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BEVEZETTES

A fotoszintetizéld organizmusok szamaéra nélkildz-
hetetlen folyamat a fény felvétele és annak kémiai
energiava tdrténd atalakitasa, Az €l8 szervezetekben a
fényhasznosités a fény étalakitésdra specializalddott
szervekben torténik,

Magasabbrendu névényekben a kloroplasztiszokban
torténik a fény atalakitédsa, Az algakban fénybegyljté
szervként a fikobiliszdémak mikodnek, A kloroplasztisz- !
ban és a fikobiliszdémaéban a fényt pigmentek abszorbe-~
aljak, Mindkét organellum fényelnyelésében a tetrapir-
rol alapvédzu pigmentek jétszak a legfontosabb szerepet.
A novényekben a zért, porfirin vézas és a nyilt-léancu
tetrapirrolok egyarant megtalédlhatdk., A porfirin vazas
pigmentek legfontosabb képvisel6i koézé tartcznak a klo-
rofillek, citokromok, peroxidézok, katalédzok és a hem,
Ez utdbbi vegyllet az él6vilag legkilonbézbbb egyedei-
ben is megtaldlhaté, Elsbsorban az emlds szervezetek
szamara nélkuldzhetetlenek, mint az oxigén megkotésecrt
és szallitésaért felelds hemoglobin része, A névények-
ben is taldltak médr nyilt-léncd tetrapirrolt, a fitokrom
rendszerek kromcfor részeként, E rendszerek a névények
fejlédésének korai szakaszéban jatszanak mindmaig kide-
ritetlen, de nélkulozhetetlennek feltételezett szerepet,

Az algdkban a klorefillek szintén megtaldlhatdk,

A noévényekhez képest a klUlonbséget a nyilt-lancu tetra-
pirrolok megnovekedett jelentésége jelenti, A fikobi-
liszomédban a nyilt-~ldncy tetrapirrolok fehérjéhez kotott
véaltozatai taldlhatdk meg és ezek, mint fénybegyljtd
pigmentek mikddnek,

Az energia hasznositds fotoszintetizald organizmu=-
sokban lezajlé folyamata a kutatédsok kdzéppontjaban all,
A fotoszintézisrdl igen nagy tudésanyag halmozbdott fel
napjainkig a fénv elnyeléséért felelds pigmentek bioszin-

tézisének vizsgdédlata a héttérbe szorult &s ennek tudhatd



be az, hogy ismereteink a pigment bioszintézis teri-
letérdl csak hézagosnak mondhaték, A bioszintézis
egyes lépései egyaltalan nem, vagy csak részlegesen
tisztazottak, Tobbek k&ézott a hem kialakuldsanak egyes
lépései is ismeretlenek, mig a fikobilinek szintézisé-
nek PROTO IX-et kovet8 lépésére, vagy lépéseire csak
talalgatasok vannak, meggy6z8 kisérleti adatok nélkul,
Mindezek tudatéban célként tuztiuk ki a tetrapirrol
bioszintézis egyes részfolyamatainak tisztdédzasat, fel-
hasznéalva a fémiounoknak a szintézisre gyakorolt gatld
e€s aktivald hatédsait, A pigment szintézis mechanizmu-~
sénak megértése a mez8gazdasédgban szamottevd karkeént
jelentkez6 fém toxicités kérok felderitésére és védel-~
mezési modok kidolgozéséra nyujthat lehetfséget. A ki-
sérleti munkdk kivitelezéséhez a rendkivil érzékeny

fluoreszcencia spektroszkopidt hivtuk segitségil,



I, IRODALMI ATTEKINTES

I,1, Porfirinek, bilin pigmentek szerkezete, kémiai

€s spektroszképiai tulajdonsagai /Falk, 1975/

A porfirinek szerkezetének felderitésére, és ké-
miai tulajdonségainak meghatérozédsédra tett els6é kisér-
letek a XX,szézad els6 felében torténtek meg, Ekkor
szllettek azok a mivek, melyekben a porfirinek és fém-
porfirinek szerkezetének és tulajdonsdgainak atfogd és
részletes ismertetését adjak, /Wilstatter és Stohl,
1928, Fischer és Orth, 1934, 1937, Fischer és Stern,
1940, Lemberg és Legge, 1949/

Porfirinek

Szerkezet

A porfirin négy pirrol gyuriub8l épul fel, melye-
ket metin hidak kapcsolnak 0ssze, Sik~planéris szerke-
zetl konjugalt rendszer, A makrociklus szerkezetét eld-
sz6r Kuster /1912/ irta le, A végs6, szerkezetet bizo~
nyitd kisérletet Fischer és Zeile /1929/ végezte a pro-

tohem teljes szintézisével,

Kémiai tulajdonsagok

Aromaticitéas, A porfirin gylrunek 18 delokalizalt
elektronja van, Ez megfelel a Hlckel szabdly /4n+2/
alapjén az aromés jelleghez szikséges elektronok szamé-
val,

Az aroméds jelleget més fizikai-kémiai mérések és
szamitésok is megerfsitették /Stern és Klebs, 1930/, A
szamos elektrofil szubsztitucids reakcid, amit a porfi-
rin védz szubsztitudlatlan szénatomjain végeztek, egy-
szerre bizonyiték a véz aromds jellege és stabilitédsa
mellett,

Bazicitéds., A porfirinekben taldlhatd két pirrolenin

nitrogén atom proton megkoété tulajdonségu, A két NH cso-



port protont képes leadni, Ez okozza a véz amfoter ka-
rakteret, A megfeleld pK értékek Phillips dolgozatéaban
taldlhaték meg /Demsey és m,tédrsai, 1961/, Egyes porfi-
rinek viszonylag er8s bézisok, mono-, és dikationos
formaban egyarént izolélhaték /Demsey és m,térsai, 1961,
Grigg €s m,tdrsai, 1973/, Erés lugokban anionos alakban
taldlhatok,

Savszam /Wilstétter és Mieg /1906/, Az a HCl kon-
centracié /g/ml/ amelynél azonos térfogatu dietiléterbdl
a porfirinek 2/3-a kiextrahdélhatd, A savszam alapjan mod
van a porfirinek azonositdésara, illetve koOvetkeztetése~
ket vonhatunk le kémiai tulajdonségaira vonatkozodan,

Komplexképzés, A porfirinek sajétos szerkezetiknél
fogva két értékiu kationokkal kdnnyen képeznek igen sta-
bil komplexeket, J6 keladtorok, e tulajdonsadguk er@siti
biolégiai jelentdséglket,

Stabilitds, A porfirinek hdével szemben viszonylag
ellenalldok, Magas hémérsékleten sem bomlanak, Ezt a tu-
lajdonségukat felhasznalva alkalmanként szublimalést hasz-
nalnak tisztitdasukra,

A porfin véz savakkal szemben is ellendalld, Tomény kénsav
s trifluor ecetsav a porfin vézat sértetlenll hagyjéak,
Ezek a savak alkalmasak a kozponti fém atomok eltévoli-
tasara a porfirin véz degradacidja nélkiul,

Fotooxidécidé, Fény hatéasdra a porfirinek oldott al-
lapotban oxidécidét szenvednek, A vinil oldallancot tar-
talmazd, biolégiai szempontbdl nagyon jelentds protopor-~
firin IX fényen gyorsan fotooxidaldédik, fél élet ideje
kevesebb mint 30 perc /Fitzpatrick és Deleo, 1977/, fo-
toprotoporfirin és izoprotoporfirin keletkezése kozben
/Fischer és Bock, 1938, Barrett és Clesy 1959/, Az URO
és KOPRO fél élet ideje tobb éra /Fitzpatrick és Deleo,
1977/, A porfin vézon 1lév6 erbs elektrofil csoportok,
mint példdul a formil csoport, meggatolhatjék a vinil
csoport oxidacidéjat,/Berrett és Clesy, 1959/



Spektroszkdépiai tulajdonsagok

Mar 1883~ban Soret a hemoglobin abszorpcidjéban
400 nm-nél egy maximumot figyelt meg, ezt a késbbbiek-
ben réla nevezték el "Soret"” sévnak Gamgee a tdébbi por-
firinnél is kimutatta a 400 nm-es sdav meglétét, Ez a
400 nm-es sav csak a teljesen konjugdlt szerkezetl por-
fin vézra jellemzd6, Ez a tény lehet6séget biztosit a
porfirinek konnyl azonositéséra és mennyiségi meghaté-
rozasukat is lehetdévé teszi,
Savas és lugos oldatukban, amikor a porfirinek ionos
formaban vannak jelen, a "Soret" sdv a magasabb hulléam-
hosszok felé toldédik el, Abban az esetben, ha a porfi-
rin egy kationt kelal az abszorpcids spektrumon a "Soret"”
sav mellett két masik sdv is megjelenik a lathatd tarto-
manyban, Kb, 510 és 550 kérul, A porfirinek egy jelentds
része nemcsak elnyelni képes a fényt, hanem fluoreszceins
fény formajéban ki is képes azt sugdarozni, A kisugdrzott
fény magasabb hullédmhosszi, kisebb energidju, mint az
elnyelt, Ez a tulajdonsdguk teszi alkalmassé a porfirin
szarmazeékok egy jelent6s részét, hogy bioldgiai rendsze-

rek fény begyljté pigment appardtusaként mukdédjenek,

Bilinek
Szerkezet

A bilinek nyilt~léncu tetrapirrolok, melyekben a
négy pirrol molekulat egy konjugdlt rendszer koéti Ossze,
Szerkezetik felderitését Lemberg /1928/ végezte el,

Kémiai tulajdonsagok

A bilinek tulajdonsdgai nagymértékben megegyeznek
a gylrus, porfirin vézat tartalmazd pigmentek tulajdon-
sagaival, A meglévdé kiuldonbségeket az aromas jelleg meg~
szunése okozza,
A bilinek amfoter tulajdonsdgu vegyliletek, melyek savak-

ban, lugokban és szerves oldészerekben egyarant jol ol-



dédnak, A vézon 1lév6 karboxil csoportok észteresit-
het8k, A pirrolenin és NH csoportjaiban taldlhatd nit-
rogén atomjainak tulajdonsagai megegyeznek a porfirin
molekulaknal leirt hasonld pozicidéban 1lév6 nitrogén ato-
mok tulajdonségaival, A két értéklu kationokat szintén

kelaljak,

Spektoszkdpiai tulajdonsagok

A bilinek cink komplexlket leszémitva nem fluoresz-
kédlnak, Proteinhez kotddve jelentds mértékiu fluoreszcer-
ciat mutatnak, Ez teszi 6ket alkalmassa, hogy fénybegylj-
t8 funkcidot toltsenek be az algasejtekben, A bilin kro-

mofor kovalensen ko6tédik a proteinhez,



I.2, A klorofill bioszintézis

Az ALS szintézis,

A glicin, szukcinil koenzim A reakcid ut,

A tetrapirrol alapvédzat tartalmazd természetes pigmentek
daltalénos prekurzoréanak az ALS bizonyult, Mint azt az
50-es évek elején elvégzett radiokémiai vizsgdlatok se~
gitségével kimutattak, az ALS a glicinnek a szukcinil
koenzim A-val vald reakcidjéban keletkezik /Shemin és
Kumin, 1952/, Shemin és munkatarsai kimutattak a glicin
e¢s a szukcinil koenzim A kdzvetlen szerepét a protohem
szintézisben, valamint igazolték az ALS prekurzor voltéat
a porfirinek szintézisében /Shemin és Russel, 1953/,

