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BEVEZETÉS

A hidroxilázok fontos szerepet töltenek be az 

anyagcserében» Mind a káta—, mind pedig az anáboliz- 

mus során keletkeznek hidroxilált intermedierek. 

Hosszú ideig csak a citokrom-oxidázt tekintették 

olyan enzimnek, amely a levegő oxigénjével képes re­
agálni, napjainkban azonban már enzimek egész sora 

vált ismertté, amelyek lehetővé teszik az oxigén ak­
tiválását és annak egyik vagy mindkét atomjának 

szubsztrátba való beépülését. A növényi anyagcseré­
ben a hidroxilált termékek, hidroxi-aromás vegyüle- 

tek nagyon lényegesek, mert ezek az aromás interme­
dier anyagcserének egy-egy láncszemét képezhetik, 

vagy az alkaloid-szintézis intermedierei.
Ugyanakkor a fenőIvegyületek sokoldalú szerepet 

töltenek be a növények betegségekkel szembeni ellen­
állóképességének kialakulásában, a herbicidek hatás­
módjában. Számos esetben a fenőIvegyületek jelenlété­
vel magyarázható a növéry ek bizonyos betegségekkel 
szembeni rezisztenciája. Pl. parazita szervezetek je­
lenlétében megváltozik a növény fenol metabolizmusa.

Ismerve a növényi hidroxilázok és a hidroxilált 

intermedierek sokoldalú szerepét, kísérleteink céljá-
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ul a növényi aromás hidroxilázok tulajdonságainak 

vizsgálatát tűztük ki. Először megvizsgáltuk külön­
böző növényi részek hidroxiláló képességét, majd rész­
letesebben az antranilsav in vitro anyagcseréjét ta­
nulmányoztuk babnövényből készült homogenizátumok- 

kal. A hidroxilálás során keletkezett termékeket mi­
nőségi és mennyiségi analizisnek vetettük alá. A hid­
roxilázok hatásmechanizmusának tisztázására gátló és 

aktiváló anyagokat alkalmaztunk.
Elvégeztük az enzim ammoniumszulfáttal való frak- 

cionálását és Sephadex G 150 gélen a tisztítását, vagy 

komponenseire bontását.



- 3 -

IRODAIMI ISMERTETÉS

A biológiai oxidáció folyamatát bárom különböző 

úton lehet felirni /1/: 

a/ elektron leadás
■» Fe5+

b/ hidrogén leadás

2+Fe + e

0
* CH^- 0^HCH^-0H2-0H ----

с/ oxigén addició 

0 ♦ 02

+ H2

oo2
Ezekben a folyamatokban részt vevő enzimek szintén há­
rom csoportba sorolhatók /2/:

1. dehidrogenázok,
2. oxidázok,
3« oxigenázok.

Az első csoport enzimei nem lépnek közvetlenül reakció­
ba az oxigénnel, hanem más hidrogénhordozókon keresztül 
működnek, amelynek utolsó tagja lehet az oxigén. A má­
sodik csoportba sorolható enzimekre jellemző, hogy a 

molekuláris oxigént közvetlenül használják, mint elekt- 

ronakceptort. Reakciómechanizmusuk a következőképpen 

irhátó fel /3/:
02 + 2e

+ 2H+* °r H2°2
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vagy
+4H+

* 2 О2"+ 4e°2 2H20

Ezekben a reakciókban a szübszbrát hidrogént vészit, 

amit az oxigén mint akceptor vesz fel és igy vizzé 

vagy I^Og-vé redukálódik.

Az oxigenázok közös jellemzője, hogy oxigént épi- 

tenek be a szubsztrátba. Két alcsoportjukat különböz­
tetjük meg aszerint, hogy a molekuláris oxigén egyik, 

vagy mindkét atomját beépitik-e a szubsztrátba. így 

vannak:
monooxigenázok,
dioxigenázok.

Számos szerző ezt a felosztást követi /Hayaishi 1969» 

Altman 1972/, de ugyanakkor Karlson könyvében külön 

önálló csoportként emliti az oxigenázokat /dioxigená­
zok/ és hidroxilázokat /monooxigenázok, kevert funkció­
jú oxigenázok/. Az oxigenázok által katalizált reakciók 

az alábbi általános egyenlettel jellemezhetők:
A + 02

A hidroxilázoké viszont:

AH + DH2 + 02 —

ahol A és AH szubsztrát-molekulát jelent, а Ш2 pedig 

hidrogén-donort. Hidroxilázok tehát a levegő oxigénjé­
nek egyik atomját épitik be a szubsztrátba, mig a másik

4 A02

» AOH + D + H20
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vizzé redukálódik. Működésükhöz redukált koenzimre 

van. szükség, ami NADH + H+, NADEH + H+ vagy p tér in- 

származék lehet. Főleg mikroszómákban található en­
zimek, nehezen tisztithatók és nagyon labilisak.

A hidroxilálás többféle mechanizmus szerint me­
het végbe. Hunt és munkatársai /4/ a következő lehe­
tőségekről tesznek emlitést munkájukban az oxigénfor­
rás különbözősége alapján

1. Az oxigén hidrogénperoxidhól származik:

Y04ÍT + HjO* HA

aromás
kettőskötés fenoldihidrodiol

2. Molekuláris oxigén felhasználása esetén:

/H /O-OH \ /0H
*

^4
C + o,

H *■ C + HX0
Ц

aliciklikus 
hidr oxi-s zárma zék

aliciklikus
vegyület hidroperoxid

3>. Viz az oxigénforrás:

OH
+ H*.°

HH

dihidromono- 
hidroxi-vegyüle t

aromás
kettőskötés fenol
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Ez utóbbi esetben egy hidratálás és azt követő dehid-
rogénezés történik, mint a (b -oxidációnál*

A hidroxilálás különböző tipusait a hidroxilált
anyag természete szerint is csoportosithatjuk. Ezekre
a következő példákat adjuk meg:
1. Alifás vegyületek hidroxilálása

CHo-0H 
I 2

♦ OH - NH0 I 2
co2h
szerin

Pl.: CHX I 5
OH - NH0 
I 2 
002H
alanin

Ferroaszkorbáttal történő hidroxilálás esetén ta­
pasztalták a fenti átalakulást /5*6/. Frommer és 

Volker /7/ májmikroszórnák alifás hidroxiláló képes­
ségét vizsgálva megállapította, hogy az alifás szén- 

hidrogének a megfelelő alkohollá alakultak és hogy 

a hidroxilálás mind a primér, mind pedig a szekun­
dér szénatomon megtörtént, de előnyben részesült a 

szekundér ill. tercier szénatomon történő hidroxi­
lálás.

Hasonló átalakulások figyelhetők meg a zsírsa­
vak c/o-oxidációjánál is.

2. Oxo-enol tautomér hidroxilálása

0

*
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Ez a reakció szintén viz-addició. Itt az öszt- 

ösztriol átalakulást említhetjük meg 

példaként, bár ebben az esetben egy ciklopentanon
-----> ciklopentándiol átalakulás megy végbe. Ez
részben emlős állatok májában, részben pedig a pla- 

centában történik.

rádiói

3* Aliciklusos vegyületek hidroxilálása
pl.

