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BEVEZETES

A hidroxiléazok fontos szerepet toltenek be az
anyagcserében., Mind a kata~-, mind pedig az anaboliz-
mus soran keletkeznek hidroxilalt intermedierek.
Hosszu ideig csak a citokrom-oxidazt tekintették
olyan enzimnek, amely a levegd oxigénjével képes re-
agalni, napjainkban azonban mi&r enzimek egész sora
valt ismertté, amelyek lehetdvé teszik az oxigén ak-
tivaléasat és annak egyik vagy mindkét atomjénak
szubsztriatba vald beépiilését. A névényi anyagecseré-
ben a hidroxilalt termékek, hidroxi-aromis vegyiile-
tek nagyon lényegesek, mert ezek az aromids interme-
dier anyagcserének egy-egy lancszemét képezhetik,
vagy az alkaloid-szintézis intermedierei.

Ugyanakkor a fenolvegyiiletek sokoldalu szerepe§
téltenek be a novények betegségekkel szembeni ellen-
&4lloképességének kialakuldsdban, a herbicidek hatas-
m6édjéban. Szamos esetben a fenolvegyiiletek jelenlété-
vel magyarazhatdé a n6véqyek{bizonyos betegségekkel
szembenl rezisztencidja. Pl. parazita szervezetek je-
lenlétében megvéltozik a ndvény fenol metabolizmusa.

Ismerve a novényi hidrqxilézok és a hidroxilélﬁ

intermedierek sokoldalu szerepét, kisérleteink célja-



ul a novényi aromas hidroxilazok tulajdonsiagainak
vizsgalatat tiliztik ki. El6szOr megvizsgaltuk kiilon-
b6z6 novényi részek hidroxilald képességét, majd rész-
letesebben az antranilsav in vitro anyagcseréjét ta-
nulmanyoztuk babnovénybdl késziilt homogenizétumok-—
kale A hidroxilédlés soran keletkezett termékeket mi-
néségli és mennyiségi analizisnek vetettiik ald. A hid-
roxilazok hatiasmechanizmusinak tisztazasara gatld és
aktivald anyagokat alkalmaztunk.

Elvégeztilkk az enzim ammoniumszulfattal valdé frak-
ciondlasat és Sephadex G 150 gélen a tisztitasat, vagy

komponenseire bontasat.



TRODAIMI ISMERTETES

A bioldgiai oxidacid folyamatat harom kiilénbozd
uton lehet felirni /1/:

a/ elektron leadas

Fea"' —_— Fe5+ + e
b/ hidrogén leadés
OH,OH =0 —— CHae G2 o H
3=y 3= V~g t*H2

¢/ oxigén addiciéd
Ezekben a folyamatokban részt vevd enzimek szintén ha-
rom csoportba sorolhatdk /2/:

l. dehidrogenéazok,

2. oxidazok,

3. -oxigenazok,.
Az els6 csoport enzimei nem lépnek koOzvetleniil reakcid—
ba az oxigénnel, hanem mas hidrogénhordozdékon keresztiil
mikodnek, amelynek ubtolsé tagja lehet az oxigén. A mé—
sodik csoportba sorolhaté enzimekre jellemzd, hogy a
molekuléaris oxigént kdzvetleniil hasznaljak, mint elekt-
ronakceptort. Reakcidmechanizmusuk a kovetkezé8képpen
irhaté fel /3/: +

2= M gH_\



vagy
+4HT

o-
02 + 4e —_— 20 S==== 2H20

Ezekben a reakcidkban a szubsztriat hidrogént veszit,
amit az oxigén mint akcepbtor vesz fel és igy vizzé
vagy H202-vé redukilédik.

Az oxigenazok k6z0s jellemzbje, hogy oxigént épi-
tenek be a szubsztratba. Két alcsoportjukat kilonbdz—
tetjlik meg aszerint, hogy a molekuléris oxigén egyik,
vagy mindkét atomjat beépitik—e a szubsztratba. Igy
vannaks

monooxigenazok,

dioxigenazok.

Széamos szerzd ezt a felosztast koveti /Hayaishi 1969,
Altman 1972/, de ugyanakkor Karlson konyvében kiilon
6ndlld csoportként emliti az oxigendzokat /dioxigena-
zok/ és hidroxilazokat /monooxigendzok, kevert funkcid-
ja oxigenazok/. Az oxigenézok dltal katalizalt reakcidk
az alabbi altalinos egyenlettel Jjellemezhetbk:

A + 0, —> A0,
A hidroxilazoké viszont:

AH + DHy, + 0, ——> ACOH + D + H20

ahol A és AH szubsztrit-molekulat jelent, a DH, pedig
hidrogén-donort. Hidroxilazok tehidt a levegd oxigénjé-

nek egyik atomjat épitik be a szubsztratba, mig a masik



vizzé redukidlddik. Mikodésiikhoz redukédlt koenzimre

van sziikség, ami NADH + H+, NADPH + HY vagy pterin-

szadrmazék lehet. FOleg mikroszdémédkban talalhatd en-—

zimek, nehezen tisztithatdék és nagyon labilisak.

A hidroxildlas tobbféle mechanizmus szerint me-

het végbe. Hunt és munkatarsai /4/ a kovetkezd lehe-

t6ségekrdl tesznek emlitést munkajukban az oxigénfor-

ras kliilonbozbsége alapjan

1.

2e

Az oxigén hidrogénperoxidhdél szérmazik:

" e OH
I * W0, —s _— |+ wo
) O M

aromas 1. .
kett8skotés dihidrodiol fenol

Molekuléris oxigén felhasznalisa esetén:

~ /H N /0“0“ N /OH

C + 0 > _—
/ " Su 2 /,C'\\“ /’C“H + H,0
aliciklikus . . aliciklikus
vegylilet hidroperoxid hidroxi-szarmazék

Viz az oxigénforrés:
H " oH OM

I v Sl | + M
H H

aromas dihidromono-

ket b6skoté s hidroxi-vegyiilet fenol



Ez utdébbi esetben egy hidratilas és azt kovetd dehid-
rogénezés torténik, mint a (d —-oxidaciédnil.

A hidroxilédlés kiilonbdz6 tipusait a hidroxilalt
anyag természete szerint is csoportosithatjuk. Ezekre
a kovetkezd példédkat adjuk meg:

l. Aliféas vegyliletek hidroxilélésa

Pl.: CH5 CH2—OH
| |
CH = NH2 —> CH - NH2
I |
002H 002H
alanin szerin

Ferroaszkorbattal torténd hidroxilalis esetén ta-~
pasztaltdk a fenti atalakulést /5,6/. Frommer és
Volker /7/ majmikroszémak alifas hidroxilaléd képes-
ségét vizsgalva megdllapitotta, hogy az alifas szén-~
hidrogének a megfeleld alkoholld alakultak és hogy
a hidroxilédléas mind a primér, mind pedig a szekun-
dér szénatomon megtértént, de elényben részesiilt a
szekundér ill. tercier szénatomon t6rténd hidroxi-
lalés.,

Hasonldé atalakulésok figyelheték meg a zsirsa-
vak ww-oxidacidjanal is.

2. Oxo-~enol taubtomér hidroxilélasa

O 4
(o) OH W oM
H
NN —



e

Ez a reakcié szintén viz-—addicibe. Itt az Oszt-
radiol —— Osztriol atalakulast emlithetjik meg
példaként, bar ebben az esetben egy ciklopentanon
——> ciklopentandiol &talakulas megy végbe; Ez
részben emlds allatok mijédban, részben pedig a pla-

centaban torténik.