Az ALS szintéziséért felelbs enzimet az ALS-~szin-
tetdzt Gibsonnak és munkatédrsainak sikerilt csirke vér-
b6l izoldlni /1958/. Ugyancsak 6k mutatték ki a piridoxal-
foszféat kofaktor szerepét a glicin és a szukcinil koenzim
A kondenzacidjaban, A kondenzacids reakcid valdszinileg
a o~ amino -~ [5 ~ketoadipinsavon keresztul megy /Shemin
¢s Russel, 1953/ ennek jelenléte azonban nem volt kimu~
tathatd, mivel az nagyon labilis és spontén dekarboxile~
z@dést szenvedve roégtdn ALS-~-sé alakul &t /Laver, 1959/,

Az ALS szintetézt tobb, az aldehid csoporttal rea-
galni képes vegylilet, és komplexképzd is gatolta /cianid,
L~-cisztein, stb,/, Ezek mindegyike a piridoxélfoszfattal
reagal /Gibson, 1958/,

Semin és Russel /1953/ feltételeztek egy, az elfz@~
ekben leirt reakcidétdél eltérd aminoketon szintézis utat.
Ezt a késdbbiekben megerésitették azok a kisérletek, me~
lyek segitségével kimutatték a glicinnek més acil koezim
A-kal torténd reakcidjat /Urata és Granick, 1963/, Gibson



/1961/ réamutatott annak lehet6ségére, hogy ez a kompetici-

6s reakcid, mint a klorofill szintézis egyik reguldald 1lé-
pése mikodik, Ez a feltételezés mind ez ideig nem nyert
meger@siteést,

Az ALS szintetaz izoelektromos pontjat 5.,9-nek talaltak.

pH optimuma 7,0 és 7,8 kozdétt valtozik a kisérleti objek~
tumtdl flggben, Molekula témege 50~600 ezer dalton,

Warnick és Burnham /1971/ az &altaluk izoldalt ALS szintetéazt
vas/III/cianiddal, ditiotreitollal és merkaptoetanollal
aktivéalhaténak talaltak,

Az ALS szintetaz legjelentfsebb inhibitora a hem, Porra és
Irving /1972/ kozvetlenul kimutattéak a hemin gatld szerepét,
Feltételezéslik szerint az enzim a hem vas atomjaval egy koor-
dindcids kotést alkot és az igy keletkezett komplex mér nem
képes enzim aktivitast kifejteni, A hem gétld hatésa a tetra-
pirrol szintézis regulécidjénak egyik lehetséges mddja. Az
ezzel kapcsolatos, napjainkban megjelent nagy szamu cikk el-
lenére a regulécid, a gatlés mechanizmusa tisztdézatlan
/Kitchin és Farmer, 1981, Beale és Foley, 1982, Warnick és
Burnham /1971/.

ALS transzaminaz,

Az ALS szintézis egy masik lehetséges utja az B ~ketogluta-
rat transzaminalasa. A reakcidt az ALS transzamindz enzim
katalizélja /Gibson és munkatérsai, 1961, Gassman és munka-
tarsai, 1968/. Chlorella sejtekben mutattak ki ALS transz-
aminaz aktivitést., Beale és Castelfranco /1974/ zo6ld leve-
lekben mutattédk ki az enzim jelenlétét.

Az ALS szintézis két alternativ utja egymas mellett és egy~
mést kiegészitve létezik /Beale és Foley, 1982, Meller és
Gassman, 1982/,

Pirrol szintézis, a porfobilinogén kialakulésa,

A porfobilinogén a szintézis ut elsd, nitrogén heteroatomot
tartalmazd gylrius koztiterméke, A molekula jelenlétét biold-
giai rendszerekben Westall /1952/ mutatta ki.



A vegyulet karakterizalédsat Cookson és Rimington /1953/,
valamint Granick és Bogorad /1953/ végezték el, Ezzel egy~-
idgben igazoltédk azt, hogy a porfobilinogén a porfirin
szintézis intermedierje,

A porfobilinogén két ALS molekula kondenzécidja soran ke-
letkezik, A kondenzécidt az ALS dehidratédz katalizdlja, Az
enzimet Granick /1954/ és Schmid és Shemin /1955/ izolalta,

Az ALS dehidratéaz aktivitédsa flugg a szulfhidril cso~
portokat tartalmazd vegyuletek jelenlététdl., A kalium~ionok
is aktivéljak az enzimet /Burnham és Lascelles, 1963/. Mind~
két aktivédld hatédst az enzim aggregécids fokénak megndvelé-
seként fogtak fel /Nandi és Shemin, 1968, van Heyningen,
1971/. Az ALS dehidratédz heminnel /Burnham és Lascelles,
1963/ és PROTO~val /Nandi és munkatdrsai 1968/ egyarant géa-
tolhatd.

Bar a fém~ionok aktivéld hatésat csak a kalium eseté-
ben mutatték ki, azt egyértelmlien bebizonyitottdk, hogy fém-
ion kelétorok gatoljdk az enzimaktivitast,

Az ALS dehidratédz jelenlétét, konnyl kimutathatdsdga ellenére
eddig csak néhédny névényben sikerilt bizonyitani, Shetty és
Miller /1969/ dohénylevélbdl izoléltdk az enzimet., Az enzim
pH optimuma 7.4 volt, Ez az érték alacsonyabb, mint a foto-
szintétizdld baktériumokbdl izoldlt enzimnél kapott érteék,

Az EDTA gétolta az enzimet, a kalium-ionok aktivald
hatdsat nem lehetett kimutatni, A vas/II-ionok gatldkként
hatottak az enzimre, Az ALS dehidratéz aktivitédsa a novény
fejlédési allapotétdl fugg. Az aktivitds n8 a levelek és
szbvetkulturdk z6ldlilése soréan /Steer és Gibbs, 1969, Sto~
bart és Thomas, 1968/,

Az enzim~-reakcid elsf lépéseként valdszinluleg egy Schiff ba-
zis keletkezik az enzim aktiv oldalédn, majd ezt koveti a tény~-
leges kondenzacid.

A porfobilinogén szintézis legtdbbet tanulményozott géatld-

ja a levulénsav, mely vegyulet kompetitiv gétlast okoz, Az
ALS~hez hasonldan képes Schiff bdzist kialakitani az enzim-
mel, meggdtolva ezzel az ALS kapcsolddését, Az enzim igy nem-
csak az ALS-ek ko6zotti kondenzacidt katalizaélja, hanem az
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ALS, levulénsav kozottit is, Az igy kapott kondenzacids
termék nem tud porfirinné tovabb alakulni, Novényekben
Beale és Castelfranco mutatték ki a levulénsav gatld ha-
tasat /1971, 1974/, Kék~-z6ld algadk esetében is hatésos
gatldénak bizonyult a levulénsav /Kipe~Nolt és Stevens,
1979/,

A tetrapirrol véz kialakulaésa, az uroporfirinogén

szintézis.

A gylrus tetrapirrolok koézul a porfirinekhez vezetd szin-
tézis ut sordn elfszdér az UROGEN szintetizaldédik meg. A
vegyllet négy pirrol gyltriubgl &ll, melyek mindegyikén egy
propionsav és egy ecetsav oldallénc van. A tobb lehetséges
izomer koéziil az UROGEN I ill, III fordul el$ bioldgiai rend-
szerekben, Az UROGEN III-at elfszér Bogorad és Granick /1953,
Bogorad, 1955/ mutattdk ki Chlorella sejtekbdl, késBbb vords
vérsejtekb8l is izolélték /Mauzerall és Granick, 1958/.

Az UROGEN I négy porfibilinogén molekula fej-léb illeszke-
désl kondenzécidja sordén képz6dik. Chlorellabdl /z5ld al-
ga/ izolédltak egy olyan enzim frakcidt, amely a porfibili-
nogén tovabb alakulédsét katalizalta., A reakcid termékek
kéz6tt URO III, URO I és PROTO IX jelenlétét azonositot~
tédk., Az UROGEN~URO édtalakuléds autofotooxidacids lehet@sé~
gét mar koraébban kimutatték, ezért valdszinlsitették azt,
hogy a porfibilinogénb#l keletkezett UROGEN egy része &t~
alakult URO~véd, mig a masik része PROTO IX-cé alakult &t.

Ha ezt az enzim frakciét 50°C-ra melegitették a porfibi-
linogén atalakulésa zavartalanul folyt tovabb, de az eld-

z6 kisérlettd8l eltérden végtermékként csak URO I-et talal-
tak /Bogorad és Granick, 1953/, Ezek a megfigyelések ve-
zettek arra a felismerésre, hogy az UROGEN I szintézisé-

ért felelds enzim h@stabil, az UROGEN III szintetdz pedig

h6érzékeny enzim,
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Az UROGEN I szintetézt Bogorad /1958a/izolélta el6-
szor spendtbdl, UROGEN I szintetdz mentes UROGEN III kon-
szintetdzt is § izoldlt el&szdr/1958b/, Az UROGEN I szin-
tetdzt a formaldehid, a p-kloromerkuribenzoat, az ezlist és
higany-ionok inaktivéaljak. A porfobilinogén analdgok kompe-

ticids gétlést fejtenek ki /pl. az izoporfobilinogén/.

UROGEN dekarboxilezfdése, KOPROGEN szintézis

A KOPROGEN négy karboxil csoportot tartalmazd tetrapirrol,
ami az UROGEN dekarboxilezfdése sorén keletkezik, Ezt az
dtalakuldst az UROGEN dekarboxildz enzim katalizélja, Az
UROGEN ecetsav oldalléncai atalakulnak metil csoportokkd,
mikézben az UROGEN izomerbsl a megfelelsd KOPROGEN izomer
keletkezik,

Az Otvenes évek elején erfsoddtt meg az a nézet, ami szerint
az UROGEN III-at és a KOPROGEN III-at nem csak kémiai szer-
kezete rokonitja a PROTO IX~cel, hanem annak prekurzorai is
a klorofillhez vezetf bioszintézis uton,

Wittenberg és Shemin /1949, 1950/ a protohem degradaci-
6s analizisével kimutattédk a tetrapirrol vézon lévd metil
csoportok kozds eredetét és azt, hogy a vinil csoportok a
propionsav dekarboxilezddésével keletkeznek, Tovabbi kisér-
letek sordn tisztézdédott az UROGEN prekurzor szerepe a
KOPROGEN szintézisben, Igazolték, hogy KOPROGEN III-bgl
képz6dik a PROTO IX, nem pedig a KOPRO III-bdl, mint azt
korédbban tobben feltételezték /Bogorad, 1955, Neve és munka-
tdrsai 1956, Mauzerall és Granick, 1958/,

A KOPROGEN III oxidativ dekarboxilezfdése, PROTOGEN

IX szintézise,

A KOPROGEN III propionsav oldallédncai oxidativ dekarboxile-
z8dés sorén vinil csoportokké alakulnak, ez egyuttal a
KOPROGEN III PROTOGEN-n¢ vald atalakuldsét is jelenti, Ezt
a reakcidt a koprogenaz enzim katalizalja,
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Sano és CGranick /1961/ kimutattaék, hogy az enzim a
IKOPROGEN izomerek kéziil kizardlag a KOPROGEN III-at tekin-
ti szubsztratjénak, és csak azt képes PROTOGEN IX-cé &t~
alakitani, A koprogendzrodl sokdig azt feltételezték, hogy
oxigént igényl6 enzim, Ehteshamuddin /1968/ olyan enzim
frakcidt izoldlt, amely anaerob és aerob koriUlmények ké-
zOtt egyarédnt képes a KOPROGEN, PROTOGEN &talakulédst ka-
talizalni,

Fémkeldtorokkal az anaerob koértlmények koézott hatdsos
enzimet gédtolni lehetett és az aerob kériUlmények kozott
kataliz&ldét nem, Ez a megfigyelés kétféle, egyméstdl flgget-
lentdl mukoéds enzim jelenlétére utal., A magnézium-ionok, az ATP
¢s a metionin nélkilézhetetlenek az enzim szémara, Hatésuk
azonban még ismeretlen.