■>

dezoxikolsav kolsav
/3«C, 7o<, 12oU trihi droxi- 

kolánsav/
/3»<, 12°<-dihidroxi- 

kolánsav/

Ferroaszkorbátos modellrendszerben Írták le ezt az 

átalakulást, de májban is lejátszódik, sőt ismertek 

a sugárhatásra bekövetkező 0 es hidroxilálások isT
/8/.
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4. Telitett ciklikus alkoholok diollá történő átala­

kulása

Ilyen tipusú átalakulások az epesav-anyagcseré- 

ben szerepelnek.

5. Aromás vegyületek hidroxilálása

Állati szövetekben, főleg az agyban jól ismert 

a triptofán-hidroxiláz, az alábbi reakciókat kata­
lizálja /9/ 

triptofán 

triptamin 

indolecetsav

-» 5-hidroxi triptofán 

* 5-hidroxi triptamin 

5-hidroxiindolecetsav

Booth /10/ vizsgálatai arra mutatnak rá, hogy 

májmikroszómákból izolálható enzimrendszer többfé­
le aromás szubsztrát hidroxilálására képes.
Pl. benzol 

naftalin
fenol
<*-naftol
o-aminofenol

anilin
p-aminofenol 

^ p-acetamidofenol 
2-amino-6-naf to1

acetanilid

2-naftilamin
2-amino-l-naftо1
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6. Fenolok hidroxilálása

Dagley /11/ Aerococcusokkal vizsgálta a kinu- 

rénsav lebomlását és a következő átalakulást ta­
pasztalta:

мной + и* H,0 
——J

Ог H

epoxid
intermedierkinurénsav

NRD* * согн

vicinális
glikol

7,8-dihidroxi- 
kinurénsav

Újabban sokat foglalkoznak a bőr karcinogén po- 

liciklusos aromások epoxid-képződésével és tovább- 

alakulásával /12/, valamint a szkvalén-epoxid szte- 

rán bioszintézisben játszott szerepével /13/.
Az eddigiekből látható, hogy a hidroxilálás 

mechanizmusa és csoportositása többféle lehet, és 

hogy a hidroxilázok közül az intermedier anyagcse­
rében szereplő hidroxilázok nagy csoportot képvisel­
nek. Éppen ezért részletesebben csak az aromás hid- 

roxilázokkal foglalkozunk a továbbiakban. A követ­
kezőkben főleg ezekről teszünk emlitést, nem töre­
kedhetve más vonalon, de itt sem a teljességre.
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Elsősorban az állati szövetek aromás hidroxilá- 

zaival foglalkoztak, részben nagyobb fontosságuk /pl. 

máj és mellékvese hidroxilázai/, részben pedig jobban 

és könnyebben elvégezhető tisztithatóságuk miatt.
MitJoma /14/ és munkatársai máj aromás hidroxilá- 

ló képességét vizsgálva arra a megállapitásra jutottak, 

hogy a keletkezett hidroxiaromás vegyületek nem spe­
cifikus hidroxilálás eredményei, sőt még azt is meg­
kockáztatják, hogy az egész átalakulás nem enzimatikus, 
mert pl. a difenil —> O-hidroxi-difenillé illetve 

p-hidroxidifenillé történő átalakulása bekövetkezik 

peroxid és vas vagy aszkorbinsav, vas és oxigén jelen­
létében is.

Udenfriend és Brodie /15/ már 1954-ben tanulmá­
nyozta az aromás hidroxilálást modellrendszerekben. 
Kísérleteikkel igazolták, hogy az aromás hidroxilá­
lás szövetek jelenléte nélkül is végbemegy, ha oxigén 

és aszkorbinsav van jelen. Rámutattak arra is, hogy 

az aszkorbinsavat a modellrendszerekben helyettesít­
heti olyan vegyület is, amely endiol-átalakulásra ké­
pes vagy diketo-szerkezettel rendelkezik, pl. ninhid- 

rin, dihidromaleinsav, alloxán stb.
In vivo hidroxi-termékeк keletkezésére vonatko­

zóan az alábbi utakat tételezték fel:
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— 2.H♦ H & .
5

-Tehát itt a reakció mechanizmusa: viz-addició

a kettőskötésre és azt követően az aromás struktúra

visszaalakulása dehidrogéneződéssel.

2. Hidrogénperoxiddal dihidrodiol keletkezik, majd 

ezt vízvesztés követi

+ H*ox -HxO
*

3. Közvetlen szubsztitúció a hidrogén és a hidroxil- 

csoport között.

Az aszkorbinsav, oxigén és vas katalizálta hid- 

roxilálások in vivo csak olyan növényekben játszód­
hatnak le, amelyekben magas az aszkorbinsav koncent­
rációja.

Hunt és Hughes /4/ Pseudomonas fluorescensnél 
vizsgálták a nikotinsav hidroxilálását jelzett /Og/ 

oxigént használva. Megállapították, hogy a nikotinsav 

------ 6-hidroxi-nikotinsav átalakulásban a levegő
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C^-je nem vesz részt, nem épül Ъе a szubsztrátba, ha­
nem a vizmolekula oxigénje az oxigénforrás.

Tanaka és munkatársai /16/ viszont dohánynövény­
ben tanulmányozták a nikotinsav métábólizmusát és azt 

tapasztalták, hogy a keletkezett 6-hidroxinikotinsav 

glükozileződik és igy raktározódik a növényben. Niko­
tinsav hiányában a fenti származék újból mobilizáló­
dik és belép az anyagcserébe.

Wilcox és Moreland /17/ fenoxi-alifás savak hid- 

roxilálását vizsgálva kimutatta, hogy mig a mikroor­
ganizmusokban a lebontás során o-hidroxi-származék 

keletkezik, addig a búzagyökerekkel végzett inkübálá- 

sai során p-helyzetü hidroxilálódás következett be.
Irodalomból jól ismert, hogy a peroxidázok, me­

lyek széles körben elterjedtek a növényvilágban, - 

mint nem specifikus hidroxilázok - részt vesznek hid- 

roxi-származékok keletkezésében. /Az emlitettek az ál­
lati szövetek peroxidázaira is vonatkoznak./

Johnson és Cunnigham /18/ adatai felhívják a fi­
gyelmet arra, hogy fokozódik a növényekben a peroxi- 

dázaktivitás patogénekkel történő fertőzéskor, sőt kü­
lönböző betegségekkel szemben rezisztens növényekben 

is eltérő a peroxidázaktivitás. Rozsdagomba-fertőzés- 

kor fokozódik a peroxidázaktivitás a növényi részben, 
aminek magyarázatát abban látják, hogy ennek hatására,
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vagy a fokozott peroxidázaktivitás következtében, ke­
letkezett fenolok hatására lecsökken a gombamicellák 

szaporodása.
Ugyancsak érdekes adatokat szolgáltatnak Prochazka 

/19/ közleményei is. Burgonyaszeletekkel, gombákkal és 

kalluszon végezte kísérleteit és arra a következte­
tésre jutott, hogy nemcsak az állati szövetekben tör­
ténik szteroid hidroxilálás, hanem a növényekben is. 