Aliciklusos vegyiletek hidroxilalésa

pl.

dezoxikolsav kolsav
/3oy 120=dihidroxi- /3Ly 7y 12d=trihidroxi-
kolansav/ kolansav/

Ferroaszkorbatos modellrendszerben irtak 1lé ezt az
dtalakulédst, de méajban is le jatszddik, sO6t ismertek

a sugarhatasra bekovetkezd 07-es hidroxilalasok is

/8/



4, Telitett ciklikus alkoholok diolld torténdé atala-

kuléasa " HO

Ilyen tipusu atalakulidsok az epesav—anyagcseré-

ben SZerepelnek.

5. Aromas vegyliletek hidroxilalasa

Allati séévetekben, féleg az agyban jo6l ismert
a triptofan-hidroxiléz, az alabbi reakcidkat kata-
lizalja /9/
triptoféan ————> 5-hidroxitriptoféan
triptamin ~————> 5=hidroxitriptamin

indolecetsav —— > 5-~hidroxiindolecetsav

Booth /10/ vizsgalatai arra mutatnak ra, hogy
ma jmikroszomékbol izolalhatd enzimrendszer t6bbfé-
le aromés szubsztrat hidroxilalasara képes.

Pl. benzol —— > fenol

naftalin —_—3  d-naftol

> o-aminofenol
T T——— p-aminofenol

acetanilid —————> p—acetamidofenol

e 2—-amino~6-naftol
2-naftilamin
T 2-amino-l-naftol

anilin



6. Fenolok hidroxilaléasa
Dagley /11/ Aerococcusokkal vizsgalta a kinu-~

rénsav lebomlasat és a kovetkezd Atalakulist ta-

pasztalta:
OM OH
NRDH + W' H, O
> 4 -
COM 0, ' CO,H
v 0=><,
. . epoxid
kinurensav intermedier
(0] OH
Gl Do —— LU
Co,M ’
% ¢ ) kg ’ CO,H
vicinalis 74,8=dihidroxi-
glikol kinurénsav

Ujabban sokat foglalkoznak a bér karcinogén po-
liciklusos aromidsok epoxid-képzddésével és tovabb-
alakulasaval /12/, valamint a szkvalén-epoxid szte-
ran bioszintézisben jatszott szerepével /13/.

Az eddigiekbdl lathatéd, hogy a hidroxiléalés
mechanizmusa és csoportositasa tobbféle lehet, és
hogy a hidroxilazok kozlil az intermedier anyagcse-
rében szerepld hidroxilazok nagy csoportot képvisel-
nek. Eppen ezért részletesebben csak az aromés hid-
roxilazokkal foglalkozunk a tovabbiakban. A kovet-
kezdkben £6leg ezekrdl teszlink emlitést, nem tore-

kedhetve mas vonalon, de itt sem a teljességre.
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Els6sorban az 4llati szdvetek aromas hidroxiléa-
zaival foglalkoztak, részben nagyobb fontossiguk /pl.
maj és mellékvese hidroxilazai/, részben pedig jobban
és konnyebben elvégezhetd tisztithatdésaguk miatt.

Mitoma /14/ és munkatérsai maj aromids hidroxilé-
16 képességét vizsgalva arra a megdllapitasra Jjubottak,
hogy a keletkezett hidroxiaromas vegyliletek nem spe-
cifikus hidroxilalas eredményei, s6t még azt is meg-
kockédztat jak, hogy az egész atalakulads nem enzimatikus,
mert pl. a difenil —> O-hidroxi-difenillé illetve
p-hidroxidifenillé torténd atalakulésa bekovetkezik
peroxid és vas vagy aszkorbinsav, vas és oxigén jelen-
létében is.

Udenfriend és Brodie /15/ mar 1954-ben tanulmi-
nyozta az aromids hidroxilalast modellrendszerekben.
Kisérleteikkel igazoltadk, hogy az aromés hidroxila-
las szovetek jelenléte nélkiil is végbemegy, ha oxigén
és aszkorbinsav van Jjelen. Ramutattak arra is, hogy
az aszkorbinsavat a modellrendszerekben helyettesit-
heti olyan vegyilet is, amely endiol—ébalaku}ésra ké-~
pes vagy diketo-szerkezettel rendelkezik, pl. ninhid-
rin, dihidromaleinsav, alloxan stb.

In vivo hidroxi-termékek keletkezésére vonatko-

zdan az aldbbi utakat tételezték fel:
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1.
R \ R
:j@ + H,0 \:;:j —2H
_—_9 “ >
H

Tehdt itt a reakeid mechanizmusa: viz-addicid

%

a kettdskotésre és azt kovetden az aromids struktura

visszaalakuldsa dehidrogénezddéssel.

2. Hidrogénperoxiddal dihidrodiol keletkezik, majd

ezt vizvesztés koveti

R R R
+ H,0, -H,0
H
: (&)
o =N On

3. Kozvetlen szubsztitucidé a hidrogén és a hidroxil-

csoport kozott.

Az aszkorbinsav, oxigén és vas katalizdlta hid-
roxilalasok in vivo csak olyan ndvényekben jatszdd-
hatnak le, amelyekben magas az aszkorbinsav koncent-
racidjae.

Hunt és Hughes /4/ Pseudomonas fluorescensnél
vizsgaltak a nikotinsav hidroxilalasat jelzett /1802/
oxigént hasznalva. Megallapitottak, hogy a nikotinsav

——> 6-hidroxi-nikotinsav &talakulasban a levegd
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02-je nem vesz részt, nem épiil be a szubsztriatba, ha-
nem a vizmolekula oxigénje az oxigénforras.

Tanaka és munkatdrsai /16/ viszont dohdnyndvény-
ben tanulmanyoztédk a nikotinsav metabolizmusit és azt
.tapasztalték, hogy a keletkezett 6-hidroxinikotinsav
gliikkozilez8dik és igy raktérozdédik a ndvényben. Niko-
tinsav hidnyaban a fenti szarmazék Gjbél mobilizalod-
dik és hbelép az anyagcserébe.

Wilcox és Moreland /17/ fenoxi—alifés savak hid-
roxilalasat vizsgdlva kimutatta, hogy mig a mikroor-
gépizmusokban a lebontas soran o-hidroxi-szarmazék
keletkezik, addig a buzagydkerekkel végzett inkubalé-
sal sorédn p-helyzeti hidroxilalédas kovetkezett be.

Irodalombdl jol ismert, hogy a peroxidazok, me-
lyek széles korben elterjedtek a novényvilagban, -
mint nem specifikus hidroxilazok -~ részt vesznek hid-
roxi-szarmazékok keletkezésében. /Az emlitettek az 41~
lati szovetek peroxidazaira is vonatkoznak./

Johnson és Cunnigham /18/ adatai felhivjak a fi-
gyelmet arra, hogy fokozdédik a ndvényekben a peroxi-
ddzaktivitds patogénekkel torténd fertdzéskor, sdt ki~
16nbdz6 betegségekkel szemben rezisztens ndvényekben
is eltérd a peroxidézaktivitas. Rozsdagomba-fertdzés-
kor fokozédik a peroxidézektivitas a ndvényi részben,

aminek magyarazatat abban latjak, hogy ennek hatéaséara,
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vagy a fokozott peroxidazaktivitas kovetkeztében ke-
letkezett fenolok hatasara lecsOkken a gombamicellak
szaporodésa.

