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1. BEVEZETÉS ÉS A DISSZERTÁCIÓ CÉLKITŰZÉSE - ?v<

A kloroplasztisz membránoknak meghatározó szerepük 

van a fotoszintézis primer folyamataiban: a fényel

nyelés, a töltés szétválasztás, a fotoszintetikus 

elektrontranszport folyamatai a fotoszintetikus membrá

nokban játszódnak le. A modern fotoszintézis kutatá

sok egyik alapvető célkitűzése a kloroplasztisz membrá

nok szerkezetének,illetve a szerkezet funkcionális vo

natkozásainak mind teljesebb megismerése. A klorop

lasztisz membránok alkotó elemei közül a lipidek, ill. 

zsirsavak szerepének felderítésére az utóbbi években 

intenziv kutatások kezdődtek, mivel a kloroplasztiszok 

jellemző lipid és zsirsav összetétele speciális struk

turális és funkcionális szerepet feltételez.

/•;

Dolgozat általános célkitűzése a lipidek és zsirsavak 

szerepének tanulmányozása a fotoszintetizáló membrá

nok szerveződésében és a második fotokémiai rendszer 

működésében.- Kutatási módszerünk a következő: zsirsav 

vagy lipid szintézist gátló, illetve módosító vegyüle- 

tekkel, in vivo körülmények között módosítjuk a klo

roplasztisz membránok lipid összetételét majd megha

tározzuk a módosítás következményeit; a második foto

kémiai rendszer funkcionális paramétereinek mérésével.

j

A
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A dolgozat a fenetilalkohol, a metronidazol, a ceru- 

lenin és három piridazinon vázas vegyület hatását 

vizsgálja a Chlorella pyrenoidosa zöldalga fotoszin

tetikus membránjainak szerveződésére és működésére.

2. IRODALMI OSSZ EFOGLALÓ

2.1. A fotoszintetizáló membránok felépítése és mű

ködése .

A biológiai membránok alapstruktúrája az egész élő

világban általános érvényű egység membrán /1/. A 

membránok finom szerkezetét, mai tudásunk szerint leg

jobban a folyadék-mozaik modell Írja le, mely elmélet 

szerint a membránokat egy kettős lipidrétegből álló 

alapváz, és az ehhez a lipidréteghez kapcsolódó, il

letve abba belemerülő fehérjepartikulumok épitik fel 

/2/. Az egyes sejtorganellumok membránjainak lipid fe

hérje összetétele nagy eltérést mutat.
f

A fotoszintetizáló tilakoid membránoknak a lipidtartal- 

ma megközelitően 40 % /3/, a tilakoid membránok továb

bi sajátsága a speciális lipid-illetve zsirsavösszeté- 

tel /magas galaktolipid és teliletlen zsírsav tartalom/

.. ¥
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Egy fotoszintetizáló sejt membránviszonyaira jellem

ző, hogy a sejt ossz membrán mennyiségének 90 %-át 

a tilakoid membránok képezik /4/.

Ebben a nagymennyiségű tilakoid membránban játszódnak 

le a fotoszintézis primer folyamatai: a fényelnyelés 

• az elnyelt fényenergia pigment rendszerben való ván

dorlása a reakció centrumig, a primer fotokémiai re

akciók; a töltés szétválasztás, vizbontás, elektron- 

transzport folyamatok. Ezekhez a reakciókhoz kapcsolód

nak, mintegy szekunder folyamatként a sötétben is le

zajló, sztróma működéshez kapcsolt sötét enzimatikus 

folyamatok.

A fotoszintézis kutatás biofizikájának feladata elsőd

legesen a fény jelenlétében lejátszódó primer fotofi- 

zikai és fotokémiai folyamatok vizsgálata /5,6/. A kö

vetkezőkben rövid áttekintést adunk ezekről a folyama

tokról.

:'ÍA fotoszintetizáló szervezetek képesek a 400-800 nm 

hullámhosszúságú fénysugarak energiáját kémiai ener

giává alakitani. A fényenergia elnyelése a fotoszinte

tikus pigmentek /klorofillok és járulékos pigmentek/ 

segitségével történik. Ezek a pigmentek pigmentrend

szerbe tömörülnek • /7/» az első /PSI/ és a második

•f

•S

N
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/PS II/ fotokémiai rendszert alkotva /8/. Mindkét pig

mentrendszer hozzávetőlegesen 300 klorofill moleku

lát tartalmaz. E nagyszáma klorofill molekula közül 

azonban közvetlenül csak néhány, a reakciócentrumban 

található klorofill-a molekula vesz részt a fotokémi

ai folyamatban, a többi klorofill molekula fénygyűj

tő /"antenna"/ szerepet tölt be. Az első fotokémiai 

rendszer reakció centruma 700 nm-nél /Р 700/ a máso

dik fotokémiai rendszer reakció centruma 680 nm-nél 

mutat jellemző abszorpciós maximumot /Р 680/. A két 

pigmentrendszert a fotoszintetikus elektrontranszport 

lánc kapcsolja össze funkcionális egységgé /9/. A fo

toszintetikus elektrontranszport-lánc egyes tagjait 

és a tilakoid membránban való lokalizációjukat az 1. 

ábrán mutatjuk be /10/.

Fényenergia hatására az elektronok a + 0.8 V redoxpo- 

tenciálú viz oxigén rendszerből a -0,32 V redoxpoten- 

ciálú NADPH/IJADP+ rendszerbe emelkednek. A NADP+ redu

kálásához szükséges 2 elektron és 2 proton a viztől 

származik. A redukcióhoz és az elektrontranszporthoz 

szükséges energiát a két pigmentrendszer által elnyelt 

fényenergia szolgáltait ja. E folyamat mellett energe

tikailag lehetőség nyílik; a cilusos és a lineáris ATP 

szintézisre /11/.
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1. ábra

A fotoszintetikus elektrontranszport lánc tagjainak 
lokalizációja a thylakoid membránban /10/.

Vizsgálataink során elsősorban a 2. fotokémiai rend

szer funkcionális paramétereinek vizsgálatával foglal

kozunk. A 2. ábrán a második fotokémiai rendszer szer-

kezetét és membránbeli lokalizációjának egyik lehetsé

ges változatát tüntettük fel /12/. Az ábrán látható 2. 

fotokémiai rendszer antenna klorofill molekulái /Chl a/ 

valamint a reakciócentrum /Р 680/ valószinüen egy 44- 

50 000 D molekulasulyu polipeptiddel alkot komplexet, 

és kapcsolatban van a 25-50 000 D molekulasulyu Klo

rofill-protein fénygyűjtő kompexxel /az ábrán: Chl 

a+b/.A Q komponens a 2. fotokémiai rendszer elsőd-



б

оChi /Л©
О/Q 1 В,

is
íChi Mib+b cyt

680УЛ55z.:Mr.

2. ábra

A 2. fotokémiai rendszer szerveződése a fotoszinte
tizáló membránokban /12/.

leges, illetve a feofitin komponens felfedezése óta 

"másodlagos" elektronakceptora, feltételezhetően egy 

speciális plasztokinon molekula, oxidált állapotban 

a 2. fotokémiai rendszer fluoreszcencia kioltója /13/.

A "B" komponens egy feltételezett fehérje tartalmú 

komponens, valószínűen nagy szerepet játszik a herbi- 

cid hatás kialakulásában /herbicid kötő fehérje/. A

a lineáris elektrontranszport tagja, köz

vetlen kapcsolatban áll a második fotokémiai rendszer

rel. Az elektrontranszport-lánc működésének és az egész 

fotoszintézis folyamatának legkevésbé ismert területe 

a vizbontó enzim működése /az ábrán Z Ып++ jelöléssel/. 

Impulzus megvilágítású kísérletek alapján alkotott 

hipotézis szerint az oxigénkiválasztás előfeltétele

cytokrom b 559
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négy oxidáld ekvivalens létrejötte /S+ - S++

/. A mangán ion, ebben a folyamatban a pozitiv 

töltések akkumulációjában játszhat szerepet /14/.

A Q illetve а В komponensekkel áll közvetlen redoxi 

kapcsolatban a plasztokinon-pool /a 2. ábrán az egy

szerűsített képlete látható./ Egy elektrontranszport 

lánchoz 8 plasztokinon /PQ/ molekula kapcsolódik ezért 

az elnevezése, plasztokinon-pool /gyűjtő/. Ez a mole

kula nagy szerepet játszik a Q komponens В /ill. R/ 

komponens által közvetített reoxidálásában, valamint 

a tilakoidok belső tere és a sztróma közötti protong- 

rádiens kialakításában /15/.

+++S
s

2.2. A Chlorella pyrenoidosa alga lipid és zsirsav 

összetétele.

Az evolúció különböző fejlettségi fokán álló foto

szintetizáló szervezetek lipid összetételüket tekint

ve két nagy csoportra különithetők. A galaktolipide- 

ket tartalmazó eukariota szervezetek és a galaktoli- 

pideket nem tartalmazó prokariota szervezetek /16/.

A fotoszintetikus membránokban fontos szerepet játszó 

4 fő lipidosztály a monogal'aktozil diglicerid /MGDG/, 

a digalaktozil diglicerid /DGDG/, a foszfatidil gli- 

ceral /PG/ és a szulfolipid /SL/ eloszlása és aránya



г
8

nagy hasonlóságot mutat az egyes eukariota szerveze

tekben /16/. A lipidek igen magas százalékát /40- 

50 %/ alkotják mind a növényi kloroplasztiszoknak, 

mind a zöldalgák szárazanyagsúlyának /16/. Ismert 

tény továbbá, hogy a fotoszintetizáló sejtek ill. az 

egysejtű zöldalgák kloroplasztisz membránjai a sejt 

összmembrán mennyiségének közel 90 %-át alkotják /4/.

A fotoszintetizáló Chlorella pyrenoidosa zöldalga li

pid jelnek megoszlása a következő: MGDG-25 %, DGDG- 

12 %, PL-14 % SL-5% és kis százalékban neutrális li

pid /NL/.

Az egyes lipidosztályok strukturális és funkcionális 

szerepéről egyre több adat válik ismertté napjainkban. 

Kloroplasztisz fragmentumokon végzett galaktolipáz 

-enzimes vizsgálatok alapján feltételezik, hogy a ga- 

laktolipidek szorosan körülveszik azokat a klorofill

molekula agregátumokat, amelyek az első fotokémiai 

reakciócentrumokat alkotják. A galaktolipidek enzima- 

tikus hidrolízise csökkenti a PS I reakciócentrumokra 

jellemző folyamatok hatékonyságát. Ezt a hatást a re

akciócentrum és az elektrontranszport lánc donor olda

la közötti 'távolság növekedésével 

transzport lánc tagjainak az optimálistól eltérő őri-

• t

illetve az elektron- s‘.

^ •-

A

4
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entációjával magyarázzák /17/.

A galaktolipideknek, mint nagy mennyiségű telitetlen 

zsírsavat tartalmazó lipideknek jelentős szerepet tu

lajdonítanak az optimális membránfluiditás kialakítá

sában. /18/. Feltételezik továbbá, hogy a galaktoli- 

pidekben nagymennyiségben előforduló többszörösen te

lítetlen zsírsavak kettőskötéseik révén kapcsolatba 

léphetnek a klorofill molekula fitol láncával s ily 

módon stabilizálhatják a klorofill molekulák térbeli 

orientációját /19/.

Fotoszintetikus membránnok egyes frakcióinak vizsgá

latával megállapították, hogy a grána tilakoidokban 

ott is a marginális részekben magasabb a galaktolipi- 

dek előfordulása, mint a tilakoid membránok egyéb ré

gióiban .Ennek a jelenségnek hipotetikus magyarázata 

szerint a galaktolipid molekulák sajátságos térszerke

zete teszi lehetővé a grána membránok sűrű hajlatait 

/2о/. Erre a szerveződésre a Singer féle membránelmé

let nem tudott magyarázatot adni.

A monogalaktozil diglicerid molekulák strukturális 

szerepéről a fénygyűjtő komplexben /Ы1С/, feltétele

zik, hogy az IvIGDG molekulák fejcsoportjai a protein 

• molekulák polipeptidláncaiba illeszkedhetnek bele, a
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lipidmolekula zsirsavláncai pedig a membránok lipidol- 

dékony komponenseihez /pigmentek/ kapcsoldóva sta

bilizálhatják a klorofil-protein fénygyűjtő komplexet

/21/.

A galaktolipidek fontos szerepet játszanak a fotoszin

tetikus membránok transsportfolyamataiban, mivel a ga- 

laktolipid molekulák gyors metabolikus átalakulásuk 

révén képesek a fotoszintetikus út|áon képződött primer 

termékeket átszállítani az envelop membránba, onnan 

pedig a plazmába /22/.

A foszfolipidek a legáltalánosabb alkotóelemei a li- 

pogrotein membránoknak /23, 24/. Az egyes foszfolipid 

osztályok a következő összetételt mutatják a Chlorella 

zöldalgában: foszfatidil glicerol /PG/-66 %, foszfati- 

diletanoamin /РЕ/-11 %, foszfatidil kolin /PG/-22 %, 

foszfatidil inozitol /Р1/-12 %. /16/.

A foszfolipidek membránbeli asszimetikus elhelyezkedé

séből arra lehet következtetni, hogy a foszfolipidek- 

nek is jelentős szerepük van a membrán transzport fo

lyamatokban, a membránhoz kapcsolt fehérjék enzimakti

vitásának biztositásában /25/.

A Chlorella sejtekben nagy koncentrációban clőroduló
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difoszfatidil glicerol bipoláris tulajdonságait jelen

tős membránstabilizáló funkcióval hozzák kapcsolatba

/26/.

A legújabb kutatások szerint a PC—nek rendkivül nagy 

szerepe van a primer fotokémiai folyamatok biztosítá

sában /27/. Foszfolipáz-enzimes vizsgálatokkal kimu

tatták, hogy afoszfolipid elvonás hatására gátlódik 

a PS II-re jellemző folyamatok aktivitása. A fluor

eszcencia indukciós görbék vizsgálatából megállapí

tották továbbá, hogy a foszfatidil-glicerol jelenlé

te szükséges a feofitin /feltételezhetően még a Q kom

ponens előtt működő elektronakceptor/ és a Q /a PS 

II elektronakceptora/ közötti hatékony elektrontransz

port folyamat biztosításához.

