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Biokémiai ismereteink haladasa tikrézédik abban, hogy az utébbi idgk-
ben lehetévé vialt a lebomlasok tanulmanyozasa mellett az él6 anyagainak
felépitését is nyomon kévetni. Elsésorban a médszerek ugrasszeri fejlédése
tette lehet6vé, hogy a bioszintetikus folyamatok tényének megallapitasa mel-
lett napirendre keriilt ezeknek a szintetikus folyamatoknak elemzése, mecha-
nizmusuk vizsgalata is. Az e téren, a kozelmiltban megismert tények, mint a
zsirsavak és szteranvazas vegyiletek szintézis-mechanizmusainak felderitése,
vagy a fotoszintézis széndioxidfixalasi mechanizmusinak megismerése, egé-
szen meglepd 4j eredményeket jelentenek.

Jelentds segitséget adott a bioszintetikus médszerek tanulményozasahoz
a radioaktiv izotépok széleskorti felhasznalasa a biokémiaban. Igy elgallt az
a sajatsagos helyzet, amiben a modern biokémia a klasszikus biokémiatél
lényegesen kiilonbozik, hogy ma mar olyan anyagok bioszintézise is tanul-
manyozhat6, melyek szerkezetérdl még pontos képink nincsen. Régebben az
é16 szervezetben elGfordulé egyszeribb anyagok szerkezetének megismerése
utdn vet6dhetett csak fel keletkezésiikk problémaja. Ezzel szemben a nuklein-
savak és a fehérjék bioszintézisére vonatkozolag szamos adat all mar rendel-
kezésiinkre és remélhets, hogy a nukleinsavak és a fehérjék bonyolult felépi-
tésének megismeréséhez éppen bioszintézisiik tanulmanyozasa lényeges adatokat
szolgaltat. '

A fehérjék és a nukleinsavak keletkezésének vizsgalata azonban elsé-
sorban azért all az érdeklédés homlokterében, mert ezek az anyagok alkotjak
a lényegét a mult szazadban fehérjekomplex néven ismert él6 anyagnak, melyre
az élet jellemz§ tulajdonsagai visszavezethet6k. Mint latni fogjuk, a két prob-
léma egymast6l nem igen valaszthaté el. Azt hiszem felesleges hangsilyozni,
hogy a fehérjék és nukleinsavak bioszintézisének tanulmanyozisa a sejtek
szaporodasa, a mikrobiologia, virusolégia, onkolégia, de a hormonok hatas-
mechanizmusanak megértése szempontjabol is milyen széles perspektivakat
jelent. Ennek megfeleléen a kérdés tanulmanyozasanak nehézségei is igen
nagyok és szamolni kell azzal, hogy sok csalédas, téves 1t és helytelen altalano-
sitas var azokra, akik erre a teriiletre merészkednek.
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Mit tudunk ma a fehérjék bioszintézisérdl?

Egész 616 szervezetek, vagy ép sejtek, ha tédpanyagaikhoz C'" izotéppal
megjelolt aminosavakat adunk, ezeket a megjelolt aminosavakat beépitik
szervezetitkbe, s egy id6 utan fehérjéikben — természetesen valtozé aranyban —
ezek a jelolt aminosavak megtalalhatok. Ezt a jelenséget tag értelemben ,,inkor-
poracio”-nak mnevezzik. Megfeleld kontrollkisérletek sziikségesek annak bizo-
nyitasara, hogy adott kisérleti korilmények kézott ennek ‘az inkorporaciénak
mennyiben felel meg fehérjeszintézis. Sok esetben igazolhaté, hogy az inkorpo-
racié ténylegesen fehérjeszintézist jelent és ilyen esetekben az inkorporacié
sebességének mérésével a fehérjeszintézis sebessége mérhets. Igy vizsgalni
lehet azt is, hogy kiilonb6z6 behatasok, az anyagcsere megvaltoztatasa, gyogy-
szerek, antibiotikumok stb. hogyan befolyasoljak a fehérjék szintézisét. Hang-
stlyozni kell, hogy az inkorporacié egyes esetekben a fehérjék szintézisétél
fuggetleniil is bekivetkezhetik. -

Radioaktiv aminosavak inkorporaciéjanak mérésével gyakorlatilag eldont-
heté volt az az évek 6ta vitatott probléma, hogy a fehérjék egymasha at tud-
nak-e alakulni, mas széval, hogy polipeptidek, peptidek felhasznalhaték-e egy 4j
fehérjemolekula képzédéshez, vagy a masik alternativa igaz-e, hogy minden
tjonnan képzddott fehérjemolekula szabad aminosavak felhasznalasaval, mint
mondani szokas ,,de novo” képzddik-e. A vizsgalatok a ,,de novo”-elméletet
igazoltdk. Igen érdekesek erre vonatkozélag Velick és munkatarsainak (1)
vizsgalatai. :

