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1. BEVEZETES ES A DISSZERTACIO CELKITUZESE

A kloroplasztisz membréanoknak meghatdérozd szerepiik

van a fotoszintézis primer folyamataiban: a fényel-
nyelés, a to1tds szétvdlasztds, a fotoszintetikus
elektrontranszport folyamatai a fotoszintetikus membré-
nokban jétszddnak le. A modern fotoszintézis kutatd-
sok egyik alapvetd célkitiizése a kloroplasztisz membrd-
nok szerkezetének,illetve a szerkezet funkcidndlis vo-
natkozdsainak mind tel jesebb megismerése. A klorop-
lasztisz membrénok alkotd elemel koziil a lipidek, ill.
zsirsavak szerepének felderitésére az utdbbi években
intenziv kutatdsok kezd8dtek, mivel a kloroplasztiszok
jellemzd lipid é€s zsirsav Gsszetétele specidlis struk-

turdlis és funkciondlis szerepet feltételesz.

Dolgozat altaldnos célkitiizése a lipidek és zsirsavak
szerepének tanulményozdsa a fotoszintetizélé membri-~
nok szervezddéscében és a masodik fotokémiai rendszer
mikddésdében.: Kutatdsi médszerink a kdvetkezd: zsirsav
vagy 1lipid szintézist gdtld, illetve mdédositd vegylle-~
tekkel, in vivo korilmények kozdtt médositjuk a klo-
roplasztisz membrénok lipid Osszetételét majd megha-
tarozzuk a médositds kovetkezményeit; a mdésodik foto-

kémiai rendszer funkcidndlis paramétereinek mérésével.



A dolgozat a fenetilalkohol; a metronidazol, a ceru-
lenin és harom piridazinon vézas vegyiilet hatdsat
vizsgalja a Chlorella pyrenoidosa zdldalga fotoszin-

tetikus membranjainak szervezddésére és miikodésére.

2. IRODALKI 0SSZ EFOGLALO

2.1ls A fotoszintetizdld membrdnok felépitése és mii-

kodése.

4 bioldgial membranok alapstruktﬁréja az egdsz é16-
vildgban dltaldnos érvényl egység membrdn /1/. A
membranok finom szerkezetét, mai tuddsunk szerint leg-
jobban a folyadcék-mozaik modell irgja le, mely elmélet
szerint a membrénokat egy kettds lipidrétegbdl 4116
alapvdz, és az ehhez a lipidréteghez kapcsolddd, il-
letve abba belemerild fehér jepartikulumok épitik fel
/2/. Az egyes sejtorganellumok membrdnjainak lipid fe-

hérje Osszetétele nagy eltérést mutat.

A fotoszintetizdld tilakoid membrénoknak a lipidtartal-
ma megkdzelitden 40 % /3/, a tilakoid membrénock tovdb-
bi sajédtsdga a speciélis lipid-illetve zsirsavésszeté-

tel /magas galaktolipid és teliletlen zsirsav tartalom/.
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Egy fotoszintetizdld sejt membrénviszonyaira jellem-
z6, hogy a sejt Ossz membraéan mennyiségének 90 %-at

a tilakoid membrdnok képezik /4/.

‘Ebben a nagymennyiségii tilakoid membrdnban jatszddnak
le a fotoszintézis primer folyamatai: a fényelnyelés,
. az elnyelt fényenergia pigment rendszerben valé van-
dorldsa a reakcid centrumig, a primer fotokémiai re-
akeidk; a to6ltés szétvalasztds, vizbontds, elektron-
ﬁranszport folyamatok. Ezekhez a reakcickhoz kapcsoldd-
nak, mintegy szekunder folyamatként a sttétben is le-
zajlé, sztrdéma mikodéshez kapcsolt s6tét enzimatikus

folyamatok.

4 Totoszintézis kutatds biofizikajanak feladata elsdd-
legesen a fény jelenlétében lejatszddd primér fotofi-

zikai és fotokémiai folyamatok vizsgdlata /5,6/. A ki~
vetkez8kben rivid attekintést adunk ezekrdl a fblyama—

tokrdl.

A fotoszintepizélé szervezetek képesek a 400-800 nm
hulldmhosszuségu fénysugarak energidjat kémiai ener-
gidva alakitani. A fényenergia elnyelése a fotoszinte-
tikus pigmentek /klorofillok és jarulékos pigmentek/
segitségével térténik. Bzek a pigmentek pigmentrend-

szerbe tomdrilnek. /7/, az elsé /PSI/ és a mdsodik

. PO KR
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/PS 11/ fotokémial rendszert alkotva /8/. Mindkét pig-
mentrendszer hozzdavetflegesen 300 klorofill moleku-
14t tartalmaz. E nagyszdmu klorofill molekula k&ziil
azonban kozvetlenlil csak néhdny, a reakcidcentrumban
taldlhaté klorofill-a molekula vesz részt a fotokémi-
ai folyamatban, a t6bbi klorofill molekula fénygyij-
t8 /"antenna"/ szerepet tdlt be. Az elsd8 fotokémiai
rendszer reakcié centruma 700 nm-nél /P 700/ a miso-
dik fotokémiai rendszer reakcid centruma 680 nm-ndél
mutat jellemzd8 abszorpcids maximumot /P 680/. A két
pigmentrendszert a fotoszintetikus elektrontranszport
ldnc kapcsolja Ossze funkciondlis egységgé /9/. A fo-
toszintetikus elektrontranszport-ldnc egyes tagjait
és a tilakoid membrénban vald lokalizdcidjukat az 1.

dbrén mutatjuk be /10/.

Fényenergia hatédsédra az elektronok a + 0.8 V redoxpo-
tencidlu viz oxigén rendszerbdl a -0,52 V redoxpoten-
cidli NADPH/NADP' rendszerbe emelkednek. A NADP' redu-
kd1ldsdhoz sziltkséges 2 elektron és 2 proton a viztdl

szérmazik. A redukcidhoz és az elektrontranszporthoz

(ON

szikséges energidt a két pigmentrendszer &ltal elnyelt
fényenergia szolgdltatja. E folyamat mellett energe-
tikailag lehet@ség nyilik; a cilusos és a lineéris ATP

szintézisre /11/.
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A fotoszintetikus elektrontranszport lénc tagjainak
lokalizdcidéja a thylakoid membrdénban /10/.
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Vizsgdlataink sorén elsdsorban a 2. fotok
szer funkcidndlis paramétereinek vizsgdlatdval foglal-
kozunk. A 2. dbrdan a mésodik fotokémiai rendszer szer-

etét és membrdnbelil lokalizdécidjdnak egyik lehetsé-

ke

N

ges valtozatat tiintettiik fel /12/. Az abrén lathatd 2.
fotokémial rendszer antenna klorofill molekuldi /Chl a/
valamint a reakcidcentrum /P 680/ valdszinlien egy 44-
50 000 D molekulasulyu polipeptiddel alkot komplexet,
és kapcsolatban van a 25-30 000 D molekulasulyu Klo-
rofill-protein fénygyiijts kompexxel /az &brédn: Chl

atb/.A Q komponens a 2. fotokémiail rendszer elsdd-



A 2, fotokémial rendszer szervez(dése a fotoszinte-
l @°

leges, illetve a feofitin komponens felfedezése 4Sta
"mdsodlagos" elektronakceptora, feltételezhetlen egy
specidlis plasztokinon molekula, oxiddlt allapotban

a 2. fotokémiail rendszer fluoreszcencia kioltdja /1%/.
A "B" komponens egy feltételezett fehérje tartalnd
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négy oxiddld ekvivalens létrejotte /S+ - S++ - S+++-

ok o A ' C
/. A mangdn ion, ebben a folyamatban a pozitiv

S
t8ltések akkumuldcidjdban jdtszhat szerepet /14/.

A @ 1lletve a B komponensekkel 4ll kdzvetlen redoxi
kapcsolatban a plasztokinon-pool /a 2. dbréan az egy-
szerlisitett képlete lathatd./ Egy elektrontranszport
ldnchoz 8 plasztokinon /PQ/ molekula kapcsolddik ezért
az elnevezése, plasztokinon-pool /gyiijts/. Ez a mole-
kula nagy szerepet jatszik a Q komponens B /ill. R/
komponens &ltal kozvetitett reoxiddlasdban, valamint

a tilakoidok bels§ tere és a sztrdéma kozdttl protong-

rdadiens kialakitdséban /15/.

2.2. L Chlorella pyrenoidosa alga lipid és zsirsav

Osszetétele.