A kloroplasztiszokban található PG- molekulák külön

legessége, hogy csak bennük fordul elő a transz-hexa- 

decénsav /16:1/. Ennek a ritka zsírsavnak a funkcio

nális szerepéről amely a kloroplasztiszben lokálisan 

fordul elő, még keveset tudunk, nem sikerült még e zsír

sav jelenlétéhez kapcsolt speciális funkciót kimutat

ni /28/.

A szulfolinldek strukturális, funkcionális szerepe
■ i

Ni.
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kevésbé felderített területe a lipidkutatásnak. Fel

tételezik, hogy ez a lipidosztály a fotoszintetikus 

úton redukált szulfátok fő tartaléka /22/. Megfigyel

ték továbbá, hogy a kénhiányos táptalajon nevelt al

gasejtekben a szulfolipidek felhasználódhatnak a szul- 

foproteinek szintéziséhez /29/.

A lipidek funkcionális tulajdonságait abennük elő

forduló zsírsavak típusa határozza meg döntő mérték

ben. A legegyszerűbb fotoszintetizáló szervezetekben 

a fotoszintetizáló baktériumokban csak a kis szénatom

számú, telítetlen zsírsavak fordulnak elő /16/. A fo

toszintézis további evolúciója során jelentek meg a 

nagyobb szénatomszámú és több telítetlen kötést tar

talmazó zsírsavak. A zöldalgák és magasabbrendü növé

nyek zsirsavösszetétele között már c sak mennyiségi kü

lönbségekben van eltérés. A Chlorella alga zsírsav- 

eloszlására a következő adatok jellemzők; palmitinsav 

15 %, telítetlen palmitinsavszármazékok 27 %, olajsav 

9 %, linolsav 5 %, linolénsav 38 %, - a növényi klorop- 

lasztiszokban a linolénsav az összzsirsavtartalom 70 

%-t teszi ki - /16/. Sokáig közvetlen kapcsolatot té

teleztek fel a magas linolénsavtartalom és a 2. foto

kémiai rendszer aktivitása között /a linolsav - lino-
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lénsav átalakulást irányitó dehidratáz enzim műkö

déséhez O2 jelenléte szükséges /30/, amit közvetle

nül a 2. fotokémiai rendszerhez kapcsolt vizbontó en

zim szolgáltatna, azonban ezt a feltételezést az újabb 

kísérletek nem igazolták /31/«

Megállapították továbbá, hogy a kloroplasztisz morfo- 

genezise, a galaktolipidek képződése, valamint a pal- 

mitoleinsav'szintézise párhuzamosan halad az etiolálás 

során, növényekben, algákban egyaránt /32/.

A polién zsírsavakat tartalmazó lipidek általános sze

repéről feltételezik, hogy sajátos strukturális elren

deződésük révén /a telitett zsírsavakat tartalmazó li

pidek lamelláris szerveződésüek, a telítetlen zsírsa

vakat tartalmazó lipidek hengerpalást mentén rendeződ

nek/ alakítják ki az egyes membránokra jellemző opti

mális membrán fluiditás mértékét /18/. Feltételezik,

hogy éppen ennek a molekuláris szerveződésnek köszön
et

hetően van nagy szer-epük polién zsírsavakat tartalma

zó lipideknek a gyors membrántranszport folyamatok biz

tosításában. A fotoszintetikus membránokban nagy meny- 

nyiségben előforduló polién zsírsavaknak fontos szere

pet tulajdonítanak továbbá a fehérjék szabad gyökök

től való védelmében is /33/•
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2.3. Az alkalmazott gátlószerek és hatásuk ismerte
tése.

Dolgozatomban a fenil-etanol, a metronidazol, 

rulenin és 3 piridazinon vázas herbicid, a SAN 6706, 

SAN 9785, SAN 9789 hatását vizsgáltam.

A 3. ábrán az alkalmazott vogyületek szerkezetét tün

tettük fel.

a ce-

Irodalmi- adatok szerint az alkalmazott vegyületek kö

zös tulajdonsága az ,, hogy lipid, illetve zsirsavmeta- 

"boiiztiust módositó hatással rendelkeznek. Vizsgálata

ink során a szereknek ezt a hatását használtuk fel a 

fotoszintetikus membránok in vivo lipid-és zsirsav ösz- 

szetételének megváltoztatásához.

A fenetilalkohol /FA/a természetben is előforduló aro

más vegyület, többféle hatását is leirták az irodalom

ba. Korábbi vizsgálatok arról számoltak be, hogy a FA 

gátolja a bakteriofágok replikációját /34/. A FA 

Escherichia coli baktériumra gyakorolt hatása alapján 

arra a következtetésre jutottak, hogy a FA hatékony 

gátlószere a baktériális elektrontranszport folyamatok

nak /35/. A FA foszfolipid szintézisre gyakorolt hatá

sából megállapították, hogy drasztikusan megváltoztat

ja a baktérium membránok lipidösszetételét, erősen gá-



- 15 -

Fenil-etanol SAN 6706

C5_ N. СН3 

О Cl

М 122,2 М 317,5

4-ktoro -5 - {diniétilamino)- 2-(*.*.*- 
-trif luoro-m- toli I) -3 (2H)- piridazinon2- fenil-etanol

Metronidazol SAN 9785 M 249,5

СН3
N
'СН3

U- к loro- 5-(dimetilamino)-2- fenil- 
- 3 { 2Н ) piridazinon2-metil- 5 - nitroimidazol-1-etanol

Cerulenin SAN 9789 M 303,5М 223,0

CV/
снг^ хн о о 

2,3- epoxi -4-охо-7,10- dodekadienolamid

н/ \

4-kloro-5-(metilamino)-2-(<./Oí.ос - 
trifluoro- m- toli I - 3 (2 H) -piridazinon

3. ábra

A lipid-illetve zsirsavmentabolizmust módosító vegyii- 
letek szerkezeti képlete

tolva a foszfolipidek szintézisét /36/. Részletes elem

zés foglalkozik a Tetrahymena sejtek FA-okozta 

ránkárosodásával. A szerzők kimutatták, hogy a FA ke-

memb-

5
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zelés hatására megnő a Tetrahymena sejtek PC- tartal

ma, és ezzel párhuzamosan csökken a PE mennyisége. A 

sejtmembránokban a FA kezelés hatására megnő a több

18:3/ zsírsavaktelítetlen kötéssel rendelkező /18:2, 

mennyisége, míg a palmitoleinsav /16:1/ mennyisége 

csökken. A FA hatásmechnizmusáról feltételezik, hogy 

a palmitinsav palmitoleinsav átalakulást szabályozó 

dehidratáz enzim működésének gátlásával fejti ki hatá

sát /37/.

A FA Chlorella pyrenoidosa algára gyakorolt hatását 

csak rövid kezelési idő alatt vizsgálták /38/. Megál

lapították, hogy a 8,4 mM koncentrációban alkalmazott 

FA jelentős mértékben /90 %/ gátolja a sejtek növeke

dését, osztódását, DNS-és klorofill szintézisét. A 12 

órás kezelési idő eredményeként a 21 mM koncentráció

jú FA már 2-3 órán belül teljes sejtnövekedés gátlást 

megszüntetve a sejtek fotoszintetikus folyaokozott

matait.

A metronidazol /ЫА/ a gyógyászatban már régóta alkal

mazott antibaktériális szer. Vizsgálataink szempontjá

ból a MA két, irodalomból ismert hatása bir jelentőség

gel. Az egyik; a MA az elektrontranszport folyamatok
éi
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ban, metilviologénszerü hatással elektronakceptorként 

a másik; a MA gátló hatással van a zsirsa-müködhet,

vak szintézisére.

Cukornád levelén végzett vizsgálatokkal kimutatták, 

hogy a MA gátolja a fotoszintetikus cukorképzést, de 

a Hill-reakciót csak kis mértékben befolyásolja /39/, 

Spenót kloroplasztiszon végzett vizsgálatokkal kimu

tatták, hogy a MA gátolja a ferredoxinfüggő IIADP re

dukcióját, A gátló hatás feltételezhető magyarázata 

szerint a MA mint elektronakceptor képes a fotoszinte

tikus elektrontranszport-lánc elektronjait befogni a

redukálódása előtt. A LlA-nak a ferredoxinnal kö

zel azonos redoxpotenciál értéke ezt lehetővé teszi

“bNADP

/40/.

A MA zsirsavszintézisre gyakorolt hatását in vivo és 

in vitro körülmények között elemezve megállapították, 

hogy a MA gátolja a sztearinsavnak olajsavvá történő 

átalakulását, valamint a palmitinsavnak sztearinsavvá 

történő elongációját /41/.

A cerulenin /СЕВ./ a Cephalosporium caerulens gomba ál

tól termelt antibiotikum ; az irodalmi adatok szerint 

specifikus de novo zsirsav bioszintézist gátló hatás-
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sal rendelkezik /42/.

Megállapították továbbá, hogy a ceruleninnek a lipid, 

illetve pigmentösszetételre .gyakorolt metabolikns gát

ló hatása jól kontrolálható vizsgálati körülményeket 

nyújt a fotoszintetikus membránok strukturális és 

funkcionális sajátságainak megismeréséhez /43, 44, 45,
/ '46/.

A cerulenin kezelés hatására DCIvIU rezisztens oxigén 

termelő képesség alakul ki a Chlorella algában /47/.’

A ceruleninnek a Chlorella alga fotoszintetikus folya

matokra kifejtett hatásáról feltételezik, hogy a Ceru

lenin kezelés a megváltoztatott lipid összetételű fo

toszintetikus membránok szerveződésében bekövetkezett 

változásoknak tulajdoníthatók /45,48/. A legújabb ered

mények azt mutatják, hogy cerulenin kezelés hatására 

kialakult membránstruktúra változás közvetlen hatást 

fejt ki a 2. fotokémiai rendszer donor oldalán lévő 

vizbontó enzim működésére /49/.

A piridazonon vázas herbicideket széles körben alkal

mazzák a fotoszintetikus folyamatok mélyebb részletei

nek kutatásában. A dolgozatban vizsgált három vegyület 

a SAN 6706, SAN 9785 és SAN 9789, az irodalmi adatok 

szerint sokoldalú gátló hatással rendelkezik.
■ b
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A gátló hatás egyaránt kiterjed a 2.fotokémiai rend

szer donor és akceptor oldalának gátlására /50,51/.

A két trifluorometil származék /SAN 6706, SAN 9789/ 

erős karotenoid szintézis gátlónak bizonyult a maga

sabb rendű növényeken végzett kísérletekben /52,53/.

Mindhárom piridazinon vegyület jellemző hatást fejtett
a

ki kloroplasztisz lipidek összzsirsav eloszlásának 

megváltoztatásában; nagy mértékben megnövelve a linol- 

sav arányát a linolénsav arányához viszonyítva /54,

55/.

Elemezve a piridazinon vázas vegyületek hatását a 

Chlorella alga fotoszintétikus oxigénkiválasztására, 

megállapították, hogy az 1.10 

koncentrációkban serkentő, ennél magasabb koncentráci

ókban gátló hatást fejt ki az algasejtek oxigénevolú- 

' dójára. Az oxigén evolúcióban kialakult gátlást a szer

zők a PQ-pool csökkent működésének tulajdonítják /51,

-5 Ы-nál kisebb hatóanyag-

56/.

5. KÍSÉRHETI módszerek

3.1. A Chlorella pyrenoidosa zöldalga tenyésztése, gát

lószerek alkalmazása, sejt számlálás.
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Kísérleteink során a Chlorella pyrenoidosa szinkro

nizált tenyészetét használtuk. Szinkronizálás során 

16/8 órás fény-sötét ciklust alkalmaztunk. A fényin

tenzitás 10 W/m^, a hőmérséklet 24°C volt. Táptalaj

ként a kereskedelemben kapható VUXAL növényi tápol

dat 0,2 %-os oldatát használtuk. A tenyészeteken folya

matosan levegőt áramoltattunk át /57/.

1

A kísérletek kezdetén az algatenyészeteket azonos 

sejtszámra, 4 x 10^ db/ml, állítottuk be. 

tek számlálását Bürker-kamrával végeztük. I.Iinden mé

résnél 10-10 kis téglatestben / 1/5 x 1/10 x 1/20 mm/ 

számoltuk meg a sejteket, az értéket átlagoltuk. A 

sejtszámlálás mérési hibája + 10 % volt.

Az algasej-

A lipidmetabolizmust módosító szerek különböző mennyi

ségét közvetlenül /előzetes feloldás nélkül/ adtuk a 

100 ml térfogatú algatenyészetekhez, a szinkronizáció 

fényszakszának 5-5,5 órájában. Kéréseinket 24,48 és 

72 órás kezelési időpontokban végeztük.

Kísérleteinket legalább ötszörös ismétlésben végeztük.
7^

v'

5.2. Fluoreszcencia-színképek felvétele.
. r

Az alacsony hőmérsékletű fluoreszcencia-szinképek fel

vétele ■ PERKIN-ELMER MPF 44/A tipusu spektrofotométer
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alacsony hőmérsékletű feltétjével történt. Ennek Ee- 

v/arpalackját folyékony nitrogénnel töltöttük meg az 

alacsony hőmérséklet /-196°C/ biztosítására. Az alga

mintákat megfelelően kialakított rézpálca mélyedésébe 

csepegtettük, majd a folyékony nitrogénnel töltött min

tatartóba helyeztük. A fluoreszcencia-szinképek fel

vételét az emisszió 650-790 nm hullámhossz tartományá

ban végeztük, 480 nm gerjesztő fény mellett. A gerjesz

tési monokromátort 8-10 nm, a megfigyelőt 2-5 nm sáv- 

szélességre állítottuk. A mérésekhez megfelelő keresz

tező szűrőket alkalmaztunk. Az algamintákat - ha szük

séges volt - hígítással úgy állítottuk be, hogy opti

kai sűrűségűk 0,2-nél kisebb legyen d = 1 cm-es réteg- 

vastagságban 680 nm-es hullámhossznál.

5.5. Elektronmikroszkópos vizsgálatok

A Chlorella sejteket centrifugálás után glutáralde- 

hides - paraformaldehides fixálóval kezeltük /58/,

és Millonig-oldat /59/ 1:1 arányú 

keverékével kezeltük. A minták víztelenítését növekvő 

koncentrációjú alkoholsorozatban /50-50-70-90-100 %/ 

végeztük. 70 %-os alkoholnál uranilacetátos kezelést 

végeztünk. A víztelenített mintákat propilénoxiddal 

kezelve aralditba, un. blokkba ágyaztuk /60/.

majd 1 %-os О0О^
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A blokkokból 800 A vastagságú metszeteket készítet

tünk melyeket Pb-citrátos kezelés után hártyásitott 

rézrostélyra helyezve vizsgáltunk JEOL 100 В tipusú 

elektronmikroszkópban.