A ,,de novo” szintézis alapjan djra felmeriilt az a kérdés, hogyan kell
értelmezni Schoenheimer klasszikus kisérleteit. Még a radioaktiv aminosavak
alkalmazasa elGtt, a tomegspektrograffal m.ghatarozhaté nehéz nitrogén alkal-
mazasaval Schoenheimer és munkatarsai arra az eredményre jutottak, hogy a
szervezet fehérjéi nem allandéak, allandéan folyik j fehérje szintézise a szer-
vezet minden részében. Kezdetben ezt az eredményt tgy értelmezték, hogy a
fehérjék részlegesen is meg tudnak djulni. Ez a felfogas ellentétben all a ,.de
novo” szintézis elméletével. Ma még nem vilagos, hogy mi a fehérjék dinamikus
allapotéanak helyes értelmezése. Meg kell azonban emliteni egy érdekes adatot,
amelyet a legijabb idében nyertek. Monod és munkatarsai (2) Parishan hosz-
szabb ideje foglalkoznak E. coli térzsekben észlelhetd indukalhaié p-galak-
tozidaz képzbdéssel. ;

Monodék kisérletének a lényege az, hogy miel6tt a baktériumckat f(-ga-
laktozidaz szintézisére indukaltak, izotépként, S¥-t tartalmazé taptalajba
helyezték és gondoskodtak arrél, hogy a taptalajegyébként kénszegény legyen,
tehat a fehérjeszintézist a kén limitalta, masrészt az S* kozel teljesen beépiilt
a baktérium fehérjéibe a kisérlet folyaman. Ezutian izotépmentes kozegben
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p-galaktozidaz szintézist indukaltak, majd igen finom modszerekkel a bakté-
riumokbél elsallitotiak a tiszta ﬂ-galaktozidézt. Arra a jelentds eredményre
jutottak, hogy a baktériumok egyéb fehérjéiben lev kénizotép a p-galaktozi-
dazban nem volt megtalalhaté. Tehat ezekben a baktériumokban a meglevd
fehérjék alkatrészei nem hasznaiédtak fel az indukcié hatasara keletkezd fer-
mentfehérje szintéziséhez, az 4j fehérje szabad aminosavakbél képzddott, nines
sz6 a fehérjék dinamikus éllépotérél, nincs allandé fehérjemegijulas, hanem
csak szovet vagy sejtmegujulas, vagy kornyezeti hatdsra 1j fehérje
képzbdése. 1

A fehérjeszintézisre vonatkozé tudasunknak egy harmadik részletkér-
désérél kell még megemlékeznem, a fehérjeszintézis és a nukleinsavak kozotti
osszefiiggésr6l. Ez a biokémianak spekulaciokban leggazdagabb teriilete és
szamos nézet, amely tankényvekben is szerepel, csupan a spekulacick szilard
_ talajan alapszik. Mindenesetre abban ma mar a kisérletes adatok alapjan egy-
ontetd a vélemény, hogy a dezoxiribonukleinsavak és a fehérjék szintézise
kozott direkt osszefiiggés nines. Ribonukleinsavak jelenlétére azonban tdgylat-
szik feltétleniil szitkség van, de kérdéses, hogy a ribonukleinsavak radioaktiv
izotépokkal vizsgalhaté megtjulasa és a fehérjék szintézise kozott van-e ossze-
fuggés.

Jelenlegi ismereteink alapjan kialakultak elképzelések a fehérjeszintézis
mechanizmusara vonatkozoélag is. A ,,de novo™ elmélet alapjan fel kell tételezni,
hogy a sejthen van egy specifikus felillet, az Gn. templat, amelyre az amino-
savak olyan meghatéarozott sorrendben adszorbealédnak, ahogy azt a fehérje
polipeptidlancban elfoglalt helyiik meghatéarozza, tehat a felilet specifikus.
Feltehetleg az aminosavak wvalamely energiadis allapothban adszorbealdd-
nak, valészintileg acilaktivalas utan. Az ilyen aktivalt aminosavak azutan mar
minden energiabefektetés nélkiil képezhetnek a specifikus felileten peptidksté-
seket. Semmi elképzelésiiuk nincs arra vonatkozéiag, hogy a templat felilletén
keletkezett polipeptidlanc hogyan vilik le a feliletrdl és hogyan alakul ki a
polipeptidlancbél a fehérjemolekula jellemz6 térszerkezete. Feltételezik alta-
laban, hogy ez a templat felillet egy bizonyos nukleinsavat jelent, amelynek
kémiai felépitése olyan, hogy pontosan egy bizonyos specifikus fehérje szinté-
zisére alkalmas. Erre az azonositdsra természetesen bizonyiték még
nines.