Az evolucid kiilonbozd fejlettségi fokén 4l1lé foto-
szintetizdld szervezetek lipid Osszetételliiket tekint-
ve két nagy csoportra kildnithetdk. A galaktolipide-
ket tartalmazd eukariota szervezetek és a galaktoli-
pideket nem tartalmazé prokariota szervezetek /16/.

A fotoszintetikus membrdnokban fontos szerepet jatszd
4 £6 lipidosztdly a monogalaktozil diglicerid /MGDG/,
a digalektozil diglicerid /DGDG/, a foszfatidil gli-

ceral /PG/ és a szulfolipid /SL/ eloszlédsa és ardnya



nagy hasonldsdgot mutat az egyes eukariota szerveze-
tekben /16/. A lipidek igen magas szdzalékdt /40-

50 %/ alkotjdk mind a novényi kloroplasztiszoknak,
mind a zoldalgdk szdrazanyagsulydnak /16/. Ismert
tény tovabba, hogy a fotoszintetizdld sejtek ill. az
egysejti zoldalgdk kloroplasztisz membranjai a sejt

Ssszmembrén mennyiségének kozel 90 %-at alkotjdk /4/.

A fotoszintetizdld Chlorella pyrenoidosa zdldalga 1i-
pid jeinek megoszldsa a kovetkezd: LIGDG-25 %, DGDG-
12 %, PL-14 % S1-%% és kis szézalékban neutrdlis 1li-

pid /NL/.

Az egyes lipidosztdlyok struktlurdlis és funkciondlis
szerepérdl cgyre tobb adat véalik ismertté napjainkban.
Kloroplasztisz fragmentumokon végzett galaktolipaz
~enzimes vizsgdlatok alanjan feltételezik, hogy a ga;
laktolipidek szorosan korilveszik azokat a klorofill-
molekula agregdtumokat, amelyek az els8 fotokémiai
reakcidcentrumokat alkotjék. A galaktolipidek enzima-
tikus hidrolizise csdkkenti a PS I reakcidcentrumokra
jellemz6 folyamatok hatékonységét; Ezt a hatdst a re-
akcidécentrum és az elektrontranszport lénc donor olda-
la kézotti tévolsdg nidvekedésével, illetve az elektron-

transzport lénc tagjainak az optimalistdl eltérd ori-
P 8J



- 9 -

entdcidéjaval magyarizzdk /17/.

A galaktolipideknek, mint nagy mennyiségi telitetlen

zgirsavat tartalmazd lipideknek jelent8s szerepet tu-
lajdonitanak az optimalis membranfluiditds kialakité-
séban. /18/. Feltételezik tovdbbd, hogy a galaktoli-
pidekben nagymennyisdégben eléforduld tdbbszdrdscen te-
litetlen zsirsavak kett8skotéseik révén kapcsolatba
léphetnek a klorofill molekula fitol léncaval s ily
médon stabilizélhatjak a klorofill molekuldk térbeli

orientécidjat /19/.

Fotoszintetikus membrdnnok egyes frakcidinak vizegd-
lataval megdllapitotték, hogy a gréna tilakoidokban
ott is a margindlis rdészekben magasabb a galaktolipi-
dek eléfordulidsa, nint a tilakoid membrdnok egycéb ré-
gidiban .Ennek a jelenségnek hipotetikus magyardzata
szerint a galaktolipid molekuldk sajéiségos térszerke-
zete teszi lehetévé a grana membranok siiri hajlatait
/20/. Erre a szervezdddésre a Singer fdéle membrdnelmé-

let nem tudott magyardzatot adni.

A monogalaktozil diglicerid molekuldk strukturdlis
gzerepérdl o fénygylijtd komplexben /LHC/, feltétele-
zik, hogy az LGDG molekuldk fejcsoportjai a protein

molekuldk polipeptidldncaiba illeszkedhetnek bele, a
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lipidmolekula zsirsavldncai pedig a membrdnok lipidol-
dékony komponenseihez /pigmentck/ kapcsolddva sta-
bilizdlhatjdk a klorofil-protein fénysyiijts komplexet

/21/.

A galektolipidek fontos szerepet jdtszanak a fotoszin-
tetikus membrdénok transéportfolyamataiban, mivel a ga-
laktolipid molekuldk gyors metabolikus dtalakuldsuk
révén képesek a fotoszintetil:us Utyon képzddott primer
termékeket dtszdllitani az envelop membranba, onnan

pedig a plazmiba /22/.

A foszfolipidek a legdltaldnosabb alkotdclemei a 1li-
pogrotein membrdnoknak /2%, 24/. Az e gyes foszfolipid
ocsztdlyok a kovetkezd Osszetételt mutatjak a Chlorella
zbldalgdban: foszfatidil glicerol /PG/-66 %, foszfati-
diletanoanin /PE/-11 %, foszfatidil kolin /PG/-22 %,

foszfatidil inozitol /PI/-12 %. /16/.

A foszfolipidek membrénbelil asszimetikus elhelyezkedé-
gébdl arra lehet kivetkeztetni, hogy a foszfolipidek-
nek ig jelentds szerepik van & memnbrdn transzport fo-
lyamatokban, a membrénhoz kapcsolt fehérjdk enzimakti-

vitdsdnak biztocitdisdban /25/.

A Chlorella sejtekben nagy koncentrécidban cldlroduld
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difoszfatidil glicerol bipoldris tulajdonsdgait jelen-
t8s membrénstabilizdald funkcidval hozzdk kapcsolatba

/26/.

A legljabb kutatdsok szerint a PG-nek rendkivil nagy
gzerepe van a primér fotokdémiail folyamatok biztositda-
sdban /27/. Foszfolipdz-enzimes vizsgélatokkal kimu-
tattdak, hogy a foszfolipid elvonds hetdsdra gdtlddik

a PS II-re gellemzd folyamatok aktivitdsa. A fluor-
eszcehcia indukcids gbrbeék vizsgdlatdbdl megdllapi-
tottdk tovébbd, hogy a foszfatidil-glicerol Jjelenlé-
te szikséges a feofitin /feltételezhetlen még a Q kom-
ponena eld8tt miikodé elektronakceptor/ és a Q /a PS

IT elektronakceptora/ kozotti hatékony elektrontransz-

port folyamat biztositdsdhoz.

A kloroplasztiszokban talédlhatd PG- molekulak kilon-
legessége, hogy csak benniik fordul eld a transz-hexa-
decénsav /16:1/. Ennek a ritka zsirsavnak a funkcid-
ndlis szerepérél amely a kloroplasztiszben lokd&lisan
fordul eld, még keveset tudunk, nem sikeriilt még e zsir-
csav jelenlétéhez kapcsolt specidlis funkcidt kimutat- |

ni /28/,

& szulfolipidek strukturdlis, funkcidndlis szerepe
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kevésbé felderitett terililete a lipidkutatdsnak. Fel-
tételezik, hogy ez a lipidosztély a fotoszintetikus
Gton redukdlt szulfdtok f£6 tartaléka /22/. Megfigyel-
ték tovabbéd, hogy a kénhidnyos tdptalajon nevelt al-
gasejtekben a szulfolipidek felhaszndlddhatnak a szul-

foproteinek szintéziséhez /29/.

A lipidek funkciondlis tulajdonsdgalt a benniik eld-
forduld zsirsavak tipusa hatédrozza meg ddnté mérték-
ben. A legegyszeribb fotoszintetizdld szervezetekben

a fotoszintetiz4ld baktiriumokban csak a kis szénatom-
széml, telitetlen zsirsavak fordulnak eld /16/. A fo-
toszintézis tovdbbi evoldciéja sordn Jjelentek meg a
nagyobb szénatomszimi és tobb telitetlen kitést tar-
talmazd zesirsavak. A z0ldalgdk és magasabbrendl noévé-
nyek zsirsavisszetétele kozdtt mér c sak mennyiségi ki-
lonbségekben van eltérés. A Chlorella alga zsirsav-
elogzldsdra a kovetkezd adatok Jjellemzdk; palmitinsav
15 %, telitetlen palmitinsavszarmazcékok 27 %, olajsav
9 %; linolsav 5 %, linolénsav 38 %, - a novényi klorop-
lasztiszokban a linolénsav az 6sszzsirsavtartalom 70
%-t teszi ki - /16/. Sokdig kbzvetlen kapcsolatot té-
teleztek fel a magas linolénsavtartalom és a 2, foto-

kémiai rendezer aktivitdsa kozdtt /a linholsav - lino-

RN
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lénsav atalakuldst irdnyitd dehidratdz enzim miiks-
déséhez O, Jjelenléte szlkséges /30/, amit kozvetle-
nil a 2. fotokémiaili rendszerhez kapcsolt vizbontd en-
zim szolgdltatna, azonban ezt a feltételezdst az Ujabb

kisérletek nem igazoltdk /31/.

