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Biokémiai ismereteink haladása tükröződik abban, hogy az utóbbi idők-
ben lehetővé vál t a lebomlások tanulmányozása mellett az élő a n y a g a i n a k 
felépítését is nyomon követn i . Elsősorban a módszerek ugrásszerű fe j lődése 
te t te lehetővé, hogy a bioszintetikus fo lyama tok tényének megállapítása mel-
let t napirendre kerül t ezeknek a szintet ikus fo lyamatoknak elemzése, m e c h a -
nizmusuk vizsgálata is. Az e téren, a közelmúl tban megismer t tények, m i n t a 
zsírsavak és szteránvázas vegyületek szintézis-mechanizmusainak felderí tése, 
vagy a fotoszintézis széndioxidfixálási mechan izmusának megismerése, egé-
szen meglepő ú j eredményeket jelentenek. 

Jelentős segítséget a d o t t a bioszintet ikus módszerek tanu lmányozásához 
a rádioakt ív izotópok széleskörű felhasználása a b iokémiában. így előállt az 
a sajátságos helyzet, amiben a modern biokémia a klasszikus biokémiától 
lényegesen különbözik, hogy ma már o lyan anyagok bioszintézise is t a n u l -
mányozha tó , melyek szerkezetéről még pon tos képünk nincsen. Régebben az 
élő szervezetben előforduló egyszerűbb anyagok szerkezetének megismerése 
után ve tődhe te t t csak fel keletkezésük p rob lémá ja . Ezzel szemben a nuk le in -
savak és a fehér jék bioszintézisére vonatkozólag számos a d a t áll már rendel -
kezésünkre és remélhető, hogy a nukle insavak és a f ehé r j ék bonyolult felépí-
tésének megismeréséhez éppen bioszintézisük t anu lmányozása lényeges a d a t o k a t 
szolgáltat . 

A fehér jék és a nukle insavak keletkezésének vizsgála ta azonban első-
sorban azért áll az érdeklődés homlokterében, mert ezek az anyagok a l k o t j á k 
a lényegét a mú l t században fehér jekomplex néven ismert élő anyagnak, melyre 
az élet jel lemző tu la jdonságai visszavezethetők. Mint l á tn i fogjuk, a ké t p rob-
léma egymástól nem igen választható el. Azt hiszem felesleges hangsúlyozni , 
hogy a fehér jék és nukle insavak bioszintézisének tanulmányozása a s e j t ek 
szaporodása, a mikrobiológia, virusológia, onkológia, de a hormonok h a t á s -
mechanizmusának megértése szempont jából is milyen széles perspek t íváka t 
jelent. Ennek megfelelően a kérdés t anu lmányozásának nehézségei is igen 
nagyok és számolni kell azzal, hogy sok csalódás, téves ú t és helytelen á l t a l áno-
sítás vár azokra , akik erre a területre merészkednek. 
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I . 

Mit t u d u n k ma a f ehé r j ék bioszintéziséről? 

Egész élé) szervezetek, v a g y éj) se j t ek , ha táj>anyagaikhoz C14 izotój)j>al 
megjelölt aminosavaka t a d u n k , ezeket a megjelölt aminosavakat beépí t ik 
szervezetükbe, s egy idő u t án fehérjéikben — természetesen vál tozó a r á n y b a n — 
ezek a jelölt aminosavak megta lá lha tók . E z t a jelenséget t á g értelemben „ inkor -
poráció"-nak nevezzük. Megfelelő kontrollkísérletek szükségesek annak bizo-
nyítására, h o g y adott kísérlet i körülmények között ennek az inkorporációnak 
mennyiben felel meg fehérjeszintézis. Sok ese tben igazolható, hogy az inkorpo-
ráció ténylegesen fehérjeszintézist jelent és ilyen esetekben az inkorporáció 
sebességének mérésével a fehérjeszintézis sebessége mérhe tő . így vizsgálni 
lehet azt is, h o g y különböző behatások, az anyagcsere megvál toz ta tása , gyógy-
szerek, an t ib io t ikumok stb. hogyan befolyásol ják a fehér jék szintézisét. H a n g -
súlyozni kell , hogy az inkorporáció egyes esetekben a fehér jék szintézisétől 
függetlenül is bekövetkezhet ik . 

Rad ioak t ív aminosavak inkorporác ió jának mérésével gyakorlat i lag e ldönt-
he tő volt az az évek óta v i t a t o t t j)robléma, hogy a fehér jék egymásba á t t u d -
nak-e alakulni , más szóval, h o g y j>olipeptidek, peptidek felhasználhatók-e egy ú j 
fehér jemolekula képződéshez, vagy a m á s i k alternatíva igaz-e, hogy minden 
ú jonnan k é p z ő d ö t t fehérjemolekula szabad aminosavak felhasználásával , m in t 
mondani szokás ,,de novo" képződik-e. A vizsgálatok a „ d e novo"-elméletet 
igazolták. I g e n érdekesek er re vonatkozólag Velick és munka tá r sa inak (1) 
vizsgálatai. 

