk, majd EP lemezre vald plétolds
utédn 24h mulva meghatdroztuk az €16 baktériumok szdmdt.
Erdekes, hogy acridinorange jelenlétében tenyésztett kultu-
rdkbdl egyetlen alkalommal sem sikeriilt nydlkds kiillemii
lon~ telepet izoldlni.

A 29-31 tabldzatok alapjdn megdllapithatd, hogy a nydlkds
telepekb8l sgzdrmazd lon  baktériumok kisebb ardnyban pusz-
tultak el, mint a normdl telepbdl szdrmazdk. Az adatok a-
lapjan joggal feltételezhetjiik, hogy a mucoid -ugynevezett

lon~ - baktériumok megjelenése szelekcid kovetkezménye.
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27. tédbldzat

A kiilonboz8 plazmidtdrld vegyiiletek mutagén hatdsdnak vizs-

gdlata a S. typhimurium histidin igényes muténsra

Vegyililetek Koncentrdcié His" revertdns telepek szdma
ug/ml L, IrL, III. IV,

Chlorpromazin 60 0 1 1 3
7=hydroxi-chlorpromazin 60 0 0 1 3
T7=-8=dihydroxi~-chlor-

promazin 120 0 0 1 2
T=8=dioxo-chlorproma-

zin 120 0 i i J 1
Kontroll 0 ; 3 2 2

/A tédbldzatban szerepld szdmértékek a His’ revertans telepek
gzdmdt jelentik egy-egy petriceészében/

28, tdbldzat
A kiilonbozl plazmidtorld vegyililetek hatdsdra szelektdlddott
lon~ telepek %-os megoszldsa az Ossztelepszdmhoz képest

B.coli K12 LE 140 torzsén

Vegyliletek Koncentrdcié Lon~ mutdnsok gyakori-
ug/ml gdga %—-ban

Chlorpromazin 60 2-10
7=-hydroxi-chlorpromazin 60 1-3
T=8=dihidroxi-chlorproma-

zin 120 0-0,3
T=-8=-dioxo-chlorpromazin 120 0
Tiloron 500 2=4

l-dimethylamino=-3-/-
-9 phenantril/-3 propanol 80 5=9

Kontroll 0 0




Az l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanol jelenlétében
tenyésztett E.coli K12 LE 140 F’lac normdl és szelektdlddott
nydlkas kiillemii telepei,
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Az l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanol hatdsdra
szelektdlddott nydlkds kiillemii telepek Gram gzerinti fes-
tégének mikrdsgzkdpos képe.
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29, tdbldzat

A chlorpromazin baktericid hatdsa az E.coli K12 LE 140 normdl
és az ebb8l izoldlt lon  mutdnsok sejtjeire

Baktérium Chlorpromazin koncentrdcid ug/ml

0 . 60 70 80 100
F'lac normil  1,2x10°  7,0x107 4,0x10° 1,0x10° 3,0x10°
F’lac lon~ 1,4x108  1,2x10° s8,0x107 2,0x107 6,0x10°

30, tdbldzat

Az l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanol baktericid
hatdsa az E.coli K12 LE 140 normdl és az ebb8l izoldlt lon~
mutdnsok sejtjeire

Baktérium 1-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanol
koncentrdcid ug/ml

0 100 120 140 160

F'lac normél  5,6x10% 7,0x107 1,2x107 1,0x10° 4,0x107

F’lac lon~ 5,6x10° 1,5x10% 1,0x10% 7,8x107 2,0x10"

31. tdbldzat

A tiloron baktericid hatdsa az E.coli K12 LE 140 normial és
az ebb8l izoldlt lon mutdnsok sejtjeire

Baktérium Tiloron koncentrdcid ug/ml
0 400 500 600
F’lac normdl 1,7x10°  8,0x107  6,0x107  3,9x10'

F’lac lon~ 1,5x10°  1,3x108  1,1x108  8,0x107
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A plazmidtorld vegyiiletek in vitro hatdsa a thymus DNS-re,

Az el8z8 vizegdlatokban a plazmidtorll hatdsok kimutatdsa azt
bizbnyitotta, hogy a plazmidtorlévegyiilet valamilyen médon
kapcsolatba keriilhet a plazmid DNS-gel.