Mindezeket a gondolatokat egész szervezetekben vagy izolalt ép sejtek-
ben, esetleg szovetmetszetekben, radioaktiv izotopok segitségével végzett
vizsgalatok magyarazataként irtak le. Az ilyen vizsgalatok nagy lehetdsége,
hogy a bonyolult reakcidkat, melyek a sejt egészében gyorsan végbemennek,
kovetni lehet, de hatranya, hogy éppen a teljes komplexitas miatt nem lehet-
séges a részletfolyamatok megfigyelése és ennek kovetkeziében a folyamat
mechanizmusira vonatkozéan csak nagyon spekulativ, bizonytalan kévetkez-
tetéseket lehet levonni. '
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A biokémia haladasa soran mindig nagy eredményeket szolgaltatott az
a modszer, hogy az egyes integralt folyamatok tanulméanyozasa céljabél az é16
anyag alkatrészeit egymastél elkiilonitve izolalt reakciok alakjaban tanul-
manyozta. A részletfolyamatoknak ez az analizise tette csak lehet6vé, hogy a
fermentacié és az oxidacié teljességét és osszefiiggését ma mar valahogy el
tudjuk képzelni. Ennek az elvnek a fehérjék bioszintézisének tanulméanyozasara
val6é alkalmazisa annyit jelent, hogy a folyamat lényegének megértéséhez
sziikséges a komplex jelenséget az egyes részfolyamatokra felbontani és azokat
kilon-kilén tanulmanyozni.

A radioaktiv izotépok alkalmazasaval két olyan megfigyelés all rendel-
kezésiinkre, amely bizonyos mértékig a részletfolyamatok megértéséhez segit-
het. Siekeviiz és Hessin (3,4) kimutattak, hogy a szervezetbe adott radiéaktiv
aminosav, ha az allatokat kiilonboz6 id6 eltelte utan feldolgozzuk, legel§szor
a majsejtek Gn. mikroszéma frakciéiban jelenik meg, amibél arra kovetkez-
tethetiink, hogy ez a ribonukleinsavakban kiilonosen gazdag sejtorganellum
lenne a plazmafehérjék szintézisének helye. A masik adat egészen friss: ez
évben jelent meg Hoagland és munkatarsainak kézleménye, amelyben leirjak,
hogy a méjszovetbdl elkiilonithets egy olyan fermentkeverék, amely a
természetes aminosavak acilaktivalasat, tehat energiadis allapotba vitelét
képes katalizalni. Ez a reakcié, mint fentebb emlitettiik, a fehérjeszintézis
bevezet§ 1épése lenne.

. : /O
R,—CHNH,—COOH + HS—R, — > R,—CHNH,—C

Ezeket az ismereteket legnagyobbrészt sziikségszertien olyan kériilmények
kozott nyerték, amikor a fehérje mennyiség megszaporodasat nem lehetett
észlelni, hanem egyensily allapota allott fenn és csupan a lebomlott él6 anyag
potlasara felépiil6 4j fehérjemolekuldk radioaktiv aminosavtartalma szolgalha-
tott a mérés alapjaul. Tekintettel arra, hogy az ilyen méréseknek szamos ismert
nehézsége van, célkitiizésiink el6szor az volt, hogy olyan rendszert, olyan objek-
tumot talaljunk, amelyen sejtmentes kozegben valamely fehérje netto szinté-
zise is mérheté radidaktiv aminosavak incorporaciéjanak mérése mellett.
A sejtmentes preparatumok elénye kettds: egyrészt megsziinnek a permea-
bilitasi gatak altal okozott nehézségek, tehat nagyobb molekulak hozziadasaval
islehet kisérletezni, masrészt pedig lehet§vé valik az egyes komponens elvalasztasa.

Harom iranyban végeztiink kisérleteket a fenti célkittizés megvalésitasara.
Az egyik vizsgalt objektum mikrobiolégiai volt, penicillinre érzékeny sejteken
vizsgaltuk a penicillin hozzaadasara megindulé penicillindz ferment képzé-
dését. A masik két objektum allati szévetbél vald : vizsgaltuk a patkany- és
egérmajban a triptofan hatasira megindulé triptofanperoxidaz ferment akti-
vitasnovekedését, masrészt pedig kiillonbozé allatfajoknal a pancreasban vég-
bemend amilaz szintézist. ;
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Elészor a penicillinaz képzddésére vonatkozé vizsgalatokkal foglalkozom.
Bér ez az objektum nem valtotta be a fenti célkittizésekben foglalt reményeket,
a vizsgalat soran olyan jelentés és érdekes adatokat nyertiink, amelyek a fehérje-
szintézisre vonatkozé elképzeléseink kialakitasaban nagy segitséget adnak.
A vizsgalatokat Kramer Miklés aspiransmunkaja soran végezte, s ezekrdl
értekezését a kozelmiltban zarta le. Mivel ez teljes egészében nemsokara vitara
keriil, csak két részletkérdést ragadok ki az eredményekbdl.