Megdllapitottdk tovdbbd, hogy a kloroplasztisz morfo-
genezise, a galaktolipidek képzddése, valamint a pél—

mitoleinsav ~szintézise parhuzamosan halad az etioldlés

sordn, novényekben, algdkban egyarant /32/.

A polién zsirsavakat tartalmazd lipidek dltalénos sze-
repérdl feltételezik, hogy sajdtos strukturdlis elren-
dezd8ddésiik révén /a telitett zsirsavakat tartalmazd li-
pidek lamelldris szervezddésiek, a telitetlen zsirsa-
vakat tartalmazd lipidek hengerpalast mentén rendezdd-
nek/ alakitjdk ki az egyes membrianokra Jjellemz§ opti-
mdlis membrén fluiditéde mértékét /18/. Feltételezik,
hogy éppen ennek a molekuldric szervezddésnek kbszon-
hetden van nagy szerepukapolién zsirsavakat tartalma-
z0 lipideknek a gyors membrantranszport folyamatok biz-
tositdséban. A fotoszintetikus membrénokban nagy meny-
nyiségben eléforduld polién zsirsavaknak fontos szefe—
pet tulajdonitanak tovédbbd a fehérjék szabad gyokok-

t81 vald védelmében is /3%/.
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2.3+ Az alkalmazott gdtldszerek dés hatdsuk ismerte-

tése,

Dolgozatomban a fenil-etanol, a nmetronidazol, a ce-
rulenin és 3 piridazinon vdzas herbicid, a SAN 6706,
SAN 9785, SAN 9789 hatésat vizsgaltam. |

A 3. dbrén az alkalmazott vegyliletek szerkezetdt +tiin-

tettik fel.

Irodalmi- adatok szerint az alkalmazott vegylletek ko-
z6s tulajdonsdga az,. hogy lipid, illetve zsirsavmeta-
'nboiizmust médosité hatdssal rendelkeznek. Vizsgdlata-
ink sorén a szereknek ezt a hatdsdt haszniltuk fel a
fotoszintetikuse membrdnok in vivo lipid-és zsirsav 6sz-

szetételének megvdaltoztatdsdhoz.

A fenetilalkohol /FA/a termdszetiben 1s eléforduld aro-

nds vegyilet, tobbféle hatdsédt is leirtdk az irodalom-
ba. Kordbbi vizsgdlatok arrdl szdmoltak be, hogy a FA
gatolja a bakteriofégok replikécidjat /%4/. A FA
Escherichia coli baktériumra gyakorolt hatdsa alapjdn
arra a kovetkeztetésre Jutottak, hogy a FA hatékony
gidtlodszere a baktéridlis elektrontranszport folyamatok-
nak /%5/. A FA foszfolipid szintézisre gyakorolt hatéd-
sdbdl megdllapitottdk, hogy drasztikusan megvédltoztat-

ja a baktérium membrénok lipidsésszetételét, erdsen ga-



5
Fenil-etanol M:122,2 SAN 6706 M:317,5
CHsy
- OQ
4-kloro -5~ (dimetilamino ) - 2~ («.«. &~
: ~trifluoro-m- tolil) -3 (2H)- piridazinon
2-fenil-etanol
Metronidazol M 171,2 SAN 9785 M:2495
-
_ \CH
o oy
CH3 4 - kloro- 5- (dimetilamino) - 2 - fenil -
2-metil- 5 - nitroimidazol -1-etanol -3(2H) piridazinon
Cerulenin M 223,0 SAN 9789 M:303,5
F
CH H H CHp-CHp  C=G  NH b N’CH
3 2~ CHy = 2 ND
Catli Rt b 'g/ “H
H - CH2/ \H 0 0] 0 al
2,3- epoxi - 4-0x0-710- dodekadienolamid 4-kloro-5- (metilamino) - 2 - (& &, a -
trifluoro-m-tolil- 3(2H)-piridazinon
Rle abTa
lipid-illetve zsirsavmentabolizmust médosité
skl p 1A=]1
letek szerkezeti képlete
tolve a £o olipidek szintézisét /36/. Részletes
zés foglalkozik a Tetrahymena sejtek FA-okozta
réankdrosoddsdval. A szerzdk kimutattdk, hogy a FA

T O S
ve gyu

elem-
memb-

1~

N T
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zelés hatdsdra megnd a Tetrahymena sejtek PC- tartal-

ma, €s ezzel parhuzamosan csdkken a PE mennyisége. A
sejtmembrénokban a FA kezelés hatdsdra megné a tobb

telitetlen kotéssel rendelkezd /18:2, 18:%/ zsirsavak
mennyisége, mig a palmitoleinsav /16:1/ mennyisége |

cebkkene A FA hatdsmechnizmusdrdl feltételezik, hogy

a palmitinsav palmitoleinsav atalakuldast szabdlyozd

-dehidratdz enzim mikddésének gatldsdval fejti ki haté- .

cdt /37/.

A FA Chlorella pyrenoidosa algdra gyakorolt hatdsat

cesak rovid kezeldsi 1d4 alatt vizsgaltdk /38/. legdl-
lapitottdk, hogy a 8,4 miM koncentrdcidban alkalmazott

FA jelentds mértdékben /90 %/ gétolja a sejtek ndveke-

dését, osztdddsdat, DNS-és klorofill szintézisdét. A 12 ,
érds kezelési id8 eredményeként a 21 mM koncentrdcid- |
ju FA mér 2-% drdn belidl teljes sejtndvekedés gatlast

okozott, megszlintetve a sejtek fotoszintetikus folya-

matait.

A metronidazol /LIA/ a gydgydszatban mir régdta alkal-

mazott antibaktdéridlis szer. Vizsgdlataink szempontjé-
bél a HA két, irodalomhdl ismert hatdsa bir jelentdség-

gel. Az egyik; a MA az elektrontranszport folyamatok-
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ban, metilviologénszerld hatdssal elektronakceptorként
miik6dhet, a mdsik; a MA gdtldé hatdssal van a zsirsa-

vak szintézisdére.

Cukorndd levelén végzett vizsgdlatokkal kimutattédk,
hogy a lIA gdtolja a fotoszintetikus cukorképzést, de

a Hill-reakciodt csak kis mértdékben befolydsolja /39/.
Spendt kloroplasztiszon végzett vizsgdlatokkal kimu-
tattak, hogy a LA gdtolja a ferredoxinfiiggé NADP re-
dukcidjat. & gatld hatds feltételezhetd magyardzata
szerint a LIA mint elektronakceptor képes a fotoszinte-
tikus elektrontranszport-lanc elektronjait befogni a
NADP' redukdlédésa eldtt. 4 ilA-nak a ferredoxinnal k-
zel azonos redoxpotencidl értéke ezt lehetdvé teszi

/40/ .

A MA zsirsavszintézisre gyakorolt hatdsdt in vivo és
in vitro korlilmények kézdtt elemezve megdllapitottdk,
hogy a LA gdétolja a sztearinsavnak olajsavvd torténd
atalakulasat, valamint a palmitinsavnak sztéarinsavvé

torténé elongdcidjat /41/.

A cerulenin /CER/ a Cephalosporium caerulens gomba al-

tal termelt antibiotikum ; az irodalmi adatok szerint

specifikus de novo zsirsav bioszintézist gédtld hatds-
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sal rendelkezik /42/.

Megéllapitotték tovébbé, hogy a ceruleninnek a 1lipid,
,illetve pigmentdsszetételre gyakorolt metabolikus gdt-
16 hatédsa jél kontroldélhaté vizsgdlati korilményeket
nyﬁjt a fotoszintetikus membrinok struktiurdlis és
funkciondlis sajétsdgainak megismerdséhez /4%, 44, 45,

46/.

A cerulenin kezelés hatédsara DCHU rezisztens oxigén
termeld képesség alakul ki a Chlorella algdban /47/+

A ceruleninnek a Chlorella alga fotoszintetikus folya-
matokre kifejtett hatdsdrdl feltételezik, hogy a Ceru-
lenin kezelés a megvaltoztatott lipid Osszetétell fo-
toszintetikus membrénok szervezdddésében bekidvetkezett
vdltozdsoknak tulajdonithaték /45,48/. & leghjabb ered-
mények azt mutatjdk, hogy cerulenin kezelds hatdsédra
kialakult membranstruktura viltozds kozvetlen hatédst
fejt ki a 2. fotokémiai rendszer donor oldalédn 1évd

vizbontd enzim nmiikodésére /49/.