A plazmidtorlés mechanizmusdnak tisztdzdsdhoz adatokat keres-
ve, a tovdbbiakban arra a kérdésre kerestiink vdlaszt, hogy

in vitro koriilmények kozott kialakul-e valamilyen klcgdnhatds
az emlitett vegyiiletek és a DNS kozott. Kisérleteinkhez mo-
dellként a thymusbdl szdrmazdé DNS-t valasztottuk.

Gélelektroforézis

A kurdlé dgensek és a plazmid-DNS k&zotti esetleges komplex-
képz8dés bizonyitdsdra -elsd 1lépésben- gélelektroforetikus
vizggdlatokat végeztiink. Abbdl a feltevésbll indultunk ki,
hogy az alkalmazott vegyliletek a DNS-gel valdé kapcsoldddsuk
egetén - gerjeszthetlségiik folytdn - UV fényben fluoresgz-
kdlnak.

Vizsgalatainkat a médszertani részben ismertettek alapjén
végeztik. A kisérleti eredmények szerint a vizsgdlt hdromgyii-
rilg vegyliletek két csoportba sorolhatdk:

Az elsd csoportba tartozdkndl az UV besugdrzds hatdsdra az
agardz oszlopban a DNS csikja erdsen fluoreszkdl a sotét
hdtterii mez8ben., Ez a jelenség volt megfigyelhetd a chlor-
promazin, az l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanol;

a tiloron; valamint az acridinorange esetében.

A mdsodik csoportba sorolt morfin az elektroforetikus futta-

tdsok utan nem mutatta a fluorescens cgikot.
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Spektrofotometria

Bidr a gélelektroforetikus vizsggdlatokkal a plazmidtorld-
anyagok és a DNS k©ozdtti kapcsolat detektdlhatd, a médszer
még nem ad kielégitd vdlaszt a kdlcstnkapcsolat milyensé-
gére vonatkozéan.

A kérdés kozelebbi tanulmdnyozdsa érdekében spektrofoto-
metrids méréseket végeztiink.

A mérési eredmények alapjan megdllapithatd, hogy a DNS-hez
adott plazmidtorlb-vegyliletek hatdsdra a DNS gpektrumdban
karakterisztikus vdltozdsok jonnek 1létre, amelyek hiarom
cgoportba sorolhatdk,

Az elsb csoportba sorolt anyagok esetében a gpektrumlefutds~
bS1l kﬁvetkeitetni lehet a komplex jelenlétére, A DNS-komplex
spektrumdnak vdltozdsa a kontroll DNS-hez képest hypochrom
hatdsban és peak eltoldddsban nyilvdanul meg.

Ebbe a csoportba tartozdé komplexekre jellemzl, hogy az ab-
gzorpciés maximumuk az alacsonyabb hulldmhossz felé toldd-
tak. Ilyen jellegzetességet mutatott az acridinorange, va-~

lamint a tiloron /6.,7. dbra/.
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A médsodik csoportba sorolt l-dimethylamino-3-/-9 phen-
antril/-3 propanol és a chlorpromazin hatdsdra olyan tipu-~
su komplex képz8dik, amelynek abszorpcids maximuma a ma-

gasabb hulldmhossz irdnydba tér ki /8., 9. dbra/.

1- dimethylamino -3/9 phenantril /=3 propanol —-—-—
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8. abra.
Az l-dimethylamino=-3-/-9 phenantril/-B'propanol hatédsa

a thymus DNS abszorpcids spektrumdra
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9, &dbra.

A chlorpromazin hatdsa a thymus DNS abszorpcids spektrumdra

Akdr egyik, akdr mdeik tipusu maximum eltoldddssal &llunk
is szemben, a komplex jelenléte mindkét esetben nyilvédn-

vald.

A harmadik csoportba sorolt morfin semmiféle kdlcsdnkap-

cgolatot nem mutatott a DNS-sel, s igy spektrumvdltozdst

gem idéz eld /10. &bra/.
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10. &bra.

A morfin hatdsa a thymus DNS abszorpcids spektrumdra

A k&lcsonkapcgsolat ki nem alakuldsdért feltehetlen a moleku-
la t8ltésviezonya, valamint a nem planaris jellege a felells.
A gpektrofotometrids mérések sordn elvégzett kategorizélés
alapjdn kiilonbozd csoportba tartozott a chlorpromazin és az
acridinorange, mint két jé plasmidtorld vegylilet. Kivdnceiak
voltunk arra, hogy a két vegyiilet egylittesen hogyan visel-
kedik egy k0zUs rendszerben egyiittesen, ésg kiilon-kiilon ad-

va azokat a thymus DNS-hez /11l. dbra/.
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11, &bra.