Ugyancsak érdekes adatokat szolgadltatnak Prochazka
/19/ kozleményei is. Burgonyaszeletekkel, gombdkkal és
kalluszon végezte kisérleteit és arra a kovetkezte-
tésre jutott, hogy nemcsak az dllati szdvetekben tor-
ténik s:teroid hidroxilaléas, hanem a novényekben is.
Dehidroepiandroszteron 5p-hidroxilé1ését irta le a
fent emlitett kisérleti objektumokban.

Matkovics és Rajki /20/ torma peroxidéz, xantin-
oxidaz, lipoxidiz, aszkorbinsav- és fenoloxidaz, va-
lanint katalaz Osztrogénekre gyakorolt hidroxilald
hatiasit vizsgalta. Leghatasosabb nem specifikus hid-
roxildldé enzimnek a peroxidazt, valamint a fenoloxi-
dazt taldltik. Az emlitett oxidazok nem specifikus
hatasként az alibbi atalakulidsokat katalizaltaks

1.

0
Il

o T
0 948
”////,JVHO
2-hidroxi-&sztron

OH
MG \

osztron

Osztradiol
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2e

OH

HO \\\\\S II ‘‘‘‘‘‘ OH
dsilradiol i '

osriviof

Koradbban in vitro vizsgalatokat folytattunk
az 6szi arpa és dinnyendvények aromds hidroxilaléd
sajatsdgainak tanulményozisira /21/. Kisérleti ered-
ményeink az aldbbi atalakulasokat tamasztottak ala:

antranilsav —  4=hidroxi-antranilsav

fenol ~—  pirokatechin /floroglucin/
benzogesav ———> szalicilsav, p-hidroxi-
benzoesav

A noévényi szoévetek sokoldalu hidroxilald képes-—
ségének a ténye arra késztetett benniinket, hogy tovéb-

bi vizsgélatokat végezziink. Az antranilsav 4-hidroxi-
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antranilsavvéd torténd atalakulidsa ezekben a szdve-
tekben azt a gondolatot ébresztette benniink, hogy
talan ebben az esetben egy sajatsagos enzim--komp-
lexszel allunk szemben, mivel &llati és novényi
szovebekb6l addig még csak a 3-hidroxi-antranilsav
keletkezését irtak le. Ezért részleteiben az antra-
nilsav hidroxilalasat tanulményoztuke.

Az antranilsav fontos aminosav-anyagcsere inter-
mediBr. Tobbféle uton keletkezhet az éldszervezetben.

Triptofan lebomlésa soran a kovetkezdképpen jon lét-

re /22/:
COH (\'OJ'H
\ CH=NH,
CHy CHa
CHy-CH-COH ¢o co
T O — Qe
H ‘UH Nuy
{ . t 1 c’:: k‘ .
ri ojan I . renn
ptet {ormifkinurenin \nure

SO

Kinurensav
Z L0 H

NS NHy
antranilsav
CHy-CH~CO M

\ \
O MNHy COLH

|

NHy (TP
o] ] OH

3-hidvoxi-kinurenin, A-nidvoxi-antrani fsav
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R (_o‘-“ COLH
CcOH MADHAM No —_— o —>
0 ¢ \ :
NH,y 1
NH, NH

antranifsav

co,u
+ “:.0 - Coz. 5 R
‘Nl'\s

katechol

Szémos mikroorganizmusbél /Serratia marcescens,
Ezmcherichia coli, Salmonella stb./ Robb és
Hutchinson /23/ izolalta az antranilsav-szintetazt.
Ez az enzim a korizmAt antranilsavvi torténd ata-
lakulasat teszi lehetdvé glutamin vagy ammonia,
mint amino-donor jelenlétében.

Az antranilsav katabolizmusa a kovetkezd séma

alapjén megy végbe Pseudomonas fluorescens-nél /24/:

katachol csr-mukonsav

o,"

N e

CH, (,:“L

|}

C=0 ((= °

)

'CH,, (‘,\45

fb-kd'o ~ adi pl.v\, sav
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Decker és munkatarsai /25/ vese- és majszovet-
b6l izolaltdk azt az enzimet, ami a 3-hidroxi-antra—
nilsav katabolizmusédnak elsd lépését végzi az aldbbi

reakcibegyenlet szerint:

CO,M

* 5-hidtox'\-uvdro; (j[coa.ﬂ
\ ida

M, nilsav oxidda H—C -

+ O, o

OH

Kutacek és Schraudolf /26/ lq'C}—vel jelzett ant-
ranilsav metabolizmusat a Brassica nemzetségnél a

kévetkezd tablazatban foglalta Ossze:

antranilsav- glikobrassicin

4?455 glikozid

antranilsav ————) L-triptoféan
a
k \\‘neoglﬁkobrassicin

fehér je

Tehat az antranilsav nemcsak a triptofénnak,
hanem a gliikkobrassicinnek és neobrassicinnek is pre-
kurzora, viszont glikozilezbdve ki is léphet az
anyagcserébdl.

3-hidroxi-antranilsav hidroxilaz izolalasat
mind &llati, mind pedig novényi szovetbdl megkisé-

relték, Nair és Vaidyanathan /27/ Tecoma stans leve-
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leib8l izolalta a fenti enzimet, amelynek a mikddé-
séhez Fe5+ ionokra, tetrahidrofolsavra és redukélt
NADY —ra volt sziksége. ,0C dipiridillel az enzim-
gatlas fellépett, de ez Feo'—al kiolthatd volt.

Modellrendszerekben is tanulmanyoztdk az antra-
nilsav hidroxilalasat /28/ és azt tapasztaltak, hogy
egyediil a Fenton-Cier rendszer az, ahol az Osszes
monohidroxi szarmazéka keletkezik az antranilsavnak.
Osszehasonlité anyagnak hidroxi-antranilsavakat mi
is a fenti rendszerben allitottuk eld.

Osszefoglalva a kivetkezbdket mondhatjuk: hid-
roxilalt termékek in vivo és in vitro koriilmények
kozott keletkezhetnek specifikus és nem specifikus
enzimhatésra.

A hidroxiléaz enzimek sok esetben fémet tartal-
maznake. Redukalt koenzimre vagy hidrogén-—-donorra van
szilkség az enzimaktivitashoz, valamint oxigénre, a-
melynek eredete kiilonbdzd lehet. Eddigi ismereteink
szerint a hidroxilalas utjai a kovetkezd /29/ sémak

lehetnek:

A. I. oxigénaktivéalas

02 — O‘ H OH. 9 R0.2

Az aktivalas kétféleképpen torténhetb:
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a/ szabad gyodkos aktivaléas .
0, +e —> 05 :_H__) < HO,
vagy
Op + He —— . O,
O2 + Roe — . 02R

Az aktivélasnagk ez az utja feltételezi elektron vagy
hidrogén-donor Jjelenlétét. A keletkezett perhidroxil
gyok tovabbi atalakulésra képes; léancreakcidét indit

meg

‘02H + RH —— 021-12 + R
R* + ’OEH—-) ROOH
és végil
. H ROH + OH®
/ /
RH + « O,H —> R~ ~
. ~ . .
>00H epoxid + OH2

b/ oxigén-fémkomplexek keletkezése

2+ 2+

protein Fe

4 Te proh.'m.i
HO 1

4. protein Fe

Ho
rotein Fe2*0, + :[:::]
% 2 KO

[

+ 02 O2

-—-—— .- ---
B
. .‘

majd a gyuri felhasad és ez mukonsav keletkezéséhez

vezet. /Ez a lényege az oxigenazok miikddésének./
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2. A mésik lehetdség pedig, hogy oxigénatomok kozot-
ti kotés felbontasa persavakhoz vezet, vagy persav
jellegi vegyulethez, amely epoxidokat wvagy N-—oxido-
kat szolgaltathat. Mason szerint ez az alapja a ke-

vert oxigendzok mikodésének.