4 piridazonon vézas herbicideket széles korben alkal-

mazzdk a fotoszintetikus folyamatok mélyebb részletei-
nek kutatdsdban. A dolgozatban vizsgdlt hdrom vegyllet |
a SAN 6706, SAN 9785 és SAN 9789, az irodalmi adatok

szerint sokoldall gdtldé hatdssal rendelkezik.
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A gétlé hatas egyarant kiterjed a 2.fotokémiai rend-
szer donor és akceptor oldaldnak gatldsdra /50,51/.

A két trifluorometil szérmazék /SAN 6706, SAN 9789/
erds karotenoid szintézis gdtldnak bizonyult a maga-
gabb rendl novényeken végzett kisérletekben /52,53%/.
Mindhdrom piridazinon vegyiilet Jellemzd hatdst fejtett

ldsdnak

[}
[
O

[+§
ki kloroplasztisz lipidek tsszzsirsav elo
megvaltoztatdsdban; nagy mértékben megnévelve a linol-
sav aranyat a linolénsav arénydhoz viszonyitva /54,

55/ «

Elemezve a piridazinon vdzas vegylletek hatdsdt a

0

Chlorella alga fotoszintétikus oxigénkivdalasztdsdra,

megallapitotték, hogy az 1.10_5 II-ndl kisebb hatdanyag-
koncentracidkban serkentd, ennél magasabb koncentraci-
Skban gdtldé hatdst fejt ki az algasejtek oxigénevolu-
cidjara. Az oxigén evollcidban kialakult ggtldast a szer-

¢

z6k a PQ-pool cstkkent niikddésének tulajdonitjdk /51,

6

~

A2 3

3. KISERIETI 1LIODSZEREK

3.,1. A Chlorella pyrenoidosa zildalga tenyésztése, gat-

’

lészerek alkalnazdsa, sejt szdmldlds.
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Kisérleteink sordn a Chlorella pyrenoidosa szinkro-
nizalt tenyészetét haszndltuk. Szinkronizdlds soran
16/8 6rds fény-sotét ciklust alkalmaztunk. 4 fényin-
tenzitde 10 W/m°, a héméreéklet 24°C volt. Téptalaj-

ként a kereskedelemben kaphaté VUXAL ndvényi tépol-

dat 0,2 %-os oldatdt haszndltuk. A tenyészeteken folya--

matogan levegdt dramoltattunk at /57/.

A kisérletek kezdetén az algatenyc¢szeteket azonos
séjtszdmra, 4 x 106 db/ml, allitottuk be. Az algasej-
tek szdamlaldsdt Birker-kanrdvel végeztik. llinden mé-
résnél 10-10 kis téglatestben / 1/5 % 1/10 % 1/20 mm/
zdmoltuk meg a sejteket, az dértdket atlagoltuk. A

csejtezdmldlds mdérési hibaja + 10 % volt.

A lipidmetabolizmust nddositd szercek kiildnbozd mennyi-
ségét kozvetleniil /eldézetes feloldés nélkil/ adtuk a
100 ml térfogatli algatenyészetekhez, a szinkronizdcid
fényszakszdnak 3-%,5 6rdjdban. lléréseinket 24,48 és

2 dérds kezeldési iddépontokban végeztik.

|

Kisérleteinket lezaldbb otezdros ismétlésben végeztik.

3.,2. Fluoresucencia-sgzinképek felvétele,

Az alacsony hémérsdkletli fluoreszcencia-szinképek fel-

vétele PFERKIN-EILVER NMPF 44/A tipusu spektrofotométer
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alacsony hémérsékletl feltét jével tortént. Ennek De-
warpalackjét folyékony nitrogénnel toltottilk meg az
alacsony hémérséklet /-196°C/ biztositdsdra. Az alga-
mintdkat megfelelden kialakitott rézpdlca mélyedésébe
ceepegtettik, majd a folyékony nitrogénnel t0ltétt min-
tatartéba helyeztiik. A fluoreszcencia-gzinképek fel-
vételét az emisszid 650-790 nm hulldmhossz tartomdnya-
ban végeztik, 480 nm gerjeszid fény mellett; A gerjesz-
tési monokrométort 8-10 nm, o megfigyeldt 2-3 nm sav-

zélessdégre dllitottuk. & mérésckhez megfeleld keresz-

w
[0)]

tezd szirdket alkalmaztunk. Az alganintdkat - ha szik-
séges volt - higitdssal égy d4llitottuk be, hogy opti-
kai siirleéglk 0,2-nél kisebb legyen d = 1 com-es réteg-

vastagsdgban 680 nm-es hulldémhosszndl.

3+%. Elektronmikroszkdpos vizsgdlatok

A chlorella sejteket centrifugdlds utdn glutdaralde-
hides - paraformaldehides fixdaldval kezeltiik /58/,
majd 1 %-os 0,0, és Millonig-oldat /59/ 1:1 ardnyu
keverdkével kezeltik. A mintdk viztelenitését novekvd
koncentricidju alkoholsorozatban /30-50-T70-90-100 %/
végeztik. 70 %-os alkoholndl uranilacetétos kezelést
végeztink. A viztelenitett mintdkat propilénoxiddal

kezelve aralditba, un. blokkba dgyaztuk /60/.
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A blokkokbdl 800 A vastagségﬁ metszeteket készitet-
tink, melyeket Pb-citrdtos kezelés utén hériyésitott
rézrostélyra'helyezve vizsgdltunk JEOL 100 B tipush

elektronmikroszkdépban.

3e4. A lipidek extrahdlédsa, a zsirsavak mennyiségi

és mindségi meghatdrozsdsa.

A lipidek extrahdldsa. Az egyes algatenyészetckbdl

meghatdrozott tdérfogatu /séjtszémd/ mennyiséget lecent-
rifugdltunk, majd a mintdkat kloroform; metanol = 2:1
arényﬁ elegyében szuszpenddltuk /61l/. A kicsapddott
nem lipid termcészetli anyoagokat sziréssel eltdvolitot-
tuk. & kloroform-metanolos oldathoz 20 tf%-ban 0,1H
KCl-oldatot adtunk, a felsd vizeg-metanolos fdézist
dekantdltuk, az alsé kloroformos fdzist,amely a lipi-
deket tartalmazta, bepardltuk, majd 5 ml tiszta kloro-
formban felvettik. A késdbbi vizsgdlatokhoz ezt a klo-

roformos oldatot haszndltuk fel.

A lipidfrakcidkat "Reasil" Szilika gél G lapokon va-

lasztottuk szét. A kromatografdld lapokat hékezeléssel
'aktivéltuk, najd az egyes ninték kl.roformos oldata-
ibdl vett azonos mennyiségeket a lapokra felvettik. &

futtatdst aceton: benzol: viz = 91:%0:8 elegyében vé-



geztik, majd Rhodamin G oldattal leféjtuk /62/. Az
egyes lipidosztdlyokat UV fény alatt azonositottuk,

majd % ml sdésavas metanolba felvettiik.

A zsirsavak gdédzkromatogrédfids meghatdrozdsdhoz a li-

pidek zsirsavait metilészterré alakitottuk az aldbbi
mddon: a sésavas metanolba felvett mintdkat BOOC—on,

2 6réig inkubdltuk, leforrasztott kémcsivekben. Inku-
bé&lds utdn a mintdkhoz 2 ml petroléter: deszt.viz =
1:1 ersnyu elegydét adtuk. Osszerdzds utdn a zsirsavak
metilészterel a petroléteres fazisba keriltek. A vizes
fézie dekantdldsa utén a petrolétercs fdzist bepérol-
tuk és 6/ul benzolba foélvettik.

Ebbdl a benzolos mintdkbdl vittink fel a gizkromatog-

A mintdk Ossz-foszfolipid tartalmét a kloroformos ol-

datok foszfolipidtartalmdnak mérésével hatdroztuk meg.
100 /ul kloroformos oldathozb0,65 ml perklorsavat ad-
tunk és 30 percig, 180°C-on inkub&ltuk. Ezutén 0,5 ml
2,5 %-os ammonium-molibdendtot, 0,5 ml 10 %-os aszkor-
binsavat és %,3 ml vizet adtunk a mintdkhoz, 5 percig,
100°C-on térténd forralds utén megmértilk a mintdk fény-

elnyelését 790 nm-nél /63/. Icmert mennyiségi NaZHPO4
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felhaszndldsdval standard gdrbét készitettiink. A fosz-
fortartalom ismeretében a foszfolipid mennyiségét szé-

mitdssal hatédroztuk meg.

5.5« Fotogzintetikus aktivitds nme ghatdrozdsa oxigén
termelés,oxigénindukcié és fluoreszcencia induk-

cid mérések alapjén.

Az oxigéntermelds aktivitdsdt Clark-tipusu 0xigén
elektrdddaval hatdroztuk meg. A minta térfogata 3 ml
volt, a mintatartét 24°C-on termosztdltuk és magneses

keverdvel kevertik.