5.4. A lipidek extrahálása, a zsírsavak mennyiségi 

és minőségi meghatározása.

A lipidek extrahálása. Az egyes algatenyészetekből 

meghatározott térfogatú /sejtszámú/ mennyiséget lecent

rifugáltunk, majd a mintákat kloroform; metanol = 2:1 

arányú elegyében szuszpendáltuk /61/. A kicsapódott 

nem lipid természetű anyagokat szűréssel eltávolitot- 

tuk. A kloroform-metanolos oldathoz 20 tf%-ban 0,1M 

KCl-oldatot adtunk, a felső vizes-metanolos fázist

az alsó kloroformos fázistyamely a lipi- 

deket tartalnaztaf bepáróltuk, majd 5 и1 tiszta kloro

formban felvettük. A későbbi vizsgálatokhoz ezt a klo

roformos oldatot használtuk fel.

dekáitáltuk

A lipidfrakciókat "Reasil" Szilika gél G lapokon vá

lasztottuk szét. A kromatografáló lapokat hőkezeléssel 

aktiváltuk, majd az egyes minták kloroformos oldata

iból vett azonos mennyiségeket a lapokra felvettük. A 

futtatást aceton: benzol: viz = 91:5G.:8 elegyében vé-
vd
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geztük, majd Rhodamin G oldattal lefújtuk /62/, Az 

egyes lipidosztályokat UV fény alatt azonosítottuk, 

majd 3 ml sósavas metanolba felvettük.

A zsírsavak gázkromatográfids meghatározásához a li-

pidek zsírsavait metilészterré alakítottuk az alábbi 

módon: a sósavas metanolba felvett mintákat 80°C-on,

2 óráig inkubáltuk, leforrasztott kémcsövekben. Inku- 

bálás után a mintákhoz 2 ml petroléter: deszt.viz = 

1:1 arányú elegyét adtuk. Összerázás után a zsírsavak 

metilészterei a petroléteres fázisba kerültek. A vizes 

fázis dekantálása után a petroléteres fázist bepárol

tuk és 6 ,ul benzolba fölvettük.
/

Ebbó'l a benzolos mintákból vittünk fel a gázkrómatog-

ráfba 2-2 ,ul—t.
/

A minták őssz-foszfolipid tartalmát a kloroformos ol

datok foszfolipidtartalmának mérésével határoztuk meg.

ul kloroformos oldathoz 0,65 ml perklorsavat ad

tunk és 30 percig, 180°C-on inkubáltuk. Ezután 0,5 ml 

2,5 %-os ammonium-molibdenátot 

binsavat és 3,3 ml vizet adtunk a mintákhoz, 5 percig, 

100°C-on történő' forralás után megmértük a minták fény

elnyelését 790 nm-nél /63/* Ismert mennyiségű NagHPO^

100
/

0,5 ml 10 %-os ászkor-
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felhasználásával standard görbét készítettünk. A fosz- 

fortartálom ismeretében a foszfolipid mennyiségét 

mitással határoztuk meg.
szá-

3.5. Fotoszintetikus aktivitás ne ghatározása oxigén 

termelés^ oxigénindukció és fluoreszcencia induk

ció mérések alapján.

Az oxigéntermelés aktivitását Clark-tipusú oxigén 

elektródával határoztuk meg. A minta térfogata 3 ml 

volt, a mintatartót 24°C-on termosztáltuk és mágneses 

keveró'vel kevertük.

A megvilágítást 650 W-os halogén lámpa fehér fényé

vel végeztük, igy a fotoszintézis szempontjából telí

tési fényintenzitást tudtunk biztosítani. A fényforrás 

és a minta közé hőszürőt helyeztünk. Minden mérési so

rozat előtt meggyőződtünk az elektródát takaró teflon

membrán állapotáról, és felvettük a mennyiségi kiérté

keléshez szükséges kalibrációs görbét; Na-ditionit is

mert térfogatú desztillált vízhez való adósával. Az 

oxigén termelés mértékét nM Og/sejt számra számítottuk 

ki.

Az oxigénindukciós méréseinket Joliot típusu oxigén

elektródával végeztünk /64/.
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A cellára -0,7 V polarizáló feszültséget kapcsoltunk 

házilag előállított berendezéssel /65/.

A cella áramjelét kis bemenő ellenállású I-U konverter

rel alakítottuk át feszültség jellé ezt a jelet szük

ség szerint tovább erősítettük, majd regisztrálóval

Írattuk ki. A cella platina elektródáján egy sejtsor 

Chlorella réteget hoztunk létre az 5.10^ sejt/ml kon

centrációra beállított alga tenyészetekből. Az algaré

teget cellofán-hártyával fedtük be. A cellofán hártya 

és az Ag/AgCl elektróda között 0,2 Lí koncentrációjú 

KOI oldatot áramoltattunk.

A cellát 15 perc sötétsdaptáció után 55 W-os halogén

lámpával világítottuk meg. A 100 %-os fényintenzitás 

értéke 12,7 V//cm^ volt. A különböző fényintenzitásokat 

a lámpa és a minta közötti távolság változtatásával ér

tük el. Az egyes lámpa-minta távolsághoz tartozó fény- 

intenzitásokat fényintenzitás mérővel /Spectra Physics 

404 Power I.Ieter/ határoztuk meg.

A fluoreszcencia indukció méréseket a JATE Biofizikai

Tanszékén összeállított berendezésen végeztük. A fény

forrás 450 W-os xenon lámpáéit, és BG-12 üvegszürővel 

választottuk ki a fluoreszcencia indukció aktiválására 

= 410 nm hullámhossz tartományú és 5 + 1alkalmas
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mW/cm^ intenzitású gerjesztő fényt. A klorofill fluo- 

. reszcenciáját 675 nm-es interferenciái szűrőn keresz

tül, EMI 9558 A tipusu fotoelektronsokszor'ozóval de

tektáltuk, amelyből az elektromos jelet házi előállí

tású tranziens rekorderbe vittük, amely az időben gyors

jelet tárolta, majd x-y - rekorderen a gyorsjelet ki

írattuk, előtte oszcilloszkópon a tárolt görbét meg

jelenitettük. A minta megvilágitását fényképezőgép 

fényzárával valósítottuk meg, amelynek nyitási ideje 

az elektronikus rész felfutási ideje pedig 2001 ms

us volt.
/
A mérőberendezés gyors és lassú felbontású fluoreszcen

cia indukció mérésére is alkalmas volt.

4. A KÍSÉRLETI EBEDL3ÉNYEK ISMERTETÉSE

4.1. Az alkalmazott vegyületek hatása a Chlorella pyre- 

noidosa sejtek szaporodására, elektronmikroszkópos szer

kezetére és alacsonyhőmérsékletü fluoreszcencia szín

képére .
4“.

A sejtszaporodás gátlásának vizsgálata.

A sejtszaporodás görbéiből általános felvilágositás 

nyerhető az egyes vegyületek lipid metobolizmusra ki

fejtett hatásáról, hiszen a sejtosztódás "folyamatai

U:
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csak nativ membránstruktúra mellett mehetnek végbe.

A dózishatásgörbék felvételével sikerült meghatározni 

azokat a koncentráció értékeket amelyek alkalmazásá

tól jól értékelhető eredmények voltak várhatók továb

bi kisérléteinkben.

A4, ábrán a fenetilalkohol különböző koncentrációi

nak sejtszaporodást gátló hatását tüntettük fel a ke

zelési idő függvényében.

Ю6 sejt/ml

90-

70-

A

50-

30-

10-

-L 
10 4 5-10“4 10~5 5Ю"3

(M) FA

ábra4.

A fenetilalkohol különböző koncentrációinak hatása 
a Chlorella pyrenoidosa sejtek szaporodására, 24, 48 

és 72 órás kezelési idő után

A fenetilalkohol sejtszaporodásra kifejtett gátló ha

tása csak a 7,5 x 10-4 M-nál nagyobb FA koncentrációk-
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ban figyelhető meg. Megállapítható, hogy ez a küszöb

érték nagy mértékben függ a kezelés időtartamától.

A 7,5 x 10"'4 M-nál kisebb FA koncentrációk esetén a

tenyészetek a kontrolhoz hasonló mértékben szaporod

tak. A 72 órás kezelés hatására a FA gátló hatása a 

sejtszaporodás kisebb koncentrációiban is erősödött, 

a sejtszaporodás gátlás éles határkoncentrációja pe-

M FA értékre tolódott el.-5dig az 5 x 10

A FA-hoz hasonló szaporodás görbéket kaptunk a MA 

kezelések során is, a kezelés 24 és 48 órájában. /5. 

ábra/.

70

90-

50

30

10

5Ю"5 10‘‘ SIÓ'1' Ю"3 
(M) MA ------------•-

5. ábra

A metronidazol különböző koncentrációinak hatása a 
Chlorella pyrenoidosa sejtek szaporodására, 24,48 és 

72 órás kezelési idő után
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Lényeges változást tapasztaltunk azonban a 72 órás 

kezelési időben ; a kisebb koncentrációkban gyengült 

a MA. gátló hatása, és ennek eredményeként jött létre 

a 72 órás kezelés exponenciáális jellegű szaporodás 

görbéje.

A 6. ábrán a különböző koncentrációjú cerulenin keze

lések dózis hatás görbéit mutatjuk be a kezelési idő 

függvényében.

A cerulenin különböző koncentrációinak hatása a Chlorel
la pyrenoidosa sejtek szaporodására 24,48 és 72 órás

kezelési idő után

A cerulenin sejtszaporodást gátló hatásmechanizmusá

ról megállapíthatjuk, hogy az exponenciális jellegű 

gátló hatás már a kezelés első 24 órájában kialakul, 

és a gátlás jellege nem változik a kezelési idő elő

rehaladtával .
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A 7« ábrán a 4 x 10 J M koncentrációban alkalmazott 

piridazinon vázas vegyületek sejtszaporodást gátló 

hatását tüntettük fel a kezelési idő függvényében.

100-

50-

Ж.
Л82m 72

t(óra)

7. ábra

A 4.10 M koncentrációjú piridazinon vázas vegyüle
tek hatása a Chlorella pyrenoidosa sejtek szaporodá
sára, a 24,48 és 72 órás kezelési idő után. A sejtszám 

értékei a kontroll %-ban vannak kifejezve.

Az ábrából kitűnik hogy a legerősebb sejtosztódást 

gátló hatást a SAN 9789-es vegyület okozta, a legeny

hébb hatást pedig a SAN 6706 fejtette ki a Chlorella 

sejtek szaporodására.

A fenti eredmények alapján a további kisérleteinkben

M koncentrációban, a CER-t és-7a FA-t és a MA-t 10
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a három SAN vegyületet 4.10 ^ M koncentrációban al

kalmaztuk.

Az elektronmikroszkópos szerkezet vizsgálata.

A cerulenin és a piridazinon vázas herbicidek hatá

sát a Chlorella sejtek ultrastruktúrájára korábban 

vizsgálták /45, 46, 48/.

Ezért dolgozatomban csak a fenetil alkohollal és a met- 

ronidazollal kezelt Chlorella sejtek elektronmikrosz

kópos szerkezetváltozását mutatom be.

A 8. ábrán a kontroll Chlorella pyrenoidosa sejt 

elektronmikroszkópos képe látható.

/

8. ábra.

A kontroll Chlorella pyrenoidosa sejt elektronmik
roszkópos szerkezete. Nagyitás : '50 000-szeres.
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A sejt кÍvűiről sejtfallal és külső membránnal hatá

rolt. A szabályos lefutású kloroplasztisz membránok 

között látható a kettős rétegű, tápanyag raktározó 

pyrenoid rög. A sejt alapi részében jól kivehető a 

maghártyával burkolt sejtmag.

A 9. ábrán az 1 x 10 5 M fenetilalkohollal 72 órán át 

kezelt Chlorella sejt elektronmikroszkópos képe lát

ható .

Az 1.10 J M koncentrációjú fenetilalkohollal 72 órán 
át kezelt Chlorella pyrenoidosa sejt elektronmikrosz

kópos szerkezete. Nagyítás 31 000

Megállapíthatjuk, hogy a FA hatására az egész s ejt 

szerkezete kompakt, tömör szerkezetűvé válik; a klorop- 

laszt membránok sűrű rétegeződése együtt jelentkezik 

a tápanyag raktározó pirenoid rög /különösen a keményítő
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itartalmú külső, fehér burok/ mennyiségének nagy mér

tékű csökkenésével.

-3 M koncentrációjú metronidazol- 

72 órán át kezelt Chlorella pyrenoidosa sejt 

elektronmikroszkópos képe látható.

A 10. ábrán az 1-10

lal,

t

Az Í.IO-^ M koncentrációjú metronidazollal 72 órán 
át kezelt Chlorella pyrenoidosa sejt elektronmikrosz

kópos szerkezete. Nagyitás: 44 000

A kezelés nagymértékben károsította a sejtfalakat, a 

kloroplasztisz lamellák rétegződésében enyhe mértékű 

fellazulás tapasztalható. Jellemző változás a pyreno- 

id rög földarabolódása.

A fluoreszcencia színképek vizsgálata.

A mélyhőmérsékletű fluoreszcencia színképek segítsé

gével felvilágosítás kapható azokról a változásokról
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amelyek az egyes kezelőszerek hatására jelentkeztek 

a fotoszintetikus membránok szerveződésében, az egyes 

pigmentformák kialakulásában, illetve az egyes pigment

formák között lezajló energiaátadó folyamatok haté

konyságában.

_ . *

V

A Chlorella zöldalgára jellemző mélyhőmérsékletü flu

oreszcencia szinképek három diszkrét fluoreszcencia 

sávval jellemezhetők /66/. Ezek a 685, 695 ős a 720 

nm-nél jelentkező fluoreszcencia sávok. Az egyes fluo

reszcencia sávokhoz jellemző klorofill-a formák rendel

hetők: a 685 ős a 695 nm-es fluoreszcencia sávok a má

sodik fotokémiai rendszer, mig a 720 nm-es fluoresz

cencia sáv az első fotokémiai rendszer klorofill-a for

máinak fluoreszcenciájától származik.