Dehidroepiandroszteron 2(b*hidroxilálását irta le a 

fent emlitett kísérleti objektumokban.
Matkovics és Rajki /20/ torma peroxidáz, xantin- 

oxidáz, lipoxidáz, aszkorbinsav- és fenoloxidáz, va­
lamint kataláz ösztrogénekre gyakorolt hidroxiláló 

hatását vizsgálta. Leghatásosabb nem specifikus hid­
roxiláló enzimnek a peroxidázt, valamint a fenoloxi- 

dázt találták. Az emlitett oxidázok nem specifikus 

hatásként az alábbi átalakulásokat katalizálták:

1.
0

И0

2,- hia\r ox'i- öbztron

Öszlron

ösz.troiolíol
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2.

L- Ki <1yo x i - ű mA r a o4t ol

ob'2.iirad>«ol

OMlÍvÍoJ

Korábban in vitro vizsgálatokat folytattunk 

az őszi árpa és dinnyenövények aromás hidroxiláló 

sajátságainak tanulmányozására /21/, Kisérleti ered­
ményeink az alábbi átalakulásokat támasztották alá:

> 4-hidroxi-antranilsav
pirókatechin /floroglucin/
szalicilsav, p-hidroxi- 

benzoesav
A növényi szövetek sokoldalú hidroxiláló képes­

ségének a ténye arra késztetett bennünket, hogy továb­
bi vizsgálatokat végezzünk. Az antranilsav 4—hidroxi-

antranilsav
fenol
benzoesav *
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antranilsawá történő átalakulása ezekben a szöve­
tekben azt a gondolatot ébresztette bennünk, bogy 

talán ebben az esetben egy sajátságos enzim-komp­
lexszel állunk szemben, mivel állati és növényi 
szövetekből addig még csak a 3-hidroxi-antranilsav 

keletkezését Írták le. Ezért részleteiben az antra-
nilsav hidroxilálását tanulmányoztuk.

Az antranilsav fontos aminosav-anyagesere inter­
medier. Többféle úton keletkezhet az élőszervezetben. 

Triptofán lebomlása során a következőképpen jön lét­
re /22/i COAH 

CH-WHj

CHX

со*«
CH-WM.
f
CH,. 1

со
* *

1

kiaurferua

kinuvérvscu/
COtH

anlrani Jscu/

сн^-си-со^н
l

*

l-Ki<Jvoxi-arvlra wt is auS- Híclro x i - W\ плАге гч a
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4

aal rani ísav/

ItaiecWoJ

Számos mikroorganizmusból /Serratia marcescens, 
Escherichia coli, Salmonella stb./ Robb és 

Hutchinson /23/ izolálta az antranilsav-szintetázt. 

Ez az enzim a korizmát antranilsawá történő áta­
lakulását teszi lehetővé glutamin vagy ammonia, 
mint amino-donor jelenlétében.

Az antranilsav katabolizmusa a következő séma 

alapján megy végbe Pseudomonas fluoréscens-nél /24/:

V * ■>7

kotacWol cisx-»A.uliorvsau

COtHCOjM »1
CHVCHx II
I
C-O

CHj_
I
c-o II CHt,cnv

+ coLсохн
|Ь-ЧлЛо- acAipnv,
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Decker és munkatársai /25/ vese- és májszövet­
ből izolálták azt az enzimet, ami a 5-b.idroxi-antra- 

nilsav katábolizmusának első lépését végzi az alábbi 
reakcióegyenlet szerint:

C0j,H CO,Ha-hiAtoxi-cmirorsj
vtiUav» о*«<*Д*_

+ oz

Kutacek és Schraudolf /26/ ^C-vel jelzett ant- 

ranilsav metábolizmusát a Brassica nemzetségnél a
következő táblázatban foglalta össze:

glükobrassicinantranilsav-
glükozid

^ L-triptofánantranilsav
\I neoglükobrassicin

fehérje

Tehát az antranilsav nemcsak a triptofánnak, 

hanem a glükobrassicinnek és neobrassicinnek is pre- 

kurzora, viszont glükozileződve ki is léphet az 

anyagcseréből.
5-hidroxi-antranilsav hidroxiláz izolálását 

mind állati, mind pedig növényi szövetből megkísé­
relték, Nair és Vaidyanathan /27/ Tecoma stans leve-
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leiből izolálta a fenti enzimet, amelynek a müködé- 

ionokra, tetrahidrofolsavra és redukált 

NAD+ -ra volt szükség, at,«** dipiridillel az enzim­
gátlás fellépett, de ez Fe^+-al kioltható volt.

Modellrendszerekben is tanulmányozták az antra- 

nilsav hidroxilálását /28/ és azt tapasztalták, hogy 

egyedül a Fenton-Cier rendszer az, ahol az összes 

monohidroxi származéka keletkezik az antranilsavnak. 

összehasonlitó anyagnak hidroxi-antranilsavakat mi 
is a fenti rendszerben állitottuk elő.

összefoglalva a következőket mondhatjuk: hid- 

roxilált termékek in vivo és in vitro körülmények 

között keletkezhetnek specifikus és nem specifikus 

enzimhatásra.
A hidroxiláz enzimek sok esetben fémet tartal­

maznak. Redukált koenzimre vagy hidrogén-donorra van 

szükség az enzimaktivitáshoz, valamint oxigénre, a- 

melynek eredete különböző lehet. Eddigi ismereteink 

szerint a hidroxilálás útjai a következő /29/ sémák 

lehetnek:

3+ 4séhez Fe

A. I. oxigénaktiválás
■> 0* ; OH* , RO2°2

Az aktiválás kétféleképpen történhet:
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a/ szabad gyökös aktiválás .
+ H+

02°2 * : ho2+ e

vagy

02 + H . 

02 + R •

* . OgH

* . 0^

Az aktiválásnak ez az útja feltételezi elektron vagy 

hidrogén-donor jelenlétét. A keletkezett perhidroxil 
gyök további átalakulásra képes; láncreakciót indit
meg

» 0^ + R*
ROOH

*0^ + RH
R* + *02H 

és végül
ROH + OH*H

+ o2h ■» R VRH
epoxid + 0H2- ООН

Ъ/ oxigén-fémkomplexek keletkezése 

1 protein Pe2+ + 02 protein Fe2+02

profin.protein Fe2+0

majd a gyűrű felhasad és ez mukonsav keletkezéséhez 

vezet. /Ez a lényege az oxigenázok működésének./
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2. A másik lehetőség pedig, hogy oxigénatomok közöt­
ti kötés felbontása persavakhoz vezet, vagy persav 

jellegű vegyülethez, amely epoxidókat vagy N-oxidó­
kat szolgáltathat. Mason szerint ez az alapja a ke­
vert oxigenázok működésének.

B. Szabad gyökös hidroxilálás

Ez a mechanizmus főleg szabad hidroxilgyökök 

jelenlétét tételezi fel, amely nem az oxigén aktivá­
lása során keletkezik. Ezeket a gyököket szolgáltat­
ják a viz, HgOg* Fenton-rendszer stb. Ezek az anyagok 

mikroorganizmusokban többé-kevésbé hasonló módon hid- 

roxilálnak. Ennek az útnak a létét alátámasztják azok 

az analógiák is, amelyek a kémiai hidroxilálás és bio­
kémiai rendszerben tanulmányozott in vitro hidroxilá­
lás között fennállnak.