A „de n o v o " szintézis alajrján ú j r a felmerült az a kérdés , hogyan kell 
értelmezni Schoenheimer k lasszikus kísérletei t . Még a rad ioak t ív aminosavak 
alkalmazása e l ő t t , a tömegspektrográffal meghatározható nehéz nitrogén alkal-
mazásával Schoenheimer és munka tá r sa i a r r a az eredményre ju to t t ak , hogy a 
szervezet f e h é r j é i nem ál landóak, állandóan folyik új fehér je szintézise a szer-
vezet minden részében. Kezde tben ezt az eredményt úgy értelmezték, hogy a 
fehérjék részlegesen is meg t u t i nak újulni . E z a felfogás ellentétben áll a „de 
n o v o " szintézis elméletével. Ma még nem vi lágos, hogy mi a fehér jék d inamikus 
állaj)otának he lyes értelmezése. Meg kell a z o n b a n említeni egy érdekes a d a t o t , 
amelyet a l e g ú j a b b időben n y e r t e k . Monod és munkatársa i (2) Párisban hosz-
szabb ideje foglalkoznak E . coli törzsekben észlelhető induká lha tó /S-galak-
tozidáz képződéssel . 

Aíorcodék kísérletének a lényege az, h o g y mielőtt a bak té r iumoka t /3-ga-
laktozidáz szintézisére i nduká l t ák , izo tópként , S35-t t a r t a l m a z ó t á j ) t a l a jba 
helyezték és gondoskodtak a r ró l , hogy a t á p t a l a j egyébként kénszegény legyen, 
t e h á t a fehérjeszintézist a kén limitálta, másrész t az S3° közel teljesen beépül t 
a baktér ium fehérjéibe a kísérlet fo lyamán. Ezután izotój)mentes közegben 
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/3-galaktozidáz szintézist induká l tak , ma jd igen f inom módszerekkel a bakté-
r iumokból előáll í tották a t i sz ta /3-galaktozidázt. Arra a jelentős e r edményre 
j u t o t t a k , hogy a bak té r iumok egyéb fehérjéiben levő kénizotóp a /J-galaktozi-
dázban nem volt megta lá lható . Tehát ezekben a bak té r iumokban a meglevő 
fehér jék alkatrészei nem használódtak fel az indukció ha tásá ra keletkező fer-
men t fehé r j e szintéziséhez, az ú j fehérje szabad aminosavakból képződöt t , nincs 
szó a fehérjék dinamikus ál lapotáról , nincs állandó fehér jemegújulás , hanem 
csak szövet vagy se j tmegújulás , vagy környezeti ha tás ra ú j fehérje 
képződése. 

A fehérjeszintézisre vonatkozó tudásunknak egy harmadik részletkér-
déséről kell még megemlékeznem, a fehérjeszintézis és a nukleinsavak között i 
összefüggésről. Ez a b iokémiának spekulációkban leggazdagabb terüle te és 
számos nézet, amely t ankönyvekben is szerepel, csupán a spekulációk szilárd 
t a l a j á n alapszik. Mindenesetre abban ma már a kísérletes adatok a lapján egy-
ö n t e t ű a vélemény, hogy a dezoxiribonukleinsavak és a fehérjék szintézise 
közöt t direkt összefüggés nincs. Ribonukleinsavak jelenlétére azonban úgylát-
szik feltétlenül szükség van , de kérdéses, hogy a r ibonukleinsavak radioakt ív 
izotópokkal vizsgálható megújulása és a fehérjék szintézise között van-e össze-
függés . 

Jelenlegi ismereteink a lapján kia lakul tak elképzelések a fehérjeszintézis 
mechanizmusára vonatkozólag is. A „de n o v o " elmélet a lap ján fel kell tételezni, 
hogy a sejtben van egy specif ikus felület, az ún. t emplá t , amelyre az amino-
savak olyan meghatározot t sorrendben adszorbeálódnak, ahogy azt a fehérje 
pol ipept id láncban elfoglalt he lyük meghatározza, t e h á t a felület specifikus. 
Feltehetőleg az aminosavak valamely energiadús á l lapotban adszorbeálód-
nak , valószínűleg acilaktiválás u tán . Az ilyen aktivál t aminosavak azután már 
minden cnergiabefektetés nélkül képezhetnek a specifikus felületen peptidköté-
seket . Semmi elképzelésünk nincs arra vonatkozólag, hogy a templá t felületén 
keletkezet t polipeptidlánc hogyan válik le a felületről és hogyan alakul ki a 
polipeptidláncból a fehérjemolekula jellemző térszerkezete. Feltételezik álta-
lában , hogy ez a t emplá t felület egy bizonyos nukle insavat jelent , amelynek 
kémiai felépítése olyan, hogy pontosan egy bizonyos specifikus fehér je szinté-
zisére alkalmas. Erre az azonosításra természetesen bizonyíték még 
nincs. 

