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Közismert dolog az indolvázas vegyületek előfordulása a magasabb 

szervezettségű növényekben (triptofánn indolauxinok stb,) Az irodalombon 

számos közlemény jelent meg, amelyek az indolvázas vegyületek mikroor  
ganizmusokban való előfordulásáról számolnak be.  Az indolváz és szár -

mazékainak bioszintézisét magasabb szervezettségű növényeken és mikro 

organizmusokon igazolták, 

a/ Több összefoglaló ábrát ismerünk, melyekben képet kaphatunk az 

indolváz bioszintézisének utjáról, sőt az indol származékok szintéziséről is,  

DAVIS (1955)° ZOBERST (1958), POLJANOWSKI (1959) közölnek  

- egye-egy ábrát melyekben az aromás flrninosavak bioszintézisének egyes  

lépései vannak feltüntetve, A pentozefoszfát ciklusból indulnak ki, majd 

több köztes vegyületen át a sikiminsavig jutnak el, majd egy «z l » internre 

dieren keresztül az antranilsav, ebből az indol majd a triptofán keletkezik. 

SCHRÖTER (1953). ábrájában hiányzik a «z 1 » köztes vegyülete szerinte az 

antranilsavból közvetlenül keletkezhet indol, tyrozin, fen Ialanin, SCI:. ,  

triptofánból kiindulva kin u reninen át vezeti le a nikotinsav keletkezését_ 

Ezen reakciósor egyes intermedierjeiből származtatja a  kynurensavat és 

a xanthurensavat, 

MEIILER (1955) a 30t1- antranilsavból kiindulva az antranilsav 3,4, 

dikinonon át vezeti le az a pikolinsav0 nikotinsav és a kinolinsav keletke-

zését,  

IIEIDELBERCER ÁBRAIIÁM, LEPKOVSKY (1949) tisztázták a trip .. 

tofánból a nikotinsav keletkezésének reakciómechanizmusát, 

Ezen rövid összefoglaló adatokból láthatjuk, hogy az indolvázas ve  
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gyületekből kiindulva milyen nagyszámu élettanilag fontos vegyület kelet-

kezik, 
b/ Az antranilsav egy fontos központi vegyület az indolváz bioszin-

tézise szempontjából, hiszen a fent közölt ábrákon az indolváz közvetlen 

előanyaga, DAVIS (1955) és POLJANOi`ti'SKI (1959) az ismeretlen « z1 » 

intermediérből származtatja az antranilsavat, Az antranilsavból és ecet-

savból keletkezik az N-acetilantranilsav, majd .több • lépésen át az indol. 

NYC, MITCHELL, LEIFER és L ANGIIAM (1949) izotóptechnikával 

a N'c;urospora néhány mutánsában bizonyitották az antranilsav in-

dol reakciót. 

Y_-1NOFSKY (1956) PARKS  és DOUGLAS  (1957) szintén kimutat-

tak indolt az E. coli antranilsavas táptalajából, 

KREBS, HAFEZ, EGGLESTON (1942) kimutatták, hogy  a Bacterium 

coli a 2/2 aminofenil etanolt képes átalakitani indolláo 

MANN és SMITHIES (1955) szerint indol keletkezik a 2/2 aminofenil 

etilaminból, 

TEAS és ANDERSON (1951) antranilsav keletkezését mutatták ki trip -
tofánból, a kukorica porzóiban, csiranövényekben és levelekben. Az antranil-

sav keletkezése triptofánból kinureninen keresztül történik, 

Látható a felsorolt irodalmi adatokból, hogy az indol szintézise több féle 

előanyagból és különböző élő szervezetben játszódhat le, 	. 

d,/ Irodalmi adatok utalnak arra, hogy több élő szervezet képes indol=-

ból és szerinből triptofánt szintetizálni, Néha nem szükséges szerint sem 

adagolni a tápoldathoz, ilyen esetekben amikor az élő szervezet elegendő 

szerint tartalmaz, 

GUFFENI- IEIM (1944) a Neurospórában tudta megvalósitani az indol 

és szerin kondenzációját, 	. 