B. Szabad gyokds hidroxilalas

Ez a mechanizmus féleg szabad hidroxilgyodkok
jelenlétét tételezi fel, amely nem az oxigén aktivéa-
lasa soran keletkezik. Ezeket a gyokoket szolgidltat-
jék a viz, H202, Fenton-rendszer stb. Ezek az anyagok
mikroorganizmusokban tobbé-kevésbé hasonldé médon hid-
roxildlnak. Ennek az Ubtnak a 1étét alatimasztjak azok
az analégidk is, amelyek a kémiai hidroxilalas és bio-
kémial rendszerben tanulmanyozott in vitro hidroxila-

las kozott fennidllnake

C. Intermedier oxigénezési hipotézis

Szamos kisérleti tény téamasztja alad a molekula-
ris vagy atomos oxigén szerves molekulédkba vald koz-
vetlen belépését. Pl. benzoesav hidroxilidlédhat a
levegd jelenlétében vizes oldatban, ha fémkelat-ionok
vannak jelen.

Molds szerint az s#eroidok a levegd oxigenjevel

11p és 14X helyzetben hidroxiléalédhatnak és 9p, 11p,
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és 144, 15« epoxidok keletkeznek;

A hidroxilaléas mechanizmusénsk targyaladsénil
még egy fontos megallapitasrdl kell emlitést ten-
ni, az un. NIH-shift-rdél /Hydroxylation~induced
intramolecular migration/. 1955-ben Mason és mbtsai
ko6zolték, hogy 35,4—dimetilfenol enzimatikus oxida-
ciéja 4,5=-dimetilkatecholhoz vezet. Ez ellentétben
41l az aromas szubsztitucié klasszikus koncepcidjé-
val, amely szerint koézvetlen helyettesitésnek kel-
lene végbemenni. Ebben a kézleményben a szerzdk meg-
alapozzédk az aromas gyuri szubsztituenseinek hid-
roxilalaskor bekovetkezd6 intramolekularis helyval-
toztatasat, amelyet késébb szémos izotbépos vizsgé-
lat is bizonyitott és tobb vonatkozasban is érvényes-
nek taléalt.

Guroff, Daly és mtsai /30/ triptofdn hidroxi-
laz hatasmechanizmusanak vizsgalatakor is tapasztal-
tdk az intramolekuléris atrendezdédést, amelyet a ko-

vetkez6 egyenlet szemléletetb:

T
HO
T o CH=COM - l l CHy CH-COM
U »lvut +_>°L+"H "\ MH,

triptofan S5~-hidroxi-triptofan

5. helyzetben a hidrogént triciummal helyettesitet-

te és ennek az un. tricialt triptoféannak a hidroxi-
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iélését vizsgalta triptofén-hidroxilézzal és azt
tapaszta}ta, hogy a'hiQrpxilcsoport o+ helyzetbe
épﬁlt_be:.mig a tricium~6-osvpoziciéban,volt kimu-
tathaté. A késSbbiek soran még t&bb enzimnél is
vizsgaltdk a "shift" jeleqséggt.és agt.is megalla-
'pitotték,'hog& ez nemcsak hidrogénre, hanem halogén
elemekre is vonatkozik /Cl, F, Br/. Az emlitett szer-
z6k modellrendszerekre is érvényesnek talaltak a
NIH-shift-et és &ltalanosan megéllapitottak, hogy
mind enzimatikus, mind pedig nem enzimatikus atala-

kulasok esetén fennall /31/.



- 24 -

ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteinkben kiilonb6zd koru /5-20 nap/ bab-
novényeket hasznidltunk fel, amelyeket fénytermosz-
tatban, egyenletes fény- és héviszonyok biztositésa

mellett neveltiink fel.

Novények feldolgozésa

5-5 g ndvényi részt /gydkér, szar vagy levél/
kevés kvarchomokkal lefagyasztas utan elddrzsoltink,
vagy Potter homogenizatorral eihomogenizéltunk, és
az igy nyert novényi homogenizatumot 25 ml pH = 7,0
M/15 foszfat pufferben szuszpendiltuk. Ebbe tettiik
a szubsztratot /legtobbszor az antranilsavat/ 2 m mol
mennyiségben. Ahhoz, hogy a keletkezett szarmazéko-
kat tovabb tudjuk analizélni, az Otoéras inkubilasi
1d6 bizonyult optimalisnak.

Inkubilas utén a reakcidelegyhez 5 ml 10 %—o0s
triklérecetsavat adtunk, vagy azonnal elvégeztik az
extrakcidt.

Extrahaléasra 3x10 ml étert hasznaltunk fel. Az
éteres extraktumot szérazra paroltuk, majd kromatog-

rifids vizsgdlatnak vetettilkk ala.
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/

Az inkubélas sorédn keletkezett hidroxi-antranilsavak

szétvalasztisa, kvalitativ_és kvantitativ meghataro-

zasa

Az egyes szarmazékokat rétegkromatogriafias uton
a kovetkezd futtatd elegyekben /28/ valasztotbtuk el:

kloroform : jégecet /95:5/

kloroform : metanol : jégecet /75:20:5/

A lapokat Silica gel G /Merck/-bdl készitettik
0,25 mm vastagsagban. A mintédk felvitele éteres ol-
datban tortént. Eléhivast Van Urk reagenssel végez-
tik el /32, 33/.

Az inkubalas sorén keletkezett antranilsav-szar-
mazékokat Fenton-Cier modellrendszerben eldallitott
hidroxi-antranilsavak segitségével azonositottuk.

A Fenton-Cier rendszer Osszetétele a kovetkezd volt:

FeSO4.7H20 1 m Mol
EDTA-dindtriunsd 1 m Mol
aszkorbinsav 0,5 m Mol
antranilsav 2 m Mol
H202 ' 2 m Mol

Ezzel a mbédszerrel - mint mar azt koridbban is em-
litettiik = az Osszes hidroxi-antranilsavak elddl-

lithatoék.
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CO,M

NH,

CO,,H antra mlsav CO,H

@M /\ e

3-hidroxi-antra G-hidvoxi- anlranilsav

Co,H COIH
Y-hidroxi-anivanilsav 5-hidvoxi-antrani/sav

Antranilsavbél Fenton=Cier modell rendszerben ke-
letkezd hidroxi-antranilsavak

Az antranilsav kvantitativ meghatarozaséra és
a novényi homogenizatumokban keletkezett hidroxi-
antranilsavak mennyiségi visszamérésére az éteres

novényi Kivonatokat vastagréteg Silica gel lapokon
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véalasztottuk el /0,5 mm/, majd UV-abszorbecid és
fluoreszcencia segitségével bejeldltiikk azokat a si-
vokat, ahol ezek a szarmazékok elhelyezkednek és e-
zeket lekapartuk az lUveglapokrdél. Az extrakciédt
10 ml forrd vizzel végeztilkk, majd a Silica gél nyo-
mokat szliréssel eltavolitottuk. A kapott tiszta vi-
zes oldatokbdl az antranilsavat és a hidroxiszérma-
zékokat Kupfer /34/ mdédszerével hataroztuk meg, amely
a szabad aminocsoport-meghatarozason alapszik. A meg-
hatarozast a kovetkezdképpen végeztik el. 5 ml vizes
oldathoz 1 ml p-dimetilaminobenzaldehidet adtunk,
majd 20 perces allas utdn /ami a teljes szinkifejlé-
déshez volt sziikséges/ 420 nm-nél mértik az oldat
extinkcidjat. A kapott extinkcid-értékekbdl kalibri-
cibés gorbe segitségével hataroztuk meg az egyes szar-
mazékok mennyiségét.