Az acridinorange és a chlorpromazin egylittes hatdsa a DNS

abszorpcids spektrumdra
A gpektrumgdrbék alapjdn arra lehet kdvetkeztetni, hogy azo-
nos intenzitdseal kotddik mindkét vegylilet a DNS~hez, mds-
-mds tipusu komplexet képezve, Igy a rendzserben mindkét
anyag komplexképzl hatdsa egyszerre érvényesiil.
Megjegyezziik, hogy a spektrofotometrids mérések soran elsd-
sorban a plazmidtdrld anyagok DNS-re gyakorolt hatdsdt vize-
gdltuk, A DNS-nek a plazmidtdrld anyagokra gyakorolt hatdsdt
csak egy-egy reprezentdns esetében tanulmdnyoztuk. Igy a
bemutatott dbrdk tobbségén maga a DNS gpektrum, illetve a

plazmidtorldvegyiilettel alkotott komplex-spektrum ldthatd.
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DNS-olvaddspont meghatdrozds

A plazmidtorldvegyliletek és a DNS kozott létrejott komplex-
képz8dés minSgégének pontosabb megktzelitése céljdbdl meg-
vizsgdltuk néhdny plazmidtorlsd vegylilet hatdsdt az E.coli DNS
olvaddspontjdra, illetve hldenaturdcidjdra. A kontrollként
haszndlt E.coli DNS olvaddspontjit 0,02xSSC-ben 66 C%-nak
taldltuk. A plazmidtdrld vegyililetek jelenlétében az olvadds-
pontok kiilsnbozl mértékii emelkedését figyeltiik meg.

A chlorpromazin esetében a Tm érték 72 Co-nak, az l-dimethyl-
amino-3-/-9 phenantril/-3 propanol esetében 84 C°-nak, mig
acridinorange vonatkozdgdban 83 c%-nak adddott.

A DNS olvaddespontjdnak emelkedése, illetve a dupla helix
stabilitéséﬁak novekedége a hdédenaturdcidéval szemben az

anyagok interkaldcids tipusu kapcgoldéddsdt valdsziniisitik.
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Az eredmények megbesgzélése

A chlorpromazin és a bioldégiailag aktiv metabolitjai bak-
teriosztatikus hatdsdt vizsgdlva megdllapitottuk, hogy a
chlorpromazin-derivatumok lényegesen alacgsonyabb koncentri-
cié mellett mutattak bakteriosztatikus hatdst a Gram pozi-
tiv baktériumok vonatkozdsdban, mint Gram negativak eseté-
ben. Az irodalombdl ismert az, hogy dllati sejtekben a
chlorpromazin kdrositja a sejtmembrdnt /43, 101, 87/ és
gdtolja tobb membrénhoz kotdtt enzim milkkodését /67/.

Vannak adatok arra vonatkozdan is, hogy a fenotiazinok meg-
valtéztatjdk a biomembridnok permedbilitdsdt, és az oxidativ
fogzforildcidt is gdtoljak /107/. Bioldgiai hatdsukat vald-
gsziniileg az SH enzimek gdtldedval fejtik ki, azonban az
antibakteridlis hatds mechanizmusdra eziddig nincsenek
egyértelmii adatok.

Az antibakteridlis hatds kialakuldsdban a direkt membrdn
hatdgon tul lényeges szerepet jdtszhat a baktériumsejt-
fal-gtrukturdja is, mivel a chlorpromazin baktericid ha-
tdsa kifejezettebben érvényesiil a Gram pozitiv baktériu-
mokon /12, 34/.

A chlorpromazin-derivdatumokkal végzett sajdt kisérleti
eredményeink megerdgsitik a kordbbi adatokat a Gram pozitiv
ég Gram negativ baktériumok eltérd érzékenységére vonatko-~
zéan, A hdrom chlorpromazin-metabolit baktericid hatdsdt
parallel vizsgdlva a Gram pozitiv és Gram negativ baktériu-

mok egy-egy reprezentdnsdn megdllapitottuk, hogy a baktéri-
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cid hatds a legerdteljesebben a 7-hydroxi-chlorpromazin jelen-
1étében érvényesiil, mig a legkisebb hatdst a 7-8-dihydroxi-
—~<chlorpromazin mutatta.