1í IL1MANN, FERRI, BONNER (1947) a triptofán szintézist indollal és 
szerinnel infiltrált parajlevelekben sikerült észlelniök, 

MADIIUSUDANAN, NAIR, VAIDYANATIIAN . (1961) kisérleti növény-

ként a csicseri borsót használták, Infiltrációs kisérletek azt mutatták, hogy 

a triptofán közvetlén előanyaga -az indol és --a szerin, A szintézisben közre- 
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működő enzimet (szintetáz) a mag sejtmentes kivonatában kimutatták, A 

szintézis optimális pIl-ja 505 és piridoxálfoszfát jelenléte is szi;kséges a 

reakcióhoz. A triptofán szintetáz inüködését a nehéz fémionok gátolják. 

YANOFSKY (1957) Neurospóra mutánst vizsgálva mutatta ki az in 

dol és szerin kondenzációját triptofánná, 

UMBREITO WOOD, GUNDALUS (1946), YANOFSKY (1952) mutatt.ek 

rá arra, hogy az indol és a szerin kondenzációs reakciójához elengedhe 

tetlen a pyridoxálfoszfát jelenléte. 

POLJ_aN011'SKI (1959), BRAUNSTEIN és SCiIEv1I.\KIN (1953) tisz 

tázták a foszfopiridoxál-proteid biokatalitikus szerepét az indol és szerin 

kondenzációjában, Az indol reakcióban lép a szerin- foszfopiridoxál proteid 

komplex»szel, a szerin és a foszfopiridoxál egy azometin kötéssel it.étesit 

vegyületet és a foszfopiridoxál-proteid kilépésével keletkezik a triptofán. 

TATUM és SI-IEMIN (1954) tanulmányozták a reakció mechanizmu 

sát. A szerint jelölték C14..-gyel és N15-tel és deutériummal, A reakció le 

játszódása után egy molekula, triptofánra számolva, egy atom deutériuma 

hiányzik. Ebből azt következtetik, hogy a reakció intermolekuláris dehid . 
rabir i6, 

RAFELSON •(1955) az  A.  aerogenesből izolálta a jelzett szerin se • 

gitségével szintetizált triptofánt, ennek oldallánca hasonló mintáju mint a 

jelölt szerín, 	 . 

Az indol és szerin kondenzációs ,reakcióját még a következő mikro-• 

organizmusok segitségével hajtották végre Lactobacillus ssp, (SNELL 

1943, SCII\iEIGERT 1947) Lentinus ampholodes (FRIES 1950) Salmonella 

typhosus, B.  coli, és Claviceps purpurea (I I aRLEY, MASON 1954), 

d./ Közismert dolog az IES előfordulása a magasabb szervezettsé 

gű növényekben. Az irodalomban azonban számos közlemény jelent meg, 

amelyek az IES-nek a mikroorg anizmusokban való előfordulásáról számol 

nak be. 

GRUEN (1959) nagy összefoglaló dolgozatában, melyben az auxinok  
gombákban való előfordulásáról számol be, közli hogy 30 gomba genus és 

75 gombafaj auxin produkcióját irták le, Az előfordulási adatokat megnézve 
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íme gállapithatjuk, hogy többségében az IES jelenlétét biológiai teszt mód-

szerekkel mutatták ki.  A mikroorganizmusokból csupán három esetben álli- 
! 

tottak elő IES--t, KÖGL és KOSTERMANS (1934) 50 kg élesztőből éteres 
extrabálással 102 mg IES--t kaptakel THIMANN (1935) a Rhizopus auinusból, 