Az antranilsav hidroxililéaséban részt vevé en-
zim hatismechanizmusédnak a megkozelitésére a kovet-

kezd gatlod anyagokat alkalmaztuk:

kdliumcianid /Reanal/ 1072 M, 10~ M
ogiginolinszulfonsavas -3 4
kalium /Reanal/ 100" M, 10" M
rotenon /BDH/ 1072 M, 107% u
SKF-525 /SKFL/ 1072 u, 107% u
p-aminobenzoesav /Reanal/ 10_4 M
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p-oximerkuribenzodt /FLUKA/ 107° M, 10% u
p-Klormerkuribenzoat /FLUKA/ 102 M, 1074 M
hexobarbital /Reanal/ 107 M,
(s L=-dipiridil /Reanal/ 1072 M, 107* N
aminopterin /EGA/ 10~° M.

A hidroxilalas eldmozditasara viszont az alib-
bi aktivalokat probaltuk ki

-2 -4

aszkorbinsav /Reanal/ 107° M, 10~2 M, 100" M
dehidroaszkorbinsav /FLUKA/ ' 102 M, 107% u
" dihidrofolsav 1072 1, 107* u
tetrahidrofolsav 102 M, 10°* M

Az inkubdlas minden esetben pH=7,0, M/15 foszfat
pufferben tortént.

Dihidrofolsav eléallitasa /35/

20 mg tisztitott folsavat 2 ml vizben feloldunk
1 N kadliumhidroxid adagoléasaval. /A folsav eldzetes
tisztitasat Hutchings médszerével végeztik el /36/.
100 mg aszkorbinsavat, majd 200 mg Na28204-t tettiink
hozza. Otperces 4llas utan a lombikot jeges-vizes
flirdé6be helyeztik és timolkék indikator szindtcsapa-
sat kovetve az oldat pH-jat 2,8=-ra allitottuk be e-
cetsavval. ROvid id6 mulva a dihidrofolsav fehéres
csapadék formajaban kivalt az oldatbdl. A Kkisziirt

dihidrofolsav tisztasiaga még tovabb fokozhatdé, ha a
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fenti miveletet tObbszor megismétel jik.

A fetrahidrofolsavat Davis médszerével /37/ allitot-

tuk eld:

350 mg folsavat 90 ml jégecetben szuszpendiltunk,

majd par mililiter merkaptoetanolt adtunk hozza. RO~

vid id6 mulva 2g Na,8,0,~t tettink hozza. A szuszpen-—

216t szobahémérsékleten 30 percig magneses keverdvel

kevertiik, majd N, dramban szirtik. Vakuum exszikka-

torban fénytdl védett helyen széritottuk.

A hidroxilaz enzim amméniumszulfatos kicsapassal tor-

ténd tisztitasa /38/:

1.

2e

4.

50g lefagyasztott gydkeret hiitott koriilmények kd-
zO0tt 1l-2 percig Potter homogenizatorral eldorzsol-
tink pH = 7,2 M/15-0s foszfat pufferben, majd a
kapott pépet tObbszoros gézrétegen atsziirtik.

A sziirletet 35 %-ra telitettik /NH4/2SO4-al /209
g/l/ majd ugyancsak joél hiitott korilmények kozott
30 percig kevergettiikk, 20 percig /1500 ford/perc/
centrifugaltuk hithetdé centrifugaban.

A centrifugilis utin kapott feliiluszbét 65 %-ra
telitettiik szilérd /NH4/ZSO47al /200 g/1/ majd

20 percig /4500 ford/perc/ centrifugiltuk.

A feliiliszdét 0jbdél 30 %-ra, majd ismételt centri-

fugadlids utin pedig 65 %-ig telitettiik /NH4/2SO4-al,



amit a fentiekben leirt centrifugalas kovetett.

5. Az igy kapott ''csapadékot" /NH4/2SO4—OS PH = 7
2,36 M foszfat pufferben szuszpendaltuk /1 liter
pH = 7 foszfat pufferben 313 g /NH4/2SO4 van old-
va/ 30 perces kevergetés utan centrifugidlas ko-
vetkezett, a kapott maradékot pedig 1,75 M
/NHq_/aSO4 oldatban /231 g /NH4/ZSO4 oldva pH = 7
foszfat puffer 1 literben/ szuszpendadltuk. Ujbdol
centrifugidltuk az elegyet, majd a centrifugacsé
aljan maradt anyagot 0,025 M pH = 7,2 foszfat puf-
ferben oldottuk és egy éjszakan at jegesben ugyan-
azzal a pufferrel szemben dializaltuk. Az enzim-
aktivitads nyomon kovetésére minden egyes lépésben

antranilsevas inkubdlasokat végeztiink.

A hidroxilélasban szerepet jatszé enzimkomplex tisz-

titasa Sephadex G 150 gélen /39,40/

Ez a gél 10-40 u atmérdju részecskéket tartal-
maz és 5-400.000 Molsulyu fehér jék szétvalasztasara
alkaimas.

Az oszlopot 10 g gélbll készitettik el, amelyet
3 napig 0,15 M foszfat pufferben eldduzzasztottunk.
Kétféle méreti oszlopot haszniltunk.

l. g 0,6 cm oszlopagy magassaga 20 cm

2. ¥ 1,8 cm oszlopagy magassaga 30 cm.
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" Bluald folyadéknal ugyanezt a foszfat puffert
alkalmaztuk, csak benne a NaCl koncentriacidéja 1 N

volt.

Novényi minta eldkészitése oszlophoz

5 g babrészt /gydkér, széar, levél/ lefagyasztot-
tunk, Jjol elhomogeniziltunk, az igy kapott pépet
0,15 M pH = 7 foszfatpufferben szuszpenddltuk. Ezt
atszlirtilkk négyszeres gézrétegen és a szlirletbdl vit-
tiink fel az oszlopra az elsé oszlop esetén 0,5 ml-t,
a masodikra pedig 1 ml-t. 10 ml frakcidkat szedtiink
az oszloprél. A kapott frakcidkban minden esetben meg-
vizsgaltuk az enzimaktivitast antranilsavval torténd
inkubdléassale.