Pollock (5) vizsgalataibél ismeretes, hogy cereus baktériumok bizonyos
torzsei, minimalis mennyiségli penicillinnel térténd kezelés utan, megfeleld
taptalajon tartva, rovid id6 milva intenziven képeznek egy penicillinbonté
fermentet, a penicillinazt. Megallapitotta, hogy a penicillin 1—2 perc alatt
elbomlik (mesterségesen is eltavolithatjuk néhany perces kontaktus utan) s
mégis, mintegy 20—30 perc latencia idé utan megindul a penicillinaz szintézise.
Mi torténik a fehérjeszintézis el6tti latencia periédusban? Kramer vizsgalatai-
ban megallapitotta, hogy ennek a periédusnak az idétartama, egyébként azo-
nos koriillmények kozott tartott baktériumok esetén, lényegében a nukleinsav-
szintézis sebességétdl fiigg, tehat ez az id6 arra sziikséges, hogy a penicillinnel
tortént kontaktus hatasara a baktériumsejtekben szintetizalodjék egy olyan
specifikus 4j ribonukleinsav, amely azutan eléfeltétele a megfelels specifikus
fehérjeszintézisnek. Ennek a megéllapitasnak a kovetkezd két egyszerd bizo-
nyitékat szeretném megemliteni.

8 oras tenyészethdl szarmazé sejteket fiziologias konyhaséoldattal meg-
mosunk, majd két részre osztjuk, egyik részét egy aminosavkeveréket tartalmazé
elegyben inkubaljuk, masik részét egyszerlien konyhaséoldatban. Az elGin-
kubalast csak annyi ideig végezziik, hogy a baktériumszam ne nivekedjék.
Ezutin az eddigi szuszpendalé elegyet mosassal eltavolitjuk, majd a mosott
baktériumokat aminosavkeveréket tartalmazé taptalajban penicillinnel inku-
baljuk. Azt latjuk, hogy a latenciaperiédus lényegesen hosszabb azon bak-
tériumok esetén, amelyek el6zetesen aminosavkeverékben voltak.

A jelenség elsé pillanatra paradox, de az irodalombdél ilyen jelenség mar
ismeretes: Spiegelmann kimutatta, hogy aminosavkeverékben inkubalt (néve-
kedd) mikroorganizmusokban a ribonukleinsav szintéziséhez szikséges anya-
gok (prekurzorok) elhasznalédnak. Tehat a jelenség értelmezése az, hogy az
aminosavval elinkubalt sejtekben sokkal kevesebb a ribonukleinsav prekurzor
abban a pillanatban, amikor a penicillin ingere arra készteti 6ket, hogy 1j
fehérjéhez Gj ribonukleinsavakat szintetizaljanak.

A fenti kisérlet alapjan érthetévé valik a kovetkezd még furcsabb jelen-
ség. A sejteket kis mennyiségli kristalyos ribonukledzzal elSkezeljiikk s ezutan,
— eltavolitva a ribonukleazt, — adjuk hozza a penicillint, aminosavakkal
egyiitt : ilyenkor a latenciaperiédus a kontrollhoz viszonyitva rendkiviili
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mértékben lerévidil a ribonukledzzal kezelt sejteknél. (Meg kell emliteni,
hogy a ribonukledz, — az itt alkalmazotinal kisebb mennyiségben is —
teljesen legatolja a ferment képz6dését, ha a penicillinkezelés utdn adjuk
a sejtekhez.) A ribonukleaz a sejt meglevé ribonukleinsavainak lebontasa-
val, az el6kezelés soran a ribonukleinsav prekurzorok koncentraciéjat néveli
s igy az 4j ribonukleinsav szintézis feltételei kedvezdbbek lesznek, ezért rovidiil
meg itt a latenciaperiédus.

Le lehet roviditeni a latenciaperiédust prekurzorokban elszegényedett
sejtek esetén akkor is, ha a sejteket olyan elegyben szuszpendaljuk, amely a
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1. dbra. Aminosavkeverékkel torténd 2. @bra. Ribonukledz elGkezelés hatasa
eldinkubalds hatdsa a B. cereus sejtek a B.cereus sejtek penicilliniz terme-
penicillindz termelésére Ordindta: a lésének meginduldsara

penicillinaz hat;isér'c.l ,keletkezett CO,
mennyisége
szokasos tapanyagokon kiviil még purin és pirimidin bazisokat is tartalmaz.
Hogy itt valéban ribonukleinsav szintézisrél van szé, bizonyitja, hogy csak azok
a bazisok hatékonyak, amelyek a ribonukleinsavakban szerepelnek, mig a
dezoxiribonukleinsavakban el6fordulé timin hozzaadasa teljesen hatastalan,
inkabb gatol. :