CR:AM és TISCI-ILER (1943) Penicilliumból állitott elő IES-i, 

A gombák auxin profi ukcióját főleg Avena koleoptil tszttel mutatták ki. 
A Saccaromyces genuson belül a Socerevisiae auxinprodukcióját mutatták: 
ki Avena teszt segitségével és izolálással. Néhány adat ismeretes, ahol az 
IES jelenlétét papirkromatográfiávaí bizonyították, 

WOLF (1952) az Ustilago zeae--ből és a C,ymnosporan gium juniperi 
virginiaeből (1956). Megemliti, hogy az utóbbi gomba csak akkor képes IES--

at szintetizálni, ha a tápoldatban 0,1 % triptofán vólt .  Foglalkozott ezenkivül 
még a fent nevezett gomba IES bioszintézisével is .  Megállapította, hogy a 
Gymnosporangium juniperi-virginiae-ban az IES bioszintézise a triptaminon 
keresztül történik, 

WATANABE  (1957) EI IRLICI I reagenssel mutatta ki az IES--at ' 
Piiricularia oryzae éteres sav anyu extraktumának pa pirkromatogram ján, 

GRUEN (1956) Phycomyces blakeslean us -ból papirkromatográfával és' 

SALKOWSKI reagenssel mutatta ki az LEST. 
URLICI-I (1960) közölt IES előfordulást mikrorhiza gombákban. Említést 

tesz az IES--oxidázról is, amely a gomba kimutatható IES tartalmát 24 ára 
alatt 11 más vegyületté alakitja át,. 

IIa az irodalmi adatokat megnézzük. megállapithatjuk, hogy az IES 
jelenlétét legtöbbször biológiai teszt módszerekkel mutatták ki, Vizsgálataim 
célja az volt, hogy antránilsavból kiindulva tanulmányozzam az indolváz, 
majd a triptofánon keresztül az IES bioszintézisét élesztőkön. Az antranil -

savb ól kiindulva az IES-ig a köztes lépéseket idáig más és más élő szer-

vezeteken igazolták. Ismert dolog volt az indolváz és szárma zékainak je-
lenléte az élesztőkben, tehát ezek bioszintézisének minden lépését lehetsé-
gesnek látszik vizsgálni kizárólag az élesztők egy faján is .  

.Anyagok és módszerek 
- aó/ -  Indolváz bioszintézise : 100 ml csapviz + 1 g glükózban szuszpendáltam 
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4 g pékélesztőt, 2 ml alkoholős oldatot készitettem 50 mg antranilsavb61 

és 10 mg szerinből' és ezt az élesztő szuszpenzióhoz öntöttem, 48 órán 

keresztül rázattam 25 C ° --on, Ezután az élesztősejteket kicentrifugáltan a 

tápoldatból. a  tápoldatot vizfürdőn vacuumban szárazra bepároltam. A ma 
radékot 10 ml peroxidmentes éterrel feloldottam és ebből 0.1 ml- .t -felvittem 

r,. 

kbomatograni papirra. Izopropanol : NI-13  : viz 10 : . L 1 arányu kevoi°6,két 
használtam szolvensnek. A kromatogramot GORDON •WEBER. reagenssel 

hivtam elő. 	 . 
b/ Triptofán bioszintézise ó az a/ pontban leirt élesztő szuszpenzió- 

hoz 2 ml alkoholban oldott 30 mg 'indolt és 10 mg szerint adtam. 48 óra 

rázatás után (25 C ° on ) az élesztősejteket kicentrifugáltam. A tápolda--. 