Mindezeket a gondola tokat egész szervezetekben vagy izolált ép sejtek-
ben , esetleg szövetmetszetekben, radioakt ív izotópok segítségével végzett 
vizsgálatok magya ráza t akén t í r ták le. Az ilyen vizsgálatok nagy lehetősége, 
hogy a bonyolult reakciókat , melyek a sejt egészében gyorsan végbemennek, 
köve tn i iehet, de há t r ánya , hogy éppen a teljes komplexi tás mia t t nem lehet-
séges a részletfolyamatok megfigyelése és ennek következtében a folyamat 
mechanizmusára vonatkozóan csak nagyon spekulat ív, bizonytalan következ-
te téseket lehet levonni. 
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A biokémia haladása során mindig nagy eredményeket szolgáltatott az 
a módszer, hogy az egyes in tegrá l t fo lyamatok t anu lmányozása céljából az élő 
a n y a g alkatrészeit egymástól elkülönítve izolált reakciók a lak jában tanul-
mányoz ta . A rész le t fo lyamatoknak ez az analízise te t te csak lehetővé, hogy a 
fermentáció és az oxidáció tel jességét és összefüggését ma már valahogy el 
t u d j u k képzelni. E n n e k az e lvnek a fehérjék bioszintézisének tanulmányozására 
va ló alkalmazása annyi t je lent , hogy a fo lyamat lényegének megértéséhez 
szükséges a komplex jelenséget az egyes részfolyamatokra fe lbontani és azokat 
külön-külön tanu lmányozni . 

A radioakt ív izotópok alkalmazásával két olyan megfigyelés áll rendel-
kezésünkre, amely bizonyos mér ték ig a részletfolyamatok megértéséhez segít-
h e t . Siekevitz és Hessin (3,4) k i m u t a t t á k , hogy a szervezetbe adot t rad ioakt ív 
aminosav, ha az ál latokat kü lönböző idő eltelte u tán feldolgozzuk, legelőször 
a májse j tek ún. mikroszóma frakcióiban jelenik meg, amiből arra következ-
t e t h e t ü n k , hogy ez a r ibonukle insavakban különösen gazdag sej torganellum 
lenne a plazmafehér jék szintézisének helye. A másik ada t egészen friss : ez 
évben jelent meg Hoagland és munka tá r sa inak közleménye, amelyben leír ják, 
hogy a májszövetből e lkülöní the tő egy olyan f e rmen tkeve rék , amely a 
természetes aminosavak aci lakt iválását , t ehá t energiadús á l lapotba vitelét 
képes katalizálni. Ez a reakció, mint fen tebb emlí te t tük , a fehérjeszintézis 
bevezető lépése lenne. 

Rj—CHNH2—COOH + HS—R„ > Rj—CHNH2— Cf 
SR2 

Ezeket az ismereteket legnagyobbrészt szükségszerűen olyan körülmények 
közö t t nyerték, amikor a fehér je mennyiség megszaporodását nem lehetet t 
észlelni, hanem egyensúly á l lapota állott fenn és csupán a lebomlot t élő anyag 
pó t lására felépülő ú j fehér jemolekuiák radioakt ív aminosav ta r t a lma szolgálha-
t o t t a mérés a lapjául . Tekinte t te l a r ra , hogy az ilyen méréseknek számos ismert 
nehézsége van, célkitűzésünk először az volt, hogy olyan rendszer t , olyan objek-
t u m o t talál junk, amelyen se j tmentes közegben valamely fehér je ne t to szinté-
zise is mérhető radioakt ív aminosavak incorporációjának mérése mellet t . 
A sej tmentes p repará tumok előnye kettős : egyrészt megszűnnek a permea-
bi l i tás i gátak által okozott nehézségek, tehát nagyobb molekulák hozzáadásával 
is lehet kísérletezni, másrészt pedig lehetővé válik az egyes komponens elválasztása. 

Három i rányban végeztünk kísérleteket a fen t i célkitűzés megvalósí tására. 
Az egyik vizsgált ob jek tum mikrobiológiai volt , penicillinre érzékeny sej teken 
vizsgál tuk a penicillin hozzáadására meginduló penicillináz fe rment képző-
désé t . A másik két ob jek tum ál la t i szövetből való : vizsgáltuk a pa tkány- és 
egé rmá jban a t r i p to fán ha tására meginduló t r ip tofánperoxidáz ferment akti-
vi tásnövekedését , másrészt pedig különböző á l la t fa joknál a pancreasban vég-
b e m e n ő amiláz szintézist . 
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I I . 

Először a penicillináz képződésére vona tkozó vizsgálatokkal foglalkozom. 
Bár ez az ob j ek tum nem vá l to t t a be a fenti célkitűzésekben foglal t reményeket , 
a vizsgálat során olyan jelentős és érdekes a d a t o k a t nyer tünk, amelyek a fehér je -
szintézisre vonatkozó elképzeléseink kia lakí tásában nagy segítséget a d n a k . 
A vizsgálatokat Kramer Miklós a sp i r ánsmunká ja során végezte , s ezekről 
értekezését a közelmúltban zá r t a le. Mivel ez te l jes egészében nemsokára v i t á r a 
kerül , csak ké t részletkérdést ragadok ki az eredményekből . 

Pollock (5) vizsgálataiból ismeretes, hogy cereus bak t é r iumok bizonyos 
törzsei, minimális mennyiségű penicillinnel tö r ténő kezelés u tán , megfelelő 
t áp ta la jon t a r t v a , rövid idő múlva intenzíven képeznek egy penicill inbontó 
fermente t , a penicillinázt. Megállapítot ta , hogy a penicillin 1—2 perc a l a t t 
elbomlik (mesterségesen is e l távol í tha t juk néhány perces kon tak tus u tán) s 
mégis, mintegy 20-—30 perc la tencia idő u t á n megindul a penicillináz szintézise. 
Mi történik a fehérjeszintézis előtt i latencia per iódusban? Kramer vizsgálatai-
ban megál lapí to t ta , hogy ennek a per iódusnak az idő ta r t ama , egyébként azo-
nos körülmények között t a r t o t t bak té r iumok esetén, lényegében a nukleinsav-
szintézis sebességétől függ, t e h á t ez az idő a r ra szükséges, hogy a penicillinnel 
tö r tén t k o n t a k t u s hatására a bak té r iumse j tekben szintet izálódjék egy o lyan 
specifikus ú j r ibonukleinsav, amely azután előfeltétele a megfelelő specif ikus 
fehérjeszintézisnek. Ennek a megál lapí tásnak a következő ké t egyszerű bizo-
nyí tékát szeretném megemlíteni. 