A chlorpromazin~derivdtumok hatdsdra a baktériumtenyészetek
részben feloldddtak. Ezek alapjdn valdsziniinek latszott, hogy
sejtfalkdrogoddsesal is kell szdmolni., Feltételezésiinket
aldtdmasztottdk a Gram festéssel kapott eredmények is.

Ami a fenotiazinok mint antibakteridlis szerek in vivo al-
kalmazdedt illeti, vannak olyan adatok, miszerint intra-
musculdris adagoldasal csak 0,5 - 5 ug/ml vérszint biztosgit-
hatd. Ez a koncentrdcid viszont nem elegendS a baktério-
sztatikus hatde biztogsitdsdhoz sem /88/.

Ismeretes az a tény is, hogy emberek, nyulak ég patkanyok
vizelete ig baktericid hatdsuvd vdlik a fenotiazin ordlis
adagoldsa utédn /110/.

Néhdny évvel ezelftt valt ismertté, hogy a chlorpromazin,
és hdrom mds fenotiazin vegylilet az antibakteridlis hatas
mellett plazmidtorldképességgel, illetve olyan tulajdon-
sdggal rendelkezik, hogy megsziintetik az E.coli tSrzsek

F, illetve R plazmid hordozdsdt /72, 79/. Mdsrészrdl azt

is kimutattdk, hogy a chlorpromazin-szulfoxid, amely bio-
16giailag hatdstalan metabolit, sem antibakteridlis, sem
plazmidtsrl8-képességgel nem rendelkezik /77/.

A vigzonylag kis vdltozds a chlorpromazin molekulastrukturd-
jédban a plazmidtorldképesség és az antibakteridlis hatds

meggziinégét vonta maga utdn. Mivel a kémiai szerkezet és a
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plazmidtdrls, valamint az antibakteridlis hatds kzotti

osgzefliggés volt vizsgdlataink £6 célja, a tovdbbiakban

olyan chlorpromazin-metabolitokat vdlasztottunk munkank-

hoz, amelyek bioldgiai aktivitdsa megk®zeliti a chlor-

promazin hatdsdt.

Igy példdul a 7-hydroxi-chlorpromazin, 7-8-dihydroxi-chlor-

promazin ég a 7-8-dioxo-chlorpromazint /40/. Erdekes, hogy

mindhdrom chlorpromazin-metabolit rendelkezett bakterio-

gztatikug és baktericid hatdseal. Azonban plazmidtsrld-

képessgégilk agyon kiilonbozott egymdstdl.

Amig a 7-hydroxi-chlorpromazin 2-5 % gyakorisdggal torolte

az BE,coli F’lac plazmidjdt, addig a kontrollként alkalma-

zott chlorpromazin 30% koriili torlést biztositott. A 7-8-

-dihydroxi~-chlorpromazin és a 7-8-dioxo-chlorpromazin gya-

korlatilag nem elindltdk a plazmidot.

Hasonld eredményeket kaptunk az R plazmid-tdrlésre vonat-

koz6 kigérleteinkben is, azzal a kiilonbséggel, hogy az F’lac

plazmidot torld anyagaink az R plazmidot mintegy fele olyan

gyakorigsdggal elimindltdk.

A plazmidelimindld hatdsok alapjdn a chlorpromazin-metaboli-

tokat hdrom csoportba sorolhattuk.

1. Antibakteridlis és plazmidtsrld hatdssal rendelkezik a
T~hydroxi-chlorpromazin és a chlorpromazin.

2. Cegak antibakteridlis hatdssal rendelkezik a 7-8-dihyd-
roxi-chlorpromazin; és a 7-8-dioxo-chlorpromazin,

3. Sem antibakteridlis, sem plazmidtorld hatdst nem mutat

a chlorpromazin-sulfoxid.
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A chlorpromazin, és a 7-hydroxi-chlorpromazin molekuldkat
konjugdlt "pi" elektronrendszer jellemzi. A 7-8-dioxo-chlor-
promazin molekuldban a 7-8-as szénatomokndl megszakad a "pi®
konjugédcié, és bizonyos toltéspolarizdcid tdrténik a gyli-
rirendszerben,

A T7-8-hydroxi~chlorpromazin hatdstalansdgdnak oka valéd-
szinlileg azzal magyardzhatd, hogy az alkalmazott kisérleti
korilmények kozott nem tudtuk kizdrni a levegl oxigénjét

a rendszerb8l, Az viszont ismert, hogy a levegl jelenlété-
ben a vegylilet 7-8-dioxo-chlorpromazinnd alakul &t /47/.