0. Intermedier oxigénezési hipotézis

Számos kísérleti tény támasztja alá a molekulá­
ris vagy atomos oxigén szerves.molekulákba való köz­
vetlen belépését. Pl. benzoesav hidroxilálódhat a 

levegő jelenlétében vizes oldatban, ha fémkelát-ionok 

vannak jelen.
Molds szerint az szteroidok a levegő oxigénjével 

11 (b és 14oC helyzetben hidroxilálódhatnak és 9fr, llfb,
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és 14 c<, 15c* epoxidok keletkeznek,

A hidroxilálás mechanizmusának tárgyalásánál 
még egy fontos megállapitásról kell emlitést ten­
ni, az un, NIH-skift-ről /Hydroxylation-induced 

intramolecular migration/. 1955-ben Mason és mtsai 
közölték, hogy 3»4-dimetilfenol enzimatikus oxidá­
ciója 4,5-dimetilkatecholhoz vezet. Ez ellentétben 

áll az aromás szubsztitúció klasszikus koncepciójá­
val, amely szerint közvetlen helyettesitésnek kel­
lene végbemenni. Ebben a közleményben a szerzők meg­
alapozzák az aromás gyűrű szűbsztituenseinek hid- 

roxiláláskor bekövetkező intramolekularis helyvál­
toztatását, amelyet később számos izotópos vizsgá­
lat is bizonyitott és több vonatkozásban is érvényes­
nek talált.

Guroff, Daly és mtsai /50/ triptofán hidroxi- 

láz hatásmechanizmusának vizsgálatakor is tapasztal­
ták az intramolekuláris átrendeződést, amelyet a kö­
vetkező egyenlet szemléletet:

(M- CH-C 0^4 
x lI + 0*. + 1Hл/нг

triptofán 5-hidroxi-triptofán

5. helyzetben a hidrogént triciummal helyettesitet­
te és ennek az un. triciált triptofánnak a hidroxi-
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lálását vizsgáiba triptofán-hidroxilázzal és azt 

tapasztalta, hogy a hidroxilcsoport 5« helyzetbe
V,-

épült be, mig a tricium 6-os pozícióban,volt kimu­
tatható* A későbbiek során még több enzimnél is 

vizsgálták a "shift" jelenséget és azt is megálla­
pították, hogy ez nemcsak hidrogénre, hanem halogén 

elemekre is vonatkozik /01, F, Br/. Az emlitett szer­
zők modellrendszerekre is érvényesnek találták a 

NTH-shift-et és általánosan megállapították, hogy 

mind enzimatikus, mind pedig nem enzimatikus átala­
kulások esetén fennáll /31/*
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

Kisérléteinkben különböző korú /5-20 nap/ bab­
növényeket használtunk fel, amelyeket fénytermosz­
tátban, egyenletes fény- és hőviszonyok biztositása 

mellett neveltünk fel*

Növények feldolgozása

5-5 6 növényi részt /gyökér, szár vagy levél/ 

kevés kvarchomokkal lefagyasztás után eldörzsöltünk, 

vagy Potter homogenizátorral elhomogenizáltunk, és 

az igy nyert növényi homogenizátumot 25 ml pH ■ 7»0 

M/15 foszfát pufferben szuszpendáltuk. Ebbe tettük 

a szübsztrátot /legtöbbször az antranilsavat/ 2 m mól 
mennyiségben. Ahhoz, hogy a keletkezett származéko­
kat tovább tudjuk analizálni, az ötórás inkúbálási 
idő bizonyult optimálisnak*

Inkubálás után a reakcióelegyhez 5 ml 10 %-os 

triklórecetsavat adtunk, vagy azonnal elvégeztük az 

extrakciót.
Extrahálásra 5x10 ml étert használtunk fel* Az 

éteres extraktumot szárazra pároltuk, majd kromatog­
ráfiás vizsgálatnak vetettük alá.
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Az inkubálás során keletkezett hidroxi-antranilsavak
szétválasztása, kvalitatív és kvantitatív meghatáro­

zása

Az egyes származékokat rétegkromatográfiás úton. 
a következő futtató elegyekben /28/ választottuk el: 

kloroform : jégecet /95:5/ 

kloroform : metanol : jégecet /75:20:5/
A lapokat Silica gel G /Merck/-ből készítettük 

0,25 mm vastagságban. A minták felvitele éteres ol­
datban történt. Előhívást Van Urk reagenssel végez­

tük el /52, 55/«
Az inkubálás során keletkezett antranilsav-szár­

mazékokat Eenton-Cier modellrendszerben előállított 

hidroxi-antranilsavak segítségével azonosítottuk.
A Eenton-Oier rendszer összetétele a következő volt: 

FeSO^.7H2O 

EDIA-dinátriumsó 

aszkorbinsav

1 m Mól
1 m Mól

0,5 m Mól
antranilsav 2 m Mól

2 m Mólh2o2

Ezzel a módszerrel - mint már azt korábban is em­
lítettük - az összes hidroxi-antranilsavak előál­

líthat ók.
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WWi

Ч^
ordranifsa«/

Ч^
G-Vhdroxi- arvAranilsoi/Ь-hidroxi-artlronibov

CO,H

WHj.WHX

«4^

5-hi dvo x i - onlro n i Jsa V/4-hidrox'»-anAraniUa«/

Antranilsavból Fenton-Cier modell rendszerben ke­
letkező hidroxi-antranilsavak

Az antranilsav kvantitatív meghatározására és 

a növényi homogenizátumokban keletkezett hidroxi- 

antranilsavak mennyiségi visszamérésére az éteres 

növényi kivonatokat vastagréteg Silica gel lapokon
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választottuk el /0,5 mm/, majd UV-ábszorbció és 

fluoreszcencia segítségével bejelöltük azokat a sá­
vokat, ahol ezek a származékok elhelyezkednek és e- 

zeket lekapartuk az üveglapokról. Az extrakciót 

10 ml forró vizzel végeztük, majd a Silica gél nyo­
mokat szűréssel eltávolitottuk. A kapott tiszta vi­
zes oldatokból az antranilsavat és a hidroxiszárma­
zékokat Kupfer /34/ módszerével határoztuk meg, amely 

a szabad aminocsoport-meghatározáson alapszik. A meg­
határozást a következőképpen végeztük el. 5 ml vizes 

oldathoz 1 ml p-dimetilaminobenzaldehidet adtunk, 
majd 20 perces állás után /ami a teljes szinkifejlő- 

déshez volt szükséges/ 420 nm-nél mértük az oldat 

extinkcióját. A kapott extinkció-értékekbőj. kalibrá­
ciós görbe segitségével határoztuk meg az egyes szár­
mazékok mennyiségét.

Az antranilsav hidroxilálásában részt vevő en­
zim hatásmechanizmusának a megközelitésére a követ­
kező gátló anyagokat alkalmaztuk: 
káliumcianid /Reanal/
oxikinolinszulfonsavas 
kálium /Reanal/
ro tenon /ВШ/
SKF-525 /SKFL/
p—aminobenzoesav /Reanal/

10"2 M, КГ5

10”3 M, 10 

10~5 M, 10 

10-5 M, 10

-4 M
-4 M
-4 M

-410 M
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IO“3 M, 10' 

10“3 M, 10“4 M
p-oximerkuribenzoát /FLUKA/ 

p-kl ormer kur ib e nz о á t /FLUKA./ 

hexobarbital /Ееanal/ 

oCf-dipiridil /Reanal/ 

amino pterin /EGA/

M

-410 M,
10”3 M, 10”4 M 

10"3 M.