-5 L1 koncentrációjú FA hatását 

láthatjuk a Chlorella pyrenoidosa sejtek alacsony hő

mérsékletű fluoreszcencia szinképére, a kezelési idő 

függvényében. A szinképről megállapítható, hogy a FA 

kezelés első 24 órájában jelentős mértékben megnő a 

rövidebb hullámhosszú klorofill-a formák fluoreszcen

cia intenzitása, viszont a 720 nm-es sáv fluoreszcen

cia intenzitása megközelitően ilyen arányban csökken. 

A 72 órás kezelés hatására helyreáll a 720 nm-es sáv

A 11. ábrán az 1 x 10
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intenzitása, inig a 2. fotokémiai rendszer klorofill-a 

formáinak fluoreszcenciájától származó 685 és 695 nm 

sávok intenzitása alacsonyabb értéken stabilizálódik.

1,0-

0,5-

650 700 750 800
A (nm)

ábra

Az 1.10 M koncentrációjú fenetilalkohol hatása a 
Chlorella pyrenoidosa sejtek alacsonyhőmérsékletü 
fluoreszcencia színképére a kezelési idő függvényében

11.

A MA kezelés hatására kisebb mértékű változás volt 

tapasztalható a mélyhőmérsékletü fluoreszcencia szín

képek alakulásában /12. ábra/, 

lés első 24 órájában érvényesül intenzivebben: jellem

ző változás a MA kezelés esetében is a 685 nm-es sáv 

fluoreszcenciájának nagy mértékű növekedése a kezelés

A LlA-hatás a keze-
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Io-

О.5-

650 700 750 800
Л (nm)

12. ábra

Aa 1.10 M koncentrációjú. metronidazol hatása a Chlo
rella pyrenoidosa sejtek alacsonyhőmérsékletü fluo

reszcencia színképére, a kezelési idő függvényében

első 24 órájában. A MA kezelés 72 órájában a rövidebb 

hullámhosszú fluoreszcencia sávok intenzitása alacso

nyabb értéken állandósul.

A MA-hatás kialakulásának tendenciáját jól nyomon kö

vethetjük a koncentráció függés arányában mért fluoresz

cencia szinképeken /13. ábra/. Az erősödő szerkoncent

ráció hatására fokozatosan nő a rövidebb hullámhosz- 

szu fluoreszcencia sávok intenzitása, mig a 720 nm-es 

sáv intenzitása ennek arányában csökken.
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100-

50-

650 700 750 800
A (nm)

13. ábra

A különböző koncentrációjú metronidazol kezelés hatá
sa a Chlorella pyrenoidosa sejtek alacsonyhőmérsékletü 
fluoreszcencia színképére, 48 órás kezelési idő után.

Összefoglalva a FA és MA vegyületek hatását a Chlorel

la pyrenoidosa mély hőmérsékletű fluoreszcencia szín

képére a következőket állapíthatjuk meg. A FA és MA 

kezelés hatására a színképek spektrális eloszlásában 

bekövetkezett változások a 685-, és a 695 nm-es sáv 

intenzitásának növekedésében, valamint a 720 nm-es 

sáv fluoreszcencia intenzitásának csökkentésében nyil

vánultak meg.

Ezek az eredmények azt bizonyítják, hogy az alkalma-
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sott lipid metabolizmust befolyásoló szerek megvál

toztatják a pigment molekulák szerveződését, a pig

mentmolekulák közötti energiaátadási folyamatok haté

konyságát. Ezek a változások, munkahipotézisünk szerint 

a lipid és zsirsav összetételükben módosított tilako- 

id membránok megváltozott fizikai-kémiai tulajdonsága

inak következményei.

1

\

4*2. Az alkalmazott vegyületek hatása a Chlorella 

pyrenoidosa sejtek lipid- és zsirsav összeté

telére .

Vizsgálataink során meghatároztuk azokat a jellemző 

lipid illetve ssirsavösszetételbeli változásokat ame

lyek végbementek a különböző vegyületekkel 72 órán át 

kezelt Chlorella pyrenoidosa sejtekben. Ismert tény, 

hogy az egysejtű zöldalgák kloroplasztisz membránjai

a sejt összmembrán mennyiségének közel 90 %-át alkot-
♦

ják, ezért mondhatjuk, hogy a lipidosstályok zsirsav- 

összetételében előidézett változások a fotoszintetizá

ló membránokban végbement változásokat tükrözik /4/.

•s

I

Mérési eredményeinket és az egyes zsírsavak %-os 

eloszlásában bekövetkezett változásokat az 1. táblá

zatban foglaltuk össze.
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1. táblázat

TOTÁLUGDG DGDG PG PE

86,6 67,6
63,8
96,6
o,l

83,1

16:0 25,3
19,6
24,9
o,l

41,o
77,8

Kontroll o,7
o,7
3,o

32,o
15,o
5,6

28,2
18,1
25,o
33,o
38,o

56,4PA
MA 4o, 9
SAlí 6706 
SAH 9785 
SAH 9789

63,2
43,3

16:1 Kontroll o,l
4,6

2,o
2,9

2,4 o,l
2,o
3,3
o,l

o7l

3,2
3,4PA 8,5
6,5
o,l
2,o
1,7

4,6ЫА 9,8
o,3

lo,8
SAH 6706 
SAH 9785 
SAH 9789

1,4
1,6
o,5

3,3 o,l
3,1

16:3 Kontroll 8,9 9,8 o,l
o,4
4,1
o,l

0,1 
0,8 
o, t

14,5

ő,l

4,3
22,3
27,5

PA 18,1
25,5

15,5
16,2LA

SAH 6706 
SAlí 9785 
SAH 9789

1,2 5,1 1,2
6,8
6,0

4,2 3,1
1,5 3,5

3,6
o,l
o,l

64,2

6,0
o,2
o,5
3,8
3,1
3,6

18:0 Kontroll 2,3
o,l

o,9
o,l
0,1

39,3
1,5

2,7
o,8
o,4

PA
MA 0,1

5,6SAH 6706 
SAN 9785 
SAH 9789

8,2 5,1 7,3
5,7 2,8

18:1 Kontroll 17.1
30.8
15.8 
14,9
10.1 
lo,l

25.1
22.2

lo,3
9,o
0,1
8,2

4,4 18,o
15,o
16,6
14,6
13,2
13,5

PA 15,o
UA 6,89,4
SAH 6706 
SAlí 9785 
SAH 9789

5,3
14,2 13,3
5,8 4,5

18:2 Kontroll 11,6
19,2
24.7
15.8

9,o
18,8
25,8
14,7

11,4
24,8
27,6
31,o
lo,2

3,7 8,4
PA !5,2

31,6
lo,5LA o,1

SAlí 6706 
SAH 9785 
SAlí 9789

8,2

3,o
8,6 7,9 8,5
6,6 3,2 5,3

18:3 6o,o
24,4
14,o
31,3
48,o
62,9

Kontroll 25.1 
11,8
6,0

19.1 
27,o
6,3

2,4 lo, 2 
13,8

28,7
23,5
12.4
30.2
32.5
30.3

PA 7,6
UA 5,4 o,1
SAH 6706 
SAH 9785 
SAlí 9789

4,7
lo,3

2,2

Gátlószerek hatása a Chlorella pyrenoidosa lipidosz- 
tályainak és totál lipidjeinek %-os zsirsaveloszlására

72 órás kezelés után
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A mérési eredmények szerint a palmitisav /16:0/ tar

talom jelentős mértékben megnőtt a SAN kezelések ha

tására. a SAN 9789 esetében a növekedés mértéke közel

*

5
’.a4 ,•80 %-os volt. Ez a megnövekedett palmitinsav tartalom 

elsősorban a galaktolipidek palmitinsavtartalmának nö

vekedésében jelentkezett. A FA és a MA hatására kisebb 

mértékű változást tapasztaltunk a palmitinsav tarta

lom eloszlásában.

A FA kezelés hatására megkétszereződött a palmitole- 

insav /16:1/ mennyisége, elsősorban a PG-ban való na

gyobb mértékű fölhalmozódás révén. A MA kezelés hason

ló, de kisebb intenzitású változást okozott. A SAN ve- 

gyületek hatására a palmitőle insav szintézis általá

nos gátlása alakult ki.

A többszörösen telítetlen hexadekatriénsav /16:3/ 

részarányát közel háromszorosára növelte meg a FA és 

MA. A megnövekedett hexadekatriénsav szinte teljes mér

tékben a galaktolipidekben halmozódott fel. A pirida- 

zinon vázas vegyületek közül csak a SAN 6706 okozott 

nagyobb változást a hexadekatriénsav eloszlásában.; 

a PE-ban kiugróan megnő ennek a zsírsavnak a része

sedés e.

m
Y

Г
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A sztearinsav /18:0/ tartalomban bekövetkezett vál

tozások azt matatják, hogy a FA és a LIA kezelés jelen-

a SAN kezelések csak kisebb mértékben 

csökkentik a Chlorella sejtek sztearinsav tartalmát.

:'stős mértékben

Az olajsav /18:1/ tartalomban bekövetkezett kisebb 

mennyiségi változások ellenére jelentősen megnő az 

MGDG lipidek olajsav tartalma a FA kezelt Chlorella sej

tekben. A MA, SAN 67o6, SAN 9789 kezelések hatására csök

ken a DGDG lipidek olajsav tartalma.

A linolsav./18:2/ tartalmat közel kétszeresére növel

te meg a FA és MA, kisebb mértékű növekedést tapasz

taltunk a SAN 6706 kezelés esetében. А ne gnövekedett 

linolsav mennyiség a MGDG, DGDG, és PG lipidekben hal

mozódik fel. A SAN 9785, SAN 9789 gátié hatást fejtett 

ki a linolsav szintézisére.

A fotoszintetizáló membránok legjelentősebb lipidal- 

kotóinak a galaktolipideknek jellemző tulajdonsága a 

magas linolénsav /18:5/ tartalom. A vizsgált vegyüle- 

tek közül a FA és a MA fejtett ki gátló hatást a li

nolénsav szintézisére. A SAN vegyületek hatására csak 

kisebb mértékben változott meg az egyes lipidosztályok 

linolénsav tartalma.

•i
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A zsírsavak relativ mennyiségi viszonyai mellett to

vábbi felvilágosítást nyújtanak a zsírsav szinté

zisben bekövetkezett változásokról a jellemző zsir- 

savarányok viszonyszámai /2. táblázat/.

2. táblázat

TOTÁLpePGDGDG1IGDG

18:3/18:2 0,64
o,5o
o,17

6,67
l,3o
o,54
2,13
5,57
9,53

2,47
1,22
o,5o
1,91
3,82
5,71

1,21
1,31
0,00
0,57

Kontroll 2,2o
o,48
o,22
o,62
2,65
2,oo

PA
MA
SAN 67o6 
SAP 9785 
SAII 9789

l,3o
o,73

telitett o,36
o,25
o,33
o,65
o,74
4,4o

Kontroll o,52 
o,22 
o,34 
o,58 
o,7o 
о, 88

o,o31 
0,008 
o,o32 
o, 6oo 
o, 3oo 
o,13o

8,5o
1,34
o,68

2,15

2,5o
l,8o

29,3o 
l,8o
9,6o

telítetlen PA
MA
SAH 6706 
SAN 9785 
SAlí 9789

A fotoszintetizáló membránok jellemző lipidosztályai- 
nak és a totál lipididek zsírsavarányainak változásai 

a vizsgált vegyületek 72 órás alkalmazása után.

A linolénsav/liholsav arányból az egyes vegyületek 

zsirsavdehidratációs folyamatokra gyakorolt hatására 

következtethetünk. A MA kezelés során kialakult lino- 

lénsav /linolsav arány értékének jelentős csökkenése 

a gátolt linolénsav szintézis eredménye, á SAN 6706 

és a FA hatására csak kisebb mértékben csökkent a 

linolénsav/linolsav arány. A SAN 9785 ós a SAN 9789

-
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ihatására a hányados értéke megnőtt a kontrolinál ma

gasabb értéket vett fel. Ennek óka, hogy a linolsav 

szintézise kis mértékben gátlódott, mig a linolénsav 

mennyisége megnőtt a kontroll értékekhez viszonyítva.

■4

;4
b,

A membrán-lipidek fizikai-kémiai tulajdonságaira, 

elsősorban fluiditására jellemző telitett/telitett- 

len zsirsav arány a következőképpen változott az egyes 

kezelések során /2 táblázat/. A EA és ЫА kezelések ese

tében lecsökkent hányados értéke arra utal, hogy e 

két szer hatására a fotoszintetikus membránok rigi- 

ditása mognövekedett. A SAN vegyületek esetében a 

membránfluiditás mutatója magasabb értéket mutat a 

kontroll értéknél. A SAN vegyüleleknek ez a membrán 

fluiditást növelő hatása a SAN 9789 vegyület hatására 

a legerőteljesebb.

A EA és HA kezelések után meghatároztuk a minták 

összzsirsav és összfoszfolipid tartalmát is.

A 3. táblázat adatai szerint a FA serkentő a I.ÍA gát

ló hatást fejtett ki a Chlorella sejtek zsirsav szinté

zisére. A foszfolipid tartalomban a I.ÍA kezelés nem oko

zott változást, mig a FA jelentős stimuláló hatást 

fejtett ki a Chlorella sejtek foszfolipid tartalmára.

A FA kezelés hatására megnövekedett ossz zsirsav tar

talom és a telitett/telítetlen zsirsav arány értékének'

\.
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táblázat3.

* %zsírsav

/mg x lo sejt/
PLtotál

/mg x lo-^sejt/

Kontroll loo2,5 loo 0,23

FA /1 mM/ 2263,5 14o 0,52

MA /1 тЫ/ 681,7 o,23 loo
7/

A Chlorella pyrenoidosa sejtek zsírsav és foszfoli- 
pid tartalma 72 órás FA- és MA- kezelés után

igen alacsony volta /a kontroll érték fele/ arra utal 

hogy az intenzivebb zsírsav szintézis mellett a zsír

savak dehidratációs reakciói is fokozódtak. A MA ke

zelés esetében az ossz zsirsav-tartalom csökkenése mel

lett a telítetlen zsírsavak relative magasabb- mennyi

sége a jellemző. /2,3« táblázat/

)

A Chlorella pyrenaidosa zsirsavösszetételében előidé

zett változásokat összegezve más biológiai objektumon 

tapasztalt hatásokhoz képest a következő megállapítá

sokat tehetjük.