A koprogenazt a fémkelétorok inaktivaljak. Az o~fenan-
trolin és az EDTA mar 1 mM koncentracidban meggatolta az en-
zim aktivitéast., A dohéanylevelekb8l izolalt koprogenazt a
vas/I1I/=-ionok széles koncentrécid tartomanyban aktivéljak,.

A Mn2+—ionok és a 002+—ionok alacsony koncentracidban ak~

tivaltédk az enzimet, /Hsu és Miller, 1970/

A PROTO IX szintézise.

A PROTOGEN, PROTO atalakulds egy oxidécids reakcidé eredmé-
nye, melynek sorén kialakul a konjugdlt kotési rendszer,

a porfirin gylrui, Egyenlére még tisztazatlan az a kérdés,
hogy ez a reakcid enzim~katalizélt~e, vagy autooxidécids
reakcid eredményeként megy végbe /Jacobs és munkatérsai
1982/,

Az oxidécids reakcid termékeként kapott PROTO IX a pigment
bioszintézis lénc eldgazési pontja, Itt valik ketté a bi-

linekhez és a klorofillhoz vezetd szintézis ut.

Fém-ionok kelalasa,

A fém porfirinek bioldgiai jelent8ségére viszonylag mér
korédn felfigyeltek, A fém~ionok keldlésdra csak a porfirin
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vazzal rendelkezf vegyliletek, vagy a belflik oxidativ hatésra
keletkezf bilinek képesek., A PROTOGEN a fém~ionok keldlé~
sdéra nem képes.

A fém-porfirinek a tetrapirrol bioszintézis interme-
dierjei. A nyilt léncu tetrapirrolok szintézise a vasporfi=-
rinen, hemen keresztil megy. A klorofill szintézisben a he-~
men kivul a Mg-PROTO és észtere is szerepet kap., Mas fém-
porfirinek is ismert vegylletek, de ezeknek funkcionélis

jelentfségik még kevéssé ismert,

A hem szintézise,

A vas~-PROTO, a hem a legtobbet tanulményozott fémporfirin.
A vas kelacidjat katalizéld enzimet a vas/I;Lkelatézt Labbe
¢s munkatarsai izoldlték /1959/ els@nek, Kimutattak, hogy
az enzim a vas~ és kobaltporfirin képzsdést katalizélja, de
sem a vas/III/, sem pedig az 6n/II/-ionok komplexképzgdését
nem segiti eld, A vas~URO és a vas~KOPRO, illetve mé&s fém-
URO és KOPRO kialakulasaét nem katalizalta az enzim,

Jones és Jones /1970/ egy oldhatdé vas/II/-kelatdzt
izolédltak, ami a Fe2+-ionok mellett a C02+- €s Zn2+—ionok
komplexképztdését is katalizalta, Novényekbdl is izolaltak
vas/I1I1/-kelatdzt, spendtbdl /Jones, 1967/, és bablevélbgl
/Goldin és Little, 1969/, A bablevélbd8l izoldlt enzim a
Fez+— és a Zn2+—ionok keléalddésat egyarant katalizalta,

A Zn-kelatdzt is izoldltadk mar /Neuberger és Tait,
1064/, Kimutattdk, hogy a zn2*-ionok kelalédasat a Fe”'-
ionok gétoljédk, a forditott irdnyu gatlést is kimutattak
/Maneshin, 1974, Camadro és Labbe, 1982/,

A vas/II/-kelatédzt az N~-metil és dimetil protoporfi-
rin emlds és novényi rendszerekben gatoltak. Novényekben
és algékban a gdtléssal egyidejlileg Mg PROTO felhalmozé~
dést mutattak ki /Brown, 1982, Haughton, 1982, De Matties,
1980/,



Mg PROTO szintézis.

A vas- és cink~porfirin kelatézok egyike sem katalizalja

a magnézium-ionok kelaldédasat /Gorchein, 1972, Fuesler ¢és

munkatarsai, 1981,.Richter, M,L, és Rienits, K,G,, 1982/,
Gorchein/1972/ szerint a komplexképzBdést egy enzim-

komplex katalizélja, amely a kelalddéast és a metildlast egy~

szerre katalizélja., A két reakcid kapcsolt jellegét tobb a-

dat is cafolja /Granick, 1948/.

Mg PROTO észterek szintézise. Mg PROTO metil transzferaz,

Granick /1948/ Ghlorella muténsokban PROTO, Mg PROTO és

Mg PROTO észterek jelenlétét tudta kimutatni, Az észtere~
sités elsd lépéseként a C gylriu propionsav oldallénca ész~
terezédik, A metil csoportokat az S~adenozil metionin szol~

galtatja a reakcidhoz M inghigeri és Richard, 1982/,

Mg PROTO monometil észtert kovetf szintézis ut,

A Mg PROTO monometil észtert koévetd lépést Spiller és munka-~
tdarsai /1982/,és Chereskin és Castelfranco /1982/ vas fuggd
enzimatikus lépésnek talédltaék., Vas hidny esetén Mg PROTO
monometil észter felhalmozdédast figyeltek meg.

Mivel dolgozatom targya a klorofillhez vezetd szintézis ut
Mg PROTO monometil észtert kovetd lépéseit nem érinti, igy
azokat csak vaézlatosan mutatom be,

A Mg PROTO-bdél a III, és IV, gylrut Osszekdtd metin hid
részvételével mindeddig még tisztédzatlan oxidécids lépés
soran kialakul az 6tddik, karbociklusos gylrid, Az igy lét-
rejott vegyulet neve protoklorofillid, A kdvetkezd lépés

a IV, gyuriu fotoredukcidja, mely reakcid fehérjéhez kotve
megy végbe és a klorofillid kialakulasédhoz vezet, A kloro=-
fill molekulaszerkezete kialakulésaénak zérdlépése a IV,
gylri propionsav oldalléncénak észteresitése fitollal
/20~szénatomos alkohol/.



I.3, A fikocianobilin szintézise,

A fikocianobilin egy nyilt~lédncu tetrapirrol véazat
tartalmazd kromofor, Proteinhez kapcsolddva alkotja a
fikobili~proteint,

Szerkezetét tekintve a fikocianobilin kozeli rokon-
sagot mutat az emlds rendszerekben taldlhatd epefestékkel,
Az epefestékekrdl ismert volt, hogy azok a hem oxidativ
felhasadésat kovetfen a vas~ionok elvesztésével keletkez-
nek, Ennek araldgidjara feltételezték, hogy a bilin szin~
tézis is, a hemen keresztil, hasonld reakcidk soran tor-
ténik /Bogorad és Troxler, 1967, O hEocha, 1968/,

Az oxidécids reakcid eredményeként a porfirin vaz a
metin hidak mellett nyilhat fel, Az emlés sejtekben kiza-
rélagosan csak az helyzeti metin~hid oxidaldédik /Doc~
hery I.,C, és munkatarsai 1982/, Szénmonoxid keletkezése
mellett kialakul a nyilt-ldéncu tetrapirrol., Az oxidécidt
az emldscknél a mikroszomdlis hem oxigendz katalizélja
/Tenhunen R, és munkatédrsai, 1968/, Ezt az enzimet mind
ez ideig sem noévényekben sem pedig alga sejtekben nem
talaltak még meg,

Troxler és munkatérsai /Troxler, 1970, 1972, Troxler
e¢s Dokos, 1973/ voérés és kék~zdld a}gék esetén kimutattak
szén-monoxid fejlgdést. A szén-monoxid felszabadulés
sztochiometriailag is megegyezett a keletkezett fikociano~
bilinek mennyiségével,

Porfirin vézat tartalmazd vegylileteket példdul a hem~
et az alga sejtek nem, vagy csak kis mértékben tudjék fel-
venni, Ezért azok a radioaktiv jeloléses kisérletek, ame-
lyek arra iranyultak, hogy koézvetlenul bizonyitsdk a hem
prekurzor szerepét a fikobilinek szintézisében kudarcot
vallottak, vagy ellentmondd eredményekhez vezettek /Godnev,
1966, O?Carra, 1970/, A jeldlt hemet az alga sejtek csak
afizioldégids korulmények kézott veszik fel /Brown és munka-
tarsai, log81l/.
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A jelolésnek csak mintegy 20 %-a jelent meg a fikobilinek-
ben, A jeldletlen hem alga sejtekhez tortént adagolasa a
fikobilinek mennyiségét nem ndvelte,

Troxler és Lester /1967, 1968/ a bilinek jelolését
ALS segitségével végezték el. Az ALS a bilin kromoforba
és a protein részbe egyarént beépllt, Ezek a kisérletek
is megerdsitették azt a korébbi nézetet, hogy a bilinek
és a profirinek egyazon szintézis ut kUlonbdzd6 &dllomésai.

A hem fikobilin szintézisben betdltdtt szerepét alga
és novényi rendszerekben mind ez ideig nem tisztéztak, igy
az eml6s rendszerekben taldlt bilin szintézis uttdl eltérd
szintézis-mechanizmus nem zarhatdé ki. Csatorday és munka-
tarsai felvetik a Zn PROTO prekurzor szerepének lehet@sé-
get /198l/.

A bilinek az ¢él6 rendszerekben a klorofillekhez ha-
sonldan protein komplexeik forméjaban fordulnak eld., Ez
a tény tovébb bonyolitja a bilinek szintézisérél kiala-
kitott meglehetf6sen zavaros képet. Maig sem eldontdtt az
a kérdés, hogy a porfirinek a proteinhez kotve alakulnak-
e at fikobilinné, vagy az oxidacids lépés megelézi a
proteinhez vald kotédést.
Troxler és Bogorad /1966/ cyanidium caldarium muténsokbdl
szabad, proteinhez nem k&étott bilineket mutattak ki. Ez az
adat a proteint6l fluggetlen szintézis utat latszik alata-
masztani,
A fikobilin szintézis ut sok homdlyos eleme ellenére az
kétségkivil bizonyitast nyert, hogy a porfirin és a bilin

szintézis ut egyazon szintézis ut két szakasza.
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I.4. A fém-ionok hatésa a tetrapirrol alapvéazu termé-

szetes pigmentek szintézisére,

Az egyes fém-ionok a pigment szintézis enzimeire gya-
korolt hatésat az eléz8 fejezetben ismertettem,

A fém-ionok jelentfs szerepet toltenek be a ndvények anyag-
csere folyamatainak szabélyozaséban. A fém-ion hidny és tul-
adagolés egyarant nagy kérokat okoz a mezégazdasagban. Az
okozott noévényi megbetegedések egyik formédja a klordzis.