A hidroxilálás előmozdítására viszont az aláb­
bi aktiválókat próbáltuk ki;

10”2 M, 10“3 M, 10“4 M 

10“3 M, 10“4 M 

10”3 M, 10 

10“3 M, 10"4 M 

Az inkubálás minden esetben pH=7»0, M/15 foszfát 

puff erben történt.

aszkorbinsav /Reanal/ 

dehidroaszkorbinsav /FLUKA/. ’ 
dihidrofolsav M
tetrahidrofolsav

Dihidrofolsav előállítása /35/

20 mg tisztított folsavat 2 ml vízben feloldunk 

1 N káliumhidroxid adagolásával. /А folsav előzetes 

tisztítását Hutchings módszerével végeztük el /36/. 

100 mg aszkorbinsavat, majd 200 mg Na2S20/j_-t tettünk 

hozzá, ötperces állás után a lombikot jeges-vizes 

fürdőbe helyeztük és timolkék indikátor szinátcsapá- 

sát követve az oldat pH-ját 2,8-ra állítottuk be e- 

cetsawal. Rövid idő múlva a dihidrofolsav fehéres 

csapadék formájában kivált az oldatból, A kiszűrt 

dihidrofolsav tisztasága még tovább fokozható, ha a
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fenti műveletet többször megismételjük.

A ítetrahidrofolsavat Davis módszerével /37/ állítot­
tuk elő:

330 mg folsavat 90 ml jégecetben szuszpendáltunk, 

majd pár mililiter merkaptoetanolt adtunk hozzá. Rö­
vid idő múlva 2g Na2S20^-t tettünk hozzá, A szuszpen­
ziót szobahőmérsékleten 30 percig mágneses keverővei 
kevertük, majd Ж2 áramban szűrtük. Vákuum exszikká- 

torban fénytől védett helyen szárítottuk.

A hidroxiláz enzim ammóniumszulfátos kicsapással tör­
ténő tisztítása /38/:

1. 50g lefagyasztott gyökeret hütött körülmények kö­
zött 1-2 percig Potter homogenizátorral eldörzsöl­
tünk pH = 7»2 M/13-ÖS foszfát pufferben, majd a 

kapott pépet többszörös gézrétegen átszűrtük.
2. A szürletet 35 %-ra telitettük /NHq/^SO^-al /209

g/l/ majd ugyancsak jól hütött körülmények között 

30 percig kevergettük, 20 percig /1500 ford/perc/ 

centrifugáltuk hüthető centrifugában.
З. A centrifugálás után kapott felülúszót 65 %-ra

telitettük szilárd /Шц/^O^-al /200 g/l/ majd
ЗО percig /4500 ford/perc/ centrifugáltűk.

4. A felülúszót újból 30 %-ra, majd ismételt centri­
fugálás után pedig 65 %-ig telitettük /NH^^SO^-al,
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amit a fentiekben leirt centrifugálás követett.

5. Az igy kapott “csapadékot” /NH^/2S0^-os pH = 7 

2,36 M foszfát pufferben szuszpendáltuk /1 liter 

pH = 7 foszfát pufferben 313 S /NH^/2S0^ van old­
va/ 30 perces kevergetés után centrifugálás kö­
vetkezett, a kapott maradékot pedig 1,73 M 

/HH4/2S04 oldatban /231 g /Mí4/2S04 oldva pH = 7 

foszfát puffer 1 literben/ szuszpendáltuk. Újból 
centrifugáltuk az elegyet, majd a centrifugacső 

alján maradt anyagot 0,025 M pH = 7»2 foszfát puf- 

ferben oldottuk és egy éjszakán át jegesben ugyan­
azzal a pufferrel szemben dializáltuk. Az enzim­
aktivitás nyomon követésére minden egyes lépésben 

antranilsavas inkubálásokat végeztünk.

A hidroxilálásban szerepet játszó enzimkomplex tisz­
títása Sephadex G 150 gélen /39«4-0/

Ez a gél 10-40 u átmérőjű részecskéket tartal­
maz és 5-400.000 Molsúlyú fehérjék szétválasztására 

alkalmas.
Az oszlopot 10 g gélből készítettük el, amelyet 

3 napig 0,15 M foszfát pufferben előduzzasztóttunk. 

Kétféle méretű oszlopot használtunk.
1. 0 0,6 cm oszlopágy magassága 20 cm
2. 0 1,8 cm oszlopágy magassága 30 cm.
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Eluáló folyadéknál ugyanezt a foszfát puffert 

alkalmaztűk, csak benne a NaCl koncentrációja 1 N 

volt.

Növényi minta előkészítése oszlophoz
5 g babrészt /gyökér, szár, levél/ lefagyasztot­

tunk, jól elhomogenizáltunk, az igy kapott pépet 
0,15 M pH = 7 foszfátpufferben szuszpendáltuk. Ezt 

átszűrtük négyszeres gézrétegen és a szürletből vit­
tünk fel az oszlopra az első oszlop esetén 0,5 ml-t, 

a másodikra pedig 1 ml-t. 10 ml frakciókat szedtünk 

az oszlopról. A kapott frakciókban minden esetben meg­
vizsgáltuk az enzimaktivitást antranilsawal történő 

inkübálással.
Más szubsztráttal /fenol, nikotinsav stb./ és 

más növényi anyaggal /dinnye, árpa, spenót/ végzett 

kísérleteink lefolyása ugyanolyan volt, mint az antra- 

nilsavnál leirtak.
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KÍSÉRLETI eredmények ismertetése és megbeszélése

Babnövény homogenizátumokkal végzett inkubálá- 

sok során azt tapasztaltuk, hogy az antranilsav va­
lamennyi lehetséges hidroxi-származéka keletkezett.
Ha különböző korú növényeknél vizsgáltuk a hidroxi- 

antranilsavakat, akkor jól megfigyelhető volt, hogy 

ezek mennyisége a növény korával változik. Áz 1. táb­
lázatban foglaltuk össze az erre vonatkozó eredménye­
inket /41/. ___

5-НШК/
WRANLSA

6-НЮЮХ1
AHTRAHLSAV

4-НЮМХ1
ANTRANILSAV

3-НОЮХ1
HrntmsAvNÖVÉNYI RÉSZANOVÉNYKCRA

/NAPI

GYÖKÉR 3267 f
5

HAJTÁS 6530 f +

GYÖKÉR 5440 f f
6

HAJTÁS 5042 f

6Y0KÉR

HAJTÁS

5247 4 +
7

51 46 + +
GYÖKÉR 5840 f i

SZÁR 29 67Ю + 4

LEVÉL 68 9221

GYÖKÉR 40 30 16 14

SZÁR16 3023 21 26

LEVÉL 28 32 15 25

GYÖKÉR 40 31 28 •f

SZÁR 4018 17 10 33

LEVÉL 68 14 513

GYÖKÉR 40 30 27f

SZÁR 40 12 1533<9

LEVÉL 30 34 1214

1. táblázat

Különböző korú babnövpnyi részekkel történő inkubálás 

során keletkezett hidroxi-antranilsavak százalékos
megoszlása
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A táblázat adatai jól szemléltetik, hogy már öt­
napos babnövénynél is keletkezik az összes hidroxi- 

antranilsav, azonban az 5- és 6-hidroxi'-antranilsav 

csak nyomnyi mennyiségben van jelen, kimutatható, de 

mennyiségileg nem mérhető. Meglepő, hogy a 3-hidroxi- 

antranilsav mellett végig szine azonos mennyiségben 

keletkezik a 4—hidroxi-antranilsav. 10 napnál idősebb 

babnövényekben már jól mérhető az 5- és 6-hidroxi-ant- 

ranilsav mennyisége is, tehát a növény korával nő ezek­
nek a mennyisége. Az 1
még szemléletesebben mutatják be ezeket a változáso­
kat /42/.