8 órás tenyészetből származó sej teket fiziológiás konyhasóolda t ta l meg-
mosunk, m a j d ké t részre osz t juk , egyik részét egy aminosavkeveréket t a r t a l m a z ó 
elegyben inkubá l juk , másik részét egyszerűen konyhasóoldatban. Az előin-
kubálást csak annyi ideig végezzük, hogy a baktér iumszám ne növekedjék . 
Ezután az eddigi szuszpendáló elegyet mosással e l távol í t juk, majd a moso t t 
bak té r iumoka t aminosavkeveréket t a r t a lmazó táptalajban- penicillinnel i nku-
bál juk. Azt l á t j uk , hogy a la tenciaperiódus lényegesen hosszabb azon b a k -
tér iumok esetén, amelyek előzetesen aminosavkeverékben vol tak . 

A jelenség első pi l lanatra paradox, de az irodalomból ilyen jelenség m á r 
ismeretes: Spiegelmann k i m u t a t t a , hogy aminosavkeverékben inkubált (növe-
kedő) mikroorganizmusokban a r ibonukleinsav szintéziséhez szükséges a n y a -
gok (prekurzorok) elhasználódnak. Tehát a jelenség értelmezése az, hogy az 
aminosavval előinkubált se j tekben sokkal kevesebb a r ibonukleinsav prekurzor 
abban a p i l lana tban , amikor a penicillin ingere arra készte t i őket, hogy ú j 
fehérjéhez ú j r ibonukle insavakat sz inte t izál janak. 

A fent i kísérlet a lapján érthetővé vá l ik a következő még furcsább jelen-
ség. A se j teket kis mennyiségű kristályos ribonukleázzal előkezeljük s ezu tán , 
— eltávolí tva a r ibonukleázt , — a d j u k hozzá a penicil l int , aminosavakka l 
együt t : i lyenkor a latenciaperiódus a kontrollhoz viszonyí tva rendkívül i 
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mértékben lerövidül a ribonukleázzal kezelt sej teknél . (Meg kell emlí teni , 
hogy a r ibonukleáz, — az itt a lka lmazot tná l kisebb mennyiségben is — 
teljesen legátol ja a f e r m e n t képződését , ha a penicillinkezelés után a d j u k 
a sejtekhez.) A r ibonukleáz a sejt meglevő r ibonukleinsavainak lebontásá-
val, az előkezelés során a r ibonukleinsav prekurzorok koncentrációját növeli 
s így az ú j r ibonukleinsav szintézis fel tételei kedvezőbbek lesznek, ezért rövidül 
meg i t t a la tenciaperiódus. 

Le lehet rövidíteni a la tenciaperiódust prekurzorokban elszegényedett 
sejtek esetén akkor is, h a a sejteket o lyan elegyben szuszpendál juk, ame ly a 

1. ábra. Aminosavkeverékkel tö r ténő 
előinkubálás ha tása a B. cereus sejtek 
penicillináz termelésére O r d i n á t a : a 
penicillináz ha tására ke le tkeze t t C0 2 

mennyisége 

2. ábra. R ibonukleáz előkezelés h a t á s a 
a B. cereus se j t ek penicillináz t e r m e -

lésének megindulására 

szokásos t ápanyagokon k ívül még purin és pirimidin bázisokat is t a r t a l m a z . 
Hogy itt v a l ó b a n r ibonukleinsav szintézisről van szó, b izonyí t j a , hogy csak azok 
a bázisok ha t ékonyak , amelyek a r ibonukle insavakban szerepelnek, míg a 
dezoxir ibonukleinsavakban előforduló t im in hozzáadása teljesen ha t á s t a l an , 
inkább gátol . 