A chlorpromazin-gzulfoxid esetében szintén a "pi" konjugd-
cidé megseziinése tapasztalhaté, mert az oxigén atom kapcsold-
ddsa utdn a fenotiazin vdzban 1évé S atom nem képes a "pi"
konjugdcidé kbzvetitésgére.

Ugyanez a konjugdlt "pi" elektronrendszer megtaldlhatd

a kozismerten plazmidttrld €s interkaldlddd acridinorange
molekuldban is, viszont hidnyzik a methilénkék molekuldbdl.
Ezen utdbbi sajdt kisérleteinkben sem mutatott plazmidtor-
18 hatdst.

Kisérleteink tovdbbi adatokat szolgdltattak a hatdsos, plaz-
midtorld vegyiiletek szerkezetére vonatkozdan. Ismereteink
alapjdn uj vegyiiletet szintetizdltunk, az l-dimethylamino-
-3-/-9 phenantril/-3 propanolt. Az ujonnan szintetizdlt ve-
gyilet plazmidtorld képessége megegyezett gyakorlatilag az
acridinorange és a chlorpromazin plazmidtorld hatdsdval. Ki-
gérleteink bizonyitjédk, hogy a plazmidelimindcidhoz egy vi-

gzonylag jél koriilhatdrolt kémiai struktura sziikséges.
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Az d1ltalunk tanulmdnyozott plazmidtorlsd vegyiiletek hatdsait
gsok tekintetben megismertiik, A plazmidjukat vesztett bak-
tériumok érzékenységét a plazmidhordozd baktériumok érzé-
kenyaégével Gsszahsonlitva megdllapitottuk, hogy nem volt
lényeges kiilonbség a két baktérium érzékenységében a plaz-
midtsrls vegyiiletekkel szemben,

Ezek az eredményeink azért is kiemelendlk, mert segitségiik-
kel kizdrhattuk a chlorpromazin-metabolitok, valamint agz
ujonnan szintetizdlt plazmdtorld vegyiilet SDS~-hez hasonlé
gzelekcids mechanizmusu plazmidtorlését.

Megfigyeléseink alapjdn a plazmidelimindlds mértéke a pH
novekedésével bizonyos hatdrok kozott fokozhatd. Bar a pH
emelésével az €18 csiraszdm relativ cstkkenése volt megfi-~
gyelhetl, a plazmidtdrlés gyakorisdga viszont emelkedett.
Valdgzin githetd, hogy a bdzikus koriilmények kozstt a ku-
rald dgensek disgszocidcidjdt fokozva azok kapcsoldddsdt a
savag karakterii plazmid DNS-hez hatékonyabbd teszi.

Erdekes volt az, hogy a chlorpromazin-derivatumok plazmid-
t6rlé hatdsa cstkkent kiilonbozd bivalens fémionok jelenlé-
tében, Ismert, hogy az emlitett vegyliletek vizes oldatokban
kelatkomplexeket képeznek a kétértékii fémsdkkal /92/.
Valdgziniinek ldtszott, hogy ezen komplexekben a gyliriirend-
szerben a szubsztituensek t6ltésviszonyai megvdltoztak,
amelynek kovetkeztében a vegyiiletek hatdstalannd vidltak.
MeglepS volt az,hogy az egyes fémedk csak abban az esetben
mutattak gdtld hatdst a plazmidelimindcidra, ha moldris
ardnyuk jéval meghaladta /50-100-gzoros fémsSfelesleg/ a

plazmidtorld vegyliletekét, illetve a fenotiazinokét.
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hzonos molardnyban alkalmazva a MgSO4-et és a chlorproma-
zint, a képzbdott keldtkomplexek kozel ugyanolyan plazmid-
torlést mutattak, mint a chlorpromazin. Ebb8l kovetkezik,
hogy a plazmidtorldvegyiiletek hatdstalansdgdnak oka a fém-
sék jelenlétében nem hozhaté ﬁsszefﬁggésbe a keldtkomplexek
kialakulasdval.