Més szubsztrattal /fenol, nikotinsav stb./ és
mas ndovényli anyaggal /dinnye, arpa, spendt/ végzett
kisérleteink lefolyasa ugyanolyan volt, mint az antra-

nilsavnal leirtake.
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KISERLETI EREDMENYEK ISMERTETESE ES MEGBESZELESE

Babnovény homogeniziatumokkal végzett inkubala-
sok sorédn azt tapasztaltuk, hogy az antranilsav va-
lamennyi lehetséges hidroxi-széarmazéka keletkezett.
Ha kiilonb6zd korud ndvényeknél vizsgadltuk a hidroxi-
antranilsavakat, akkor Jjoél megfigyelhetd volt, hogy
ezek mennyisége a noévény koraval valtozik. Az 1. tab-
léazatban foglaltuk Ossze az erre vonatkozd eredménye—

inket /41/.

N . . Y 'S 3-HIOROXI | 4-HIDROX| | 5-HIOROX! | 6~HIDROX!
%}Km‘ NOVENY! RESZ WNTRAML SAV [ANTRANILSAVIANT RANILSAANTRANLSAV|
GYOKER 67 32 + +
5
HAJTAS 30 65 + +
GYOKER 40 54 ¢ +
6
HAJTAS % 50 +
GYOKER 47 52 ‘ +
7
HAITAS 51 46 + +
GYOKER 40 58 ¢ ¥
0 SZAR 29 67 + +
LEVEL 21 68 2 9
GYOKER 40 30 16 14
% SZAR 23 30 21 26
LEVEL 28 32 15 25
GYOKER 40 31 28 +
8 SZAR 40 17 10 33
LEVEL 68 13 14 5
GYOKER 4“0 30 + 27
9 SZAR 33 40 12 15
LEVEL 30 34 4 22

l. tabléazat

Kiilonbdz8 koru babndvényi részekkel torténé inkubdlés
sorén keletkezett hidroxi-antranilsavak szézalékos
megoszléasa



Wiho - e

A téblazat adatai jol szemléltetik, hogy mér Ot-
napos babnovénynél is keletkezik az Osszes hidroxi-
antranilsav, azonban az 5- és 6-hidroxi-antranilsav
csak nyomnyi mennyiségben van Jjelen, kimutathaté, de
mennyiségileg nem mérhetd. lMeglepé, hogy a 3-hidroxi-
antranilsav mellett végig szi&é azonos mennyiségben
keletkezik a 4=hidroxi-antranilsav. 10 napndl id&sebb
babndévényekben mar joOl mérhetd az 5- és 6-hidroxi-ant-
ranilsav mennyisége is, tehadt a ndvény koraval ndé ezek-
nek a mennyisége. Az l., 2., 3. &bra oszlopgrafikonjai
még szemléletesebben mutatjék be ezeket a valtozédso-

kat /42/.

] T 3-0H-ANTRAMLSAV
%0 V727773 4-0H- anTRaNLSAY
5] 5-0H-ANTRANLSAV

B2 6-o4- wmanisav

A AR AR LR R R RN RN

1. abra
Gydkér-homogenizéatumban keletkezd hidroxi-antranil-
savak %—-os megoszlasa a novény kora fliggvényében
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ANYAG
%
100
1 3-04- ANTRANLSAY
% 4 V2720 4- OH-ANTRAMILSAV
0 5~ OH-ANTRANLLSAV
. ESE525 6- OH-ANTRANLSAY
0 |
7 %
60
50 M
/ )
] T ﬂ
% <3|
20 7 / g
20 | =§
I} :‘."' g
5 6 7 10 18 19 NAP
2. 8bra

Hidroxi-antranilsavak megoszlésa széarban a babndvény
kora filiggvényében

ANYAG
b A
|
0 T T 1 3-o4-awranisav
48 R 4-oH-anTRAMLS AV
EZT s-o4-anramsav
80 | Frrsz—
E22] 6-0H-ANTRAMLSAV
70 | .
N
50 | 3
N
50 i N
40
30
20 |
10

10 NAP

5. &abra
Az antranilsav-hidroxi izomérek aranya kilonbdézd koru
babnévények levél-homogenizétumaiban
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Annak eldontésére, hogy a keletkezett antranil-
sav-szérmazékok specifikus vagy nem specifikus hid-
roxiléz hatésara jottek—e létre, kvantumkémiai szé-
mitéasokkal meghatéroztuk, hogy az aromids szubsztitu-
cidé szempontjébdél az antranilsav-molekula, mely szén-
atomjai vannak kedvezményezett helyzetben /43, 44/.
Szémitésaink sorédn a 4. 4bréan lathatd eredményeket

kaptuke

0 -036418
~(0 """ -0,36418

- 018734 [0

NH, 094936
2Y0,52052
0,113586
0,21428
4, &bra

Parcialis toltésértékek az antranilsav-molekulédban

Jol megfigyelhetd az &bran, hogy a viszonylag
kis tO0ltéssel rendelkezd szénatomok /energetikailag
a hidroxilaléasra kedvezményezett helyek/ a 3, 4 és 6.
Az 5, szénatomon magas a toltéssiiriség, ezért felté-

telezhetd, hogy erre a szénatomra a hidroxil-csoport
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belépése csak specifikus enzimhatéasra kovetkezhet be,
és egyébként ellendll a gyokds hidroxiléaléasnak, mig a
tobbi helyzetben specifikus és nem specifikus hidroxi-
lazok egyarant szerepelhetnek a hidroxilélasban.

A J-~hidroxi-antranilsav az allati szervezetben
Jjol ismert anyagcsere-intermedier, tobb mikroorganiz-—
musbdl is sikeriilt izoldlni azt az enzimet, amely részt
vesz a hidroxilélasban. Erdekes azonban, hogy a 3-hid-
roxi-antranilsav mellett a 4-=hidroxi-antranilsav is
nagy mennyiségben keletkezik. Specifikus enzimet pe-
dig nem ismerink még, ami ebben az atalakulidsban sze-
repelhetne és ugyanez vonatkozik a 6-hidroxi-antranil-
savra is.

Feltételeztik és tobb adatunk volt arra, hogy a
novényi peroxidazok azok az enzimek, amelyek fontos
szerepet Jjatszanak az antranilsav hidroxilalaséaban
/valésziniileg az &llati szervezetekben is hasonld a-
nyagcserehatasokrél van szdé sokszor/, ezért tormaper-—
oxidazzal is elvégeztiik az antranilsav hidroxilaléasat.
Az 5. 4bran szemléltetjik a Fenton-Cier rendszerben
és 10 napos babndvény levelében, valamint 2,5 x 10~ M
tormaperoxidaz hatasara keletkezett hidroxi-antranil-
savak rétegkromatogramjat. A kristilyos tormaperoxi-
dédz Jjelenlétében is bekovetkezett a hidroxilalés.

A tormaperoxidizzal torténd antranilsav-hid-

roxilalas termékeinek szézalékos megoszlésat tintet-
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5. ébra
A = antranilsav; B = Fenton-Cier rendszerrel el6alli-
tott antranilsav-hidroxi izomérek; C = levélhomogeni-—
zatumban keletkezett hidroxi-szarmazékok; D = torma-
peroxidaz hatasara

tik fel a 2. tablazatban.