tot vizfürdőn ►ácuumban szárazra bepároltam: A maradékot 10 ml alkoliol 

ban enyhe melegités közben feloldottam, majd krom-atografáltam, Szolvens ő 

butano1 epetsavviz 2 ő 1 1 arányu keveréke, A kromatogramm kvantitativ 
értékelése a I-I AIS és FRANC által közölt (csökkenő standard mennyiség€ 
módszere az analizált oldat növekvő mennyiségével szembeállitva) módszer 
segitségével történt. A futtatott kromatogramot acetonos aznhidrin reagenssel 

hivtam előd 
c./ Az IES bioszintézise az  a/  pontban leirt tápoldatba I mg alkohol 

ban oldott 20 mg triptofánt adtam 48 órán keresztül rázattam (25 C °.- ön) :, 
Az élesztősejtek kicentrifugálása után a tápoldatokból az• indolauxinokat éter 

rel extraháltam LARSEN  (1939) és BONDE (1953) módszere szerint. Az 
éter peroxidmentesitése a IiEYN (1936) által leirt módszer szerint történt 
A savas frakció 1 ml-ét kromatografáltam, A kromatogram előliivása GOR 

DON ,W EBER reagenssel történt. A kicentrifugált élesztősejteket (NI-1) 2  SO4 --
al autolizáltamo és ezek IES tartalmát is megvizsgáltam. 	. 

WARBURG  metódussal mértem a dekarboxilációt 50 g pékélesztőt 
szitán átpréseltem 50 ml 0 C °  •os acetonba, üvegbottal kevergettem° majd 
ülepedni hagytam. Az acetont leöntöttem° majd ismét 50 ml acetonnal ke-
vergettem. Az utóbbi műveletet még kétszer megismételtem; Vacuum szür4s 

után az élesztőt 50 ml éterrel mostam,, Szárítás után 6 g acetonport kaptam, 
ezt 50 ml 10 -3 M ,os káliumdihidrofoszfát oldatban szuszpendáltam ;  A IVARB 
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edényke főterébe 2 ml szuszpenziót vittem; az oldaledénykébe 1/2 ml 

metanol, amely 1 mg triptofánt tartalmazott, A megfelelő kontroll oldal 

edénykéjében 1/2 ml metanol volt, 

Megemlitem, hogy szilárd ill, folyékony táptalajon nevelt élesztőkön 

is  vizsgáltam az IES jelenlétét. A folyékony táptalaj összetételét pepton 

és e nélkül variáltam, 

Eredmények,  
Az antranilsavat tartalmazó tápoldat kromatogramján 0.95 Of érték. 

nél egy határozott narancsvörös foltot kaptam, mely előliivás előtt UV 

fényben halványzöld szinben fluoreszlált (in .dol), 0.40 Rf értéknél UV 

fényben hamuszinüen fluoreszkáló folt volt észlelhető, amely GORDON--
W'EBER reagens hatására rózsaszinü lett (IES), Más foltok is keletkez-

tek a reagens hatására, de ezeket nem azonositottam (0.,859  0,80 Rf a é1) w  

Az indolt és szerint tartalmazó tápoldat kromatogramján, miután ace - 

tonos ninhidrin reagenssel előhivtam, 0,38, 0050, 0^60 Rf értéknél lila fol-

tot kaptam. Nem vettem figyelembe a szerin foltján mivel ezt eleve tar 

talmazta a. tápoldat, Minden  esetben szintetikus anyaggal párhuzamos csi° 

kot futtattam; A triptofán foltját azonositottam 0.50 Rf értéknél.. Kvantitativ 

vizsgálatok alapján megállapitottam, hogy a  S.  cerevisiae 30 mg indilból 

és 10 mg szerinből 6 mg triptofánt tud szintetizálni 72 órás rázatás után. 