”

A megvildgitdst 650 W-os halogén ldmpa fehér fényé-
vel végeztik, 1gy a fotoszintézis szempontjdbdl teli-
tési fényintenzitdst tudtunk biztositani. A fényforrds
és a minta kozé hfszlrdét helyeztink. Minden mérési so-
rozat elétt meggybz8dtink az elektrddit takard teflon-
membran &llapotérdl, és felvettik a mennyiségi kiérté-
keléshez sziikeéges kalibrdcids gorbdét; Na-ditionit is-
mert térfogatl desztilldlt vizhez vald addsdval. Az
oxigén termelés mértdékét nM 02/sejt szdmra szdamitottuk
ki

s 7

Az oxigénindukcids méréseinket Joliot tipusu oxigén-

elektrdédaval végeztiink /64/.
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A cellédra -0,7 V polarizdld fesziiltséget kapcsoltunk
hdzilag elfdllitott berendezéssel /65/.

A cella dramjelét kis bemend ellendlldsu I-U konverter-—
rel alakitottuk &t fesziltsdg jellé, ezt a Jelet szik-
ség szerint tovdbb erdsitettik, majd regisztraldval
irattuk ki. A cella platina elektrdddjan egy sejtsor
Chlorella réteget hoztunk létre az 5.108 sejt/ml kon-
centrdcidra bedllitott alga tenydéezetekbdl. Az algard-
teget cellofdan-hartydval fedtuk_be; A cellofan hédrtya
és az Ag/AgCl elektrdda kdzdtt 0,2 11 koncentricidju

KCl oldatot &dramoltattunk.

A celldt 15 perc sotétadapticid utén 55 W-os halogén-
lémpaval vildgitottuk meg. A 100 %-os fényintenzitdas
értéke 12,7 W/ch volt. A kiilonbozd fényintenzitdsokat
a lampa ¢és a minta koz0tti tdvolsdg vAltoztatdsdval ér-
tik el. Az egyes ldampa-minta tévolsdghoz tartozd fény-
intenzitdsokat fdényintenzitds mérdvel /Spectra Physics

404 Powver lleter/ hatdroztuk meg.

A Ffluoreszcencia indukcld méréscket a JATE Biofizikail

Tanszékén osszedllitott berendezésen végeztik. & fény-
forrds 450 W-os xenon lampa wlt, és BG-12 Uvegszirdével
vélasztottuk ki a fluoreszcencia indukcid ektivdlasara

alkalmas = 410 nm hulldmhossz tartomdnyl és 5 + 1
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mW/cm2 intenzitdsl gerjesztd fényt. A klorofill fluo-
.reszcencigjat 675 nm-es interferencidl sziirén keresz- o
til, BT 9558 A tipusu fotoelektronsokszorozdéval de- | |
tektdltuk, amelybdl az elektromos Jjelet hdzi eldalli-

té4el tranziens rekorderbe vittlik, amely az idében gyors-
jelet tdrolts, majd x-y - rekorderen a gyorsjelet ki-
irattuk, eldétte oszcilloszkdépon a tdrolt gbrbét meg-
jelenitettik. A minta megviligitdsat fényképezdlgép
fényzdrdval valdsitottuk meg, amelynek nyitéei ideje

1 ms, az elektronikus rész felfutdsi ideje pedig 200

’/us volt. \
A nmérdberendezés gyors és lassi felbontdsl fluoreszcen-

cia indukcld mérésére is alkalmas volt. -

4., A KISERIATI BREDIENYEK ISLERTETESE

4.1. Az alkalmazott vegyliletek hatasa a Chlorella pyre-
noidoga sejtek szaporoddsdra, elektronmikroszkdépos szer-
kezetére és alacsonyhémérsékletl fluoreszcencia szin-

képére.,

4 sejtszaporodds gdtlésdnak vizsgdlata.
A sejtszaporodds gorbéibdl dltaldnos felvildgositas
nyerhetd az egyes vegylletek lipid metobolizmusra ki- .

fejtett hatdsdrdl, hiszen a sejtosztodas Tolyamatail



S

csak nativ membrénstruktura mellett mehetnek végbe.

A ddézishatdsgbrbék felvételével sikeriilt meghatdrozni
azokat a koncentrécid értékeket amelyek alkalmazdsé-

t61l jél értékelhets eredmények voltak védrhaték tovéb-
bi kisérleteinkbens

A 4. ébrdn a fenetilalkohol kiilénbtzé koncentrdcidi-

nak sejtszaporoddst gdtld hatdasét tiintettilk fel a ke-

zelési 1d6 flggveényében.

10° sejt/mi
90+ e 24h
® 4gh

4 A 72h

704
Ay
A A

7 -
50
301
10 '—‘\

107 5107% 107 51073

(M) B iy

dsisbra

fenetilalkohol kiilonb6z8 koncentrédcidinak hatdsa
Chlorella pyrenoidosa sejtek szaporodaséra, 24, 48
és T2 dOrés kezelési i1d8 utin

o =

A fenetilalkohol sejtszaporoddsra kifejtett gatld ha-

tdsa csak a 7,5 x 10—4 II-ndl nagyobb FA koncentrgcidk-




ban figyelhetd mege. Megdllapithatd, hogy ez a kiiszdb-
érték nagy mértékben flgg a kezelés idStartamédtdl.

ey P 10™*% -n4l kisebb FA koncentrdcidk esetén a
tenyészetek a kontrolhoz hasonld mértékben szaporod-
tak. A 72 6rés kezelés hatdsdra a FA gdtldé hatdsa a
sejtszaporodds kisebb koncentrécidiban is erdsddott,
a sejtszaporodds gétlés éles hatdrkoncentrdcidja pe-

dig az 5 x 1072 U FA értékre tolédott els

A FA-hoz hasonld szaporodds gdrbéket kaptunk a MA
F 3 <O

]
O\

kezelések sordn is, a kezelds 24 és 48 drdjdban. /5.

dbra/.

10° sejt /mi

e 24h

901

701

10 Py

; s B T T
510° 107 510 10°
(M)MA
5. &abra

A metronidazol klilonb6zd koncentracidinak hatdsa a
Chlorella pyrenoidosa sejtek szaporodédsdra, 24,48 és
72 6ras kezelési i1dd utan



Sl i

Lényeges véltozdst tapasztaltunk azonban a 72 drds

kezelési id6ben ; a kisebb koncentrdcidkban gyengiilt

=
-3
¥:S

105}

atilo ‘hats

e}

a, és ennek eredményeként jott létre

0Q

z b

a T2 Orés kezelés exponenciddlis Jellegli szaporodds

gorbé je.

, . S e L S -
A 6. abran a klilonbtzb koncentrdcidéju cerulenin keze-
lések dézis hatds gbrbéit mutatjuk be a kezelési idg
fliggvényében,
10° sejt / ml
” e 24h
3 s 48"
A A 720
e &
' A L) T
5 1 % 2 28 0

(M) CER ——"

6+ Bbra

A cerulenin kiilonbozd koncentrdcidinak hatdsa a Chlorel-
la pyrenoidosa sejtek szaporodésara 24,48  és T2 dras
kezelési id8 utédn

o

A cerulenin sejtszaporoddst gatld hatdsmechanizmusd-
ré6l megdllapithatjuk, hogy az exponencialis Jellegl

gdtld hatds mér a kezelés elsé 24 6réjaban kialakul,

ds a gdtlds Jjellege nem véltozik a kezelési id6 elé-
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A Te 8brén a 4 x 10—5 M koncentrdcidban alkalmazott
piridazinon védzas vegyliletek sejtszaporoddst gdtlé

hatdsét tlintettlik fel a kezelési idd fliggvényében's

sejtszam %o
A SAN 6706
W SAN 9785
100+

\‘\;ANQ—T

501

% 48 72
t(ora)

7. ébra
A 4.10-5 M koncentrécidéjdi piridazinon vdzas vegylile-
tek hatdsa a Chlorella pyrenoidosa sejtek szaporodd-
séra, a 24,48 és T2 d6rds kezelési id8 utédn. A sejtszdm
értékei a kontroll %-ban vannak kifejezve.

Az abrabdl kitiinik hogy a leger8sebb sejtosztdddst
gatld hatdst a SAN 9789-es vegylilet okozta, a legeny-
hébb hatdst pedig a SAN 6706 fejtette ki a Chlorella

sejtek szaporoddsdra,

A fenti eredmények alapjdn a tovdbbi kisérleteinkben

a FA-t és a UA-t 107° 1 koncentrdciéban, a CER-t és
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amelyek az egyes kezelbszerek hatdsara jelentkeztek

a fotoszintetikus membrénok sZervezédésében,taz e gyes
pigmentformék kialakuldsdban, illetve az egyes pigment-
formék kozott lezajld energiadtadéd folyamatok haté-

konysdgdban.