A klordzis a pigment szintézisben bekdvetkezett zavarokat
jelzi. Méar régdta foglalkoztatja a kutatdkat a fém-ionok
okozta ndvényi betegségek biokémiai hatterének felderitese.
Hewitt és Nocholas /1963/ 6sszefoglaldéjukban egységes magya-
rdzatot prodobdlnak adni a fém-ionok klorofill szintézisre
gyakorolt hatédsara. Bemutatjak a vas hiéany okozta kloro-
zisrdl koradbban megjelent elméleteket,

Az indukalt vas hidnyt olyan véaltozd vegyértéki katio-
nok okozhatjak, mely ionok negativabb redoxpotencialja ke-
pes a pigmentszintézis szaméara hasznosithatdé vas/II/-iono-
kat vas/III/~-ionokkd oxiddlni. Ez az elmélet tobb fém-ion
esetében kielégitd magyarézatot szolgaltatott az altaluk
okozott tinetekre. A legismertebb, vas hianyt okozd fém-
ionok koziUl a mangan szerepét hangsulyoztak ki a szerzdk.

Az elmélet dltalédnos érvényét tobb adat is megkérdd-
jelezi. Ezek koézul els8 helyen kell emliteni azt a tényt,
hogy a fém-ionok redoxpotencialja alapjén varhatd gatlés
mértéke sok esetben nem egyezett meg a valdsagos gatlas
nagysagaval. Az elmélet hidnyosségara mutat ré az a tény
is, hogy &llanddé vegyértékl fém-ionoknal is mutattak ki
gadtld hatédst, A cink és kadmium-ionokrdél ismert a klorofill
szintézisre gyakorolt gatld hatasuk.

Ezeknek az dlentmondésoknak a feloldéséra sziletett
az az elmélet, mely szerint a fém-ionok hatésat elsfsor-
ban azok komplexképz86dési tulajdonsédga, hajlama hatérozza

meg.
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A problémét a komplexképzfdés Osszetettsége jelenti. A
komplexképz8dési allanddra hatéssal van az ion oxidacids
dllapota, kUlonbd6z6 sztérikus faktorok, a kelator tulaj-
donséagai.

A fém-ionok hatésénak egységes értelmezését tovabb
neheziti az is, hogy az el8bbiekben ismertetett tényezd6kon
kivil tovabbi faktorokkal is kell szdmolni. Ilyen ténye-
z6k a novény kora, a tédptalajban és a ndvényben jelenlévé
egyéb ionok koncentréacidéja. Ezek alapjan megéllapithatjuk,
hogy a fém-ionok bonyolult, komplex hatést fejtenek ki a
pigment bioszintézisre., A hatéds mind ez ideig csak részben

ismert.

A vas~ionok hatésa a tetrapirrol bioszintézisre.

A vas-ionok az él6 organizmusok anyagcsere folyamataiban
jelent6s szerepet jatszanak. Jelent@sége vegyértékvaltozdsra
vald képességén, valamint kelat-komplex képzési hajlamén a-
lapszik.

A vas=-porfirint tartalmazd hem és citokromok a légzési
folyamato ¢és a fotoszintézis fontos alkotd elemei,

Vas~-ionok hidnyaban kiulénbdz6 hiany-betegségek lépnek
fel., Eml6s sejtekben kimutattdk, hogy a vas hiény gétolta
a mitokondrialis hem szintetédzt és a mikroszomélis hemoxi-
genaz aktivitédsat /Liem és munkatérsai, 1979/. Novények és
dllatok esetében is kimutathatd volt, hogy a vas hidny a
porfirinek szintéziséért felel6s enzimeket inaktivélja
/Padmanaban és mtsai, 1967/.

De Cianzio és mtsai /1979/ vas-hiédnyos és ele-~
gend Vvasat tartalmazd téptalajon nevelt szbjabab nové-
nyek klorofill tartalméat hasonlitottédk Ossze. A vas~-hié-
nyos koérnyezetben felnétt noévények klorofill tartalma ala-
csonyabb volt, mint a rendes koriulmények kozdtt nevelt no-

vényeké,



Vas-hidny kovetkeztében a Mg PROTO és a Mg PROTO mono-
metil észter novényekben felhalmozdédik /Spiller és mtsai,
1982/.

Stephan és Machold /1968, Machold és Stephan,l1969/,
is ugy talaltak, hogy a vas hiadny klorofill szint csdkkenést
okoz, Ennek okaként a porfirinek szintézisében bekdvetkezett
gatlast jelolték meg., A KOPRO-val bezardlag felhalmozddtak
a porfirin szintézis koztitermékei, E kisérleti adat alap-
jan a KOPRO-genazt egy vas-flugg6 enzimnek valdszinlsitet-
ték.

Az enzim vasflggését tamasztjak aléd Hsu és Muller
/1970/ dohanylevélb8l izolalt KOPRO-gendéz karakterizalé-
sa soran nyert adatai is.

Oquist /1971/ a vas~hiany Anacystis nidulansra gyako-
rolt hatédsat vizsgalta. Megéallapitotta, hogy az alga sei-
tek in vivo abszorpcids spektruméban a magasabb hullédmhossz-
nal elnyeld klorofill formék arénya csdkkent, az alacsonyabb
hullédmhossznédl elnyeld klorofillekhez képest.

A vas-ionok a szokasosnal magasabb koncentrécidban egy bi-
zonyos koncentrécid hatérig novelték a klorofill szintet
/Rosen és mtsai, 1978/, azt meghaladva klorotikus tineteket
okoztak., A klordzist vas indukélta mangén hidnynak tekin-
tették /Bergmann, 1979/.

A mangan-ionok hatésa a tetrapirrol bioszintézisre.

A mangan toxicités.

A mangan-ionok a novények anyagcseréjének oxidéacids és re-
dukcids szabélyozésdban vesznek részt,

Hidnyadban klorotikus tunetek jelennek meg a ndvény le-
velein, A mangéan-hiény a ndvények klorofill kivonatanak ala-
csony hémérsékleten felvett fluoreszcencia spektruméban no-
veli a kisebb hullémhosszndl elnyeld klorofill formdk aré-
nyat /Rozonova és mtsai, 1978/.
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A mangan tuladagoldsa miatt fellép6 ndévényi megbetegedés
mar régdta ismert., A jelenséget mangan toxicitasnak nevez-
ték el. A toxicitas tlUnetei: a fiatal leveleken megjelend
klordzis, az Oregebb leveleken barnéds elszinezdfdést figyel~
tek meg /Bergmann, 1979/.

A mangan toxicitéds mind a mai napig jelentds karokat
okozott és okoz a mez8gazdasag szaémara. A mangan~ionok gat-
lohelyének felderitésére tett széleskdrl kutatdmunka ellenére
a gatldhely ismeretlen és a toxicitas okanak mibenlétére egy-
séges magyarazat nem all rendelkezésre. Hewitt és Nicholas
/1963/ indukélt vas-hianyként kezelik a toxicitést, de meg-
gy6z6 bizonyiték nem allt a rendelkezésltkre.

Morghan és Freeman /1978/ megéallapitottak, hogy a vas
felvétel a jelenlévd mangan-ionok koncentréacidjatol flgg.

A mangan gatolja a vas~-ionok felvételét és ez forditva is
igaz. Vas komplexek adagolésaval a mangan toxicitas tline-
tei megszintethet6k. Morghan és Rabowicz /1979/ vas/II11/
etiléndiamin di/O~hidroxi fenil/acetét komplex segitségé~
vel hatédsosan ki tudta védeni a toxikus hatast. A vas-~-ionok

aranya a novényekben nétt, a mangan szint csokkent,

A kobalt-ionok gatld hatédsa a terapirrol bioszintézisre.

A kobalt tdobblet a vas és a mangén-ionok hidnya esetén jelent-
kez6 klordzishoz hasonld tuneteket okoz. Feltételezhetd,

hogy a kobalt, er6s kelatképz8 hajlama miatt, képes més
létfontossagu fém-ionokat kiszoritani az anyagcsere utak-

ban betéltdtt pozicidjukbdl /Bergmann, 1979/,

A kobalt-ionok gatoljadk a tetrapirrol szintézist. Hewitt
és Nicholas /1963/ a gatlédst a mangédn-ionok okozta gatlassal
azonos természetlnek tartottak. A gétléds helyét a klorofill
szintézis vas-fligg6 enzimeinél gondoltadk. Ezt a feltétele-
zést a késBbbi kisérleti adatok nem erésitették meg.

R. spheroidesben a kobalt-ionok gaétoltak a vas porfiri-
nek ALS~bfl torténd szintézisét /Lascelles, 1956/. Guzelian
és Bissel /1976/ kimutatték, hogy patkény méajsejtekben a
kobalt-ionok gétoljédk a hem és a P450 apoproteinjének Osz-

szekapcsolddasat.



II., ANYAG ES MODSZER

IT,1, Alga sejtkulturak tenyésztése

IT1,1,1, Anacystis nidulans /IU 625/

A sejtek Kratz és Myers /19585/ Medium C-jell tép-
oldataval dusitott agaron nevelkedett 3000 lux megvi-
lagitds mellett 20 °Ceon, A tapoldat O6sszetétele a ko-

vetkez6 volt:

g/1000 ml
MgSO, 7H,0 0,25
Ca/N03/2 4H20 0,025
KNO 1,0
Na-citrat 2H20 0,165
Fe,/SO,/; 9H,0 0,004
K HPO, 1,0
Mikroelemek A5 1 ml
A5 g/1000 ml
H_BO
H2BO3
B 2,86
MnCl2 4H20 |8
Zns0, 7H,0 0,222
NazMoO4 2H20 0,391
CuSO, 5H.0O 0,079

4 2

i - ' 2 :
A Co ionok hatésanak vizsgédlatakor a mikroelem oldat

0,49/1000 ml Co/NO3/2 6H20-t tartalmazott,

Gyorsan ndveked6 sejtkulturak eléallitédsadhoz a sej-

teket az agarrél steril koérulmények koézdtt lemostuk,
Medium C~ben szuszpendaltuk 38 ®C-on, 10000 1lux megvila-
gités mellett a levegd és CO2 95:5 aranyu keverékével
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buborékoltattuk egy 1,5 1 Grtartalmg 7 cm atmérdju
uvegcsdében,
Lassan noveked6 sejtkulturak elédallitédséhoz a

sejteket agarrél lemosva vagy gyorsan novekedd kulti-
rébsl kihigitva /10°- 10° sejt/ml/, 1 cm belsé &tmé-
réju Kimax csébe helyezve 3000 lux megvilagitds mellett
25 %C-on neveltiik tovébb, A cséveket steril vattaval

zartuk le,

IT,1,2, Cyanidium caldarium

A sejteket sotétben Allen /1959/ tépoldatban Troxler
s Bogorad /1966/ szerint médositva és 1 % sz6l6cukorral
kiegészitve neveltik, Az igy kapott tapoldat Osszetéte-

le a kovetkez6 volt:

g/1000 ml
8 42

CaCl2 2H20 0,14702
KH,PO,, 0,272
MgS0, 7H,0 0,2465
H2804 /1000 ml-re 1,4 ml cc H2804/ 10 ml
NH ,C1 0,5349
FeCl3 6H20 0,019
Na, EDTA 0,0266
Mikroelemek 3 ml
D-glukoz 10 g
Mikroelemek g/1000 ml
NaBVO4 14H20 ‘ 0,028
ZnCl2 0,034
Na,MoO, 2H,0 0,008