2., 3. ábra oszlopgrafikonjai• Э

ANYAG
%

100 ] 3-0H-ANTRANILSAV 
У////Л Ч-0Н-ANTRANILSAV 
l---.- -'I 5-0H-ANTRANILSAV 

6-0H-ANTRANILSAV

[
90

80

70

60 .

П
И50 /

r ; zzzz'30 . 77z —zz z Z mу 7z ZZz zZ20 _ z; zzz zz Z Шю. zzz : Iz и Z.кA
10 165 6 7 18 19 NAP

r

1. ábra
Gyökér-homogenizátumban keletkező hidroxi-antranil- 

savak %-os megoszlása a növény kora függvényében
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ШАЁ
X

юо
I I 3-OH-Am/msto
У////Л h-OH-ANTPMLSAV 
Г :l S-OH-MITRA№LSAV

6-OU-AHTRMSA/

90 .

«0 .

70 .

80 .

9. 9ьп .!
9. ~ ;9.90 . 99 9 FI9 X 9. 99 9930 . /

9. 99 99 9 :/Л.99 9 >20 . 9 99. 999. // 7. 99 99 910 .
999I g2/ . V

5 6 10 16 18 19 NAP

2. ábra
Hidroxi-anfcranilsavak megoszlása szárban a babnövény

kora függvényében

AUYAO
У.

I I 3 -OH-ANTRANILSAV

PXvXXX A-OH-ANTRANILSAV

5- OH-ANTRANILSAV

6- OH-ANTPAMLSAV

00 .

90 .
I I

80 .

70.

XX60 - XКN50.
XXАО. XX

гx30. XX XXX X20. XXX X~XX XX10. X XX XX Xк \X X XX" !5s\
16 1810 19 NAP

3. ábra
Az antranilsav-hldroxi izomérek aránya különböző korú 

babnövények levél-homogenizátumaiban



- 35 -

Annak eldöntésére, hogy a keletkezett antranil- 

sav-származékok specifikus vagy nem specifikus hid- 

roxiláz hatására jöttek-e létre, kvantumkémiai szá- 

mitásokkal meghatároztuk, hogy az aromás szubsztitú­
ció szempontjából az antranilsav-molekula, mely szén­
atomjai vannak kedvezményezett helyzetben /43, 44/. 

Számításaink során a 4. ábrán látható eredményeket 
kaptuk.

0, '0,36918 

-0,36918
0,18739 U 0H

0,35172

NHZ 0,99936 
0,52052

1
0,2122 2 6 2

5 0,1135860,73180
9

0,21928

4. ábra
Parciális töltésértékek az antranilsav-molekulában

Jól megfigyelhető az ábrán, hogy a viszonylag 

kis töltéssel rendelkező szénatomok /energetikailag 

a hidroxilálásra kedvezményezett helyek/ a 3, 4 és 6. 
Az 3. szénatomon magas a töltéssürüség, ezért felté­
telezhető, hogy erre a szénatomra a hidroxil-csoport
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belépése csak specifikus enzimhatásra következhet be, 
és egyébként ellenáll a gyökös hidroxilálásnak, mig a 

többi helyzetben specifikus és nem specifikus hidroxi- 

lázok egyaránt szerepelhetnek a hidroxilálásban.
A 3-hidroxi-antranilsav az állati szervezetben 

jól ismert anyagcsere-intermedier, több mikroorganiz­
musból is sikerült izolálni azt az enzimet, amely részt 

vesz a hidroxilálásban. Érdekes azonban, hogy a 3-hid- 

roxi-antranilsav mellett a 4—hidroxi-antranilsav is 

nagy mennyiségben keletkezik. Specifikus enzimet pe­
dig nem ismerünk még, ami ebben az átalakulásban sze­
repelhetne és ugyanez vonatkozik a 6-hidroxi-antranil- 

savra is.
Feltételeztük és több adatunk volt arra, hogy a 

növényi peroxidázok azok az enzimek, amelyek fontos 

szerepet játszanak az antranilsav hidroxilálásában 

/valószinüleg az állati szervezetekben is hasonló a- 

nyagcserehatásokról van szó sokszor/, ezért tormaper- 

oxidázzal is elvégeztük az antranilsav hidroxilálását. 
Az 5. ábrán szemléltetjük a,Fenton-Cier rendszerben 

és 10 napos babnövény levelében, valamint 2,5 x 10 

tormaperoxidáz hatására keletkezett hidroxi-antranil- 

savak rétegkromatogramját. A kristályos tormaperoxi­
dáz jelenlétében is bekövetkezett a hidroxilálás.

A tormaperoxidázzal történő antranilsav-hid- 

roxilálás termékeinek százalékos megoszlását tüntet-

-7M
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с D8А

О MRANLSAV

3-ОН- ANTRANLSAV

Ь-ОН- ANTRANU.SAV

S-OH-ANTRAMLSA/
9

Оо о б-ан-4»шшА'

FUTTATÓÉIIG*

ктшиат милю, jégccet 
75 го 5

5. ábra
А = autranilsav; В = Fenton-Gier rendszerrel előállí­
tott antranilsav-hidroxi izomérek; C = levélhomogeni- 

zátumban keletkezett hidroxi-származékok; D = torma-
peroxidáz hatására

tűk fel a 2. táblázatban.

Az adatok szerint a tormaperoxidáz legnagyobb 

mértékben a 3- és 5-hidroxi-antranilsav keletkezésé­

ben vesz részt, de kismértékben szerepel más helyzet­

ben történő hidroxilálásban is. Az 5-h.idroxi-antranil- 

sav aránya az átalakulásban ugyancsak magas, ami a fent
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3-hidroxi- 4-hidroxi- 3-hidroxi- 6-hidroxi- 
antranilsav antranilsav antranilsav antranilsav

33,2 6,0 40,8 +

2. táblázat
Tormaperoxidáz hatására létrejött antranilsav-hidroxi- 

izomérek százalékos megoszlása

emlitett energetikai szempontok miatt meglepő. Ha hid- 

rogénperoxid is van jelen, akkor a H202 bontásnál ke­
letkező gyökök energetikája is más, a *00H /hidroper- 

oxid-gyök/ hatásról pl. keveset tudunk. Bármelyik rez­
gési formánál lejátszódhat a következő reakció és ez­
zel magyarázható a nagyobb mennyiségű 3-hidroxi-antra- 

nilsav keletkezése.