’ 2

A Chlorella ztldalgdara jellemzd mélyhdmérsékleti flu-
oregzcencia szinképek hdrom diszkrét fluoreszcencia
sévval jellemeczhetdk /66/. Ezek a 685, 695 és a 720
nm-nél jelentkezd fluoreszcencia sdvok. Az egyes Tluo-
reszcencia sdvokhoz Jellemzd klorofill-a formék rendel-
heték: a 685 és a 695 nm-es fluoreszcencia sdvok a ma-
sodik fotokémial rendszer, mig & 720 nm-es fluoresz-
cencia sav az elsé fotokénmiail rendszer klorofill-a for-

ndinak fluoreszcencidjatdl szirmazik.

s ,

A 11. dbrdn az 1 x 1072 1 koncentrdcidju FA hatdsdt
léthatjuk a Chlorella pyrenoidosa sejtek alacsony hé-
mérsdékleti fluoreszcencia szinképére, a kezelési idd
\fﬁggvényében. A szinképrdl megdllapithatd, hogy a FA
kezelés elsd 24 dSrajédban jelentlfs mértékben megné a
révidebb hullémhosszi klorofill-a formék fluoreszcen-
cia intenzitdsa, viszont a 720 nm-es sav fluoreszcen-
cia intenzitésa megkbzelitden ilyen ardnyban csdkken.,

A 72 6rds kezelds hatdsdra helyredll a 720 nm-es sav
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intenzitdsa, mig a 2, fotokdémiai rendszer klorofill-a

’

formédinak fluoreszcencidajédtdl szdrmazdé 685 és 695 nm

sdvok intenzitdésa alacsonyabb értéken stab

ilizaldédike.

Ca
&)

1‘0 1 Frel

10°M FA
R
— Kontroll

0,5 1

.....
oeereesmy

650 700 750 800

114 &bra

g we. ol enp ~ " ) £
AZr 1310720 M kODCGlLTJClOJu fenetilalkohol hatasa a
Chlorella pyrenoidosa sejtek alacsonyhdémérsékletl
fluoreszcencia szinképére a kezelési i1d6 flggvényében

s

A MA kezelés hatiséra kisebb mértékl valtozds volt
tapasztalhatd a mélyh 1 r sékletli fluoreszcencia szin-
képek alakuldsdban /12. dbra/. A lA-hatds a keze-
jdban érvényesiil intenzivebben: Jjellem-

s

z8 vdltozds a MA kezelés esetében is a 685 nm-es sav

)

fluoreszcencidjénak nagy mértéki novekedése a kezelés



F rel
1,01

0,51

650

125 abra

Az 1.10°°M “onccnur%CLUJu metronidazol hatdsa a Chlo-
rella p"lvn31uo sejtek alacsonyhémérsékleti fluo-
reszcencia SulnuCpéTC, a kezelési idd fliggvénydében

elsé 24 érdjéban. A MA kezelés T2 drajédban a rovidebb
hull dmhosszi fluoreszcencia sivok intenzitdsa alacso-
nyabb értéken d4llanddsul.

4 "

A MA-hatds kialakuldsdnak tendencidjdt jol nyomon ko=
vethet jiik a koncentrdcid fliggés ardnyédban mért fluoresz
cencia szinképeken /1%. dbra/. Az erdstdd szerkoncent-
rdcid hatdsdra fokozatosan né a rdvidebb hulldmhosz-

szu fluorecszcencia s dvok intenzitésa, mig a 720 nm-es

sdv intenzitdsa ennek ardnydban c stkken.
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1% abra

A kiilonbozd8 koncentrdcidju metronidazol kezelés haté-
sa a Chlorella pyrenoidosa sejtek alacsonyhémérsékleti
.t £

fluoreszcencia szinképére, 48 d6ras kezelési idd utéan.
J

o

s

Osszefoglalva a FA és MA vegyliletek hatdsdt a Chlorel-
la pyrenoidosa mély hémérsékle fluoreszcencia szin-

képére a kovetkezlket dllapithatjuk meg. A FA és A

kezelés hatdsdra a szinképek spektrdlis eloszldsdban

o)

rr

=

bekOvetkezett vdltozésok a 685- a 695 nm-es sév

(D ~
6]

Z
=

)
6]
(O

intenzitdsdnak novekedésében, valamint a 720 nm-es

’ ’

sdv fluoreszcencia intenzitésénak csdkkentésében nyil-

véanultak mege.

Ezek az eredmények azt bizonyitjdk, hogy az alkalma-



zott lipid metabolizmust befolydsold szerek megval-
toztatjak a pigment molekuldk szervezddését, a pig-
mentmolekuldk kozottli energiadtaddsi folyamatok haté-
konységdt. Ezek a vadltozdsok, munkahipotdzisiink szerint

‘a lipid és zsirsav Osszetétellkben mddositott tilako-

t
id membréanok megvaltozott fizikai-kémiai tulajdonsdga-

‘inak kovetkezményei.

4.2. Az alkalmazott vegylletek hatdasa a Chlorella
pyrenoidosa sejtek lipid- és zsirsav Usszeté-

telére.

Vizsgdlataink sordn meghatdroztuk azokat a jellemzd
lipid illetve zeirsavidsszetételbelli valtozdsokat ame-
lyek végbementek a kiilénbozd vegyuletekkel 72 dran &t
kezelt Chlorella pyrenoidosa sejtekben. Ismert tény,
hogy az egyesejti zdldalgdk kloroplasztisz membranjai
cejt Osezmembrdn mennyiségének kdzel 90 %-at alkot:
jék, ezdért mondhatjuk, hogy a lipidosztdlyok zsirsav-
Osszetdételében eldidézett valtozdsok a fotoszintetizd-

16 membranokban végbement valtozdsokat tikrézik /4/.

IIérési eredményeinket és az egyes zslirsavak %-os

eloszlasdaban bekbvetkezett'véltozasokat az 1. tabla-

zatban foglaltuk Ossze.

Ry e 1t



le tablazat

MGDG DGDG PG PE TOTAL

16:0 Kontroll 6,7 25,3 86,6 67,6 28,2
FA 0,7 19,6 56,4 63,8 18,1

MA 3'0 24.9 40,9 96,6 2590

SAN 6706 32,0 0,1 - 0,1 33,0

SAN 9785 15,0 41,0 63,2 - 38,0

SAN 9789 546 77,8 - 83,1 42,3

16:1 Kontrell 2,0 2,4 0,1 0,1 32
FA 2,9 3,4 4,6 2,0 8,5

MA 9,8 6,5 lo,8 3,3 4,6

SAN 6706 0,3 0,1 - 0,1 1,4

SAN 9785 3,3 2,0 0,1 - 1.6

SAN 9789 3.1 1'7 b4 0,1 095

16:3 Kontroll 8,9 9,8 0,1 0,1 4,3
FA 2243 18,1 0,4 0,8 15,5

MA 2T+5 25,5 4,1 0,%t 16,2

SAN 6706 3 Sl - 14,5 12

SAN 9785 6,8 4,2 051 - [T

SAN 9789 6,0 1,5 - 0,1 3D

18:0 Kontroll 2,3 0,9 257 3,6 6,0
FA 0,1 0,1 0,8 0,1 0,2

MA 0,1 0,1 0,4 o,1 0,5

SAN 6706 5,6 39,3 - 64,2 3,8

SAN 9785 852 15 5,1 Ty3 3,1

SAN 9789 5,7 2,8 - - 3,6

18:1 Kontroll 17,1 25,1 4,4 2o, 3 18,0
FA 30,8 22,2 15,0 9,0 15,0

MA 19,8 9,4 6,8 0,1 16,6

SAN 6706 14,9 5¢3 - 8,2 14,6

SAN 9785 lo,1 14,2 13,3 - 13,2

SAN 9789 lo,1 5,8 - 4,5 1355

18:2 Kontroll 9,0 11,4 35 8,4 11,6
FA 18,8 24,8 1942 10,5 19,2

MA 25,8 27,6 31,6 0,1 24,7

SAN 6706 14,7 31,0 - 842 15,8

SAN 9785 8,6 10,2 7,9 - 8,5

SAN 9789 6.6 3’2 - 3’0 5)3

18:3 Kontroll 60,0 25,1 2,4 lo,2 28,7
FA 24,4 11,8 T,6 13,8 2355

MA 14,0 6,0 5,4 0,1 12,4

SAN 6T06 31,3 19,1 - 4,7 30,2

SAN 9785 48,0 27,0 lo,3 - 3255

- s R
oo ] 1.0 —
S A ,;__Li/.x.u.ds_,u

st O R T Rl e T e
Lo LESavVe 0S8 Z.lLagal a



- 40 -

A mérédsi eredmények szerint a palmitisav /16:0/ tar-
talom jelentds mértékben megnétt a SAN kezelések ha-
tdséra, a SAN 9789 esetében a novekedés mértéke kozel
80 %-o0s volt. Ez a megnodvekedett palmitinsav tartalom
els8sorban a galaktolipidek palmitinsavtartalmiénak né-
vekedésében jelentkezett. A FA és a MA hatdsdra kisebb
mértékl valtozdst tapasztaltunk & palmitinsav tarta-

lom eloszlésdban.,

A FA kezelées hatdséra nmegkétszerezddott a palmitole-

insav /16:1/ mennyisége, els8sorban a PG-ban valdé na-

vén. A NA kezeldés hason-

@~

gyobb mértékid folhalmozddas r
16, de kisebb intenzitdsi vdltozdst okozott. A SAN ve-
gyiletek hatdsdre a palmitoleinsav szintézis dltald-

nos gétlasa alakult ki.