Co/NO,/,, 6H,0 0,016



g/1000 ml
Na,B,0., 10H,0 1,42
Cus0, 5H,0 0,024

A tépoldat pH értékét pH 3,2-re dllitottuk be.
Fényen torténd tovébbnevelésnél a sejteket centrifuga-~
lds, majd kétszeri mosas utén cukor nélkili friss tap-
oldatban szuszpendéltuk,

Fluoreszcencia szinképek felvételéhez a sejteket
1l cm bels6 atmérdju Kimax csOvekben neveltiuk steril ko-
rulmények kézott, Ily médon lehetségessé valt a sejt-
kultura fluoreszcencia szinképének gyakori felvételére,
A sejtek koncentrécidéja alacsony volt, /105- 106/ sejt/ml/
igy fluoreszcencia reabszorpcié nem jelentkezett,

Err8l higitési sorozat készitésével gy8z6dtink meg,

A kromatogréafiaval kapcsolatos vizsgalatok elveég-
zéséhez a sejteket 1,5 literes Uvegedényekben neveltlk,
Felhasznéléds el6tt kells mértékiu higitéds utén meggy6zd8d-
tink arrol, hogy spektréalis tulajdonsagok szempontjébodl
azonos az id8 fuggvényében felveend8 szinképekhez hasz-

nalt hig kultdrakkal,



IT,2, Vékonyréteg kromatografia

IT,2,1, Az A, nidulans sejtek feltdrédsa és a porfiri-

nek kinyerése

A sejteket kétszeri, bidesztillalt vizzel toértént
mosés €s 3000 g mellett 10 percig tartd centrifugéléas

utéan aceton: HZO:O,l M NH OH /9:2:1/ aranyu keveréke-

ben /5 ml/ szuszpendéltunﬁ és ultrahang segitségevel
feltértuk, A porfirineket a Rebeiz és mtsai /1975/ &l-
tal leirtak szerint extrahdéltuk, azaz a feltart sejte-
ket 39000 g-vel 10 percig centrifugaltuk, A feluluszodt
azonos térfogatu hexannal, majd ezt koévetben 1/3-nyi
térfogatu hexdnnal extrahéltuk, Az acetonos frakcidkat
peroxid-mentes dietil éterbe réztuk &t 1/17 térfogatnyi
telitett NaCl és 1/30 térfogatnyi 0,2 M KH2PO4 hozza-
adésa utéan, Az éteres extraktumokat Osszegyljtve, sétet-
ben nitrogén befuvas kozben, vékum segitségeével koncent-

raltuk,

IT1,2,2, Az A, nidulans sejtek altal kivalasztott KOPRO
kinverése

A koproporfirin az alga szuszpenzid 3000 g-vel tor-
ténd centrifugédlasa utan a fellluszdéban talalhatd, A
feliluszébdél egyszerl éteres kivonassal nem nyerhetd ki
teljes mennyiségben, Az extrahaldst az etil acetatos
médszerrel/Furhop és Smith,1975/végezt0k. A vizes szusz~-
penzibé pH értékét 3,2-re dllitottuk be tomény soésavval
és ezt kovette az etil acetdttal térténd tobbszori
extrahaléds, A kivonést mindaddig folytattuk, amig a vi-
zes faéazisban a koproporfirinre jellemz8 fluoreszcencia
még eészlelhet6 volt, Az etil acetédtos fézist a kromatog-

rafiat megeldzden nitrogén atmoszféra alatt beparoltuk,



IT.2.3. A GGB sejtek feltardsa e€s a porfirinek kinyerése.

A tapoldatba kivédlasztott porfirinek izoléléasa.

A sejtek PROTO és Zn-PROTO tartalmdt az A.nidulansnal
leirt mdédon nyertik ki,

Az acetonos kbzegben kivalt protein-KOPRO koplexet a
kovetkez8 mdédon izoldltuk: A protein koétdtt KOPRO-t pH2-n
savas hidrolizisnek vetettik aléd,majd a savas kozegb8l a
KOPRO~t ciklohexanonnal extrahaltuk ki /Furhop és Smith,
1975/.

A ciklohexanonos fazisbdl a porfirint 5 %-os HCl ol-~
datba vittuk &t. A hig savas oldatot beparoltuk. A bepar-
lds termékeként kapott KOPRO~t etilacetdatba oldottuk, és
az igy nyert mintat hasznaltuk a vékonyra2teg kromatogré.-
fids vizsgélathoz.

A sejtek adltal kivéadlasztott porfirineket szintén a
ciklohexanonos extrakcidval izolaltuk. A kinyert porfi-
rineket etilacetatba vettik fel. Az azonositédsuk a sejt-
b8l izoldalt porfirinekkel egyltt vékonyréteg kromatografia

segitségével tortént.

IT.2.4. Az A, nidulansbdél izolélt porfirinek vékonyréteg

kromatografiads vizsgalata.

A Mg-PROTO, Zn-PROTO és PROTO vékonyréteg kromatog-
rafia segitségével torténd elvélasztédsa a Rebeiz és Castel-
francdé /1971/ dltal leirtak szerint tortént szilika gép H
vékonyrétegen /Merck/. A futtatd kozeg benzol:etil, acetéat:
etanol /8:8:2/ aranyu keveréke volt. A porfirineket a meg-
feleld standardokkal /Porphyrin products/ vald dsszehason-
litds révén azonositottuk,

Az UV fénnyel tortént megvilégitéds hatéséra voros
fluoreszcenciaval rendelkez8 foltokat 2 ml-nyi metil al-
kohol :aceton /4:1/ arényu keverékéhez adtuk a laprdl tor-



tént lekaparads utén. Centrifugédléds utadn a fellluszdt

hasznaltuk a spektroszképiai meghatdarozasokhoz.

I1.2.5. A GGB sejtekb6l és a téapoldatbdl izoldlt porfirinek

véekonyréteg kromatografias vizsgalata.

A pigmenteket celluldéz lapon valasztottuk el /20x20
cm, Merck/. Troxler és Bogorad /1966/ &ltal hasznalt fut-
tatd kozeg a kovetkez6 volt:
2,6-lutidin:1.08N amménia: viz:1M EDTA /25:10.5:7:0.05/.

A mddositott kdzeg 2,4-lutidint és az altaluk eldirt
EDTA mennyiségének négyszeresét tartalmazta, mivel az elf§-

z6 szolvens a Zn porfirinek képzd6dését még nem gatolta meg.

IT.2.6. A KOPRO és URO kromatogréfids azonositasa.

A ciklohexanonos kivonast kévetden a mintat KOPRO,
URO és PROTO standardok /Porphyrin products/ mellett vé-
konyrétegen futtattuk. Futtatd kdzegként 2,4-lutidin:
HO : 1 M NH4OH 2:1:0.02 aranyu keverékét hasznaltuk, és
a futtatéast Merck celluldz vékonyréteg kromatogréfiags la-
pokon végeztik., Falk/1961l./ nyoman a szabad porfirineket
Rf ertékei és karboxil csoportjaik szama kozotti linearis

Osszefliggés segitségével azonositottuk. /1. abra/

R

f

08 URO 02
i KOPRO 045
0.6 PROTO 07

2 4 6 8'
COOH csoportok szama

1. &bra. A porfirin standardok /x/ és az izolalt porfirinek

/o/
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F\’]c értékeit a karboxil csoportok szaménak flggvényében

abrazolva.

IT1.3. A Zn-KOPRO és a Zn-URO standardok szintézise.

Az URO ¢s KOPRO standardokbdl etanolos oldatot ké-
szitettunk /lmg/ml/. 1 ml etanolos oldathoz 2 ml 1 M
ZnCl2 oldatot adtunk. Sdésavval a pH-t ugy allitottuk be,
hogy a ZnCl2 maradéktalanul felolddédjon. Mivel a tulzottan
savas pH a Zn kelédléast megakaddlyozza, ezért az elegy pH-
jat O,1NNaOH~-dal pH 5 kortli értékre dllitottuk. Az at-
alakulas megtorténtét fluoriméterrel ellenériztik /az ‘
585, ill. 580 nm-es savok megjelenése jelezte, hogy a
Zn URO-va és a Zn KOPRO-vé torténd adtalakuléds lejatszo-
dott/. A KOPRO és a Zn-KOPRO fluoreszcencia spektrumait

a masodik abra mutatja be,

ﬁel

550 600 650 700
nm

2. dbra. A KOPRO /l.spektrum/ és a Zn-KOPRO /2.spektrum/
fluoreszcencia spektruma., Gerjesztési hulléamhossz: 405 nm.



II.4. Gélszlrés

Az acetonban kicsapddott fehérje frakcidot 50 mM Tris
HCl1 /pH 7.5/ pufferbe vettik fel, A fehérjét Sephadex G 25~
0s oszlopra rétegeztik. Az oszlopot a 50 mM Tris HCl puffer-
rel mostuk. A kapott frakcidk fehérje tartalmat 280 nm-es
abszorpcidéjuk alapjan detektdltuk. A fehérje-KOPRO komplexet
fluoreszcenciaja alapjéan hatdroztuk meg.

Az oszlopot molekulasuly markerekkel kalibraltuk. Mar-

kerként inzulint,glukagont és oxitocint hasznaltunk,

I1I.5. Fluoreszcencia mérések

Fluoreszcencia és fluoreszcencia gerjesztési szinképek
felvételéhez Perkin Elmer tipusu /MPF-3, ill. MPF-44A/
spektrofluorimétert hasznéltunk. A gerjeszts6 és megfigyeld
oldalon a rések félérték sévszélessége egyarant 6 nm volt.
A szinképek felvételénél a gerjesztés iranyara merdleges
megfigyelést alkalmaztunk. A kromatografiés elvalasztas
soran nyert tetrapirrol szadrmazékok fluoreszcencia szin-
képeit 1 cm-es kvarc-kluvettéaban vettuk fel.

II.6. Abszorpcids szinképek felvétele

Az abszorpcids szinképeket Unicam SP 1800~as, Per-
kin Elmer 320-as, ill, Cary 1l8-as spektrofotométeren
vettuk fel. A méréseket 1 cm-es rétegvastagsag mellett
kvarcklivettéaban végeztik, az Unicam SP 1800-as készlilék
esetében a kézeli méréhelyzetben., Alga szuszpenzidk ese-
tében a Shibata és mtsai /1954/ &ltal bevezetett "opal
uveg" modszert alkalmaztuk a fényszdéréds kikiliszobolésé~

re,
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III. EREDMENYEK

1131.) . A Coz+és Mn2+-ionok altal okozott gatlés hatdhelvei

¢s hatéasmechanizmusuk a tetrapirrol bioszintézisben.