Az el8bb emlitett keldtképzés mellett létezhet egy mdsik
mechanizmus is bivalens fémsdk hatdsdt illetlen, amely kii-

++ + . e
ég a Ca + egsetében volt szembetiiné sa-

1lontsen a Mg++, Mn
jadt kisérleteinkben. Valdszinii, hogy az emlitett fémsdk ma-
gas koncentrdcidi stabilizdlhattdk a kiilonbozé enzimeket,
egsetleg megakaddlyozhattdk a chlorpromazin és egyéb plazmid-
torlé-vegyliletek kot6dését a bakteridlis enzimekhez, vagy
egyéb strukturanyagokhoz.

Erre az utébbi lehet8aégre tobb példdt is ismeriink. Az
ethidiumbromid antibakteridlis hatdsa kivédhetd Mg'™
jelenlétében B. cereus tenyészetekben /111/. Mdsok azt
figyelték meg, hogy a Mg'® gdtoltdk a kdzismerten inter-
kaldlddé tiloron kapcsoldddsdt a DNS-hez /21, 55/. Az
ethidiumbromid DNS-be valdé interkaldcidjdt ugyancsak gd-
tolja a Mg'* jelenléte /48/.

A bivalens fémionok ilyen nem specifikus hatdsa ugy tiinik,
hogy &ltaldnos érvényii, Ezt a megdllapitdsunkat tdmasztjdk
ald azok az eredményeink is, amikor egyéb kozismert plaz-
midtorlS vegylilet, mint az acridinorange plazmidtorld hatd-
ga felfiiggeszthetd 0,1 M MgSO, jelenlétében, Miutdn a vizs=-

gdlt vegylilet plazmidtdrld hatdsdt illetben a szelekcid

tényét kizdrhattuk, a hatdsmechanizmus szempontjidbdl kétféle
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lehetlség johet szdba:

Az egyik a DNS-gzintézis enzimatikus gdtldsa, a masik a
DNS-struktura megvdltozdsdval lenne magyardzhatd, valami-
lyen komplexképzddés, esetleg interkaldcid kidvetkezménye-
ként.

A DNS-gsel komplexet képzl, vagy interkaldlddsé anyagok
bioldgiai hatdsai legegyszeriibben az acridinorangen a T7-fég
szintézisére gyakorolt hatdsaval szemléltethets. A polymera-
ze ugy kapcsoldédik a DNS-hez, hogy az enzimmolekula felgzi-
nén 1évs tirozincsoportok interkaldldédnak a bdzispdrok
kozé.

Az emlitett folyamat energiafelszabaduldssal jar, amelynek
kovetkezménye a DNS lokdlis olvaddsa, a promoter nyitdsa és
a dupla helix szétvaldea /111, 115, 116/.

Amikor az enzim felismeri a DNS-gzekvencidkat, a keletke-
zett komplex elinditja az RNS szintézist. A helix deformi-
tdsa, tercier strukturdjdnak megvdltozdsa gdtolhatja a
komplex kialakuldsgdt, illetdleg az RNS gzintézis inicidcid-
jat.

Az R faktorok - mint ismeretesek - kovalengsen zdrt cirkuld-
ris, vagy tobbgzdrosen felcsavarodott DNS-protein rehxdcids
komplexek /51/.

Az interkaldldédd ethidiumbromid hatdsdra az a DNS részlege-
gen szétcsavarodik, és nem lesz képes relaxdlddni a repli-
kidcidés origdéba. Igy az interkaldlddds véglilis a plazmid-

replikdcidé gdtldsdhoz vezet /100/.
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A plazmid DNS és a kurdld dgensek kozott feltételezett kap-
cgolat bizonyitdsdra modellkisérleteket végeztiink, amelyek
gordn az egyes vegyiiletek thymus-DNS-hez vald kapcsolddd-
gdt vizggdltuk kiilonbozl médgzerekkel.

A gélelektroforetikus vizegdlatok eredményei egyértelmi va-
laszt adtak arra, hogy a jé plazmidelimindld-képességgel
rendelkez8 kurdld szerek és a DNS kdzdtt valamilyen kapcso-
lat alakult ki. Ezt a kapcsolatot demonstrdlhatjuk a chlor-
promazin és metabolitjai, valamint az acridinorange, tilo-
ron, ég az l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanol
egetében. A morfin, metilénkék nem k6t8d6tt a thymug-DNS-
~hez. Ezen utébbi vegyliletek az E.coli F’lac plazmidjat

gem elimindltdk.