A tobbszordsen telitetlen hexadekatriénsav /16:%/
részardnydt kozel héromsuzorosdra ndvelte meg a FA ¢és
MA. & megntvekedett hexadekatriénsav szinte teljes mér-
tékben a galaktolipidekben halmozddott fel. A pirida-
zinon vizas vegylletek kozlil csak a SAN 6706 okozott .
nagyobb vdltozdst a hexadekatriénsav eloszlésdban;

a PE—banvkiugréan megnd ennek a zsirsavnak a része-

sedése.
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A sztearinsav /18:0/ tartalomban bekovetkezett val-
tozésok azt mutatjdk, hogy a TA és a 1A kezelés jelen-
t8s mértékben, a SAN kezelések csak kisebb mértékben

cstkkentik a Chlorella sejtek sztearinsav tartalmdt.

Az olajsav /18:1/ tartalomban bekdvetkezett kisebb
mennyiségi Vélﬁozésok ellenére Jjelentlsen megnd az

MGDG lipidek olajsav tartalma a FA kezelt Chlorella sej-
tekben. A LA, SAN 6706, SAN 9789 kezelések hatasdra csok-

ken a DGDG lipidek olajsav tartalma.

A linolsav,/18:2/ tartalmat kézel kétszeresére novel-
te meg a FA és ITA, kisebb mértékii ndvekedést tapasz-
taltunk a SAN 6706 kezelés esetében. A me gndvekedett
linolsav mennyiség a LiGDG, DGDG, ¢és PG lipidekben hal-
mozédik fel, A SAN 9785, SAN 9789 g&tld hatdst fejtett

ki a linolsav szintézisére,

& fotoszintetizdld membrdanok legjclentdscbb lipidal-
kotdédinak a galaktolipideknek jellemz{ tulajdonsdga a
magas linolénsav /18:%/ tartalom. A vizegdlt vegylile-
tek koziil a FA és a LA fejtett ki gdtlé hatdst a li-
nolénsav szintézisére. A SAN vegyluletek hatdsdra csak
kisebb mértékben valtozott meg az egyes lipidosztdlyok

linolénsav tartalma.
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A zsirsavak relativ mennyiségi viszonyai mellett to-
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LGDG DGDG G PE TOTAL

18:3/18:2 |Kontroll
FA
NA

g 2,20 0,64 g2k 2,47
)
SAN 6706 2
5
9

67

30 0,48 0550 133k 1422
s 54 0,22 (o JF00 B 0,00 0300
13 0,62 - 0,57 1591
5. 2,65 1,30 - 3,82
5 2,00 - 0,73 5,71

SAIN 9785
SAIN 9789

telitett

Kontroll 0,031 0,36 8,50 2,50 0,52
telitetlen|p, G608 . o.2h - 1,0% 1,80 0,22
LA 0,032 0,33 0,68 29,30 0,34
SANl 6706 0,600 0,65 ~ 1,80 0,58
SAN 9785 0,300 0,74 2,15 - 0,70
SAN 9789 0,130 4,40 - 9,60 0,88

- i S e T % 1
A fotoszintetizdld membrénok jel
- A e P | 15
nak és a total lipididek zsirsave
P e N e
a vizsgdlt vegyliletek 72

A A o o SR - ~r + e

A linolénsav/liholsav aranybdl az egyes vegyliletek
o i R R s L IR Y Ny S W

zairsavdehidratdcids folyamatokra gyakorolt hatasara

kovetkeztethetiink. A MA kezelds sordan kialakult lino-
lénsav /linolsav ardny értékének jelent8s cskkenése

a gatolt linolénsav szintézis eredménye. & SAN 6706

£l ™A P P P S LT
ég ‘a FA hata csak kisebb mértékben cstkkent a
4 & o L FoE, A AN Oy eS = Z YA ~ 0
linol av/linolsav arény. A SAN 9785 és a SAN 9789
J



hatdsdra a hényados értéke megnétt a kontrollndl ma-
gasabb értéket vett fel. Ennek oka, hogy a linolsav .
szintézise kis mértékben gdtlédott, mig a linoldénsav G

mennyisége megndtt a kontroll éridkekhez viszonyitva, S

A membrén—lipidek fiziltali-kémiai tulajdonsigaira,
elsdsorban fluiditdsdra jellemzd telitett/telitett-

len zsirsav ardny a kdvetkezdbképpen vdltozott az egyes
kezelések sordn /2 tébldzat/. A‘FA és 1A keczelések ese-
tében lecstkkent hanyados értéke arra utal, hogy e

két szer hatdedara & fotoszintetikus membrdnok rigi-
ditésa megnodvekedett. 4 SAN vegylle tek esetében a
membrénfluiditds mutatdja magasabb értdket nutat a
kontroll értékndél. A SAN vegylileteknek ez a membran
fluiditdst noveld hatdsa a SAIl 9789 vegyilet hatdsdra

a legerdteljesebb.

A FA és A kezeldsek utén meghatiroztuk a mintdk

z .

gszfoszfolipid tartalmat 1is.
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A 3. tdbldzat adatai gzerint a FA serkentd a A gat-
16 hatdst fejtett ki a Chlorella sejtek zsirsav szinté- '3f
zigsdre. A foszfolipid tartalomban a LA kezelés nem oko-
zott vdltozdst, mig a FA jelentds stimuldld hatdst \ ’%
fejtett ki a Chlorella sejtek foszfolipid tartalmédra.

’ .s

A FA kezelds hatdsdra megnovekedett Cssz zsirsav tar-

talom és a telitett/telitetlen zsirsav ardny értékének-
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membranokban a foszfolipidek mennyisége. Az 0ssz
zelrsavtartalom 140 %-os novekedést mutat, kozel
kétszeresére ndvekszik a palmitoleinsav és négy—
szerecsére a hexadekatriénsav tartalom. A galak-
tolipidekben a linolsav mennyiségének megkétsze-
rezddése egyitt jar a linolénsav menhnyiségének

tO6bb mint 50 %-o0s csdkkenésével.

Az 1 mll metronidazol kezelés 40 %-al cesdkkenti a
Chlorella sejtek Gsszzsirsavtartalméat, serkentia
hexadekatriensav és a linolsav,valamint gatolja
a linoldénsav szdzaldékos részésedését. L FA és a
LA hatdedra cstkkend telitett/telitetlen zsirsav-

/
. . . . I, . ;e . «
ardny a membranok fluiditéasdanak csodkkeneést gelzi

nindkét vegyllet esetében.

Mindhdrom piridazinon vdzas vegylilet hatdsdéra meg-
né a membrdnok fluiditdsa, a linolsav tartalonm
csbkkendsével a linolénsav tartalom egyidejli no-
vekedése figyelhetl meg. Ezek az eredmények ellent-
mondanak a magasabbrendii novényeken mért szerhata-
soknak /54/. A zeirsaveloszldsban eldidézett to-
vdbbi SAN- hatdsokra jellemz8 a palmitinsav széza-

e s
[

lékos eloszldsdra kifejtett serkentd hatas.

A lipid- és zsirsav dsszetételbeli valtozédsokra kapott

kisdrletli eredmények alapjin azt mondhatjuk, hogy sike-

P

NS/
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rilt eldallitani olyan médositott lipiddsszetdételd
Chlorella sejteket, amelyek alkalmasak voltak a tovédb-
bi kisérleteinkben arra, hogy megvizsgdljuk milyen funk-
ciondlis véltozdsokat okoz a fotoszintetikus membrén-
struktﬁra lipidkomponenseinek megvaltozésa a fotoszin-

tézis 2., fotokémial rendszerdének niikddésében . .