Co*gatlas

Nitrat éheztett Anacystis nidulans sejtek tépoldatahoz
Co/NOS/Z-ot adagolva az alga szuszpenzid fluoreszcencia
spektrumédban 410 nm-es gerjesztésnél 636 nm-nél egy olyan
emisszids sav jelenik meg, mely savot a kobalt nélkuli
médiumban regeneréltatott alga sejtek spektruma nem tar-
talmazza. A kobalt-ionok koncentracidjat noévelve a 636

nm-es sav relativ fluoreszcencia intenzitdsa né6tt /3. &ab-

ra/.

600 650 700
Alnm)

3. dbra. Anacystis nidulans regeneralédd sejtek szuszpenzid-
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janak fluoreszcencia spektruma kilonboz8 Coz+-ion kon~-
centraciodok esetén, a komplett tépoldatba tértént visz-
szahelyezést kovetd 24. dbraban. Az 1, 2, 3, névekvd
C02+—ion koncentracidt jeldl., Az abréan szerepld 1, 2,
3 szamozas 1x, 3x, 5xl,7xlO_“M Co/NO3/,x6H,0 koncentra-
cidnak felel meg, A gerjesztési hullédmhossz 410 nm volt,

A 636 nm-es savhoz rendelhetd porfirint vékonyré-
teg kromatografids azonosités, és spektralis tulajdon-
sagai alapjén PROTO IX-nek azonositottuk. A PROTO IX
felhalmozdédas egyltt jart a klorofill és fikobiliprotei-
nek szintézisének gatléasaval.

1,7x10—6M Co/NO3/2 koncentracid mellett a pigment
szintézis gatoltsdga csak részleges volt, a PROTO IX
tovabb alakulhatott klorofillé és fikocianinna. /4.
abra/.

re

550 600 650 700
nm

4, dbra. A,nidulans sejtszuszpenzidjanak fluoreszcencia
szinképei hat egymast kdvetd napon. A tépoldat

1,7x10-6M Co/NO,/,x6H,0~t tartalmazott. A fluoreszcencia
gerjesztési hulldmhossza 396 nm volt, hogy a 636 nm-es



o Bl e

PROTO IX sdav mellett egyidejlleg a fikocianin és allo-
fikocianin is megfigyelhetd legyen.

A 4, ébra alapjéan &bréazoltuk a PROTO IX /636 nm-
es sav/ és a fikocianin /660 nm-es sav/ relativ fluor-

eszcencia intenzitédsanak id6beni véaltozésat /5. éabra/.

AN
ll \\
' M
1 \\
fel | /’ %
PROTOPORFIRIN | “ x/
636 nm / /
!
/

FIKOCIANIN
660nm

1 2 3., 4 5 6
IDO (nap)

5, abra. A 4, ébra fluoreszcencia spektrumaiban a 636

nm-es /PROTO IX/ és a 660 nm-es /fikocianin/ sévok re-

lativ fluoreszcencia intenzitdsainak id6beni valtozasa.
Az 1,7x10"%Mo1/1 Co/NOL/,

sét adadolva a tapoldathoz az algék pigment rendszere

koncentracid tobbszoro-

nem regeneralddott. A klorofill és a fikocianin szin-
tézis teljes mértékben gétolt /6., 7. ébra/, a pigment
szintézis Jledllédsa az alga sejtek elhalédsédhoz vezetett,
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Y

6. abra. A. nidulans sejtszuszpenzid abszorpcids spektru-
manak 680 nm-nél /klorofill/ mért abszorpcids értékeinek
id6beni véltozédsa. A tapoldatban a Coz+—ionok koncentré-~
cidjét a regeneracid megkezdését kovetd 1ll, odraban
2,55xlO"5M-re noveltik. A szaggatott vonal a kobalt ke-
zelt minta klorofill savjédnak OD értékeinek véltozéasat
mutatja, mig a folytonos vonal a kontroll alga sejtszusz-

penzidban mérhetd értékeket.
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7. dbra. 630 nm-nél mérhetd fikocianin OD értékeinek
id6beni alakuldsat mutatja be a 6. &brénal mér bemu-

tatott korulmények kozott.



Mn2+gétlés

A komplett tapoldatban alkalmazott mangén-ion koncentré-
cidhoz képest megndovelt mangéan-ion koncentrédcidt adagolva az
alga tépoldathoz az alga szuszpenzid fluoreszcencia spektru=~
médban egy uj, 596 nm-es emisszids sav jelent meg. A veékony-
réteg kromatografids analizis és spektralis tulajdonsagai .
alapjéan a savhoz rendelhetd porfirint Mg PROTO-nak azono-
sitottuk.

Kilonboz6 mangén—ion koncentrécidkat adagolva az elézéleg
nitrat éheztetett alga szuszpenzidjdhoz megallapitottuk,
hogy a mangéan-ion koncentrécid novelése a Mg PROTO felhal-

mozddéds novekedését okozta., /8. abra/

550 600 650 700
nm

8. abra. A, nidulans sejtek fluoreszcencia szinképének
valtozéasa a Mn2+—ionok koncentracidjanak hatésara. Az
1-5-ig szémozott szinképek a komplett tépoldat

9x10'6M MnCl2 tartalmanak 1, 5, 10, 20, 40 szeresét jel-

290,



A Mg PROTO sav kialakulésa gyorsan torténik /9. ébra/.
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9, ébra. 40 szeres MnC12-t tartalmazd tapoldatban rege-
neralédd A, nidulans sejtek fluoreszcencia szinképében
megjelend 596 nm-es sav /Mg PROTO/ id6beni kialakulésa.

Anacystis szuszpenzidban a sejtek klorofill és fiko-
cianin tartalmanak arénya az utodbbi javara megvaltozik a
mangan kezelés hatasara. Novekszik a fikocianin tartalom,
és csOkken a klorofill koncentracid /10. &bra/.
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10, dbra. Nitrét éhezést kdvetden regeneralddd A, nidu-
lans sejtek fikocianin/klorofill arényanak véltozésa az
ALS koncentracid fluggvényében. 30 szoros /x-Xx-Xx/és egy-

2+ .
szeres /o-0-0/ Mn” ~ion koncentracid mellett.
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A regeneralddéds sordn a mangan-ionok csak a klorofill
szintézist géolték /11, &abra/.

FIKOCIANIN KLOROFILL-A

| |

I I i
400 500 = 600 700

11. &bra. A nitrét éhezést kovetlen regeneralddd A, nidulans
sejtek abszorpcids spektruma 13 dréval a komplett médium-

ba torténé visszahelyezés utan / - - - / és 2,7x10"4M
MnC12-t tartalmazd médiumban /——/ mindkét esetben a
tdpoldat 3x10"%M ALS-t tartalmazott,
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TET. 2. Fe3+ aktivalas

A tépoldat vas-ion koncentréacidjanak novelésével az
A, nidulans sejt pigement tartalma ndvekedett. A 12, &dbra’
kilonbéz6 vas koncentréacidju alga szuszpenzidk abszorpciods

spektrumét mutatja be,

750 800

gL

550 600 650
nm

12, &bra., Nitrat éheztetett A, nidulans sejtek szuszpenzi-
6jédnak abszorpcids spektruma 48 d6raval a komplett médium C-
be vald visszahelyezés utéan., Az 1, 2, és 3 gorbék 1, 5, és
10 szeres vas koncentrécidét tartalmazd médium C-ben noveke-
d6 alga szuszpenzidk spektrumai. A médium C az eldiras sze-
rint 7x10~%M Fe,/S0,/+
A vas koncentrécidjét novelve elsBsorban a 625 nm-nél

-t tartalmaz.

mérhetd fikobiliprotein elnyelése nétt meg, de a vas jelen-

léte a klorofillek szintézisére is kedvez8Ben hatott.
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Ez a felgyorsult pigment bioszintézis egyltt jart
az alga szuszpenzid fluoreszcencia spektruménak valtoza-

saval, egy uj 615 nm-es sav jelent meg /13. abra/.

ﬁel

25 é 75
[Fe (S0, )3x6H,01(7x107 M)

13, &bra. A 615 nm-es s&av relativ fluoreszcencia inten-
zitédsanak valtozésa a tédpoldat vas-ion koncentrécidja-
nak flggésében. A gerjesztés hulléamhossza 396 nm volt,

A sadvhoz tartozd porfirint vékonyréteg kromatogra-
fids azonosités és spektrédlis tulajdonsédgai alapjéan
KOPRO III-nak talédltuk. Az alga szuszpenzidt 5000 g-vel
centrifugéltuk és megédllapitottuk, hogy a KOPRO III-at
nem az alga sejtek, hanem a tépoldat tartalmazza. Az al-
ga a KOPRO III-at kivédlasztotta,

Az eukariota Cyanidium caldarium GGB muténsaval el-
végezve ezt a kisérletet hasonld eredményt kaptunk., No=-
velve a médium vas koncentrécidéjdt egyre nagyobb KOPRC
ITT kivélasztdédast mértink. /l4. abra/
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550 600 650
nm

14, &bra. A Cyanidium GGB muténsanak KOPRO III kivélasz-
tédsa a médium vas koncentracidjénak megnovekedésekor, Az
1-4 goérbék az eldirt /7x10 5M/ vas koncentrécidnal 1, 5,
10 és 20-szor tébb vas-iont tartalmazé médiumban néveke-
d6é alga szuszpenzidk fluoreszcencia spektrumait jeldlik.

Gerjesztési hullamhossz 396 nm,



A spektrumon léthatd 598 nm-es sav jelenti a KOPRO
ITI f6 fluoreszcencia séavjat. A pH nagymértékben befolyéa-
solja a porfirinek fluoreszcencia sévjainak megjelenési
helyét. A 15, &bra a savas és a lugos pH-n megjelen6
KOPRO III fluoreszcencia spektrumait mutatja be. Szerves
oldészerek hatédsdra is véltozik a sév megjelenési hullam-
hossza /acetonos kozegben 622 nm-nél jelenik meg az emisz-

szids sav/.

Frel

550 600 650 700
nm

15, &bra, A KOPRO III savas /pH 3, l.spektrum/ és lugos
/pH 8, 2., spektrum/ kozegben felvett fluoreszcencia spektru-

mai. Gerjesztési hullédmhossz: 396 nm.
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ITI.3., ALS hatésara torténd KOPRO IE}_E}yélasztédésa

GGB sejtekben,

S6tétben nevelkedd GGB sejtekhez ALS-t adagolva
szintén KOPRO III megjelenését észleltlik, A sejtek a
KOPRO III-at a tapoldatba valasztjak ki. A KOPRO III
felhalmozddads id6t6l fuggd folyamat, amit a 16. é&bra

mutat be.

w

ﬂd

550 600 650 700
nm

16. abra. A sotétben nevelkedd Cyanidium GGB muténs sejt-
jei &dltal a tapoldatba kivélasztott és abbdl ciklohexénos
médszerrel kivont KOPRO III fluoreszcencia spektruménak
id8beni véltozésa. A médium IO"ZM ALS koncentracidt tartal-

mazott., Az 1-5-ig szdmozott spektrumok az ALS kezelést ko~

vet$ 8, 14, 30, 58, és 82 odrakat jeloli.
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A fluoreszcencia spektrumokat aceton:metanol /4:1/ keve~
rékben vettuk fel, a gerjesztési hulléamhossz: 396 nm.