Az elébbiekben ismertetett eredmények biztatast adtak egy olyan kisérlet
elvégzésére, amely eddig az irodalomban egészen ismeretlen. A sejteket ribo-
nukleazzal kezeltikk, majd a ribonukleaz kimosasa utan kézvetleniil, — anélkiil,
hogy penicillinnel kezeltiik volna 6ket, — olyan kivonatot adtunk a sejtekhez,
amely kiilonb6z6 ribonukleinsavakat tartalmazott. A ribonukleaz kezelés fel-
lazitja a sejtek feliletét és lehet6vé teszi, hogy polimér ribonukleinsavak a
sejtekbe bejuthassanak. Ribonukleinsavtartalmi kivonatokat lehet nyerni
kiilonb6z8 sejtekbdl és szovetekbdl, ha azokat 1 M NaCl-al kezeljiik. Ezeket a
kivonatokat 20 perces f6zésnek vetettiikk ala, ami a bennitk levs fermenteket
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(igy a penicillinazt is) inaktivalta. Ilyen kivonatot készitettiink olyan cereus sej-

tekbél, amelyeknek 6rokletes tulajdonsaga, hogy minden penicillinkezelés nélkiil

allandéan tartalmaznak nagy mennyiségii penicillinazt (569 H torzs), masrészt
olyan cereus sejtekbdl, amelyek az elGbbivel teljesen azonos csaladba tartozo
torzsb6l (569) szarmaznak, amely azonban nem tartalmaz semmi penicillinazt.
Kideriult, hogy a penicillinazt spontan képzé sejtekbdl készitett kivonat hozza-
adasara a RN-azzal kezelt cereus sejtekben gyorsan megindul a penicillinaz
termelése, mig a teljesen hasonld, de penicillinazt nem képzs cereus sejtek
hasonl6é kivonata inaktiv ugyanigy, mint mas ribonukleinsav-preparatumok.
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3. dbra. Nukleinsavtartalmi kivonatok hatdasa B. cereus sejtek penicillindztermelésére, peni-
cillinnel torténd indukeié nélkiil
Ordindta : Qpenicillinaz — COy/6ra/mg  szarazanyag (penicillinbontdsb6l ereds CO,) — Felsd
sor : ribonukledzzal 1 M NaCl-ben el6kezelt sejtek. — Alsé sor : 1 M NaCl-ban el6kezelt sejtek.
— Kontroll : 1 M NaCl adésa. NS(569) : indukalhaté, de penicillinazt nem tartalmazé B. cereus
569 sejtekbsl 1 M NaCl-al késziilt, felf6zott kivonattal. NS(569/H) : penicillinazt konstitutive
termelé B. cereus 569/H sejtekbdl 1 M NaCl-al késziilt, felf6zott kivonattal

Kénnyti valészintsiteni, hogy a kivonatban ribonukleinsav a hatéanyag, mert
kismennyiségi kristalyos ribonukleazzal torténé elSkezelés utan az aktiv kivo-
nat elveszti hatasat.

Osszefoglalva tehat: a jelenség lényege az, hogy olyan sejtekben, amelyek
penicillinnel valé érintkezés utan képesek penicillinaz képzésére, sikeriilt ezt
az enzimképzddést meginditani penicillinkezelés nélkiil olyan ribonukleinsav-
prepardtummal, amely penicillinazt képzé sejtekbdl szarmazik. A jelenség
latszatra hasonlé az Avery és munkatéarsai altal el8szor leirt transzformacio
jelenségéhéz, amit azéta szamos mas objektumon észleltek, de lényegében
attol kalenbozik. A transzformacié dezoxiribonukleinsavval egy tulajdonsag
maradandé atvitelét jelenti. A Kramer Miklés altal felfedezett jelenség pedig
nem egy orokletes faktor atvitelét jelenti, hanem azonos sejtpopulacion beliil
fermentszintézis meginditasat, specifikus ribonukleinsavval.



28 ] STRAUB F. BRUNO.

A penicillinazképzddés tanulmanyozasa soran megkiséreltilk a ferment-
szintézist sejtmentes kozegben is megvalésitani. Ezek a kisérletek, amelyek
eredeti célkitizéseinknek megfeleltek, csak részleges eredménnyel jartak.
— Igaz, a sejtek elroncsolasaval el§ lehet allitani olyan sejtmentes anyagot,
amely még a penicillinaz szintézisére képes, feltéve, hogy a sejtek roncsolasat
a penicillinkezelés utdn végeztiikk. De a cereus és a rokon megatherium sejtekbél
elGallitott ilyen sejtmentes anyag a Weibull altal leirt protoplasztokbél all,
ezekben megy végbe a fehérje szintézise és ezek a protoplasztok még mindig
eléggé komoly struktdrat jelentenek. Masrészt ezekben a roncsolt sejtekben a
ferment szintézise rovid idé milva megall és azutan a ferment el is tinik,
masszéval ebben a prepardtumban olyan erds a proteolizis, hogy kisérleti
céljainknak egyel6re nem felel meg.