Az adatok szerint a tormaperoxidédz legnagyobb
mértékben a 3- és S5-hidroxi-antranilsav keletkezésé-
ben vesz részt, de kismértékben szerepel mas helyzet-
ben torténd hidroxilédlésban is. Az 5-hidroxi-antranil-

sav arinya az atalakuldsban ugyancsak magas, ami a fent
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3=hidroxi- 4-hidroxi- S5=hidroxi- 6-=-hidroxi-
antranilsav antranilsav antranilsav antranilsav
5542 6,0 40,8 +

2. téblazat

Tormaperoxidaz hataséara létrejott antranilsav-hidroxi-
izomérek szazalékos megoszlasa

emlitett energetikai szempontok miatt meglepé. Ha hid-
rogénperoxid is van Jelen, akkor a H202 bontasnal ke-
letkezd gyokok energetikédja is més, a "O0OH /hidroper-—
oxid=-gyok/ hatasrdél pl. keveset tudunk. Barmelyik rez-
gési formandl lejadtszodhat a kovetkezd reakcid és ez-

zel magyarazhatdé a nagyobb mennyiségi 5-hidroxi-antra-

nilsav keletkezése,.

CO,H CO,H
A 1a
é N “ 2 6 N H 1
2 1
el
5 3 5 3
n
COH CO,H
NH, N,
2 [H :

spontt'm{'a.{al Q-

HO;;O kulas HO
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A hidroxilédlési mechanizmus megkézelitésére az
irodalombdél Jjol ismert gatld vegyliletek egész sorat
prébaltuk ki /45-49/. Gatlasi kisérleteink eredmé-
nyeit a 3. tabléazat foglalja Ossze. A tadbléazatban +
jellel tintettik fel az adott szarmazék keletkezését,
tehét ghol gatlas nincs a konbtrollhoz viszonyitva, és
- Jjellel pedig, ahol a gatlas érvényesiil és hidroxi-

termék nem keletkezik.
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5. tablazat
G4tldé anyagok hatdsa 12 napos babndvényben toérténd

hidroxilalésra



10™2M KCN jelenlétében a hidroxildlas teljes
mér tékben megsziint. 10~ 2M-n4l viszont csak az 5~ és
6~hidroxi-antranilsav keletkezése volt gatolva.

A 40=dipiridil az alkalmazott koncentriciodkban

csupan a 4-hidroxi-antranilsav létrejottét akadalyoz-
ta meg a ndvény szaraban.

8-oxi-kinolinszulfonsavas-kalium 10—5M koncent-

rédcidéban szarban teljesen leadllitotta a hidroxiléalést,
viszont gyokérben nem gatolt, levélben pedig egyediil
a 4-hidroxi-antranilsav keletkezését akadalyozta meg.

p-klérmerkuribenzoattal és p-oximerkuribenzoattal

végzett kisérleteink soran gatlads nem volt kimutatha-
t6. Igaz, hogy a gatlaskiesésnél azt is figyelembe
kell venniink, hogy ezek az anyagok vizben kevésbé ol-
dédnak, ugyanigy foszfatpufferben is, viszont glicil-
glicin-pufferben mar jél olddédnak, azonban ebben a
pufferben /pH = 7,8, a legalacsonyabb pH-ju puffer/
nincs hidroxilalas gatloszer tavollétében sem. Igy te~
hit ezek az enzim SH—csoportjait gatld vegyiletek eb-

ben az esetben nem adnak egyértelmii képet.

Az aminopterin levélben és szérban a 6~-0s hely-
zebti hidroxilalast gatolta.

Rotenonnal végzett kisérleteink soran azt tapasz-

taltuk, hogy 102 M koncentracidéval gyokérben egyediil

az 5-, 6-0s helyzeti hidroxiléalas marad meg, szarban
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viszont forditva van, az 5- &s 6-0s hidroxililas szli-
nik meg. lO'QM koncentraciéval sem a gyckérben, sem a
szadrban és levélben nincs kimutathatd gatlas.

Hexobarbital 10'5M koncentraciondl szarban és le-

vélben az 5- és 6-hidroxi-antranilsav keletkezését ga-
tolta, mig a gybkérben gatlas nem volt kimutathatd. Er-
dekes viszont, hogy 10~" koncentraciénal a levélben a
3=, 4—~ és 6-hidroxi-antranilsav nem keletkezett.

SKF=-525 viszont csak levélben gatolta a hidroxi-
lalast 3=, 4- illetve 5-, 6-0s helyzetekben 102 illet-
ve 10~% M koncentraciéban.

p—aminobenzoesavval torténé inkubalas soran azt

a kérdést akartuk tisztazni, hogy létezik-e kompetetiv
gitlas az antranilsav /o-aminobenzoesav/ és a p-amino-
benzoesav kozott. Kvantitativ méréseket itt nem végez-
tink sem az antranilsav-hidroxi-szarmazékokra vonatko-
zban, sem pedig a p-~aminobenzoesavnil, azonban az biz-
tos, hogy p—aminobenzoesavat is hidroxilal a novényi
rendszer, de ez nem Jelenti egyik hidroxi-antranilsav
kiesését sem.

/Az SKF-525, a hexobarbital és rotenon a vizes
pufferben rosszul olddédtak, f8leg a magasabb koncent-
raciéban /10-3/. Oldékonysaguk fokozasara ezeket az
anyagokat eldészdr 0,5 ml absz. etanolban feloldottuk
és igy adtuk a pufferhez a mar feloldott gatloszert.
Az oldékonyséig nagyobb lett, de teljes mértéki felol-
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dodas igy sem kovetkezett be./

A keletkezett hidroxi-antranilsavak mennyiségé—
nek a novelésére, a hidroxilédlés fokozasara asktivéléd
anyagokat is felhasznédltunk. Az aktivalds sorin ke-
letkezett hidroxi-antranilsavakat mennyiségileg is
meghataroztuk. Eredményeinket a 4. tédblazatban fog-—
laltuk Ossze. A tadblézatban feltiintetett adatok tSbb-

8z0ri ismétlés soran kapott eredmények Atlagat jelen-

tik.

S
2 E 5 DEHORO- TETRAHIDRO~
g§ ‘g 8 | AszkorBNSAV ASZKORBINSAVIIIDROFOL S A FOLSAV
- —
% g '§ é T T T T
S oy
§ 2 hotM | 10°m oM [0t oM | 107M | oM oM oM
| i :
: Griker | oo | w00 | 210 | wit {336 Ja&z 402 | n18 | 388 | 33,07
300 |, [T T ) (N " [
SZAR 27| 647 | 327 | 4025|521 | 385 | 400 | 410 | 523 | 40,09
UNTRANILSA | [ “ T

, | |
\LEVEL 300 M5 | 241 lZZH ‘1(22‘ 280| 293 | 292| 283 | 305

}

T
GrokiR | 300 | 273 | 295 300 | 313 | 340 | 276 | 340 | 334 283

wOH- [,
szin | 333|368 | 285 319 | 252 | 355 | 280 | 282 | 203 22,7
RANLSAV

\

I
LEVEL 340 | 95 | 348 ] 321 | 2629| 325 | 346 | 335 | 293 | 239
\

GrOKER | 50 | 200 | 235 | 221 | 465 | ™48 | 7 | 136 | 244 | 264

- T
SO \szia | 11| — | 158 | @08 | w6 | 50 | 72| 189 | wo2| 281
ANTRANLSAV
eviL | mo | 726 | 326 | B2 | 83 | 152 | 160 | 467 | 287| 234
eraken | 0 | 123 | 98 | 67 | 178 | 160 | 48 | 105 | 65 | 125
6-0H- |,
szak | Q7| 23 | 234 |#7 | 80 | #o| mE | #9 | 98 | 94
ANTRANLSAV
ever | 220| 37 | 83 | 223 | 252 | 243 | 2307] 200| 131 |2202