ьМ
spontá*v-áiqlQ-

Iculás»
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A hidroxilálási mechanizmus megközelitésére az 

irodalomhói jól ismert gátló vegyületek egész sorát 

próbáltuk ki /45-49/. Gátlási kisérleteink eredmé­
nyeit a 5* táblázat foglalja össze. A táblázatban + 

jellel tüntettük fel az adott származék keletkezését, 

tehát @hol gátlás nincs a kontrolihoz viszonyítva, és 

- jellel pedig, ahol a gátlás érvényesül és hidroxi- 

térmék nem keletkezik.

f IIВ-СХ1К1Ю-
UNSZULFOi 
SAVAS KÁLIUM I4-S P-OXIMERKU- 

RI-BENZOAT
UEXO-

BARBITÁL
P-а -MERKU 
Rl-BENZOÁT ROTENONKCN SKP-525

IGiTimmsamÍNYiRisz
re nác*wi

DIPIRIDIL

10*Ю* 1ff* /0* 10' ial hí'10'1 10" /O'' кг *г 10Г' 10* 10-' 10-'10r* 10"

GYÖKÉR 4 4 4 4 14 4 4 4 4 4 4 4 4 4 44

SZ/Ú?3-OH-
ANTRAMLSAV

4 4 4 4 44 4 4 4 4 4 4 4 4 4f i

LEVÉL 4 4 44 4 4 4 4 4 44 4 4 4 4 4

его*« 4 4 4 4 4 4 4 44 4 4 4 4 4 4 4 4

SZ/ÍP 4 4^-OH-
ANTRAHLSAV

4 4 4 4 4 4 44 f 4 4 44

L£VÉL 4 4 4 4 4 4 4 4 44 4 4 44 4

GYÖKÉR 44 4 4 4 4 4 4 4 f 4 4 4 4 4 44 4

SZÍ/?5-0H-
ANTRANLSAV

4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 f4 44 4

££№. 44 4 4 44 4 4 4 4 4 4 4 44 4

Gröó 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 44

SZAR6-OH- 
ANTRANIL SAV

4 4 4 4 4 4 4 4 44 4 4

/.£m 44 4 4 4 44 4 4 4 4 4 4

3. táblázat
Gátló anyagok hatása 12 napos babnövényben történő

hidroxilálásra
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10“% KON je lenié téb en a hidroxilálás teljes 

mértékben megszűnt. 10”%-nál viszont csak az 5- és 

6-hidroxi-antranilsav keletkezése volt gátolva.
az alkalmazott koncentrációkban 

csupán a 4—hidroxi-antranilsav létrejöttét akadályoz­
ta meg a növény szárában.

8-oxi-kinolinszulfonsavas-kálium 10”% koncent-

aC toC,-dipiridil

rációban szárban teljesen leállította a hidroxilálást, 

viszont gyökérben nem gátolt, levélben pedig egyedül 
a 4—hidroxi-antranilsav keletkezését akadályozta meg. 

p-klórmerkuribenzoá11al és p-oximerkuribenzoáttal
végzett kísérleteink során gátlás nem volt kimutatha­
tó. Igaz, hogy a gátláskiesésnél azt is figyelembe 

kell vennünk, hogy ezek az anyagok vizben kevésbé ol­
dódnak, ugyanigy foszfátpufferben is, viszont glicil- 

glicin-pufferben már jól oldódnak, azonban ebben a 

puff erben /pH = 7,8, a legalacsonyabb pH-jú puffer/ 

nincs hidroxilálás gátlószer távollétében sem. így te­
hát ezek az enzim SH-csoportjait gátló vegyületek eb­
ben az esetben nem adnak egyértelmű képet.

Az aminoptérin levélben és szárban a 6-os hely­
zetű hidroxilálást gátolta.

Rotenonnal végzett kísérleteink során azt tapasz- 

iá koncentrációval gyökérben egyedül 
az 5-, 6-os helyzetű hidroxilálás marad meg, szárban

-3taltuk, hogy 10
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az 5- és 6-os hidroxilálás szü-viszont forditva van, 
nik meg. 10”% koncentrációval sem a gyökérben, sem a
szárban és levélben nincs kimutatható gátlás.

Hexobarbital 10”% koncentrációnál szárban és le­
vélben az 5- és 6-hidroxi-antranilsav keletkezését gá­
tolta, mig a gyökérben gátlás nem volt kimutatható. Ér-

10”% koncentrációnál a levélben adekes viszont, hogy 

3-, 4- és 6-hidroxi-antranilsav nem keletkezett.
SKF-525 viszont csak levélben gátolta a hidroxi-

lálást 3-» 4- illetve 5-» 6-os helyzetekben 10”^ illet­
ve 10”4 M koncentrációban.

p-aminobenzoesavval történő inkubálás során azt 

a kérdést akartuk tisztázni, hogy létezik-e kompetetiv 

gátlás az antranilsav /ш-aminobenzoesav/ és a p-amino- 

benzoesav között. Kvantitatív méréseket itt nem végez­
tünk sem az antranilsav-hidroxi-származékakra vonatko­
zóan, sem pedig a p-aminobenzoesavnál, azonban az biz­
tos, hogy p-aminobenzoesavat is hidroxilál a növényi 
rendszer, de ez nem jelenti egyik hidroxi-antranilsav 

kiesését sem.
/Az &KF-525, a hexobarbital és rotenon a vizes

pufferben rosszul oldódtak, főleg a magasabb koncent-
—5rációban /10 /• Oldékonyságuk fokozására ezeket az

anyagokat először 0,5 ml ábsz. etanolban feloldottuk 

és igy adtuk a pufferhez a már feloldott gátlószert.
Az oldékonyság nagyobb lett, de teljes mértékű felöl-
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dódás igy sem következett be./

A keletkezett hidroxi-antranilsavak mennyiségé­
nek a növelésére, a hidroxilálás fokozására aktiváló 

anyagokat is felhasználtunk. Az aktiválás során ke­
letkezett hidroxi-antranilsavakat mennyiségileg is 

meghatároztuk. Eredményeinket a 4. táblázatban fog­
laltuk össze. A táblázatban feltüntetett adatok több­
szöri ismétlés során kapott eredmények átlagát jelen­
tik.

s
TETRAHIDRO-

FOLSAV
DEHORO-

4SZK0RBIHSAJI I OIHIDROFOLSAVASZKORBINSAV

8г

ю1м1 <очм «■'M 1 90Xv’mI icr'M ia’n «r*M
I GYÖKÉR 38,8 33,0780,2338 35,2 4,821,0 61,150,0 80,0

3-099-
5ZAR 8025 38,5 52,382,7 61,7 32,8 52.Í 300 890 80,09

ANTRAMISAI

LEVÉL 2603Q0 26,1 17,5 60,2 29.3 292 26,3 30,5V

GYÖKÉR 3$3 28,0331,3 360 27,627,3 295 340 330300

3-0H-
SZAR 35$ 305ЗДЗ 285 31,a 200 28,2 20,3 22,725,2

mRANISAV

LEVÉL 3.538,0 369 3^( 26,29 32,5 39,6 33,5 233 239

GYÖKÉR 16,0 2 QO 2S5 22,9 «5 93,8 923 936 21,1 26/1

5-099- 52Á? <V 15fi 15,0 2399309 93,6 З72 fflí ^02mn/msjv
LEVÉL 720 32,6 18,2 8,393,0 95,2 (60 96,7 2$7 23,3