Az előbbiekben i smer te te t t eredmények bizta tás t a d t a k egy olyan kísérlet 
elvégzésére, amely eddig az i rodalomban egészen ismeret len. A sejteket r ibo-
nukleázzal kezel tük, ma jd a ribonukleáz k imosása után közvetlenül , — anélkül , 
hogy penicillinnel kezeltük volna őket, — olyan kivonatot ad tunk a se j tekhez , 
amely különböző r ibonukleinsavakat t a r t a l m a z o t t . A r ibonukleáz kezelés fel-
lazít ja a s e j t ek felületét és lehetővé teszi, hogy polimér r ibonukleinsavak a 
sejtekbe be ju thassanak . Ribonukle insav ta r ta lmú k ivona toka t lehet nye rn i 
különböző se j tekből és szövetekből, ha azoka t 1 M NaCl-al kezeljük. Ezeke t a 
k ivonatokat 20 perces főzésnek vete t tük alá , ami a b e n n ü k levő fe rmenteke t 
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(így a penicíllinázt is) inakt ivál ta . I lyen kivonatot kész í te t tünk olyan cereus sej-
tekből , amelyeknek örökletes tu la jdonsága , hogy minden penicillinkezelés nélkül 
á l landóan t a r t a l m a z n a k n a g j mennyiségű penicíl l inázt (569 H törzs) , másrészt 
olyan cereus se j tekből , amelyek az előbbivel tel jesen azonos családba ta r tozó 
törzsből (569) szá rmaznak , amely azonban nem t a r t a lmaz semmi penicíllinázt. 
Kiderü l t , hogy a penicíllinázt spon tán képző se j tekből készített k ivonat hozzá-
adására a RN-ázzal kezelt cereus se j tekben gyorsan megindul a penicillináz 
termelése, míg a te l jesen hasonló, de penicíllinázt nem képző cereus sej tek 
hasonló kivonata i n a k t í v ugyanúgy, mint más r ibonukle insav-prepará tumok. 

3. ábra. Nuk le in sav t a r t a lmú k ivonatuk ha tá sa B. cereus se j tek penicil l ináztermelésére, peni -
cillinnel t ö r t é n ő indukció nélkül 

O r d i n á t a : Qpeuicillináz COo/óra/mg szárazanyag (penici l l inbontásból e redő C0 2 ) Felső 
sor : r ibonukleázzal 1 M NaCl-ben előkezelt sejtek. Alsó sor : 1 M NaCl-ban előkezelt se j tek . 
— K o n t r o l l : 1 M NaCl adása . NS(569) : induká lha tó , de penicíl l inázt nem t a r t a lmazó B. cereus 
569 se j tekből 1 M NaCl-a l készült, f e l főzö t t k ivona t t a l . NS(569/'H): penici l l inázt kons t i tu t ive 

termelő B. cereus 569/H s e j t ekbő l 1 M NaCl-al készül t , fe l főzöt t k ivona t t a l 

K ö n n y ű valószínűsíteni, hogy a k ivonatban r ibonukleinsav a ha tóanyag , mert 
kismennyiségű kr is tá lyos ribonukleázzal tö r ténő előkezelés u t án az akt ív kivo-
n a t elveszti h a t á s á t . 

Összefoglalva t e h á t : a jelenség lényege az, hogy olyan se j tekben, amelyek 
penicillinnel való érintkezés u t á n képesek penicillináz képzésére, sikerült ezt 
az enzimképződést megindítani penicillinkezelés nélkül olyan riboriukleinsav-
prepará tummal , amely penicillinázt képző sej tekből származik. A jelenség 
lá t sza t ra hasonló az Avery és munka tá r sa i ál tal először leírt t ranszformáció 
jelenségéhez, ami t azóta számos más ob jek tumon észleltek, de lényegében 
a t tó l különbözik. A t ranszformáció dezoxiribonukleinsavval egy tu la jdonság 
m a r a d a n d ó á tv i te lé t jelenti. A Kramer Miklós ál tal felfedezett jelenség pedig 
n e m egy örökletes fak tor á tvi te lé t jelenti, h a n e m azonos sejtpopuláción belül 
fermentszintézis megindí tását , specifikus r ibonukleinsavval . 
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A penicillinázképződés t amdmányozása során megkísérelt ük a ferment-
szintézist se j tmentes közegben is megvalósí tani . Ezek a kísérletek, amelyek 
eredeti célkitűzéseinknek megfeleltek, csak részleges eredménnyel j á r t ak . 
— Igaz, a se j tek elroncsolásával elő lehet állí tani olyan se j tmentes anyagot , 
amely még a penicillináz szintézisére képes, feltéve, hogy a sej tek rortcsolását 
a penicillinkezelés után végeztük. De a cereus és a rokon megatherium sej tekből 
előállított i lyen se j tmentes anyag a Weibull által leírt protoplasztokból áll, 
ezekben megy végbe a fehérje szintézise és ezek a protoplasztok még mindig 
eléggé komoly s t ruk tú rá t je lentenek. Másrészt ezekben a roncsolt se j tekben a 
fe rment szintézise rövid idő múlva megáll és azu tán a ferment el is tűnik, 
másszóval ebben a p r e p a r á t u m b a n olyan erős a proteolízis, hogy kísérleti 
cél ja inknak egyelőre nem felel meg. 

I I I . 

Állati szövetekben is lehet találni az előbb t á rgya l t indukál t ferment -
szintézishez közelálló jelenséget. Knox és munka tá r sa i k i m u t a t t á k , hogy egér 
vagy p a t k á n y m á j á b a n , i. p. adot t t r ip tofán ha t á sá ra a t r ip tofánperoxidáz 
akt ivi tása 10-szeresére is megnő. Jefimocskina megál lapí to t ta , hogy májszele-
tek in vitro t r ip to fán hozzáadására hasonlóképpen a t r ip tofánperoxidáz aktivi-
tás 5 — 10-szeres növekedésével reagálnak. Feltételezik, hogy itt va lóban indu-
kál t enzimszintézisről van szó, ú j fehér je ferment képződéséről (7,8). 