Amikor a KOPRO III kivélasztdédéds a tépoldatban eleér
egy kritikus koncentraciét a sejteken belil is megfigyel-
tik a KOPRO III megjelenését /17, &ébra/.

Frel

550 600 650 700

17. dbra, A Cyanidium GGB muténs sejtjeinek fluoreszcencia

2M ALS koncentracidt tartalmazd tap-

spektrumai. A 72 d4ré&ig 10~
oldatban nevelkedett /- - -/ és a kezeletlen alga sejtek
/———/ fluoreszcencia spektrumai.

A 636 nm-es savhoz a PROTO IX a 622 nm-es savhoz a
protein koétott KOPRO III tartozik. A sejteket - friss
médiumba felszuszpendaltuk és a spektrumokat errdl a szusz-

penzidrél vettik fel. Gerjesztési hullémhossz: 396 nm.



Ekkor a sejtek mér nemcsak KOPRO III-at vélasztanak ki,
hanem a tépoldatban az URO III is megjelenik.

A sejten bellli KOPRO III-at egy alacsony molekula-
sulyu fehérjéhez kotve talaltuk., A fehérje molekulasulyat
gélszlrés segitségével meghatdroztuk és azt 4 kD-nak ta-
laltuk.
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TV, DISZKUSSZIO

A fém-ionok pigment szintézisre gyakorolt hatésanak ta-
nulmanyozédsa mar régdta a ndvényi biokémia kutatédsainak
kézéppontjédban 4ll, Ezt els8sorban a fém-ionok okozta
hidnybetegségek és az &ltaluk kivadltott toxicitds miatt
fellép8 novényi karosodasok indokoljak. A megjelend,
klorotikus tlUnetekkel egyluttjard megbetegedések jelentss
kérokat okoznak a mez8gazdaségban.

A kobalt-ionok tetrapirrol bioszintézisre gyakorolt
gadtldsa mar régdta ismert jelenség. R.spheroidesben a
kobalt-ionok a hem szintézisét gatoltak /Lascelles, 1956/.
Guzelian és Bissel /1976/ patkany majsejtekkel végzett
kisérleteikben kimutattak, hogy a kobalt-ionok gatoljak a
hem és a P450 apoproteinjének Osszekapcsoldédasat., Hewitt
¢s Nicholas /1963/ a kobalt-ionoknak a klorofill szinté-
zisre gyakorolt gatlésanak magyarézatat a kobalt-ionok
valtozd vegyértékébbl eredd oxidald hatasadban és erds
komplexképz6 hajlaméaban keresték.

Sajat kisérleteinkben ugy taléltuk, hogy a kobalt-ionok
az A.nidulansban meglévé mindkét tetrapirrol szintézis
utat gatoljak, A 6. és 7. dbran bemutatott kisérleti e-
redmények alapjéan megédllapitottuk, hogy a kobalt a kloro-
fillhez és a nyilt-léncu tetrapirrolokhoz vezetd szinté-
zis utakat egyarant gatolja. A fluoreszcencia spektrum-
ban megjelend 636 nm-es emisszids sav, mely a PROTO IX
felhalmozddast jelzi a kobalt gatlas kovetkezménye.,

A kobalt-ionok a hem szintézist, vagy a hem és az apo-
protein koézdtti kapcsolddast gatoljak, megakadalyozva
ezzel egyfel6l a fikobilinek, mésfeldl a fikobilipro-
teinek szintézisét, A klorofill szintézist a Mg PROTO
kialakuldséanak megakadélyozésaval gatolja. A gatlés
mechanizmusédnak e magyarédzatédt az témasztja ala, hogy a
kobalt a porfirinekkel stabilabb komplexet képez, mint

a vas, vagy a magnézium-ionok. A magyarazatot a CoPROTO

kimutatésa bizonyitand be egyértelmien, A kimutatas tech-

nikai nehézségek miatt nem tortént még meg.
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Az 1.7x10"%Mm Co/NO,/,
klorofill és fikocianin szintézist csak részlegesen gatol-

~ot tartalmazd tédpoldatban a

ta., Ez a kobalt-ion koncentrdécid a PROTO IX tovabb alaku-
lésat még megengedte, de nagy mértékben lelassitotta a
szintézis sebességét, igy lehetfség nyilt a PROTO IX-et
kovetd szintézis lépések tanulmédnyozésara. A 4. és 5. &b-
ran bemutatott kisérletek bizonyitékot szolgaltattak ar-
ra, az eddig elsf6sorban szerkezeti megfontolédsok és né-
hény izotop jeldléses kisérlet alapjéan feltételezett, de
in vivo, egy rendszeren belll még nem igazolt elképzelés-
re, hogy a PROTO IX a fikobilinek és klorofillek kozds
prekurzora.

Hewitt és Nicholas /1963/ a mangén és kobalt gatlas
hatdhelyét és a két gatlads hatésmechanizmuséat azonosnak
tételezik fel,

A. nidulans sejtszuszpenzodéval végzett kisérleteink-
ben kimutattuk, hogy a mangén-ionok a klorofill szinté-
zist gatoljdk. A klorofill szint csdkkenésével egyideji-~
leg a Mg PROTO felhalmozddésa volt megfigyelhetd. A man-
gan-ionok tehat a Mg PROTO uténi enzimatikus szintézis lé~
pést gatoljak, igy semmiképpen sem tarthatd az az elképze-
lés, mely szerint a mangén és kobalt-ionok azonos helyen
¢s mdédon gatoljadk a tetrapirrol szintézist. A Mg PROTO fel~
halmozddéds nétt a mangén-ion koncentraéacid novelésével /8.
abra/.

Hewitt és Nicholas /1963/ és a kés6bbiek soran tdébb
szerz6 is a mangan toxicitaéast indukélt vas-hidnynak gya-
nitotta,

Spiller és munkatdrsai /1982/ a Mg PROTO-t tovabb-
alakitd enzimet vas-flgg6nek talaltéak. A mangaén-ionok
az A.nidulans tetrapirrol szintézisében is ennél a hely-
nél gatolnak, A két adat alapjéan a mangén hatéast indukalt
vas~-hianynak tartjuk, megerdsitve ezzel a korabbi szerzdk
feltételezését,

Feltételezhetd volt, hogy a fikocianin felé vezet§
szintézis ut zavartalanul folyik., Regenerdltatésos ki-
sérleteink ezt igazolték.
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A nyilt-~lédncu tetrapirrolok szintézisét a mangan-ionok

nem gatoljak /10, és 1ll, &bra/. Ha ALS-t adagoltunk az
alga sejtszuszpenzidhoz akkor a mangan-kezelt algédkban
csak a fikocianin tartalom novekedett, mig a klorofill
tartalom fikocianinhoz viszonyitott értéke csdkkent

/10. dbra/. A 1ll. &bréan bemutatott kisérlet kozvetlenil
mutatja a klorofill szintézis gétoltsdgét, illetve azt

is, hogy a fokocianin szintézis zavartalanul folyik és a
hozzéadott ALS miatt a kontroll sejtszuszpenzidhoz képest
a fikocianin tartalom né a klorofill rovaséara.

A kobalt és mangan-ionok okozta gédtlés segitségével bizo-
nyithattuk azt a bioszintézis sémédt, mely szerint a kloro-
fillek és nyilt-léncu tetrapirrolok szintézise a porfirin
vaz felépitéséig kozoOs szintézis uton toérténik., Megerfsi-
tettlik, hogy a PROTO IX az a porfirinszéarmazék, melynél

a két szintézis ut elvdlik egymastdl és parhuzamosan halad
tovabb a fikocianin és a klorofill felé. Kisérletes bizo~-
nyitékot szolgéltattunk arra, hogy a mangan toxicitas indu-
kédlt vas~hidnyt okoz és megéllapitottuk a mangan és kobalt
gatlés eltérd jellegét.

Legkilonb6z6bb organizmusok sejtjei képesek porfiri-
neket kivélasztani. A kivalasztds okénak és mechanizmusénak
felderitésére széleskdri kutatdmunka folyik /Vos és Koenan,
1970, Demain és White, 1971, Viljoen és munkatarsai, 1975,
Mezey és munkatérsai, 1971/. Az ALS adagolas hatéséra be-
kévetkez6 porfirin kivélasztddas is ismert folyamat /Carell
és Khan, 1964, Troxler és Bogorad, 1966, Rebeiz és munkatéar-
sai, 1970, Lascelles, 1978/. A kivélasztott porfirin a ki-
sérletek nagy részében az URO III és a KOPRO III voltak.
Nicholas és Rimington 1951-ben publikélt kozleményében
tobb, a hem szintézis gétoltsdga koévetkezményeként jelent-
kez6 megbetegedésnél mutattak ki porfirin felhalmozddést
€s kivalasztddast, A leggyakoribb tinet a KOPRO III ki-
vélasztédéds volt, Mindezek a megfigyelések mér sejtették,
hogy a KOPRO III-nak, mint tetrapirrol bioszintézis korai,
de mar kialakult porfirin gylrivel rendelkez8 intermedier-

jének regulédld szerepe van a szintézisben,
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A KOPRO III kitlntetett szerepét témasztja aléd az a tény

is, hogy a tetrapirrolok kozil a legnagyobb a viz oldékonyséa-
ga /Gough, 1972/, A felsorolt kisérletek mindegyikében a
KOPRO felhalmozddéds és kivédlasztddaés oka a tetrapirrol bio-
szintézis valamelyik lépésében bekdvetkezett gatlas volt.

Vas-hidny hatédsdra is KOPRO III kivélasztéas torténik,
ezeért tartjak a KOPRO-gendzt vas-fliggl enzimnek, Hsu és
Miller /1970/ a KOPRO-genazrdl kdézvetlenll kimutattak,
hogy vassal aktivélhatd,

A vas hatdhelye illetve hatdhelyeird6l napjainkban is
vita folyik, Mas szerzék a Mg PROTO-t kovetd enzimatikus
lépésr6l mutattédk ki, a vas-flggést /Chereskin és Castel-
franco, 1982, Jones, 1963/. A porfirin szintézis legkriti-
kusabb, sebesség meghatérozd enzimér6l az ALS szintetazrol
is kimutattédk, hogy a vas-ionok tobbféle mdédon is hatnak ra.
A vas-ionok a PROTO-ba éplilve egy "feed back" negativ vissza-
csatoldsos mechanizmuson keresztll gatoljék az ALS szintetdéz
enzim mikoédését, Ez a gédtlés eml8s rendszerekben bizonyitott
tény, az algak és magasabb rendl novényekben még nem mutat-
tak ki hasonld géatlast, de feltételezik jelenlétét. A vas-
ionok kdézvetlenul is hatnak az ALS szintetazra. Csirke sej-
tekb6l izolalt ALS szintetdz aktivitédsat a vas-ionok 12 %-
kal novelték, lO'6M vas~ion koncentréacid mellett,

Megvizsgaltuk a vas-ionoknak a Cyanidium caldarium vo&-
rés, és az A, nidulans kék-z6ld algédra gyakorolt hatasat,
Mindkét esetben a vas-ionok aktivéld hatdsat mutattuk ki.