iLH

Allati szovetekben is lehet talalni az elébb targyalt indukalt ferment-
szintézishez koézelallo jelenséget. Knox és munkatarsai kimutattak, hogy egér
vagy patkany méajaban, 1. p. adott triptofan hatasara a triptofanperoxidaz
aktivitdsa 10-szeresére is megné. Jefimocskina megallapitotta, hogy majszele-
tek in vitro triptofan hozzaadasara hasonléképpen a triptofanperoxidaz aktivi-
tas 5—10-szeres novekedésével reagalnak. Feltételezik, hogy itt valéban indu-
kalt enzimszintézisrdl van sz6, 4 fehérje ferment képz6désérdl (7,8).

Intézetiinkben Baldzs Rébert, Benei Laszlé és Kanitz Fva foglalkozott ezzel
a kérdéssel. Kisérleteik megerdsitik az eddigi kisérleti adatokat, de az egész
jelenség értelmezésével kapcesolatban annyi kételyt vetettek fel, hogy adataik
alapjan valészint, hogy itt nem ferment fehérje szintézisérél van sz6, hanem
egy inaktiv formaban jelenlev§ ferment aktivalédasa kovetkezik be. Elég
annyit megemliteni, hogy a triptofanperoxidaz tartalmd majkivonat papir-
elektroforézise sordn a fermentaktivitas néha tébb, mint 20-szorosara
novekszik. FErdekes megemliteni e vizsgalatok egy részletét. Ha in vivo
végzik a kisérletet, 1,5—2 mg cortison elézetes adasa utan normalis patka-
nyoknal 2—3-szorosara né a triptofanperoxidaz aktivalédasa, mig mellék-
veseirtott patkanyoknal, melyeknél igen gyenge a triptofanperoxidaz kelet-
kezés, ugyanez a kezelés 10-szeres aktivalédast jelent. In vitro a cortisonnak
nincs hatasa a triptofanperoxidaz aktivitas névekedésére indukcié utan. Bar,
mint emlitettem, az alapvet§ kérdés még nincsen tisztazva, agy latszik, hogy
hormonhatéasok vizsgéalatara ez az objektum alkalmas lehet.

Ly

A harmadik objektum, amelyre kisérleteink iranyultak, a pancreas amilaz
keletkezésének vizsgalata. Ennek el6nye, hogy gyorsan és nagy mennyiségben
képzddik in vivo. A szekretorikus enzimek kéziil azért valasztottuk az amilazt,
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mert ennek mennyisége a legnagyobb és meghatarozasa a legpontosabban
vihet8 keresztiil. Hokin (9) még 1950-ben leirta, hogy galambpancreas metsze-
tekben in vitro, ha a szuszpendalé folyadék a szitkséges aminosavakat tartal-
mazza, az amilaz aktivitasa 6rankint kb. 509,-kal n6 és ez a novekedés valo-
szintleg a fermentfehérje szintézist jelenti.

Ez a jelenség vizsgalataink szerint kénnyen reprodukalhat6. Az amilaz-
aktivitas novekedésének eldfeltétele, hogy megfeleld aminosavkeverék jelen-
1étében ép sejtek legyenek jelen és sziikséges az is, hogy a sejtek aerob anyag-
cseréje, energiatermelése zavartalan legyen. Igy pl. 2.,4-dinitrofenol, amely
ismert médon az oxidativ foszforildlas megzavarasaval lehetetlenné teszi az
energia felhasznaldsat, meggatolja az amilazaktivitas novekedését éppentigy,
mint az anaerobiozis. Egy komoly technikai nehézség van ezekkel az in vitro
szovetmetszet kisérletekkel. Ismeretes, hogy a pancreasban a szekretorikus
enzimek nincsenek szabad allapotban, hanem jelentds mennyiségiik a zymogén
granulumokba zarva, fermentative inaktiv formaban talalhaté. A zymogén
granulumok feltarasa, amit pl. butilalkohollal el lehet érni, az amilazaktivitas
novekedését idézi el§ anélkiil, hogy ehhez fermentszintézisre lenne szikség.
Ilyen médon tehat nem kénnyti eldonteni azt a kérdést, hogy az amilazaktivitas
in vitro bekévetkezd névekedése nem egy kioldédas eredménye-e.