1. Az 1 mM FA hatására megkétszereződik a tilakoid
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' ?membránokban a foszfolipidek mennyisége. Az ossz 

zsirsavtartalom 140 %-os növekedést mutat 

kétszeresére növekszik a palmitoleinsav és négy

szeresére a hexadekatriénsav tartalom. A galak- 

tolipidekben a linolsav mennyiségének megkétsze

reződése együtt jár a linolénsav mennyiségének 

több mint 50 %-os csökkenésével.

közel
•>
*.

• A

Л

Az 1 mtí metronidazol kezelés 40 %-al csökkenti a2.

Chlorella sejtek üsszzsirsavtartalmát, serkenti«, 

hexadekatriensav és a linolsav^valamint gátolja 

a linolénsav százalékos részesedését. A FA és a

LIA hatására csökkenő telitett/telitetlen zsirsav-
/

arány a membránok fluiditásának csökkenési jelzi 

mindkét vegyület esetében.

Mindhárom piridazinon vázas vegyület hatására meg

nő a membránok fluiditása, a linolsav tartalom 

csökkenésével a Linolénsav tartalom egyidejű nö

vekedése figyelhető meg. Ezek az eredmények ellent

mondanak a magasabbrendü növényeken mért szerhatá

soknak /54/. A zsirsaveloszlásban előidézett to

vábbi SAN- hatásokra jellemző a palmitinsav száza

lékos eloszlására kifejtett serkentő hatás.

5.

4

.i

A lipid- és zsirsav összetételbeli változásokra kapott 

kísérleti eredmények alapján azt mondhatjuk, hogy sike- .
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rült előáilitani olyan módosított lipidösszetételű 

Chlorella sejteket, amelyek alkalmasak voltak a továb

bi kísérleteinkben arra, hogy megvizsgáljuk milyen funk

cionális változásokat okoz a fotoszintetikus membrán- 

struktúra lipidkomponenseinek megváltozása a fotoszin

tézis 2. fotokémiai rendszerének működésében .

N

&• v

V

4.3. Az alkalmazott vegyületek hatása a Chlorella pyre- 

noidosa sejtek fotoszintetikus aktivitására.

Az oxigéntermelés aktivitásának mérése.

A fotoszintetikus folyamatok aktivitásának egyik köz

vetlen mutatója az egyensúlyi oxigén termelő képesség 

mértéke, -méréseink során meghatároztuk az alkalmazott 

vegyületekkel kezelt Chlorella tenyészetek oxigén ter

melését a kezelési idő és a szerkoncentráció függvényé

ben. Először azonban meg^győződtünk arról, hogy a vizs

gált vegyületek rcndelkeznek-e azonnali /prompt/ ha

tással a Chlorella sejtek oxigóntermeléséré.

Ezeknek a vizsgálatoknak a célja elsősorban az volt 

hogy el tudjuk választani a vizsgált vegyületek foto

szintetikus elektrontranszport láncra kifejtett azonna

li /prompt/ hatását a tilakoid membránok lipid, illet

ve zsirsavösszetételének megváltozásából eredő foto-
■ Jb

t

!
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szintetikus aktivitásbeli változásoktól.

Az alkalmazott anyagok közül a három piridazinon vá

zas vegyület mutatott prompt hatást a fotoszintetikus 

elektrontranszport lánc gátlásában. Ezeket az eredmé

nyeket mutatjuk be a 14. ábrán.

-14. ábra

A különböző koncentrációjú piridazinon vázas vegyüle- 
tek azonnali hatása a Chlorella pyrenoidosa sejtek kont
roll %-ban kifejezett egyensúlyi oxigéntermelő képes

ségére .

Az ábra alapján grafikus módszerrel me ghatároztuk az 

oxigén kiválasztás 50 %-os gátlásának /150/ értékeit: 

SAN 6706 = 2,5 x 10"4M, SAN 9785 = 9 x 10_5M, a SAN 

9789 = 3,5 x 10"5M.
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Méréseink szerint a FA MA, és a cerulenin prompt ha

tásban nem befolyásolták az algasejtek oxigéntermelő

képességét о

A hosszabb idejű kezelések után a fotoszintetizálé 

membránjaik lipid, illetve zsirsavösszetételében mó

dosított Chlorella sejtek oxigén termelőképessége a 

következőképpen alakult.

A 15 ábra a fenetilalkohol kezelés különböző koncent

rációinak hatását mutatja be a Chlorella sejtek oxi

géntermelő képességére.

f

O2 rel

Ю0 -

■ A »■ A >

♦♦ ♦

50-

• 24h 
■ 48h 
a 72h

5 Ю 3 Ю’25 Ю 4 10’310’4

15. ábra

A különböző koncentrációjú fe.netil alkohol hatása a 
C. pyrenoidosa sejtek kontroll %-ban kifejezett egyen
súlyi oxigéntermelő képességére; 24, 4S és 72 órás

FA-kezelés után
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Az egyes kezelési időkhöz tartozó dózis hatásgörbékről 

megállapíthatjuk, hogy a FA a kezelési idő élső 24 

órájában 40 %-os gátlást okozott az algasejtek oxigén

evolúciójára, a vizsgált FA koncentráció tartományában. 

A 48 és a 72 órás kezelési időben jellemző küszöbérték 

mutatkozott az oxigéntermelés gátlásában a 7,5 • 10 Sí 

FA koncentrációnál. A 10 M FA-koncéntrációban a 72 

órás kezelés után az algasejtek egyensúlyi oxigénter

melő képességé 55 %-ban károsodott.

A MA kezelés különböző idejű és koncentrációjú hatá

sát a*Chlorella sejtek egyensúlyi oxigéntermelésére a 

16 о ábrán mutatjuk be.

■

16.ábra

A különböző koncentrációjú metronidazol hatása a C- 
pyrenoidosa sejtek kontroll %-ban kifejezett egyensúlyi 
oxigéntermelő képességére, 24, 28 és 72 órás LlA-kezelés

után
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A MA kezelés három időpontjában felvett dózishatás- 

görbe megközelítően lineáris lefutású. A MA-hatás 

jellemző sajátsága, hogy a 10-\l MA koncentrációban 

még meglévő 50 %-os oxigéntermelő kapacitás a növek

vő I.IA-koncentráció igen szűk tartományában /10 

8.10-^L1/ nulla értékre zuhan /az ábrán nem jelöltük/.

A cerulenin kezelés okozta lipid és zsirsavösszeté

telbeli változások jellemző módon befolyásolták a Chlo

rella sejtek oxigéntermelő kapacitását. Az irodalmi 

adatok szerint a 22,5 koncentrációban alkalmazott

cerulenin hatására, a 72 órás kezelési idő elteltével 

a Chlorella sejtek még a kontrolihoz hasonló mértékű 

oxigéntermelésre képesek a jelentősen dezorganizált 

sejtstruktúra ellenére /47/. A cerulenin-hatás másik 

speciális sajátsága, hogy a tilakoid membránok lipid- 

összetételének megváltoztatásán keresztül DCI.IU-rezisz- 

tens oxigénterme lő képességet indukál a CER-kezelt 

Chlorella sejtekben /47/. Méréseink során ennek a csak 

egy CER-koncentrációban kimért hatásnak a kezelési idő

től és a CER-koncentrációtól való függését határoztuk

-5

meg /17.ábra/.

A mérési' adatokból megállapítható, hogy csak a 25-50 

uM-nál magasabb CER-koncentrációkban érvényesül a 

DCMU-rezisztens oxigén termelő képességet indukáló
/
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17.ábra.

A különböző koncentrációjú cerulenin hatása a G. 
pyrenoidosa sejtek DCMU-rezisztens egyensúlyi oxigén- 
termelő képességére; 24, 48 és 72 órás cerulenin ke

zelés után.

és ahatás, a 72 órás kezelési idő elteltével. A 24,

48 órás kezelések során a kisebb CER-koncentrációban

még nagyobb mértékben jelentkezik ez a hatás,

Chlorella sejtek lipid-metabolikus folyamataira kifej

tett speciális hatással magyarázható /42/.

ami a

A 4.10-5 M koncentrációjú SAN vegyületek hatására a 

4. táblázatban közöltek szerint alakult a Chlorella

sejtek oxigéntermelő képessége.
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4. táblázat

SAN 6706 SAN 9789SAH 9785Kontroll

nM O2 nM O2 
h-106 sejt

nM O2nM 02 %%%%h ■ lO^sejt h~lÖ® sejt h-106 sejt

24h 46,4156,2 32,7132,4 93,1 llo,o

48h 142,o loo 65,392,1 5,o 3,5112,o 78,2

72h 113,8 2,180,0 131,3 92,5 3,o

— R
A 4.10 koncentrációjú pirodazinon vázas vegyületek 
hatása a C.pyrenoidosa sejtek egyensúlyi oxigénterme
lő képességére, 24,48 és 72 órás kezelés után. A több 
ismétlésben elvégezett mérések eredményei 5 %- 

rástartományon belül vannak.
OS szó-

A 4. táblázat adatai szerint a SAN 6706 és a SAN 9785 

vegyületekkel 72 órán át kezelt Chlorella sejtek igen 

magas oxigénprodukcióra képesek /80-90 %/, mig a SAN 

9789-el kezelt minta minimális aktivitást mutat /2,1%/.

Ha összevetjük a 4.táblázat és a 14. ábra eredményeit, 

érdekes összefügést állapíthatunk meg a SAN vegyületek 

oxigénevolúcióra kifejtett gátló hatását illetően. A 

4 x 10 M koncentrációjú SAN 6706 vegyület hatására 

jellemző, hogy az azonnali hatásban okozott /14.ábra/, 

és a 72 órás kezelés során kialakult gátlás /4. táblá

zat/ közel azonos mértékű /10-20 %/.
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— 5А 4 x 10 "м koncentrációjú SAN 9785 vegyület azonna

li hatásban okozott 35-40 %-os gátló hatása /14. áb

ra/ a 72 órás kezelés során 8-10 %-ra csökkent. Fel- 

tételezésünk szerint a fotoszintetikus membránok szer

kezetében és működésében olyan irányú x^áltozások men

tek végbe amelyek segítségével, az alkalmazott vegyü- 

letekkel előidézett külső stressz hatáshoz az algasejt 

egy autoregulative megváltozott zsirsavösszetételű 

membránnal képes volt alkalmazkodni,

A 4 x 10 ^Lí koncentrációjú SAN 9789 kezelés a Chlorel

la sejtek oxigéntermelésére kifejtett gátló hatása, az 

azonnali gátló hatás 50-55 %-os értékéről, a '72 órás 

kezelés végén 98 %-os értékre emelkedett. A három SAN 

vegyület közül ennek a legerősebb hatást mutató SAN 

9789 vegyületnek a hatására olyan mély változások kö

vetkeztek be a tilakoid membránok szerveződésében ame

lyek szinte teljes mértékben meggátolták az oxigénki

választó rendszer működését. A fenti megállapítása

inkat igazolják a 2. táblázatban közölt adatok: a SAN 

9789 kezelés hatására kialakult rendkivü}. fluid membrá

nokban /telitett/telitetlen zsirsavarány: 0,88 a kont

roliénak közel kétszerese/ már nem mehetnek végbe a 

fotoszintézis primer folyamatai.



54

Az oxigén indukció mérése.

Az oxigén indukciós mérések elsősorban a 2. fotoké

miai rendszer donor oldaláról, az oxigén kiválasztó 

rendszer működéséről adnak felvilágositást. Az oxi

génindukciós jelenséget /66/, széles körben alkalmaz

zák a primer fotoszintetikus folyamatok kutatásában. 

Maguk az indukciós görbék sokszor fajra jellemző ki

netikai átmeneteket mutatnak /67, 68, 69/.

A megvilágitási fény spektrumának változtatásával nyert 

indukciós görbék a két fotosziratéma működési kapcsola

táról is felvilágositást nyújtanak /70, 71/.

Az oxigénindukciós görbék egyes pontjainak megfelelte

tésére eddig még nem sikerült biztos elméletet kidol

gozni /72, 75, 74/. A görbék értelmezésének legkevés

bé feltárt részlete a fénykikapcsolás után mérhető sö

tét oxigén produkció /75, 76, 77/.

Oxigén indukciós méréseink során az oxigénkiválasztás 

kinetikai vizsgálatát három jellemző fényintenzitás 

alkalmazásával végeztük el.

Ezt követően meghatároztuk a kezelt minták fényinten

zitástól függő egyensúlyi oxigéntermelő képességének 

változását. A kapott telitési görbék lineáris transz-
2
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formációjával számolt relativ telitési sebességi mu

tatóval jellemeztük az egyes minták 2. fotokémiai 

rendszerének fényhasznositó képességét.

Az előzetesen sötétre adaptált algasejt oxigénterme

lő folyamatának megindulása háromféle kinetika szerint 

mehet végbe a megvilágitási fényintenzitástól függően 

/18. ábra/.

T

VojfolVbjrel

t t- 200 200-200
!100e/.
Kontroll

ru
Kontrol

Ю0 -Ю0

T4

l/\^~0- - 0 0 -

0 2 64 0 6 0 2 64 4
t (porc)---- * t (porc)----- t (porc) —-

18. ábra

A Chlorella pyrenoidosa oxigén indukciós görbéi külön
böző fényintenzitásoknál.

2Erős fényintenzitáson /esetünkben 12,7 mW/cm / az al

gatenyészet a 18. ábrán látható nagy oxigén indukciós 

I2 csúcs/ után éri el az oxigéntermelés 

egyensúlyi szintjét /ábráinkon minden esetben ezt az 

egyensúlyi értéket vettük 100 %-nak/.

átmenet /Т1’
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О
Közepes fényintenzitáson /2,5 mW/cm / a T2

indukciós csúcs nem jelentkezik. Gyenge fényintenzi-
2

tás alkalmazása mellett /0,4 mW/cm / az oxigén kivá

lasztás indukciós jelensége teljesen elmarad.

oxigén

A FA-al kezelt sejtek három különböző fényintenzitá

son felvett oxigén indukciós görbéit á 19. ábrán mu

tatjuk be.

19« ábra

Az 1 mM koncentrációjú fenetilalkohollal 72 órán át 
kezelt Chlorella pyrenoidosa három jellemző fényinten

zitáson mért oxigén-indukciós görbéi.