Az A, nidulans sejtek a megndvelt van-ion koncentra-
cidra a fikocianin novelésével valaszoltak. /12, dbra/

A nagy vas~ion koncentrécid eredményeként mindkét algafaj
KOPRO TIII-at valasztott ki a médiumba /13. és 1l4. &abra/.
A jelenség okanak azt tartjuk, hogy a felgyorsult tetra-
pirrol bioszintézist nem kdveti a protein szintézis se-

bességének felgyorsulédsa. A klorofillnek és a fikocianin
szintéziséhez szikséges proteinek hiadnya igy gétld folya-

matként jelentkezik a pigment szintézisben,
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A KOPRO III kivélasztéassal az alga sejtek a PROTO
IX felhalmozddésa ellen védekeznek, A PROTO IX autofoto-
oxidacidt szenzitizal. A nagy PROTO IX koncentréacid az
algak pusztulédsédhoz vezethet. Ezt akadélyozza meg a
KOPRO III kivédlasztddés amit a KOPRO viszonylagos jo old-
hatéséga is eldésegit.

A C. caldarium GGB muténsaval megismételtuk Troxler
¢s Bogorad /1966/ kisérletét. A kisérletben a szerzdk a
sb6tétben nevelhet6 alga sejtekhez ALS~-t adagoltak és 7
kilonbo6z6 porfirin megjelenését figyelték meg a médium-~
ban., Sotétben a pigment szintézis egyes lépései gatol-
tak, ez eredményezi a porfirinek felhalmozdédéasat és ki-
valasztddasat.,

A porfirinek kozul hérom azonositédsat végezték el,
mig a fennmaradd 4 porfirint vékonyréteg kromatogréafids
adataik alapjén a porfirin szintézis URO-t6l PROTO-ig
tartd dekarboxilez@dési lépéseinek kdzti termékeinek
feltételezték, Megallapitotték, hogy a kivalasztott
porfirinek kozul a KOPRO III fordul eld legnagyobb meny-
nyiségben. A KOPRO III kivélasztdédast kisérletink is
megerfsitette, Az id8ben kdvetve a kivélasztdédaés folya-
matat a KOPRO III megjelenését detektédltuk eldszor /16.
abra/. Ezt a KOPRO III sejtben torténd megjelenése ko-
vette., A KOPRO-nak sejtben vald felhalmozddasaval egy~-
id6ben észleltik az URO III megjelenését a médiumban.

A GGB sejteket és a médiumot kildn vizsgalva megéllapi-
tottuk, hogy a sejtek a kisérlet kezdetén PROTO IX-et és
Zn PROTO IX~-et tartalmaznak, ezek mellett a KOPRO III az
ALS adagolas hatédséara jelenik meg a sejtekben. A médium
KOPRO III-at és az ALS kezelés megkezdését kovetd 52, odra-
tél URO III-at tartalmazott,

A médiumban sem PROTO IX-et, sem a dekarboxilezddé-
si folyamat koézti termékeit nem mutattuk ki, Ha a médium~-
bél ciklohexanonos eljérassal izolélt porfirinek vékony-
réteg kromatografids analizisét az idézett cikkben /Trox-
ler és Bogorad, 1966/ leirt futtatd kodzegben végeztik az
URO-n és KOPRO~n kivil més fluoreszkald anyagokat is meg-

figyeltink.
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A futtatd kozeget tobb napi &lléds utén hasznélva a
KOPRO~ra és URO-ra jellemz8 kromatogréfias savok eltiné-
sét tapasztaltuk. A helyettuk megjelend uj savokat az
URO és a KOPRO megfeleld Zn komplexalt szarmazékainak
azonositottuk.

Az azonositast a megfelel6 porfirin standard Zn ke-
lédlésaval és a Zn porfirinek Rf és spektralis értékeinek
meghatédrozédsa alapjén tortént., Megaéllapitottuk, hogy a
minta atalakulésa a vékonyréteg kromatograéafisds vizsgalat
alatt tortént., A futtatd szerben 1lévd lutidin, bézikus tu-
lajdonsédga miatt a Zn-ionok kelélddasat katalizalta.

EDTA adagolésaval a komplexképzédést akadéalyozni le-
het, Az alkalmazott EDTA koncentrécid a Zn keléatok képzé-
dését csak részben gétolta. Troxler és Bogorad &ltal ta-
lélt szédmos fluoreszkald vegyllet megjelenése ezzel a mi-
termékként felhalmozdédott Zn porfirinek képzddésével ma-
gyarazhatdé. Az irodalomban kézdlt EDTA koncentracid négy-
szeresét alkalmazva a Zn porfirinek képzddését teljes mér-
tékben gatolni tudtuk.

A sejtekben felhalmozddott KOPRO III-at kodzelebbrdl
megvizsgalva /17, &bra/ kimutattuk, hogy az a sejtekben egy
proteinhez kdtve talalhatd. A sejtekb6l a szabad KOPRO-t
csak savas hidrolizis utén végzett ciklohexanonos extrak-
cidval lehetett izoldlni., A proteinhez koététt tetrapirrol
acetonos kezelés hatésara kicsapddott, mig a szabad KOPRO-
t az aceton jdl oldja.

Ez a tény a protein KOPRO kotés kovalens jellegére utal.
A KOPRO kivélasztdédésrdl kimutattédk, hogy energia igényes
folyamat. NaF-al és 2,4-dinitrofenollal a kivédlasztés ga-
tolhatdé /Viljoen és mtsai, 1975/. Nyul vér sejtekben a
KOPRO~t egy fehérjéhez, a homopexinhez kotve talaltak
/Morgan és mtsai, 1975/. A hemopexin egy 57kD-os szalli-
td fehérje. Az alga sejtekb8l izolédlhatd protein komples
molekulasulyat gélszliréssel meghatéroztuk és azt 4kD-nek
talaltuk.,
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Az irodalmi adatok és sajét eredményeink egybevetése alap-
jéan ugy gondoljuk, hogy a KOPRO III-nak a tetrapirrol bio-
szintézisben reguldld szerepe van. A KOPRO-ig tartd szin-
tézis ut aktivalddésa esetén, mint levezetd csatorna mi-
kodik megakadélyozva a KOPRO uténi intermedierek felhal-
mozodasat, Az esetleges felhalmozddéds a késBbbi szintézis
lépésekhez sziukséges fehérjék szintézisének lassusaga mi-
att kovetkezhet be, Az intermedierek felhalmozdédasa ko-
zUl a PROTO IX felhalmozdédéds jelent kiUlondsen nagy veszélyt
az alga sejtekre nézve. A PROTO IX rendkivul fényérzékeny,
bomlésa soréan szabad gyokok képz8dnek, melyek az alga sej-
teket el is pusztithatjak.

A KOPRO utédni szintézis 1lépések gatoltséga esetén
is megfigyelheté KOPRO kivalasztddés, ami szintén egy vé-
dekez6 mechanizmusnak foghatd fel. Az alga igy is a PROTO
IX nagyobb mértékl felhalmozddésa ellen védekezik azzal,
hogy a PROTO~t megel6z§ szintézis termékét a "reakcid tér-
bél" eltavolitja. Ugy gondoljuk, hogy a kotdtt proteinnek
szallitd funkcidja van és a KOPRO proteinhez kotve jut ki

a sejt felszinére,
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Kimutattuk, hogy a kobalt-ionok a tetrapirrol szin-
tézist a PROTO IX-et kovetd lépésénél gatoljak. A
gatléds a nyilt-ldncu és a gylurus tetrapirrolokra
egyarant hat. A klorofill és a fikocianin szintézis
leall és ez az algék pusztulésahoz vezet,
Alacsony kobalt koncentréacidénal a szintézis nem 4&all
le, csak jelentd8s mértékben lelassul, Ezek a kordl-
mények lehetfséget biztositottak a PROTO IX fikocianin-
na és klorofillé alakulédsénak egy rendszeren belili,
kézvetlen, in vivo tanulmédnyozésara. A kisérleti ada-
tok alapjan megéllapitottuk, hogy a PROTO IX a pig-
ment szintézis elégazasi pontja.
A mangan-~ionok gatlédsanak kdvetkezményeként a Mg
PROTO felhalmozdédésat észleltik az alga szuszpenzid-
ban. A hatdhely megegyezik egy vasflgg8 enzimatikus
lépéssel. A mangédn-ionok indukdalt vas-hianyt okoztak.
A mangan toxicitésrdl megallapitottuk, hogy annak oka
az indukélt vas~hiédny miatt bekovetkez8 klorofill szin-
tézis gatlas.
A fikobiliproteinek szintézise mangédn-ionok jelenlété-
ben zavartalanul folyik. A mangéan-ionok hatésara csak
a klorofill szintézis gatldédik. Ez is azt bizonyitja,
hogy a pigment szintézis a fikocianin és a klorofill
felé vezetd utja parhuzamosan halad. A kobalt gatlés-
nal kapott eredménnyel Osszevetve a mangdn-ionok okoz-
ta pigment szintézis gatlédst, bizonyitottnak latjuk,
hogy a pigment szintézis lehetséges utjai a PROTO IX-
ig egyltt haladnak, Az eldgazési pont utéan egyméstdl
fliggetlentul haladnak tovabb,
Vas-ionok hatéséara a tetrapirrol szintézis aktivéald~
dik, A sejtek klorofill és fikocianin tartalma ndve-
kedik., A pigment szintézis felgyorsuldsét KOPRO ki~

valasztddas kiséri.
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S6tétben nevelkedett algakban az ALS adagoléas KOPRO
kivalasztddast indukalt, A KOPRO kivédlasztddast a meédium-
ban jelenlév8 KOPRO koncentréacidjénak idébeni ndvekedé-
se jelezte, Egy adott koncentracid elérése utan KOPRO
megjelenését detektdltuk a sejten belil is és ezzel egy~-
id6ben a tdpoldatban URO jelenlétét mutattuk ki.
Egyaktivécids hatéds eredményeként ugyanazt a porfirin
szarmazékot védlasztotta ki az alga, mint a sotét okozta
gatlas esetében., Ez alapjén a KOPRO III-nak a pigment
bioszintézisben betdltott szabdlyozd szerepet tulajdo-
nitunk.

A KOPRO-t a sejteken belll egy 4kD-s proteinhez kotve
talaltuk. A protein a KOPRO szdllitéséban és tultermelés

esetén médiumba vald kivédlasztddésaban jétszhat szerepet.

A disszertacid anyagat a kovetkez8 dolgozatok tartalmazzék:

1.

Csatorday K,, Gombos Z., és Szalontai B, Mn"Tand Co™
Toxicity in Chlorophyll Bisynthesis Proc,Natl.,Acad.Sci.
USA kozlésre benyujtva

Gombos Z,, és Csatorday K, Coproporphyrin mediated regu-
lation of tetrapyrrole biosynthesis Biochemistry kozlés~

re benyujtva

Csatorday K,, és Gombos Z, /1982/ Tetrapirrol bioszinté-
zis kék algéban in vivo Lumineszcencia konferencia Békés-

csaba.
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