In téze tünkben Balázs Róbert, Benei László és Kánitz Éva foglalkozott ezzel 
a kérdéssel. Kísérleteik megerősítik az eddigi kísérleti ada toka t , de az egész 
jelenség értelmezésével kapcsola tban annyi kételyt ve te t l ek fel, hogy ada ta ik 
a lap ján valószínű, hogy i t t nem fe rment fehérje szintéziséről van szó, hanem 
egy inakt ív f o r m á b a n jelenlevő fe rment akt iválódása következik be . Elég 
anny i t megemlíteni , hogy a t r ip tofánperoxidáz t a r t a l m ú má jk ivona t papír-
elektroforézise során a f e rmentak t iv i t á s néha t ö b b , mint 20-szorosára 
növekszik. Érdekes megemlíteni e vizsgálatok egy részletét. H a in vivo 
végzik a kísérletet , 1,5—2 mg Cortison előzetes adása u t án normális pa tká-
nyoknál 2—3-szorosára nő a t r ip tofánperoxidáz akt iválódása, míg mellék-
veseír tot t pa tkányokná l , melyeknél igen gyenge a t r ip tofánperoxidáz kelet-
kezés, ugyanez a kezelés 10-szeres akt iválódást je lent . In vitro a cortisonnak 
nincs hatása a t r ip tofánperoxidáz akt iv i tás növekedésére indukció u t á n . Bár, 
min t emlí te t tem, az alapvető kérdés még nincsen t i sz tázva , úgy látszik, hogy 
hormonhatások vizsgálatára ez az ob j ek tum alkalmas lehet . 

IV. 

A ha rmadik ob jek tum, amelyre kísérleteink i rányul tak , a pancreas amiláz 
keletkezésének vizsgálata. Ennek előnye, hogy gyorsan és nagy mennyiségben 
képződik in vivo. A szekretorikus enzimek közül azért vá lasz to t tuk az ainilázt, 
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mert ennek mennyisége a legnagyobb és meghatározása a legpontosabban 
vihető keresztül . Hokin (9) még 1950-ben leír ta, hogy galambpanereas metsze-
tekben in v i t ro , ha a szuszpendáló folyadék a szükséges aminosavaka t t a r t a l -
mazza, az amiláz akt ivi tása óránkint kb . 50%-ka l nő és ez a növekedés való-
színűleg a fermentfehér je szintézist jelenti . 

Ez a jelenség vizsgálataink szerint könnyen reprodukálha tó . Az amiláz-
akt ivi tás növekedésének előfeltétele, hogy megfelelő aminosavkeverék jelen-
létében ép sej tek legyenek jelen és szükséges az is, hogy a se j tek aerob anyag-
cseréje, energiatermelése zavar ta lan legyen. így pl. 2,4-dinitrofenol, amely 
ismert módon az oxidat ív foszforilálás megzavarásával lehetet lenné teszi az 
energia felhasználását , meggátol ja az amilázakt ivi tás növekedését éppenúgy, 
mint az anaerobiozis. Egy komoly technikai nehézség van ezekkel az in v i t ro 
szövetmetszet kísérletekkel. Ismeretes, hogy a pancreasban a szekretorikus 
enzimek nincsenek szabad á l lapotban, hanem jelentős mennyiségük a zymogén 
granuluinokba zárva, fe rmenta t ive inak t ív formában ta lá lha tó . A zymogén 
granulumok feltárása, amit pl. butilalkohollal el lehet érni, az amilázakt iv i tás 
növekedését idézi elő anélkül , hogy ehhez fermentszintézisre lenne szükség. 
Ilyen módon tehá t nem k ö n n y ű eldönteni azt a kérdést , hogy az amilázakt ivi tás 
in vitro bekövetkező növekedése nem egy kioldódás eredménye-e. 

Igaz, hogy a Hokin kísérleteiben észlelt és ál talunk is megerősítet t energia-
és aminosavszükséglet a szintézis t énye mellett szól, a bizonyítás azonban 
így még nem százszázalékos. Ugyanezzel a nehézséggel k ü z d ö t t ü n k akkor is, 
amikor első ízben sikerült se j tmentes homogenizátumban az amilázakt ivi tás 
növekedését megvalósí tanunk. Ullmann Agnes sei végzet t kísérleteinkben, 
melyekről az elmúlt két év a la t t kétszer is beszámoltunk, k i m u t a t t u k , hogy a 
ga lambpanereas homogenizá tumban, va lamin t az ebből differenciálcentri-
fugálással elkülönített ún . „mi tochondr ium ' ' - f rakcióban bekövetkezik az 
amilázakt ivi tás növekedése, ha nagyobb koncentrációjú adenozintr i foszforsav 
(ATP) hozzáadásával gondoskodunk a megfelelő mennyiségű fe lhasználható 
energiáról, valamint aminosavkeverék hozzáadásával gondoskodunk meg-
felelő aminosavkoncentrációról . Kísérleteink azt m u t a t t á k , hogy ez a granulum-
frakcióban észlelhető amilázakt ivi tás-növekedés már függet len az anyag-
cserétől, nem gátolható anaerobiozissal vagy dinitrofenollal, másrészt azonban 
gátolható kis koncentrációjú chloramphenicollal vagy diaminoakridinnel . 