Az oxigén kiválasztás megindulásának kinetikai jellem

zői a kontroll mintáéhoz hasonlóak, eltérés a különbö

ző fényintenzitáson mért egyensúlyi oxigén termelés 

mennyiségében mutatkozik. A FA-al kezelt sejtek 5 % 

fényintenzitáson csak 20-50 %-os oxigénevolúcióra ké-
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pesek, a kontroll esetében ez az érték 80 % fölött
van.

A MA kezelés hatására jellemző módon változik meg 

oxigén kiválasztás sebessége.
az

20. ábra. *

Az 1 mM koncentrációjú metronidazollal 72 órán át ke
zelt Chlorella pyrenoidosa sejtek három jellemző fény- 

intenzitáson mért oxigénindukciós görbéi.

A 100 %-os fényintenzitáson mért intenziv oxigén in

dukció /T0 csúcs/ időben eltolódik a megvilágitást kö

vető 1,5-2 percig. A gyengébb fényintenzitáson mért 

oxigénkiválasztás sebességi jellemzői a kontroliéhoz 

hasonlóak.

A MA kezelés különleges sajátsága, hogy eltűnik a sö

tét konverziós oxigén többlet /T^ csúcs/.

A Ceruleninnel kezelt sejtek kezdeti oxigén kiválász-
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tása sajátos gátló hatásról tanúskodik /21. ábra/, a 

T0 oxigénindukciós csúcs lelassulásával és idó'ben 

való eltolódásával.

21. ábra

A 4.10~^M koncentrációjú ceruleninnal 72 órán át kezelt 
Chlorella pyrenoidosa három jellemző fényintenzitáson 

mért oxigén indukciós görbéi

Az alacsonyabb fényintenzitások esetében is megmarad 

ez a lassult indukciós jelenség.

A piridazinon vázas vegyületek hatására kialakult oxi

gén indukciós görbék egymáshoz hasonló kinetikájú oxi

gén kiválasztó mechanizmusról tanúskodnak. /22, 25?

24 ábra/.

/
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Vedrei Vo2rel

t t200 200 200
•юо*/.
SAN 6706 (4 Ю_5М)

!3V.

V SAN 6706 (4 1б5Н)

Ю0 Ю0 Ю0

0 0 0

0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 64
t(p*fc)----- - t (p#rc) — t(p«rc ) —

22. ábra

A 4.10 J M koncentrációjú SAN 6706-al 72 órán át ke
zelt Chlorella három jellemző fényintenzitáson mért 

oxigén indukciós görbéi.

Vedret Vo2 r* Vo2r*i

I I I200 200 200
■oov.
SAN 9785 ( 4 KÍ5M)

118*/.

SAN 9785 ( 4 1Ö5M)

h-u
SAN 9785 (4 Ю5М) 'тШ-Чюо - ЮО DO

О О о -

о 2 4 б О 2 4 6 О 2 64
t (р«гс)—► t (р«гс)---- - t(p#rc)---- ►

25* ábra

А 4.10“5 koncentrációjú SAN 9785-al 72 órán ár kezelt 
Chlorella pyrenoidosa három jellemző fényintenzitáson 

mért oxigén indukciós görbéi.

t
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Vo/tl Vo^H

■700 -t - 700- t
I !1Г/. lruKX)V.
SAN 97*9(4 K) *M) SAN 9789 (4 K)6M )SAN

- oo-

. Г о

о 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6
t(p*rc)---- * t(p*fC) ----- ► t(p«rc)---- ►

24. ábra

A 4.10-y M koncentrációjű SAN 9789-al 72 órán át ke
zelt Chlorella pyrenoidosa három jellemző fényinten

zitáson mért oxigén indukciós görbéi.

Két jellemző sajátságot kell kiemelnünk. A SAN 9789- 

el kezelt Chlorella sejtek oxigénkiválasztó rendszere 

olyan mértékben károsodott, hogy 100 %-os fényintenzi

táson sem tudott kialakulni indukciós jelenség /24.áb

ra/. A SAN 67o6 kezelt sejtek esetében a 3 %-os fény- 

intenzitás már nem volt elegendő az oxigén indukciós 

jelenség kialakulásához /22/c. ábra/.

A 100 %-os fényintenzitásnál kapott indukciós jelen

ségekből összefoglalóan megállapíthatjuk, hogy a FA 

kezelés hatására kis mértékű lassulás következett be 

a Chlorella sejtek kezdeti oxigén termelő sebességében. 

A MA hatására az oxigén kiválasztás sebessége megnő,
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és időben elhúzódik. A CER keselés hatására egyértel

műen lelassult a kezdeti oxigénevolúció sebessége.

A SAN 6706, és a SAN 9785 kezelések hatására a kezde- 

. ti gyors oxigén indukció sebessége nem csökkent. A 

SAN 9879 kezelés nagymértékű károsodást okozott az oxi

gén kiválasztó rendszerben; oxigén indukció hiányában 

az oxigén termelés mennyisége csak lassan tudta elér

ni az egyensúlyi oxigén termelés szintjét.

1

i

i
4
A

Á

Az alacsonyabb fényintenzitásokon kapott eltérő oxi

gén indukciós átmenetek azt bizonyítják, hogy az 

egyes keselőszerek által módositott fotoszintetikus 

membránok fónyhasznositó képességében eltérő mérték

ben következett be károsodás. Ennek a károsodásnak a

mértékét határoztuk meg a további méréseink során.

Az oxigén indukciós mérésekkel a vizsgált vegyületek- 

kel, 72 órán át kezelt Chlorella sejtek kezdeti oxi

gén termelő sebességének kinetikai sajátosságait vizs

gáltuk meg. A fényintenzitás függő egyensúlyi oxigén

termelés meghatározásával mennyiségi mutatót kerestünk 

arra vonatkozóan, hogy hogyan változott meg a kezelt 

Chlorella sejtekben a 2. fotokémiai rendszer működésé

hez rendelhető oxigénkiválasztás aktivitása.

\

A 25. ábrán a vizsgált szerekkel 72 órán át kezelt
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Chlorella sejtek egyensúlyi oxigén termelő képességé

nek alakulását tüntettük fel a fényintenzitás függé

sében.

Vk»2 R*
Ю0

eo

60

Kontroll 
FA (1 Ю"3М)
МД И Ю'3М)
CER (5 Ю'5М)
SAN 6706 (4 Ю'5М) 
SAN 9785 (4 Ю'5М> 
SAN 9789 (4 Ю'6М)

40

■&

20

О
В 20 X 40 50 60 ТО 60 90 ПО

1г.1-----

25« ábra.»

A vizsgált vegyületekke1 72 órán át kezelt Chlorella 
pyrenoidosa sejtek egyensúlyi oxigén termelő képessé

gének változása a megvilágitási fényintenzitás
függvéry ében.

Az eredmények azt mutatják, hogy a MA kezelés hatására 

javult a fotoszintetikus oxigén kiválasztó rendszer ha

tásfoka, mivel az alacsonyabb fényintenzitási értékek 

mellett is aktívabb oxigéntermelésre volt képes a MA- 

kezelt Chlorella tenyészet(mint a kontroll minta.

A vizsgálataink során alkalmazott többi szer a követ

kező sorrendben fejtette ki egyre erősödő gátié hatását;
л



- 63 -

PA, CER, SAN 6706, SAN 9785, SAN 9789.

A 25. ábrán látható mérési eredményekből megállapít

ható, hogy a fényintenzitás és az egyensúlyi oxigén 

termelés között telítési jellegű függvénykapcsolat áll 

fenn. Ezért az egyes szerek gátlás erősségének megha

tározására elvégeztük a 25. ábrán látható telítési gör

bék lineáris transzformációját, majd meghatároztuk az 

egyes regressziós egyenesek relativ telítési sebessé

gét /78/. Ezzel a mutatóval, illetve a kontroll %-ában 

kifejezett százalékos értékekkel jellemeztük a foto

szintetizáló membránok fényhasznositó képességének, az 

alkalmazott vegyületek hatására bekövetkezett változá

sát .

5. táblázat

SAJT 6706 SAH 9785 SAH 9789CERHAPAК

о, 6o20,367 o,o41 o,o330,124 o,o23 o,ol3-c

164,1 6,3sé 3,611,0loo,o 33,8 9,o

A vizsgált vegyületekkel 72 órán át kezelt Chlorella 
sejtek egyensúlyi oxigéntermelő képességének fényin
tenzitástól függő telítési görbéiből /25. ábra/ line
áris transzformációval számolt relativ telítési sebes

ségek /-с/ és a kontroll %-ban kifejezett értékei.

Az 5. táblázat adataiból megállapíthatjuk, hogy a MA
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kezelés nagy mértékű serkentő hatást fejtett ki a 

Chlorella sejtek fotoszintetizáló membránjainak fény- 

hasznositó képességére /közel 160 %-os serkentés/. A 

többi vegyület gátlólag hatott, legnagyobb mértékben 

a SAN 9789 vegyület amelynek hatására alig 9,6'%-os 

aktivitás volt tapasztalható a 72 órás kezelés után.

1

Abból a mérési eredményből következően továbbá, hogy

az egyes vegyületekkel kezelt Chlorella tenyészetek 
. í

eltérő fényintenzitáson érték el a maximális fotoszin

tetikus oxigén termelő képességük fénytelitési állapo

tát az alábbi következtetést vonhatjuk le.

A lipid metabolizmust befolyásoló szerek'hatására olyan 

szerveződési változások mente’k végbe a fotoszintetizá

ló membránokban, amelyeknek eredményeképpen romlott, 

illetve a metronidazol kezelések hatására javult a 

2. fotokémiai rendszer működésének hatásfoka.

Ez a membránstruktárában előidézett változás eredmé

nyezte az előbbiekben ismertetett egyensúlyi oxigénter

melés mennyiségi mértékének csökkenését is. A metroni

dazol, esetében különleges hatást tapasztaltunk. Az 

egyensúlyi oxigéntermelés mennyiségi meghatározásával 

megállapítottuk, hogy a 72 órán át kezelt sejtek oxi

gén produkciója közel 40 %-ban csokként /16. ábra/. Az 

oxigénindukciós vizsgálatok viszont a vegyület serkentő

í
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hatását igazolják a Chlorella sejtek oxigénkiválasz - 

tó rendszerére. Ez a kettős eredmény azt igazolja,' 

hogy a fotoszintetizáló szervezetek esetében két foto

szintetikus sajátsággal; a sötétre adaptált /oxigén 

indukció/ és a fényre adaptált /egyensúlyi oxigén ter

melő/ fotoszintetikus folyamatokkal kell számolnunk. 

Határesetekben /amint ezt а ЫА-kezeléssel előidéztük/ 

a két folyamat élesen elkülöníthető.

A fluoreszcencia indukció mérése.

A 2. fotokémiai rendszer aktivitásának és a fotoszin

tetikus elektron-transzportlánc vizsgálatának egyik 

érzékeny módszere a fotoszintetizáló szervezetek kloro- 

fill-a molekuláinak fónyindukált fluoreszcencia hatás

fok-mérése. A különböző tipusú fotoszintetizáló rend

szerek /növényi levél, izolált plaszitisz, algaszusz- 

penzió stb/, előzetes sötét adaptálás utón megvilágít

va jellemző fluoreszcencia indukciós átmenetet mutat

nak. A jelenséget, első leírójáról: Kautzky-effektus 

/79/, egy un. fotokémiai kioltó /Q/ feltételezésével 

magyarázhatjuk /15/. Ez a Q /quencher/ a fotoszinte

tikus elektrontranszportlánc komponense a 2. fotokémi

ai rendszer elektronakceptóra, oxidált állapotban kiolt

ja a fluoreszcenciát, redukált állapotban nem.
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А 26. ábrán а Chlorella pyrenoidosa zöldalgára jellem

ző fluoreszcencia indukciós görbéket mutatjuk be, 

gyors /s-os/, és lassú /perces/ időfelbontásban.

26. ábra

A Chlorella pyrenoidosa sejtek gyors /а/ és lassú /Ь/ 
fluoreszcencia indukciós görbéi DCMU-val és DCMU hoz

záadása nélkül.

Ezek a kontroll görbék megfelelnek az irodalomban le

írtaknak; egyes pontjainak megfeleltetését a követ

kezőkben foglaljuk össze.

A változó fluoreszcencia O-I-D-P-S indukciós átmene

te a Q komponens redoxállapot változását tükrözi /15/. 

Az 0-1 fluoreszcencia intenzitás emelkedése a 2. foto

kémiai rendszer reakciócentrumának aktivitását mutat

ja a Q komponens redukcióját is beleértve. Az 1-3) át

menet a Q-/a redukált Q/ plasztokinon által történő

»
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reoxidációját tükrözi. Feltételezik, hogy a D fluo

reszcencia intenzitás csökkenése egy dinamikus egyen

súlyt jelez a Q oxidált és redukált állapota között 

/81/. Kimutatták továbbá, hogy anaerob körülmények 

között a D intenzitás csökkenése még kifejezettebb; 

karakterisztikus jelzője az anaerob körülményeknek.

A D-P fluoreszcencia intenzitás emelkedése, illetve 

a P csúcs fluoreszcencia maximuma a Q komponens rela

tive maximális redukáltsági állapotát tükrözi és kö

zel azonos аг- F^-értékével /13/.

A P-S fluoreszcencia kioltás a Q komponens 1. foto

kémiai rendszer által történő reoxidálódását, valamint 

a fotoszintetizálé membránok mentén kialakuló pH gra

diens kifejlődését jelzi; a P-S fluoreszcencia kioltás 

egyenes arányban van az intertilakoidális tér proton

leadásával /82/.

A maximális fluszeszcencia /F^/ értéke meghatározha- 

ha a fluoreszcencia indukciós görbéket a 2.10“5j,j

koncentrációjú DCLIU oldat mintákhoz való hozzáadása u- 

tán vesszük fel. A DCLIU a leghatékonyabb elektrontransz

port gátlómegakadályozza a Q komponens reoxidálódá

sát /80/.

tó,
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A DCMU-val gátolt és az "élő" indukciós görbe különb

sége kirajzol egy komplementer területet, amely terü

let /F -F^-P / nagysága arányos a fotoszintetikus 

elektrontranszport belső oxidáló képességével /71/.

Az igy kapott mutató alkalmas a rendszer fotokémiai 

aktivitásának mérésére.