A gélelektroforetikus vizsgdlatok természetesen nem adhat-
tak vdlaszt a kialakult kapcsolat mindségére vonatkozdan,

A gpektrofotometrids mérések alapjdn viszont megdllapitha-
t6, hogy a DNS-hez adott plazmidtorld vegyililetek hatdedra
a DNS spektrumdban karakterisztikus vdltozdsok jottek lét-
re, amelyek hypochrom hatdsban és abszorpcids maximumok
eltoldddsdban nyilvdnultak meg. Megjegyezziik, hogy a methi-
1énkék és a morfin viszont semmiféle vdltozdst nem okozott
a DNS-spektrumdban., Az abszorpcids maximumok kiilonbozdsége
arra is felhivja a figyelmet, hogy a kiilonbtzl vegyliletek
kiilonb6z4 médon kotSdnek a DNS-hez. Azonban egy kozds tu-

lajdonsdguk van, nevezetesen, hogy hypochrom hatdst hoznak

1étre.
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A gpektrofotometrids mérések alapjan feltételeztiik, hogy

a plazmidtorld vegyililetek és a DNS kozott egyidejileg leg-
aldbb két kiilonbozd kotddés jon létre.

Irodalmi adatok alapjdn jél1 ismert, hogy az acridinszdrma-
zékok a DNS-hez kiviilrdl is kotS8dhetnek /13/. Li és Crothers
proflavin-szdrmazékokkal végzett munkdjuk alapjédn ugyancsak
kiilsd kot5dégrdl sgzdmolnak be /68/. Lerman mdr kétféle ko-
t8dési tipusrdl beszél az acridinorange és a DNS vonatko-
zdgdban. Az egyik tipus, amelyik gyongén k6t6dik a DNS-he-
lix kiilsd részéhez, a mdsik pedig egy erdsebb, stabilabb
kotés, amely a festékmolekuldknak a bdzispdrok kozé torténd
interkaldcidjdbdl ered /66/. Lerman adatait tdmasztja ald
Neville ég Davies /80/, akik kimutattdk, hogy a DNS 4ltal
megkttott festéknek egy része interkaldlddott, egy mdsik
régze pedig kiviilrdl kotd8dott a DNS-hez, Tobben feltétele-
zik, hogy az interkaldcids tipusu kiitédésben lényeges sze-
repet jatszhat a DNS fogzfatcgoportjaihoz vald kapcsolddds,
pl. a ciacridinek /99/, vagy a chlorpromazin /90/ esetében.
A plazmidtdrlS hatdson és a DNS-gel vald komplexképz8désen
tulmenSen t4jékozddé vizasgdlatokat végeztiinkannak eldontésé-
re, hogy néhdny jé plazmidtdrld hatdsu vegylilet - mint a
chlorpromazin, acridinorange, és az l-dimethylamino-3-

~/-9 phenantril/-3 propanol a DNS-hez vald kapcsoldéddsdban
gzerepel-e az interkaldcids tipusu kotddés.

Ismert az, hogy néhdny interkaldlddd vegyiilet, mint pl., az
aminoacridinek /9/ és az ethidiumbromid stabilizdlni képes

a DNS-t a hGdenaturdcidval szemben. Kisérleteinkben az
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E. coli DNS olvaddspontja valdban megemelkedett az acridinoran-
ge, tiloron, és az l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanol
jelenlétében. Az olvaddspontok megemelkedése, illetve az a tény,
hogy a kettds gpirdl szétcsavaroddsa magasabb hémérsékleten ko-
vetkezett be, felveti az interkaldcid lehetlségét. Pontosabban
nem kizdrt, hogy a plazmidtdrldvegyiiletek molekuldi a bdzispd-
rok kozé ékelddve egy bizonyos energidval részt vesznek a két
lidnc Osgzetartdsdban. A fenti adatok valdszinilisitik, de nem bi-
zonyitjédk az interakldcids tipusu k6tdédést. Megjegyezziik, hogy
ezek egyértelmii bizonyitdsa csak rontgendifrakcids eljdrdssal
torténhet /66/.