GYÖKÉR 12,3 19,8 6,7 17,8 960 90,5 6,5 (2,516,0

6-099-

ANTRAHLSAV
2,3 8,010,7 23,1 196SZAR 1\7 11,0 119 9,3 9,9

220 «3 252 23,3 2до7 2qoLEVEL 97 223 <V 22,02

4. táblázat

Aktiváló anyagok jelenlétében keletkezett hidroxi-ant- 

ranilsavak százalékos megoszlása 12 napos babnövénynél
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Az adatok jól demonstrálják, hogy mind aszkorbin- 

sav, dehidroaszkorbinsav, mind pedig di- és tetrahid- 

ro-folsav hatására fokozódik egyértelműen az 3-hid- 

roxi-antranilsav mennyisége. Ez vonatkozik a szárra, 

gyökérre, levélre egyformán. A 3- és 4-hidroxi-antra- 

nilsav mennyisége kicsit lecsökken, a 6-hidroxi-ant- 

ranilsavé pedig majdnem változatlan. lCf'Tá koncentrá­
cióban alkalmazva az aszkorbinsavat azt is figyelembe 

kell venni, hogy az oldat pH-ja 5-re esett le, ezért a 

kapott - néhol egészen extrémnek tűnő - eredmények /pl. 

3-OH-antranilsav a szárban 61,7 % vagy 3-hidroxi-antra- 

nilsav a levélben 72,6 %/ a bekövetkezett pH-változás­
nak is betudhatok.

Az eddigiekben tehát megvizsgáltuk különböző gát­
ló és aktiváló anyagok 1. hidroxilálásra gyakorolt ha­
tását.

Megkíséreltük szétválasztani ezt az enzimkomplexet
egyrészt /Ш.ц/2SO4-OS kicsapással, másrészt pedig
Sephadex G 130 gél oszlopon. A célunk egyrészt az volt, 

hogy megpróbáljuk "megközelíteni" a hidroxiláló enzi­
met, másrészt pedig, ha ezekért az átalakulásokért több 

enzim, enzimkomplex a felelős, azt részeire bontani.
Ammóniumszulfátos frakcionálás során azt a megle­

pő dolgot tapasztaltuk, hogy az enzim a legjobban el­
homogenizált növényi részben is, gézen való szűrés u- 

tán részben a növényi maradékhoz kötődik és az aktivi-



- 44 -

tás ott is fennmarad /az összes hidroxi-antranilsav 

keletkezik/. A szürlettel tovább elvégezve az Anyag 

és Módszer fejezetben leirt utat azt kaptuk, hogy 

a végső enzim is képes az összes hidroxi-antranil- 

sav létrehozására, tehát ezt az enzimkomplexet nem 

sikerült felbontani.
Hasonló eredményre jutottunk Sephadexen történő 

szétválasztáskor is. Az oszlopról lejött 3-5« frak- 

cióban megjelent a hidroxiláz enzim, amely képes volt 

az összes hidroxi-izomér létrehozására.
Ezekből a kísérletekből tehát azt a következte­

tést vonhatjuk le, hogy egy enzimkomplex az, ami fe­
lelős az átalakulásokért és ennek a molekulasúlya na­
gyobb 400.000-nél.

Még itt szeretnénk emlitést tenni más növények­
kel végzett hidroxilálási kísérleteinkről. Korábban 

megvizsgáltuk az árpa és dinnye hidroxiláló képessé­
gét is, és azt tapasztaltuk, hogy árpa esetében csak 

4-hidroxi-antranilsav keletkezik, mig dinnyénél 3- 

és 4-hidroxi-antranilsav mutatható ki.
Érdekes, hogy pl. szekfügombánál már a kontroll 

növényben is viszonylag nagy mennyiségben található 

3-hidroxi-antranilsav. Antranilsawal történő inku- 

bálás viszont nem hidroxiláláshoz vezet, hanem trip- 

tofánszintézisre használódik fel. Kromatográfiásan
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kimutatható a Try-szint emelkedése antranilsav je- 

lenlétéhen, ami érthető is, hiszen az antranilsav 

a triptofán prekurzora.
Spenótlevelekben szintén kimutatható antranil- 

sav-hidroxiláló aktivitás. Az összes hidroxi-antra- 

nilsav keletkezik, amelyek százalékos megoszlása öt­
órás inkubálás után a következő:

4—hidroxi- 5-hidroxi- 6-hidroxi- 
antranilsav antranilsav antranilsav

3-hidroxi-
antranilsav

16,6 % 16,6 % 16,8 %50,0 %

Ebben az esetben is. 3-bidroxi-antranilsav keletkezése 

dominál, mig a 4-, 5-> 6-hidroxi-antranilsavak azonos 

mennyiségben keletkeznek.
Paprika termésfalában is megvizsgáltuk az antra­

nilsav hidroxilálását és azt tapasztaltuk, hogy szin­
tén keletkezik minden egyes hidroxi-antranilsav, azon­
ban itt is legnagyobb mennyiségben a 3-bidroxi-antra- 

nilsav keletkezett.
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ÖSSZEFOGLALÁS

Már több éve foglalkozunk a hidroxilálással, a 

növényi szövetek in vitro hidroxilálásával. Többféle 

növényi anyaggal próbálkoztunk és megvizsgáltuk szá­
mos szubsztrát /benzol, benzoesav, piridin-karbonsa- 

vak stb./ növényi szövetekben történő hidroxilálását 

is, amelyekről az előzőkben már beszámoltunk. Az ant- 

ranilsav hidroxilálásáról összefoglalóan a követke­
zőket mondhatjuk.

1. Bábnövény vegetativ szerveivel végzett ihkubálá- 

saink során 3-> 4—, 3- és. 6-hidroxi-antranilsav 

keletkezett. Paprika termésében és a spenót leve­
lében szintén hasonló átalakulást figyeltünk meg. 
Dinnyénél és árpánál 3-» 4— illetve csak 4-hid- 

roxi-antranilsav keletkezett. Szekfügombánál nem 

tapasztaltunk hidroxilálást.

2. Babnövénynél a hidroxi-szármázékok megoszlása és 

mennyisége korrelációba hozható a növény korával.

3. Gátlási kísérleteink alapján feltételezhető, hogy 

a hidroxiláz-komplex ferro-ion tartalmú.

4. Az aktiváló anyagok 5-hidroxi-antranilsav kelet­
kezésére gyakorolt fokozó hatása azzal magyaráz-
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ható, hogy hidrogén-donorként vesznek részt a 

hidroxiláláshan.

5. Az ammoniumszulfátos frakcionáláshól és Sephadex 

G-150 gélen való tisztításból pedig látható, hogy 

az enzimkomplex kötött a sejtalkotórészekhez és 

400.000-nél nagyobb molekulasúlyú enzimkomplexről 
van szó, amely az összes hidroxilázsajátság hordo­
zója.

6* Más növényi anyaggal végzett kísérleteink azt iga- 

' zolták, hogy az antranilsav-hidroxilálás végbeme­
het ott is, de maga a mechanizmus nem egységes a 

növényeknél, nem általános az összes hidroxi-ant- 

ranilsav keletkezés.

7. A peroxidázok, mint nem specifikus hidroxilázok 

részt vesznek a hidroxiláláshan, azonban nemcsak 

ezek tehetők felelőssé az antranilsav-hidroxi-izo-
mérek keletkezéséért.
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