Igaz, hogy a Hokin kisérleteiben észlelt és altalunk is megerdsitett energia-
és aminosavszitkséglet a szintézis ténye mellett sz6l, a bizonyitas azonban
igy még nem szazszazalékos. Ugyanezzel a nehézséggel kuzdsttunk akkor is,
amikor elsé izben sikeriilt sejtmentes homogenizatumban az amilazaktivitas
nivekedését megvaldsitanunk. Ullmann /fgnessel végzett kisérleteinkben,
melyekrdl az elmilt két év alatt kétszer is beszamoltunk, kimutattuk, hogy a
galambpancreas homogenizatumban, valamint az ebbdl differencialcentri-
fugalassal elkiilonitett 1Gn. ,,mitochondrium”-frakciéban bekovetkezik az
amilazaktivitas novekedése, ha nagyobb koncentraciéji adenozintrifoszforsav
(ATP) hozzaadasaval gondoskodunk a megfelelé mennyiségii felhasznalhaté
energiarol, valamint aminosavkeverék hozzaadasaval gondoskodunk meg-
felel6 aminosavkoncentraciordl. Kisérleteink azt mutattak, hogy ez a granulum-
frakcioban észlelhet6 amilazaktivitas-névekedés mar fiiggetlen az anyag-
cserétSl, nem gatolhaté anaerobiozissal vagy dinitrofénollal, masrészt azonban
gatolhaté kis koncentraciojia chloramphenicollal vagy diaminoakridinnel.

Ezek elég komoly bizonyitékok arra vonatkozéan, hogy lényegében
fermentszintézis és nem szekréciés granulumok szétesése megy végbe. Azért
mondom, hogy lényegében, mert tapasztalataim szerint sok esetben a gatlé-
szerek nem adnak 1009;-0s gatlast, s ez a maradék aktivitas-emelkedés kioldé-
dasnak, fermentaktivalédasnak tulajdonithato.

Intézetiinkben Szabé Maria és Perl Katalin végeztek vizsgalatokat arra
vonatkozéan, hogy a galambméjhomogenizatum kevés szekréciés granulat
is tartalmazé mitochondrium frakciéjaban mik a feltételei az amilaz szintézis-
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t6l fiiggetlen aktivalédasnak. Ugy latszik, hogy elsésorban a pH ligos irany-
ban valé eltolédasa okozhat ilyen aktivalédast. A fentebb emlitett feltételek
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5. dbra. 3,6-diaminoakridin hatdsa az ami- 6. dbra. Chloraminephcol hatdsa a galamb-
lazaktivitdis novekedésére galambpancreas -pancreas ,,mitochondrium’ frakcio amilaz-

,;mitochondrium” frakcié6 jelenlétében. — aktivitasnovekedésére. — Kontroll: mint
Kontroll : mint 4. dbra esetén. Diaminoakri- 4. dbra teljes rendszere. Chloramphenicol
dinkoncentracié a gorbén feltiintetett a gorbéken feltiintetett koncentrdciéban

kozott részben az ATP erés pufferhatsa, részben az ATP bomlasa kivetkezté-
ben felléps enyhe savanyodas miatt ez a lehetGség nem all fenn. Masrészt a
szekrécios granuldk szétesése chloramphenicollal nem gatolhaté.
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Mindenesetre a felmeriil problémak miatt célszertinek latszott egy 1épés-
sel tovibbmenni és az amildzszintézis vizsgalatara olyan médon feltarni a
pancreast, hogy ezek a subcellularis granularis struktirak se legyenek jelen.
Sikeriilt ezt a célt azaltal elérni, hogy a friss pancreasszévetet —10° C aceton-
aal gyorsan megszéritjuk és ennek a szaraz pornak 5 térfogat vizzel késziilt
vizes kivonatat hasznéaljuk. A kivonas utan a keveréket 10’-ig 0°-on 14 000
g-vel centrifugaljuk. A feliiliszé folyadék ATP és aminosavkeverék jelenlété-
ben az amilazaktivitds névekedését mutatja, de nem tartalmaz mar kotott
[
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amilazt, amit bizonyit, hogy sem ligositassal, sem butilalkoholos kezeléssel
az amilazaktivitais mar nem névekszik. Eppen ezért ebben a rendszerben a
gatloszerek mar teljes gatlast idéznek el8, s6t a proteolitikus fermentek kisza-
badulasa miatt, ha specifikusan gatoljuk az amilazaktivitas novekedését,
akkor sok esetben az inkubacié soran az amilazaktivitas csokkenését lehet
megfigyelni. ;

A 7. és 8. abra mutatja, hogy p-fluorfenilalanin és chloramphenicol géatol-
jak ebben a rendszerben az amilazaktivitas novekedését. Ami érdekes, de
varhaté is volt, az az, hogy az antibiotikumok ebben a struktiramentes rend-
szerben sokkal kisebb koncentracioban hatékonyak, mint a homogenizatum-
bél nyert mitochondriumrendszer esetében. Ez arra mutat, hogy itt mar valé-
ban nincsenek permeabilitasi nehézségek. Erdemes megemliteni, hogy ebben
a' vizoldékony rendszerben az idegen faji allatbél készitett kristalyos ribonuk-



32 STRAUB F. BRUNO.

leaz hozzaadasara a fermentszintézis gatlasa kovetkezik be, ami arra mutat,
hogy itt is polimér ribonukleinsav jelenlétére van sziikség a fehérjemolekula
szintéziséhez.