A plazmidtorlés mechanizmusdnak egy mdsik alternativdjaként a
DNS-polymerage enzimgdtldsa johet szdba. A diacridinek /99/ az
ethidiumbromid /1/, a tiloron /20/, de a chlorpromazin is képes
a DNS polymerase gdtlasdra /62, 86, 98/.

Akdar a vegyliletek DNS-be vald interkaldcidjuk, akdr a DNS poly-
merasera gyakrolt gdtld hatdsuk érvényesiil, a plazmidtorlésben
a végeredmény gyakorlatilag ugyanaz. A plazmidreplikon miikod8-
képtelensége révén gdtlddik a plazmidreplikdcid. Miutén a bak-
tériumtenyészetekben elimindldédik a plazmid a baktériumsejtek-
b6l megdllapithatjuk, hogy a kromoszdéma replikdcidéja nem kdroso-
dott. A fentiekbSl a plazmidreplikdcid szelektiv érzékenységére
kovetkeztethetiink, illetlleg arra, hogy a plazmid DNS és a kro-
mogzdéma DNS gzintézise biazisgkiilonbaégét tekintve eltérmek egy-
magtdl.,

Ez a klilonbség magdban hordja annak a lehet8ségét, hogy az
eddig ismerteknél lényegesen jobb plazmidtorld vegyiiletek
segitségével a plazmideredetii antibiotikumrezisztencia megsziin-

tethetd lesz.
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Tézigek:

1.

4.

A tanulmdnyozott chlorpromazin derivatumok koziil a 7-hyd-
roxi-chlorpromazin; 7-8-dihydroxi-chlorpromazin és a
7-8-dioxo-chlorpromazin bakteriogztatikus, illetve bak-
tericid sajdtsdggal rendelkeznek. Ezen tulajdonsdgaik

a Gram pozitiv bakt ér iumok esetében lényegesen kifeje-

zettebbek, mint a Gram negativ baktériumok vonatkozdsid-

ban.

A T7-hydroxi-chlorpromazin; a 7-8-dihydroxi-chlorproma-
zin ég a T-8-dioxo-chlorpromazin baktericid hatasa kii-

l1onbozott.

A tovdbbi haromgyiiriie vegyliletek koziil bakteriogztatikus
hatdst mutat az E.coli K12 LE 140 torzsére a tiloron, s
az ujonnan szintetizdlt l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-

-3 propanol.

A chlorpromazin~-derivatumok kozlil a 7-hydroxi-chlorpro-
mazin rendelkezik plazmidelimindcids sajdtossdggal, mig
a 7-8-dihydroxi-chlorpromazin; és a 7-8-dioxo-chlorpro-

mazin nem.

5. A metilénékék kvaterner N’ toltésének a gylriirendszerre

kifejtett polarizdcids hatdsdval, valamint a morfin "pi"

elektronrendszerének hidnydval magyardzhatd ezen vegyii-
letek plazmidtérlés szempontjdbsl meglévs ineffektivi-

tdga.



6.

10.

11.

- 93 -

A bivalens fémionok gdtoljdk a 7-hydroxi-chlorpromazin,
a chlorpromazin, az acridinorange, az l-dimethylamino-
-3-/-9 phenantril/-3 propanol plazmidtorld hatdsdt, a-
mely nem hozhatd Ogszefliggésbe a keldtkomplexek kiala-

kuldsdval,

A pH novelésével a tesztelt vegyiiletek koziil a 7-hyd-
roxi-chlorpromazin, az l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-
-3 propanol, és a tiloron enyhén lugos kdzegben t6rld-

képegségiiket hatékonyabban fejtik ki.

A plazmidjukat vesztett baktériumok megjelenése a tenyé-
gzetekben nem magyardzhatdé a szelekcids mechanizmus ér-

vényrejutdsdval.

A lon” mutdnsok megjelenése a chlorpromazin-metabolitok
és az l-dimethylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanol je-

lenlétében sem gzelekcids mechanizmusu.

Az acridinorange, tiloron, chlorpromazin és az l-di-
methylamino-3-/-9 phenantril/-3 propanol a DNS-gel
komplexet képez.

Az acridinorange, a chlorpromazin, és az l-dimethyl-
amino-3-/-9 phenantril/-3 propanol a DNS olvaddspont-
jédt megemeli, amely a vegyliletek interkaldtdképességé-

vel 4llhat Cegzefiiggésben,
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