A triptofánt tartalmazó tápoldat kromatogrammján 0,4 Rf értéknél egy 

határozott foltot kaptam, és 0,75 Rf .nél egy barna szinü foltot GORDON-

WEBER reagens hatására, alttanulmányozva azokat az adatokat amelyeket 

SEFT és LEOPOLD közöl, az indolvázas vegyületek szinreakcióiról. Rf 

értékeiről különféle szolvensekben, igen nagy valószinüséggel megállapit• 

hatjuk, hogy a 0°75 .nél lévő folt a triptamin. A 0.40 ill, 0,95 .nél levő ve 

gyületek amelyeket szintetikus vegyületek futtatásával is i . d :ntifikálni tud• 

tam, az IES és az indol. Az aminosavakra 	kromatogramon a 

060 Rf értéknél a valint. 0,38 Rf 'nél az alanint és 0.50 Rf értéknél a 

triptofánt tudtam azonositani irodalmi Rf értékek és szintetikus vegyületek 

futtatás segitségével, ,Megjegyzem, hogy az_ IES n. triptofánt,-indolt papir-

elektroforézissel is sikerült szétválasztani és azonositani, 
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•Péptonos tápoldatban nevelt élesztőtörzsek tápoldatában a kövétkező 

fajoknál találtam IES-at. Saccaromyces cerevisiae. Schizosaccharomiyces 

pombe, Geotrichum candidum, Cryptococcus diffIuenso Paratorulopsis 

pseudaeriao Procandida tropicalis° A sejtek autolizátumának extraktumában 

csak a Sch€zósaccaromyces pombe-nél sikerült fES--at kimutatni. 

A triptofánnal nevelt S.  cerevisiae tápoldatában már három órai za--

tás után kimutatható mennyiségis IES keletkezett. A kontroll edényekben rá-

zatott szuszpenzió éteres extraktuma kromatografálva nem mutatott IES re-
akciót® Az inkubációs idővel emelkedett az IES produkció0 amelyet a folt 
színének intenzitása jelzett. 

WARBURG metódussal mértem az élesztőből készült acetonpor szusz-

penzió széndioxid produkcióját. A metanolban oldott triptofán hozzáadása ui - 
tán emelkedett a széndioxid mennyisége a kontrollhoz viszonyitva, 

111 1 óra 	 h2 óra 

triptofón nélkül 

+ triptofán 

1° 

2. 

3® 

40 

+ 36,6 

+ 29,7 

+ ` 	 i 

-r 	5800 

közép 

+ 33j 

+ 50,0 

+ 1702 

+1'47 

+20a5 

+34,0 

közép 

+ 14.8 

. 	+ 2702 

Az első órás mérések alapján 	 . 

levegő 	 . 

Q C0. 	02 (25 C°..on) 	 • 

2 

A reakció lassu voltá a triptofán rossz oldódásának tulajdónitható, 

Eredmények értékelése  

Az antranílsavas tápoldatban sikerült az indolt kimu'tatn€, mig a kóntroll 
szuszpenzióban nem találtam meg .  Valószínű tehát. hogy a 	, e.révisiae ké- 
pes az antranilsatból indolt szintetizálni, NYC,, MITCHELL. LEIFER és 

LÁNGI AM (1949) a Neurosporában, majd YANOFSKY (1955) ajz  E.  coli se- 
gitségével tudta ezt a reakciót megvalósitani, 

POLJANOW'SKI (1959) szerint a. reakció á következőképpen játszódik le 
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Az élesztő szuszpenziójához alkoholban oldott indolt és szerint adva  

létrejött a két vegyület deluidrációs kondenzációja és triptofán keletkezik, A  

triptofán bioszintézisének ezt a formáját GUGGENI -IEIM (1944) a Neurospor8-.  

ban. WILDMANN, FERRI. BONNER (1947) Neurospora mutánsokban igazolta.  

Ezt a szintézist magasabb szervezettségü növényekben is igazolták infiltrációs  

kísérletekkel, 	 . 
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Ezen szintézis mechanizmusát izótoptechnikával TATUM és Sl -IEMIN  
(1954) igazolták',  