Valéban végsé bizonyitékat annak, hogy itt a fehérje aminosavhél tor-
ténd szintézise megy véghe, radioaktiv aminosavak inkorporaciéjaval lehetne
megadni. Néhany tajékozodé kisérletet mar végeztiink ebben az iranyban
(Garzé és Perl) és megallapitottuk, hogy az olyan kisérletben, amelyben az
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9. Gbra. Ribonukledz hatdsa az amildzaktivitds novekedésére. Kontroll: teljes rendszer, disz

pancreas acetonpor kivonatdval. RN-dz: proteolitikus aktivitdstél mentesitett kristdné
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amilazaktivitas novekszik, t6bb radioaktiv izoi6p aminosav épiil be a fehéricbe,
mint olyanban, amelyben specifikus géatlészerrel, chloramphenicollal gatoltuk
az amilazaktivitas novekedését. Sajnos rendszeriink egyel6re rendkiviil labilis
és igy csupan 30—45 percig terjedd kisérleteket tudunk végezni, holott fehérje-
szintézis vizsgalatara altalaban tébb 6ras inkubaciés idGket szokas alkalmazni.
Eredményeinket mutatja az alabbi tablazat. Megjegyzendd, hogyha ki-
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szamitjuk, mennyi amilazfehérje képzddott (az aktivitasnovekedés alapjan) és
kiszamitjuk, hogy mennyi izotép glicin, ill. tirozin épil be, akkor azt talaljuk,
hogy a beépiiléssel mért adat kb. 1/,,—1/, része annak, amit a fermentaktivitas
mérésébdl nyeriunk.

Az eltérés szignifikans, kiilonésen, ha figyelembe vessziik, hogy nem-
csak az amilaz fehérjéje, hanem a jelenlévd tobbi fehérje is részesedik az észlelt
inkorporacioban. A kisérletekbdl tehat azt a kovetkeztetést kell levonni, hogy
az adott kisérleti koriilmények kozott nem az amilaz fehérje de novo szintézisé-
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10. dbra. Izotép-aminosav (tirozin-C!4) beépiilése a galambpancreas metszet fehérjéibe

r6l van sz6. Felmerilhet természetesen az a gondolat, hogy a szintézis helyén
adszorbeélt aminosavak a rovid kisérleti periédus alatt nem tudnak egyenstlyba
jutni a hozzatett megjelolt aminosavval. Ezt a gondolatot azonban megcafolja
az a tény, amit Garzé és Perl észlelt az utébbi idében végzett kisérleteiben,
hogy ti. galambpancreas metszetekben, — ahol a permeabilitasi viszonyok
kétségkivill kedvezdtlenebbek, — a C' tirozin hozziadasa utan a fehérjébe
torténd inkorporacié nagy sebességgel és linearis id6gorbével kovetkezik be.

Ezek alapjan tehat vilagos, hogy a mitochondrium preparitumban és
a pancreas aceton-sziraz-por kivonatdban nem de novo szintézis folyik. Ezzel
szemben a p-fluorfenilalaninnal és chloramphenicollal észlelt specifikus gatlas
mutatja, hogy peptidszintézis sziikséges az amilazaktivitas novekedéséhez
— az akridin-gatlas egyfelél, a ribonukleaz-gatias masfelél vilagosan bizonyitja,
hogy ribonukleinsav felilletén végbemend folyamatrél van szé. Igy a kisérletek
abba az iranyba mutatnak, hogy az amilazszintézisnek ebben a végs6 fazisaban

3 V. Osztily Biolégiai Csoportjinak Kozleményei I/1.
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valamilyen prekurzor fehérje atrendezése, vagy annak néhany aminosav hozza-
kapcsolodasaval torténd befejezé szintézise megy végbe.

Az eddig elért eredmények alapjan 6sszefoglaléan megallapithatjuk,
hogy az altalunk vizsgalt esetekben jé kisérletes bizonyitékot sikeriilt szerezni
arra nézve, hogy a fermentek szintéziséhez specifikus ribonukleinsavra van
szitkség. Masrészt vizsgalataink sordn annyira jutottunk, hogy kisérletileg
hozzéaférhet8 objektumok vannak keziinkben, amelyekkel nemcsak a fehérje-
szintézis részletfolyamatait tanulméanyozhatjuk vizoldékony rendszerben, hanem
megvalosithaté ezek elvalasztasa, megkisérelhet6 a specifikus nukleinsav
elvalasztasa a ribonukleinsavak keverékébdgl.
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