Ezek elég komoly bizonyítékok arra vonatkozóan, hogy lényegében 
fermentszintézis és nem szekréciós granulumok szétesése megy végbe. Azér t 
mondom, hogy lényegében, mer t t apasz ta l a t a im szerint, sok esetben a gátló-
szerek nem adnak 100%-os gát lást , s ez a maradék aktivitás-emelkedés kioldó-
dásnak, fe rmentak t ivá lódásnak tu la jdon í tha tó . 

In téze tünkben Szabó Mária és Perl Katalin végeztek vizsgálatokat a r ra 
vona tkozóan , hogy a ga lambmájhomogen izá tum kevés szekréciós g ranu lá t 
is t a r t a lmazó mitochondrium f rakc ió jában mik a feltételei az amiláz szintézis-
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tői független ak t ivá lódásnak . Űgy látszik, hogy elsősorban a p H lúgos i rány-
ban való eltolódása okozha t ilyen ak t ivá lódás t . A f en t ebb említet t fel tételek 

5. ábra. 3 , 6 - d i a m i n o a k i i d i n h a t á s a az ami- 6. ábra. Chloraminephcol h a t á s a a g a l a m b -
lázakt iv i tás növekedésé re g a l a m b p a n c r e a s p a n c r e a s „ m i t o c h o n d r i u m " f rakc ió ami l áz -
, . m i t o c h o n d r i u m " frakció j e l en l é t ében . — a k t i v i t á s n ö v e k e d é s é r e , — Kont ro l l : m i n t 
Kontrol l : m i n t 4. áb ra esetén. D ia in inoakr i - 4. á b r a te l jes r endsze re . Ch loramphen ico l 

d i n k o n c e n t r á c i ó a görbén f e l t ü n t e t e t t a g ö r b é k e n f e l t ü n t e t e t t k o n c e n t r á c i ó b a n 

között részben az ATP erős puf fe rha tása , részben az A T P bomlása következté-
ben fellépő enyhe savanyodás miat t ez a lehetőség nem áll fenn. Másrészt a 
szekréciós g ranu lák szétesése chloramphenicollal nem gá to lha tó . 
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Mindenesetre a felmerülő problémák m i a t t célszerűnek látszott egy lépés-
sel t o v á b b m e n n i és az amilázszintézis vizsgálatára olyan módon fe l tá rn i a 
pancreast , hogy ezek a subcellularis granulár is s t ruk tú rák se legyenek je len . 
Sikerült ezt a célt azáltal elérni, hogy a fr iss pancreasszövetet —10° C ace ton-
nal gyorsan megszár í t juk és ennek a száraz pornak 5 té r foga t vízzel készül t 
vizes k i v o n a t á t használ juk. A kivonás u t á n a keveréket lO'-ig 0°-on 14 000 
g-vel centr i fugál juk. A felülúszó folyadék A T P és aminosavkeverék jelenlété-
ben az amilázakt ivi tás növekedését m u t a t j a , de nem t a r t a lmaz már k ö t ö t t 

amilázt, ami t bizonyít, hogy sem lúgosítással, sem butilalkoholos kezeléssel 
az amilázakt ivi tás már nem növekszik. Éppen ezért ebben a rendszerben a 
gátlószerek m á r teljes gát lás t idéznek elő, sőt a proteoli t ikus fermentek kisza-
badulása mia t t , ha specif ikusan gá to l juk az amilázakt ivi tás növekedését , 
akkor sok esetben az inkubáció során az amilázakt ivi tás csökkenését lehet 
megfigyelni. 

A 7. és 8. ábra m u t a t j a , hogy p-fluorfenilalanin és chloramphenicol gátol-
ják ebben a rendszerben az amilázakt iv i tás növekedését . Ami érdekes, de 
várható is vol t , az az, hogy az an t ib io t ikumok ebben a s t ruk tú ramen te s rend-
szerben sokkal kisebb koncentrációban ha tékonyak , min t a homogenizá tum-
ból nyer t mi tochondriumrendszer esetében. Ez arra m u t a t , hogy itt m á r való-
ban nincsenek permeabil i tási nehézségek. Érdemes megemlíteni , hogy ebben 
a vízoldékony rendszerben az idegen f a j ú állatból készí te t t kristályos r ibonuk-

7. ábra. p-Fluorfeni la lanin hatása disznópan-
creasból készül t o ldható rendszerben. — Kont -
roll : mint 4. ábra esetén, de mi tochondr ium 
helyett ace tonpor kivonata. Adalékok a gör-
bén f e l tünte tve : FFA = D , L-feni la lanin , 

p-FA D , L-p-f luorfeni lalanin 

8. ábra. Oldható rendszerben ( d i s z n ó p a n c r e a s 
ace tonpor vizes k i v o n a t a ) a chloramphen icol-
gát lás stereospecif i tása. — Kontroll : t e l j e s 
rendszer, mint a 4. ábránál . L-eritro : l-eyrthro-
chloramphenirol, D-treo: D threo-chloramphe nicol 
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leáz hozzáadására a fermentszintézis gát lása következik be, ami arra m u t a t , 
hogy i t t is polimer r ibonukleinsav jelenlétére van szükség a fehérjemolekula 
szintéziséhez. 