Az indol és szerint kondenzációs reakcióját a triptofánszintetáz enzim  

végzio melynek prosztetikus csoportja a piridoxál foszfát; A szintetizált 6 mg  

triptofán a tápoldatban található meg, valószinü Hogy az élesztősejt is jelentős  

mennyiségü triptbfánt beépit, Élesztő segitségével tehát nagyobb mennyiségű  

triptofán nyerhető indolból és szerinből, A krom atogramon lévő 0,36 Rf érték-

nél az alanin valószinüen a triptofán lebontási terméke a tripto(ánpyroláz  

enzim segitségével, A O GOREF --nél lévő valin eredete kétséges. .A triptofánt  

tartalmazó tápoldatból IES-t sikerült kimutatnom nagyobb mennyiségben,  

Az IES mellett a triptamin foltja is liatározottatc megjelent. Ebből követ  

kezik, hogy az élesztőkben esetleges található IES a triptofánból keletkezik  

triptaminon keresztül  
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Ezt az IES szintézist SKOOG (1937) a zah szövetében. FILET 6e.; 

(1,P§9) 	PANN.ppl43.0 és LlyERMANN 

gV5 7) COF*00prOlpp. PARPYq 	1F 157)  9. oPipP4.4.9p 	• 
lelte. A S. cerevisiae-ben is triptaminop . kereaztiij megy az. FES bitiszinié:.: 

Pk-io . Ezt  fs, fP.468.6q.91.4 MOO WAPPRP.; fot04.4§§91 -1§.1gp.91pl.N4toph. 
miyel a tri0Pf4401 rjptamijikOP.Ik§P 449.ar4,94,4P1Ovaj t*FI.§Pik•f g 
közben felszabadulk széndioxid  által  okozott Hyom4setrielkedés mérhető. 

A ■VARPORP: 60.4§i t4l4zatÓ1 0.14g0.1hap 14440ó.  a f*-aff.R9;114.00, Ezei  

*:§141.0 81004n_ PS041 1000 4491Vti J4Isg.k: az  a . fellgY6§?. hogy  43  
Per@Yi.04P IFS 0.9841100.0 	4114a011.11.M1,4ar-#.§gt,41 1,00041.1c, 

• Osszefoglalds  
Az MS 0108:000z104.44 latialai4aYazdadfa .104404 OleszlOagP§P@AziO ,  

kat 	 niritiefim tesciriifitit paaználtitm.. Memillanitottamo /10gY a .11 	 rttiff,±. 	 . 	 - 	- • 	- 	• 

triPt910 adagolds4val Pinelkedfitt az IF 14,14Pask 0.1Pazikiaa. Kiawiattam 
triP19144 azint$1.81. in4P10(51 6.8 87-Pril1 Dől (30 mg iigbó  és  10 mg g.g.0- 

rinbŐl 6 *mg triptof4n Aeletkozeti) Antrimil§av hozzliad40.0 a 8A18ZpellziO-
hoz a tápoldatban indolt sikerült kimutatni, WARBURt mót_lszerrel kimutat-
tam a triptofán dekarboxilicióját, paPirkTornalograikusan a triplamint. 

Ezen eredmények a következő szintetikus reakciókat imatatjók 
antraniisav 	 indol 
indol + szerin--* triptofón 
triptofán 	 triptam in  
triptamin 	 IES 

Investigations on the synthhesis of indolederivatives in yeasts 
T. Procs 

Various precursors Were added to shaken suspensions of yeasts and 
the liquids were analysed with the aid of paperchromatography. Addition of 

77. 



tryptophane increased the quantity of 3-indolylacetic acid in the liquid. SynthesOs 
of tryptophane form indole and serine was also demonstrated. Following addition 

. of antrliranilic acid indole was found in the suspension. 
Decarbo' ►lation of tryptophane was observed in a suspension of an acetone-

preparate of b&Ker°s yeast with j1 arburg-method. Tryptamine originating through 
the decaráoxylation was paperchromatographically demonstrated. 

According to the above-mentioned results the following reactions are probabl 
anthranilic acid 	 indole 
indole + serine 	 y tryptophane 
tryptophane 	 9 tryptamine + CO2  
tryptamine 	 >. 	-indolylacetic acid. t 
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