■i

A lassú fluoreszcencia indukciós görbék /83/ a tila- 

koid membránokon keresztül történő transzport folya

matokat tükrözik /26/b. ábra/. Analízisükből összefüg

gések állapíthatók meg a tilakoid membránok proton

transzport és foszforilációs folyamatairól, valamint 

a tilakoidok IiADP-pool állapotáról és az ADP/ATP ará

nyáról /82/.

A lassú fluorencencia indukciós görbék I.I- fluoresz

cencia maximuma még az elektrontranszport folyamatok

kal kapcsolatos. Szétkapcsolók hatására /pl. NH^Cl,/ 

az M fluoreszcencia intezitás növekedése kioltódik,

CC>2 jelenlétében viszont megnő /84/.

Az Ы csúcs nagy felbontóképességű méréstechnikával to

vábbi részekre osztható /85, 86/.

r

A T szint fluoreszcencia intenzitása nem állandó, meg

közelítőleg 1 perces periódusidővel változik, feltehe-
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1

tőleg a metabolikus folyamatok periodikus működését 

tükrözve /82, 87, 88/.
N
A

A fenti elméleti meggondolások segítségével kerestük 

a választ; hogy a zsirsavösszetételükben megváltozta

tott fotoszintetikus membránok milyen primer fotoké

miai aktivitással rendelkeznek, hogyan változik meg 

a két fotokémiai rendszer együttműködése, az elektron- 

transzport lánc aktivitása.

A 27о ábrán az 1 ml! FA kezelés hatását mutatjuk be a 

Chlorella sejtek gyors /27»a,c,e ábra/ és lassú /27. 

b,d,f ábra/ fluoreszcencia ,indukciójár a, a kezelési 

idő függvényében.

Az adatokból megállapíthatjuk, hogy a FA kezelés hatá

sára csak kis mértékben gátlódik az indukciós görbék 

kialakulása a kezelés első 24 órájában, a 48, és a 72 

órás kezelés során ez a hatás állandósul. Az O-I-D-P

fluoreszcencia átmenet minden esetben intenziven jele

nik meg, viszont a P csúcs intenzitásának késleltetett 

lecsengése arra utal, hogy a FA kezelés hatására kis 

mértékben lassult a fotoszintetikus elektrontranszport

lánc működése, valamint, hogy gátlódott az intertilako-

A lassú fluoreszcencia in-idális tér proton leadása, 

dukciós görbéken a P-S-M-T átmenetek kialakulása je-
• «i
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ьa

Fr.i

t100 100

50 50

FA (Ю 3 M)
24h

0 0

0 0 0,2505 1 05
t(perc)----- -t (s)-------

dc

Fr.l
■100 Ю0

5050

FA(W 3M)

«h

00

050,2500 05 t
t(p*rc)---- -Ks)—-

X»100

5050

00

t 050,2505 iG
t (р*ГС)------t (*)---- -

27. ábra

Az 1 mM koncentrációjú fenotil alkohollal 24, 48 és 
72 órán át kezelt Chlorella pyrenoidosa gyors /а,с,е/ 

és lassú /b,d,f/ fluoreszcencia indukciós görbéi.

*
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lentős mértékben gátlódott a kezelési idő első 24 

órájában. Ez a gátló hatás csökkent a kezelés 48 és 

72 órájában. Ebből az eredményből arra következtetünk, ■ 

hogy a membrántranszport folyamatokban bekövetkezett 

gátló hatáshoz a FA-al kezelt Chlorella sejt egy a 

kezelés során megváltoztatott struktúrájú membránrend

szerrel adaptálódni tudott.

VI

A lassú és gyors fluoreszcencia indukciós görbék me

netéből megállapítható, hogy a FA kezeléssel előidé

zett membránszerkezet! változások csak kis mértékben 

gátolták a fotoszintetikus elektrontranszport lánc 

működés ét.

A I.IA kezelés hatására bekövetkezett membránfunkció

beli változások más természetű károsodásról tanús

kodnak. A 28. ábrán a LíA kezelés különböző koncentráció

inak hatását tüntettük fel a Chlorella pyrenoidosa 

gyors és lassú fluoreszcencia indukciós átmeneteire, 

a kezelési idő 72. órájában.

Korábbi eredményeink ezt a dózis-hatás vizsgálatot 

tették szükségessé, mert 28/e ábrán látható gyors 

fluoreszcencia indukciós átmenet az irodalmi adatok 

szerint nagymértékű elektrontranszport-lánc gátolt- 

ságra utal, oxigén evolúciós méréseink viszont azt
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A különböző koncentrációjú metronidazollal 72 órán át 
kezelt Chlorella pyrenoidosa gyors /a,c,e/és lassú 

/b,d,f/ fluoreszcencia indukciós görbéi.
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гЪ
mutatták, hogy az lmM-os MA kezelés után még jelentős 

/50-60 %-os/ oxigén termelésre képesek a MA-kezelt 

Chlorella sejtek /16. ábra/. Ezt az ellentmondást old

ja fel a komplementer területek,/Е-Е^-Р/ pontokkal

figyelembe vétele /71/.

•J
•
A
í>
r

.'A

$
határolt terület , A komple

menter terület az elektrontranszport lánc aktivitá

sának effektiv mutatója, még abban az esetben is /89/, 

amikor a Q-komponens nem tud teljes mértékben reduká- , 

lódni /а P csúcs intenzitása alacsony értéken marad/.

Ilyen esetben a komplementer terület nagysága mutatja 

meg, hogy az elektrontranszport lánc működésében mi

lyen irányú változások következtek be.

Az 1 mM í.iA-al kezelt Chlorella minták gyors fluoresz

cencia indukciós átmenetiből megállapíthatjuk, hogy a 

fotoszintetikus membránok összetételében bekövetkzett

változások, illetve a MA metilviologón- szerű hatása 

következtében a Q maximális redukálhatósági szintjé

nek gátlódása mellett nagy mértékű komplementer terü

lettel kell számolnunk.

ГAbból az eredményből kiindulva, hogy a lassú fluoresz

cencia indukciós göbék T-szintjének fluoreszcencia 

intenzitása magas értéken marad, továbbá, hogy az M-T 

átmenet intenzitása csökken'arra következtetünk, hogy /
i

' ' í.
.Л
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a tilakoid membránokon keresztül történő transzport 

folyamatok is jelentős mértékben károsodtak а ЫА- 

kezelés során.

A cerulenin kezelt Chlorella sejtek fluoreszcencia 

indukciós átmeneteit a 29. ábrán mutatjuk be.

b.a..
6 lO't DCMU 
2 10_5M DCMU

Fr.lFr.l
Ю0 100I

....
50 50

----- Kontroll
-----CER (4 Kf5».). 72*

------ Kontroll
------CER (4 W4t), 72*4

о 0

0 Q5 1 0 025 OS
»(*)— t(p«rc) —►

29« ábra.

A 4»10~;>M koncentrációjú ceruleninel 72 órán át kezelt 
és a kontroll Chlorella pyrenoidosa gyors /а/ és lassú 

/Ь/ fluoreszcencia indukciós görbéi.

Az irodalmi adatokból ismert /47/ a cerulenin kezelt 

Chlorella sejtek DCMU rezisztenciája 

föl az ábrán a DCMU két különböző koncentrációjának 

hatását az indukciós görbék menetére. A 2.10 

centrációjú DCMU kezelés hatására a kontroll sejtek tel

jes elektrontranszport gátlást szenvedtek; a 72 órás

ezért tüntettük5

-5M kon-



75

cerulenin kezelt Chlorella sejtek esetében, ilyen 

DCMU koncentráció mellett még jelentó's, közel 50 %- 

os elektrontranszport működés volt tapasztalható. Tel

jes blokkolást csak a 6.10 

leninnel kezelt Clorella sejtek gyors fluoreszcencia 

indukciós görbéjéről megállapítható, hogy a fotoszin

tetikus elektrontranszport-lánc jelentős mértékben 

lelassult; a P csúcs fluoreszcencia intenzitási maxi

muma megközelítően 0,2 secundummal később jelent meg. 

Ennek a lassult elektrontranszport folyamatnak a hatá

sát láttuk az oxigénindukciós görbék esetében is /21. 

ábra/. A perces felbontású fluoreszcencia indukciós 

görbék menetében bekövetkezett változások /az 1.1— T át

menet hiánya, és a T magas fluoreszcencia intenzitási 

értéke/ azt mutatják, hogy a tilakoid membránok transz

port folyamataiban a CER hatására jelentős gátló ha

tás érvényesült .

-5 M DCÍ.IU okozott. A ceru-

A SAN vegyülőtek közül a legenyhébb hatást a fotoszin

tetikus elektrontranszport lánc gátlásában a SAN 6706 

fejtette ki. /50. ábra/. A kezelési idő függvényében 

mutatott gyors fluoreszcencia indukciós görbék lefu

tása azt bizonyltja, hogy az elektrontranszport lánc 

működése erősen gátlódott; a komplementer területek

nek a kezelés 24, 48 órájában mutatott magas értéke
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mellett. A maximális gátló hatás a kezelés 72.órájá

ban következett be: est jelzi a differenciálatlan 

indukciós g0rbe; és a görbék kis komplementer területe 

/30/e ábra/.

A SAN 9785 kezelés során a jellemző gátló hatás már 

a kezelés első 24 órájában kialakult. Az indukciós 

görbék átmenetei /31/а, c,e ábra/ a többi SAN vegyület 

hatásmódjához hasonló gáiló mechanizmus feltételezé

sére engednek következtetni.

A SAN vegyületekkel kezelt minták gyors fluoreszcen

cia indukciós görbéit elemezve /5o,31* a,c,e ábrák/ 

megállapíthatjuk, hogy mind a három piridazinon vázas 

vegyület hatásmódjában azonos jellegű gátlást okozott 

a Chlorella sejtek fluoreszcencia indukciós átmenete

iben. /А SAN 9789 alkalmazásával nyert közel 98 %-ban 

gátolt indukciós görbéket nem mutatjuk be/. A 4.10 M 

koncentrációban alkalmazott SAN-vegyületek közül a le

gerősebb elektrontranszport gátló hatást a SAN 9789

okozta.

A piridazinon vázas vegyületekkel kezelt Chlorella sej

tek lassú fluoreszcencia indukciós görbéi /Зо, 31« b, 

d,f ábrák/ a membrántranszport folyamatok azonos jel-

I •
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FreiFrei
ЮО100

5050

Fo

SAN 9785 (4 Ю'5М) SAN 97*6 (4 КХ^М)
24h24h

О О

-L X
0.Sо 0,26tО о*

<<р»гс)—-К*)---- -

dс
т т

Fr.1 4Mгао ■ I

50 60

*

SAN 9765 (4 IO-5»*) SAN 9785 (4 КГ5М)
46h48h

О о

-L

0.5О О 0.250.5 1
t (perc )-------t(s)----------►

т

FreiF„l
■ iЮ0 100■ I ■»

50 50

Fo

SAN 9785 (4 Cf® M) SAN 9785 (4 K)*5M)
72 h 72 h

0 0

0 0.5 1 0.50 0,25
t(»)--------► t (perc )-------

31. ábra

----- M koncentrációjú SAN 9785-el 2,48 és 72 órán
át kezelt Chlorella pyrenoidosa gyors /a,c,é/ és lassú 

/bjd,f/ fluoreszcencia indukciós görbéi.

-5A 4.10
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légii károsodásról tanúskodnak. Az S-M-T átmenetek 

teljes hiánya jellemző mindhárom vegyület alkalmazása

kor kapott lassú indukciós görbére.

A fluoreszcencia indukciós görbék kinetikai elemzése 

után meghatároztuk a kezelt Chlorella sejtek 2. foto

kémiai rendszerének aktivitását a Llalkin által java-
F

, ahol az F 
* M 0

F^ a DCMU mintákhoz való hozzáadásával kapott 

maximális fluoreszcencia értéke, felhasználásával /90/.

"holt" fluoresz-solt mutató ; Q = 1-

cencia

A 6. táblázat adataiból, a 72 órás kezelés során nyert 

eredményeket figyelembe véve megállapíthatjuk, hogy a 

FA, és a LIA közel azonos mértékben /15 %/ gátolta a 

Chlorella sejtek 2. fotokémiai rendszerének aktivitá

sát, a cerulenin, a SAH 6706 és a SAH 9785 közel 50 

%-os gátlást okozott, mig a SAH 9789 hatására szinte 

100 %-os gátlás alakult ki.

A LIA-al kezelt Chlorella sejtek fluoreszcencia induk

ciós görbéinek analízisénél említettük, hogy a kevés

sé differenciált indukciós görbe még nem biztos muta

tója a fotoszintetikus elektrontranszport lánc gátlá

sának, abban az esetben ha az indukciós görbe kiegé

szítő területe még nagy aktivitást mutat. Ilyenkor.