4, téblézat

Aktivald anyagok Jjelenlétében keletkezett hidroxi-ant-
ranilsavak szazalékos megoszlédsa 12 napos babndvénynél
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Az adatok Jjol demonstraljidk, hogy mind aszkorbin-
sav, dehidroaszkorbinsav, mind pedig di- és tetrahid-
ro-folsav hatasara fokozdédik egyértelmiien az 5-hid-
roxi-antranilsav mennyisége. Ez vonatkozik a szarra,
gyokérre, levélre egyformén. A 3- és 4-hidroxi-antra-
nilsav mennyisége kicsit lecsdkken, a 6-hidroxi-ant-
ranilsavé pedig majdnem valtozatlan. 10™2u koncentra-
ciéban alkalmazva az aszkorbinsavat azt is figyelembe
kell venni, hogy az oldat pH-ja 5-re esett le, ezért a
kapott - néhol egészen extrémnek tiind -~ eredmények /pl.
3=-0OH-antranilsav a szarban 61,7 % vagy 5-hidroxi-antra-
nilsav a levélben 72,6 %/ a bekOvetkezett pH-valtozas-
nak is betudhatok.,

Az eddigiekben tehit megvizsgaltuk kiilonbozd gat-
16 és aktivald anyagok l. hidroxilalasra gyakorolt ha-
tasat.

Megkiséreltiikk szétvidlasztani ezt az enzimkomplexet
egyrészt /NH4/2804-os kicsapassal, masrészt pedig
Sephadex G 150 gél oszlopon. A célunk egyrészt az volt,
hogy megprébaljuk "megkdzeliteni" a hidroxilald enzi-
met, misrészt pedig, ha ezekért az atalakuldsokért tobb
enzim, enzimkomplex a felel6s, azt részeire bontani.

Amméniumszulfiatos frakciondlas sorédn azt a megle-
pé dolgot tapasztaltuk, hogy az enzim a legjobban el-
homogenizalt novényi részben is, gézen vald sziirés u-

tan részben a novényi maradékhoz kotédik és az aktivi-



tas ott is fennmarad /az Osszes hidroxi-antranilsav
keletkezik/. A sziirlettel tovabb elvégezve az Anyag
és Moédszer fejezetben leirt utat azt kaptuk, hogy

a végsd enzim is képes az Osszes hidroxi-antranil-
sav létrehozasara, tehat ezt az enzimkomplexet nem
sikerililt felbontani. »

Hasonlé eredményre jﬁtottunk Sephadexen to6rténd
szétvalasztaskor is. Az oslepré} lejott 3=5. frak-
cidéban megjelent a hidroxilaz enzim, amely képes volt
az Osszes hidroxi-izomér létrehozasara.

Ezekbdl a kisérletekbdl tehat azt a kdvetkezte-
tést vonhatjuk le, hogy egy enzimkomplex az, ami fe-
lelés az Atalakulasokért és ennek a molekulasulya na-
gyobb 400.000~nél.

Még itt szeretnénk emlitést tenni mas ndvények-—
kel végzett hidroxilalasi kisérleteinkrdl. Korédbban
megvizsgaltuk az arpa és dinnye hidroxilaldé képessé-
gét is, és azt tapasztaltuk, hogy arpa esetében csak
4~hidroxi-antranilsav keletkezik, mig dinnyénél 3-
és 4—bhidroxi-antranilsav mutathaté ki,

Erdekes; hogy pl. szekfiigombanil mar a kontroll
ndvényben is viszonylag nagy mennyiségben talalhatd
3-hidroxi—-antranilsav. Antranilsavval torténd inku-
béalas viszont nem hidroxilalashoz vezet, hanem trip-

tofdnszintézisre hasznildédik fel. Kromatogréafidsan
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kimutathaté a Try-szint emelkedése antranilsav je-
lenlétében, ami érthetd is, hiszen az antranilsav
a triptofan prekurzora.

Spendtlevelekben szintén kimutathaté antranil-
sav-hidroxilalé aktivitas. Az Osszes hidroxi-antra-
nilsav keletkezik, amelyek szizalékos megoszlasa Ot-

6ras inkubdlas utian a kovetkezd:

3=hidroxi- 4 hidroxi- S5~hidroxi-~ 6-hidroxi-
antranilsav antranilsav antranilsav antranilsav

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

Ebben az esetben is 3-hidroxi-antranilsav keletkezése
dominal, mig & 4=, 5-, 6-hidroxi-antranilsavak azonos
mennyiségben keletkeznek.

Paprika termésfaldban is megvizsgaltuk az antra-
nilsav hidroxilélasat és azt tapasztaltuk, hogy szin-
tén keletkezik minden egyes hidroxi-antranilsav, azon-
ban itt is legnagyobb mennyiségben a 3-hidroxi-antra-

nilsav keletkezett.
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OSSZEFOGLALAS

Méar tobb éve foglalkozunk a hidroxilalassal, a

névényi szovebtek in vitro hidroxilidlasaval. Tobbféle

ndvényi anyaggal proébalkoztunk és megvizsgadltuk szi-

mos szubsztrat /benzol, benzoesav, piridin-karbonsa-

vak stb./ novényi szdvetekben torténd hidroxilalasat

is, amelyekrdl az eldzbékben mar beszémoltunk. Az ant-

ranilsav hidroxilalasardél Osszefoglaldan a kovetke-

zbket mondhat juk.

l. Babnovény vegetativ szerveivel ﬁégzett inkubala-

Se

saink sorédn 3-, 4-—, 5~ és 6-hidroxi-antranilsav
keletkezett. Paprika termésében és a spendt leve-
1lében szintén hasonld atalakulast figyeltiink meg.
Dinnyénél és arpéndl 3-, 4— illetve csak 4-hid-
roxi-antranilsav keletkezett. Szekfligombdnal nem

tapasztaltunk hidroxilalast.

Babnodvénynél a hidroxi-szarmazékok megoszlésa és

mennyisége korrelacidéba hozhatd a novény koraval.

Gatlasi kisérleteink alapjén feltételezhetd, hogy

a hidroxiliz-komplex ferro-ion tartalmu.

Az aktivald anyagok 5-hidroxi-antranilsav kelet-

kezésére gyakorolt fokozé hatdsa azzal magyaraz-
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haté, hogy hidrogén-donorként vesznek részt a |

hidroxilalasban.

5. Az ammoniumszulfatos frakcionalasbol és Sephadex
G-150 gélen vald tisztitasbol pedig lathatd, hogy
az enzimkomplex k6tott a sejtalkotorészekhez és
400.000-nél nagyobb molekulasulyu enzimkomplexrdl
van szb, amely az Osszes hidroxilézsajatsag hordo-
z6ja.

6. Mas novényi anyaggal végzett kisérleteink azt iga-
réOlték, hogy az antranilsav-hidroxildlas végbeme-
het ott is, de maga a mechanizmus nem egységes a

novényeknél, nem altalanos az Osszes hidroxi-ant-

ranilsav keletkezés.,

7. A peroxidazok, mint nem specifikus hidroxilazok
részt vesznek a hidroxiléléasban, azonban nemcsak
ezek tehetdk feleldssé az antranilsav-hidroxi-izo-

mérek keletkezéséért.
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