Valóban végső bizonyí tékát annak, hogy itt a fehér je aminosavból tör-
ténő szintézise megy végbe, radioakt ív aminosavak inkorporációjával lehetne 
megadni. N é h á n y tá jékozódó kísérletet m á r végeztünk ebben az i r ányban 
(Garzó és Perl) és megál lapí to t tuk , hogy az olyan kísérletben, amelyben az 

9. ábra. R i b o n u k l e á z ha t á sa az a m i l á z a k t i v i t á s n ö v e k e d é s é r e . K o n t r o l l : t e l j e s r e n d s z e r , disz 
p a n c r e a s a c e t o n p o r k i v o n a t á v a l . R N - á z : p r o t e o l i t i k u s a k t i v i t á s t ó l m e n t e s í t e t t k r i s t á n ó 

r i b o n u k l e á z h o z z á a d á s á v a l 

amilázakt ivi tás növekszik, több radioaktív izotóp aminosav épül be a fehér jébe, 
min t o lyanban, amelyben specif ikus gátlószerrel, chloramphenicollal gátol t t ik 
az amilázakt ivi tás növekedését . Sajnos rendszerünk egyelőre rendkívül labilis 
és így csupán 30—45 percig t e r j e d ő kísérleteket t udunk végezni, holott fehér je-
szintézis v izsgála tára á l ta lában több órás inkubációs időket szokás a lkalmazni . 
Eredményeinket mu ta t j a az alábbi t á b l á z a t . Megjegyzendő, hogyha ki-

Táblázat 

C 1 4 aminosav inkorporáció kivonatban, 30' inkubálás után 

Kísérlet C1J aminosav Imp/perc/mg fehérje 

1 t i roz in K o n t r o l l 
+ c h l o r a m p h e n i c o l 

114 
0 

2 gl ikokol l Kon t ro l l 
-(- c h l o r a m p h e n i c o l 

208 
2 

3 t i roz in Kon t ro l l 
- A T P 

66 
21 

4 t i roz in K o n t r o l l 20 
+ c h l o r a m p h e n i c o l 0 
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számít juk, m e n n y i amilázfehérje képződött (az aktivi tásnövekedés a lapján) és 
k iszámít juk, hogy mennyi izo tóp glicin, ill. t i rozin épül be, akkor azt t a l á l j uk , 
hogy a beépüléssel mért a d a t kb . %0—x /4 része annak, ami t a fe rmentak t iv i t ás 
méréséből n y e r ü n k . 

Az el térés szignifikáns, különösen, h a figyelembe vesszük, hogy nem-
csak az amiláz fehérjéje, h a n e m a jelenlévő t ö b b i fehérje is részesedik az észlelt 
inkorporációban. A kísérletekből tehát azt a következtetést kell levonni, hogy 
az adott kísérlet i körülmények között nem az amiláz fehér je de novo szintézisé-

10. ábra. I zo tóp-aminosav (t irozin-C1 4) beépü lése a galambpanereas metszet fehérjé ibe 

ről van szó. Felmerülhet természetesen az a gondolat, hogy a szintézis he lyén 
adszorbeált aminosavak a röv id kísérleti per iódus alatt nem t u d n a k egyensúlyba 
j u tn i a hozzá te t t megjelölt aminosavval . E z t a gondolatot azonban megcáfol ja 
az a tény, ami t Garzó és Perl észlelt az u tóbb i időben végzet t kísérleteiben, 
hogy ti. ga lambpanereas metszetekben, — ahol a permeabil i tási v iszonyok 
kétségkívül kedvezőt lenebbek, — a C14 t i rozin hozzáadása után a f ehér jébe 
tör ténő inkorporáció nagy sebességgel és l ineáris időgörbével következik be. 

Ezek a l ap ján tehát világos, hogy a mitochondrium p r e p a r á t u m b a n és 
a pancreas aceton-száraz-por k ivona tában n e m de novo szintézis folyik. Ezzel 
szemben a p-f luorfeni la laninnal és chloramphenicollal észlelt specifikus gát lás 
m u t a t j a , hogy peptidszintézis szükséges az amilázakt ivi tás növekedéséhez 
— az akridin-gát lás egyfelől, a r ibonukleáz-gátiás másfelől világosan b izony í t j a , 
hogy ribonukleinsav felületén végbemenő folyamatról van szó. így a kísér le tek 
abba az i r á n y b a muta tnak , hogy az amilázszintézisnek e b b e n a végső fáz i sában 

3 V. Osztály Biológiai Csoportjának Közleményei 1/1. 
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valamilyen prekurzor fehér je átrendezése, v a g y annak n é h á n y aminosav hozzá-
kapcsolódásával tör ténő befe jező szintézise megy végbe. 

Az eddig elért e redmények a lap ján összefoglalóan megá l lap í tha t juk , 
hogy az á l t a lunk vizsgált esetekben jó kísérletes b izonyí tékot sikerült szerezni 
arra nézve, hogy a f e rmen tek szintéziséhez specifikus r ibonukleinsavra v a n 
szükség. Másrészt vizsgálataink során anny i r a j u t o t t u n k , hogy kísérleti leg 
hozzáférhető ob jek tumok v a n n a k kezünkben , amelyekkel nemcsak a fehér je -
szintézis részle t folyamatai t t a n u l m á n y o z h a t j u k vízoldékony rendszerben, h a n e m 
megvalósí tható ezek elválasztása, megkísérelhető a specif ikus nuk le insav 
elválasztása a r ibonukle insavak keverékéből. 
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