•s
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6. táblázat

t

PoP
О %óra ф = 1 —

PP maxaax

PA /lo“V 0,62

0,52

o,54

95,2

95,1

87,4

o,38

o,48

o,46

24

48

72

MA 72h" 1Ű~5M 

10' 4 M 

10" 3M

0,61

o,59

o,52

111,4

94.2

87.3

o,39

6,41

6,48

CER /4.1o"51í/ o,59

o,55

o,43

95,2o,41

o,45

o,57

24

93,448

5o,372

SAN 6706 /4.1о"511/ o,6l

o,56

o,69

86,2

78.3

55.4

o,49

o,44

o,31

24

48

72

SAH 9785 /4.1о_5Ц/ o,57

o,69

o,64

o,43

o,31

o,36

75,224

55,348

64,472

SAH 9789 /4.1о“5М/ 35,324 o,8o

o,92

o,2o

0,08

o,o7

1.548

1.472 o,93

A vizsgált vegyülőtek különböző időpontokban mért ha
tása a Chlorella pyrenoidosa fotokémiai aktivitására 
/Ш/. A KA esetében,a különböző koncentrációk 72 órás 
alkalmazása után kialakult fotokémiai aktivitás érté
keit tüntettük fel* /az értékek a kontroll %-ban is

ki vannak fejezve/
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arról lehet szó, hogy az elektrontranszport lánc Q- 

komponense nem tűd.maximális mértékben redukálódni 

/a Q preredukált állapotából következően, illetve 

másodlagos elektronakceptorok hatására/.. Ennek iga

zolására meghatároztuk a komplementer területek fluo

reszcenciájának arányát a maximális fluoreszcenciához 

viszonyítva. A kapott eredményeket és a kontroll %- 

ban kifejezett értékeket a 7* táblázatban mutatjuk be.

v-

A 7* táblázat adataiból megállapíthatjuk, hogy a Q”/Q 

állapota, illetve más összefüggésben: az elektrontransz

port-lánc belső oxidáltságának mértéke /72/ 

kezelt mintákban gyakorlatilag a kontroliéval megegye- 

a I.IA-al kezelt minta esetében a 72 órás 

kezelési időben ez az érték közel kétszeresére nő. A 

SAN 6706 esetében a komplementer terület maximális 

csökkenése csak a 72 órás kezelés során alakul ki, a 

SAN 9785 kezelés során a fluoreszcencia indukciós gör

be átmeneteinek és a Q redoxállapotát mutató index ér

tékeinek együttes csökkenése tapasztalható. A SAN 9739 

esetében mutatkozik a legerősebb gátló hatás, a kezelé

si idő 72. órájában.

a FA-al)

ző mértékű 5

, ?
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7. táblázat

Q"/Q
óra %x loo

F- max

FA /1о“3М/ 24 7,8 99,1

62,3

llo,4

48 4,4

72 5,7

MA 72h 10f'5M 116.3

155,6

196.4

5,4
r.410*'M 

10"3 M
7,3

9,2

SAN 6706 /4.1о_5М/ 24 8,4 131,1

126,4

6o,8

8,648

4,672

SAN 9785 /4.1о‘,5М/ 24 7,1

3,6

92,3

64,o48

72 5,3 7o, 5

SAN 9789 /4.1о”5Ы/ 24 5,9 92,3
23,648 1,3

72 1,7 4,4

-5 M koncentrációjú DCMU-val gátolt és alkal-A 2.10
mázott_vegyületek hatására kialakult fluoreszcencia 
indukciós görbék különbségébó'l számitott komplementer 
területek nagysága és a kontroll %-ban kifejezett

értékei.
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Összefoglalva a fluoreszcencia indukciós méréseink 

tapasztalatait megállapíthatjuk, hogy a lipid, illet

ve zsirsavösszetételüktien mgváltoztatott fotoszinteti

kus membránok 2. fotokémiai rendszerének.aktivitása a 

FA és Í.IA kezelések hatására gyakorlatilag 15 %-os gát

lást szenvedett /6, 7 táblázat/. A cerulenin, a SAN 

6706 és a SAN 9785 kezelés esetében közel 50 %-ban 

csökkent a PS II aktivitása. A SAN 9789 vegyület al

kalmazása során közel 98 %-os gátlás alakult ki a ke

zelt sejtek 2. fotokémiai rendszerének aktivitásában. 

Ezek a különböző gátló hatások eltérő hatásmechaniz

mus utján mentek végbe,, amint ezt a gyors fluoreszcen

cia indukciós görbék menetei mutatták.

A LIA és a SAN vegyületek hatásmechanizmusában kimutat

tuk, hogy a kevésbé differenciált gyors fluoreszcen

cia indukciós görbék ellenére is jelentős fotokémiai 

aktivitással kell számolni abban az esetben, ha az in

dukciós görbék komplementer területei magas értéket 

mutatnak /az irodalomban hasonló összefüggés még nem 

volt ismeretes napjainkig/.

' ü,

- \
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ÖSSZEFOGLALÁS

Dolgozatom célja a fotoszintetikus membránok lipid-és 

zsirsavkomponenseinek komplex vizsgálata volt.

/ '•

Munkám szorosan kapcsolódik a Biofizikai Tanszéken 

folyó fotoszintetzis kutatásokhoz, amelyek korábban csak 

a cerulenin /CER/ és a piridazinon tipusu herbicidek 

/SAN/ Chlorella sejtekre gyakorolt hatásának vizsgála

tára irányultak. Az értekezésemben foglaltak egyrészt 

a korábbi vizsgálatok folytatása, másrészt a fenetHál

ós a metronidazol /ИА/ gátlószerekkel vég

zett kutatások kezdeti szakaszát jelentik.

':b
4

.J

kohol /FA/ 3
'' >;

У

Az alkalmazott vegyületekkel végzett előzetes vizsgá

latok során meghatároztuk a FA, a MA és a CER, valamint 

a 4 x 10 M koncentrációjú piridazinon vázas vegyületek 

Chlorella pyrenoidosa sejtek szaporodására kifejtett 

dozishatás görbéit, A szaporodás görbék alapján kivá

lasztottuk azokat a szerkoncentráció értékeket /FA és 

a MA esetében 1 x IQ ^M,

tében 4 x 10 M, amelyek alkalmazása mellett végeztük 

további funkcionális kísérleteinket.

V

■fij
'Síл
fi

4чЗ
■

r\

a CER és a SAN vegyületek ese-

к
- лк;

• n%

- '}<-3 M koncentrációjú FA és MA, а 72 órás keze

lési idő után jellemző módon változtatta meg a Chlorel-

■Az 1 x 10 4 .’Vj

Á
. <У-,-
■Щ 
' Щ

к-
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la pyrenoidosa sejtek elektronmikroszkópos szerkezetét. 

A FA és а MA hatására mélyreható változások mentek vég

be a tilakoid membránok fotoszintetikus pigmentjeinek 

szerveződésében és a Pignentrendszerek közötti energia 

eloszlásában. A fluoreszcencia szinképek spektrális 

eloszlásában bekövetkezett változások arra engednek kö- 

hogy a FA és a MA hatására különösen a 2. ' 

fotokémiai rendszerhez tartozó pigmentformák szervező

désében történt maradandó változás.

vetkeztetni }

Az alkalmazott vegyületek megváltoztatták a Chlorella 

pyrenoidosa fotoszintetizáló membránjainak lipid és zsir- 

savösszetételét. A fotoszintetikus membránok zsirsavel- 

oszlásában történt változásokat a tilakoid membránok 

jellemző lipidosztályaiban /MGDG, DGDG, PG/ valamint az 

általánosan előforduló PE lipidosztályban vizsgáltuk 

meg. A FA és a MA hatására jellemző volt,- hogy az MGDG 

a DGDG és a PG lipidosztályokban 2-5-szorosára növelte 

meg a hexadekatriénsav /16:5/, valamint közel kétszere

sére a linolsav /18:2/ tartalmat. A FA és a MA hatásá

nak további közös tulajdonsága megnyilvánult a linolén- 

savr /18:5/ mennyiségének 50%-os gátlásában az MGDG,

DGDG-ben. Ezeknek a hatásoknak az eredményeként a sej-

■;

J ■:

3
V

M

■

tek totál lipidjeiben a telitett/telitetlen zsirsav-

0,52-es értékéről;arány értéke lecsökkent a kontroll
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a FA kezelés hatására 0,22-re, a MA hatására 0,34-re.

A lipidek és zsírsavak mennyiségi eloszlásában bekö

vetkezett változásokra jellemző, hogy a FA serkentő, a 

MA gátló hatást fejtett ki a Chlorella-sejtek zsírsav 

szintézisére, emellett a FA speciális stimuláló hatást 

fejtett ki a Chlorella sejtek foszfolipid szintézisére.

■ i*

A piridazinon vázas vegyületek egymáshoz hasonló ha

tást fejtettek ki a fotoszintetikus membránok zsírsav 

eloszlására. A vegyületek hatására jelentősen megnőtt 

a palmitinsav /16:0/ aránya mind a négy vizsgált lipid 

osztályban. Kisebb mértékű stimuláló hatás érvényesült 

a palmatoleinsav /16:1/ arányának növelésében is. E 

vegyületek kis mértékű gátló hatást fejtettek ki a hex- 

dekatriénsav /16:3/, és az olajsav /18:1/ galaktolipi- 

dekben való előfordulására. Ezeknek a hatásoknak a 

következtében mindhárom piridazinon vázas vegyület ha

tására megnövekedett a totál lipidek telitett/telitet
ei

len zsírsav aránya. Ezek a hatások membránfluiditás 

jelentős mértékű növekedését mutatják, a SAN kezelések 

hatására, ellentétben a FA és MA hatására kialakult 

rigid membránokkal szemben.

v.

■i
ü*;>-

<■A SAN vegyületek zsírsav szintézisre kifejtett hatásá- <■-

У

: л
■ к;

4

t<- tűi
'á

*
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V.

val kapcsolatban ki kell emelnünk egy fontos sajátsá

got. A korábbi,magasabbrendü növényeken végzett vizsgá

latokkal megállapították, hogy a piridazinon vázas ve- 

gyületek specifikus gátló hatást fejtenek ki a linolén- 

sav /18:3/ szintézisére, a linolsav szintézis egyidejű 

serkentésével. Vizsgálataink szerint a SAN vegyületek- 

nek ez a hatása a Chlorella zöldalgában ellentétes 

irányban érvényesül; a SAN 6706 vegyület kivételével 

mind a SAN 9785, mind a SAN 9789 kezelés hatására, je

lentős mértékben növekedett meg a Chlorella sejtek totál 

lipidtartalmának linolénsav/linolsav aránya, a kont

roll értékéhez viszonyítva.

T

}
>'■

i

>'

A lipid, illetve zsirsav összetételükben módosított 

Chlorella pyrenoidosa fotoszintetikus aktivitásának 

vizsgálatával /az egyensúlyi oxigéntermelő képesség 

mérése alapján/ megállapítottuk, hog" a 72 órás kezelés 

után a SAN 9789 hatására 98%-os, a FA, I.1A, SAN 6706, 

SAN 9785 esetében pedig 10-40%-os gátlás következett 

az azonos sejtszámu kontroll mintához viszonyítva.

4-7
-1/

■

■ l

/ti

-abe
‘■ri

гAz oxigén indukciós vizsgálatok segítségével elemzése

ket végeztünk arra vonatkozóan, hogy a fotoszintetikus 

membránok strukturális felépítésében
■■л-előidézett válto- . ;ч|к4

' «I

eV, 'Zi
jV\'.
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i:
V ••зzások hogyan hatottak a fotoszintetikus oxigénkiválasz

tás indukciós szakaszára. A FA kezelés hatására csak kis 

mértékű változást tapasztaltunk az oxigénkiválasztás 

kinetikajaban. A I.íA - al 72 órán át kezelt minták induk

ciós görbéiből eltűnt a sötét konverziós oxigén terme

lés. A- CER kezelés hatására egy lelassult működésű oxi

génkiválasztó rendszer alakult ki; a Chlorella pyrenoidosa 

fotoszintetizáló membránjaiban. A SAN vegyi letek közül 

a SAN 9789 hatására még 100 %-os fényintenzitás alkalma

zása mellett sem tudott oxigénindukciós jelenség kialakul

ni, mig a másik két SAN vegyület oxigén indukciója a 

kontroll mintákéhoz hasonló kinetikát mutatott, 100 %- 

os fényintenzitás mellett.

I

>•-
. rf

b
á";
' V’

V

V
A 2. fotokémiai rendszer és a fotoszintetikus elektron

transzport-lánc működésében bekövetkezett változásokról 

mélyebb ismereteket a fluoreszcencia indukciós vizsgá

latokkal nyertünk. A kontroll Chlorella gyors és ^assu 

időfelbontásü fluoreszcencia indukciós görbéi amelyek 

megegyeztek az irodalomban közéltekkel normális foto

szintetikus elektrontranszportláncot és Og-kiválasztó 

rendszert tükröznek.

■73

A

31
■ л

*

' *

' '
,Ä

. á
й!л

A lipid met.abolizmus t módos it ó szerekkel történt keze

lések után a fluoreszcencia indukciós görbék minden eset

ben gátolt fotoszintetikus elektrontranszport-lánc mü-4

■>1
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■é
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ködésre utalnak, a fluoreszcencia indukció klasszikus 

elmélete szerint. Ennek ellenére kisérleti eredményeink 

azt bizonyítják /oxigén termelés és indukció vizsgálatok/, 

hogy a mért,gátolt fluoreszcencia indukciós jelenség el

lenére a sejtek jelentős fotoszintetikus aktivitással 

/oxigén termelés/ rendelkeznek, a SAN 9789 kivételével 

minden kezelés esetében. Ennek az irodalomban még nem is

mertetett anomáliának a vizsgálatát, a klasszikus fluo

reszcencia indukció értelmezése alapján végeztük el. Az 

egyes kezelőszérekkel 72 órán át kezelt Chlorella sejtek 

2. fotokémiai rendszere aktivitásának a kontroll %-ban 

kifejezett értékei a következőknek adódtak: a FA, 1ЛА ke

zelés hatására 80-90%, SAN 6706 kezelésre 50-60%, SAN 

9785 hatására 60-70%, SAN 9789 kezelés esetében 5-4%. 

Mérési eredményeink azt bizonyitják, hogy az alkalmazott 

vegyületek elsődleges hatásukat nem a fotoszintetikus 

elektrontranszport-lánc közvetlen működésére fejtették ki, 

hanem az egész fotoszintetizáló membránrendszer általános 

működését módosították.

í
••

5

< ■

rAz oxigén termelésben és a fluoreszcencia indukcióban 

tapasztalt anomáliákra csak további részletes vizsgála

tok adhatnak felvilágositást.

-

t

v
*
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A dolgozat további eredménye, hogy az alkalmazott . 

módszerekkel sikerült megvalósítani olyan in vivo rend

szert amelyben többoldalúan lehetett vizsgálni a foto

szintetikus membránok szerveződésének és működésének

sajátosságait.

\
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KOS ZÖNETNYILVÁNITÁS

Köszönetét mondok Prof.Dr.Szalai László tanszékvezető 

egyetemi tanár úrnak, hogy munkámat az első lépések

től kezdve figyelemmel kisérte, és hasznos tanácsai

val segitette, valamint, hogy lehetőséget biztosított 

számomra, hogy a Biofizikai Tanszéken végezhessem mun

kámat .
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-1A fáradhatatlan, minden részletre kiterjedő figyelmét, 

a munka során felmerült számtalan, sokszor az iroda

lom számára is ismeretlen probléma megoldásában nyúj

tott segítségét témavezetőmnek köszönöm. /V
,5

''1
A Biofizikai Tanszék munkatársainak ezúton is kifeje

zem köszönetemet a munkám elvégzésében nyújtott segít

ségért.
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&Köszönöm a Növénytan Tanszék munkatársainak a dolgo

zat befejezéséhez nyújtott segítségüket. Шя
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