4.%. Az alkalmazott vegylletek hatdsa a Chlorella pyre-
noidosa sejtek fotoszintetikus aktivitdsdra.

s

Az oxigéntermelés aktivitdasdnak mérése.

A fotoszintetikus folyamatok aktivitdsdnak egyik koz-
vetlen mutatdja az egyensﬁlyi oxigén termeld képescég
mértéké.‘Méréseink soréan megha%éroztuk az alkalmazott
vegyliletekkel kezelt Chlorcella tenyészetek oxigcén ter-
neldését a kezelési 1dd és a szerkoncentricid flggvényd-
ben. Elfszdr azonban meg gybzddtink arrdl, hogy a vizs-—

gdlt vegyiletek rendelkeznek-e azonnali /prompt/ ha-

2l a Chlorella sejtek oxigéntermelésére.

(10N
6]
63}

t

Bzeknek a vizsgdlatoknak a célja elsésorban az volt,
hogy el tudjuk vélasztani a vizsgdlt vegyliletek foto-
szintetikus elektrontranszport ldncra kifejtétt azonna-

1i /prompt/ hatdsdt a tilaekoid menbrénok lipid, illet-

’

ve zsirsavdsszetdételének megvéltozédsdbdl eredd foto- )



. e
szintetikus aktivitdsbeli valtozdsoktsl,
Az alkalmazott anyagok kézll a hdrom piridazinon vi-
zas vegylilet mutatott prompt hatdst a fotoszintetikus
elektrontranszport lénc gétldsdban. Ezeket az eredmé-

nyeket mutatjuk be a 14. &abrdn.

0, rel

100+

50'. -

201

104
e A SAN 6706

51 = SAN 9785

3 ® SAN 9789

1-

T T il ¢ T T T
510° 1-10° 510° 110° 510° 110°
(M) SAN

14, abra

A kiilonbtz8 koncentrdacidju piridazinon vazas vegylile-

tek azonnali hatédsa a Chlorella pyrenoidosa sejtek kont-

roll %-ban kifejezetit egyensulyi oxigentermeld képes-
ségére.

Az dbra alapjan grafikus mdédszerrel me ghatdroztuk az

P
kivélasztds 50 %-os gatldsanak /I50/ értékeit:
&

5 x 10”41, SAN 9785 = 9 x 107°M, a SAN



Méréseink szerint a FA, MA, és a cerulenin prompt ha-
tdsban nem befolydsoltdk az algasejtek oxigéntermeld

képességét.

’

A hosszabb ideju kezelések utédn a fotoszintetizdlé
membranjaik lipid, illetve zsirsavosszetételében mé-
dositott Chlorella sejtek oxigén termeléképessé;e a

kovetkezbképpen alakulte.

A 15 4bra a fenetilalkohol kezel€es kiiloénbdzé koncent-
récidinak hatdsdt mutatja be a Chlorella sejtek oxi-

géntermeld képességére,

Ozml
004 |
50
e 24"
m 48"
a 72"
10 s o sy B

150 abra

kiilonbtz6 koncentrdcidju fenetil alkohol hatdsa a
. pyrenoidosa sejtek kontroll %+ban kifejezett egyen-
Ulyi oxigéntermell képességére; 24, 48 és T2 dras

FA-kezelés utan

A

A
C
S
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Az egyes kezelési id&khoz tartozd dézishatdsgdrbékrdsl
megadllapithatjuk, hogy a FA a kezelési idd elsd 24
édrédjéban 40 %-os gdtldst okozott az algasejtek oxigén-

,

evoluciéjéra, a vizsgdlt FA koncentrdcidé tartomdnydban.

=

A 48 és a T2 S6réas kezelési idében Jjellemz§ kilisztbérték
mutatkozott az oxigéntermelés gétldséban a 7,5 . 10-4M
FA koncentrécidndl. A 107 °M FA-koncentrdcidban a 72

’

drds kezelés utdn az algasejtek egyensulyi oxigénter-

65}

meld képessége %5 %-ban kdrosodotte.

o

z

MA kezelés kiilonbozd idejii és koncentrdcidéja haté-

b

sédt a' Chlorella sejtek egyensulyl oxigéntermelésére a

100+

® 2¢4h v
= 48h
. A 720
1
510° 10" 510° 16°
(M) MA

16 .8bra

A kildnbdz6 koncentrdcidju metronidazol hatdsa a C-
pvronoido sejtek kontroll %-ban “1ieuozeLt o-'”'*enqul
";nterne]o képességére, 24, 28 és T2 drds MNA -ozelc
utdn
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A IA kezelds hérom idépont jéban felvett ddzishatds-
gorbe megkdzelitéen linedris lefutdsi. A MA-hatds
jellemzé sajétsdga, hogy a 107217 MA koncentrécidban
még meglévd 50 %-os oxigéntermeld kapacitéds a névek-

v6 llA-koncentrécid igen sziik tartomdnydban /1077 -
8.10-2M/ nulla értékre zuhan /az dbrdn nem jeloltiik/.

A cerulenin kezelés okozta lipid és zegirsavisszeté-
telbeli vdaltozdsok jellemzd mddon befolydsoltdk a Chlo-
rella sejtek oxigdéntermeld kapacitdsdt. Az irodalmi
adatok szerint a 22,5 /uM koncentriécidban alkalmazott
cerulenin hatdsdra, a 72 drds kezeldsi i1d6 elteltdvel

a Chlorella sejtek még a kontrollhoz hasonld mértéki
oxigéntermelésre képesek a jelentdsen dezorganizilt
sejtstruktira ellendére /47/. A cerulenin-hatds ndsik
specidlis sajatsdga, hogy a tilakoild nmembrdnok lipid-
Osezetdtelének nmegvaltoztatdsén keresztil DCMUQrezisz—
tens oxigéntermell képességet indukal a CER-kezelt
Chlorella sejtekben /47/. lliéréeseink sordn ennek a csak
ecy CER-koncentridcidban kimért hatdsnak a kezeléel idé-

61 és a CER-koncentracidtdl vald fliggését hatdroztuk

+

meg /17.4bra/.

A mérési adatokbdl megdllapithatd, hogy ceak a 25-30
/uM—nél magasabb CER-koncentracidkban ¢érvényesil a

DCMU-rezisztens oxigén termeld képességet indukald
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0, rel
1001
50+
o 24h
m 48N
a 72h
0 lb ' Zb : 30

(M) CER ——

17.48bra.

A kiilonboz8 koncentrdcidja cerulenin hatésa a C.

pyrenoidosa sejtek DClU-rezisztens egyensGlyi oxigén-

termelé képességére; 24, 48 és T2 6réds cerulenin ke-
zelés utén.

hatds, a 72 4réds kezelési id8 elteltével. A 24, és a
48 6rds kezelések sorén a kisebb CER-koncentrécidban

még nagyobb mértékben jelentkezik ez a hatéds, ami a
Chlorella sejtek lipid-metabolikus folyamataira kifej-

tett specidlis hatdssal magyardzhaté /42/.

A 4,105 y koncentrdcidéji SAN vegyliletek hatdséra a
4. tédbldzatban kozbltek szerint alakult a Chlorella

’

sejtek oxigéntermeld képessége.



Kontroll SAN 6706 SAN 9785 SAN 9789
nM 0y % nM 03 % nM 03 % nM 0O %

h ~IOSsejt h‘10s sejt h -10B sejt h~10s sejt
24 132,4 |93,1 156,2 [110,0 46,4 | 32,7
48" | 142,0 | 100 92,1 |65,3 112,0 | 78,2 BeB 13,5
728 113,8 |80,0 131,3 | 92,5 30 ) 2,2

il :

A 4,10 °M koncentrécidéji pirodazinon védzas vegyliletek

hatédsa a C.pyrenoidosa sejtek e gyenslGlyi oxigénterme-

18 képccsn"wrc, 24,48 és 72 drés kezelés ut&n. A tobb

ismétlésben CIVg*czott A rések eredményei 5 %-os s8zé-
réastartomdnyon beliil vannake.

AT

A 4., tdbldézat addtai szerint a SAN 6706 és a SAN 9785
vegyliletekkel 72 drén &t kezelt Chlorella sejtek igen

AT

ukcidéra képesek /80-90 %/, mig a SAN

m

magas oxigénprodl

O

789-el kezelt minta minimdlis aktivitdst mutat /2,1%/.

Ha Osszevetjlik a 4.tdbldzat és a 1l4. ébra eredményeit,

erdekes Osszefligést dllapithatunk meg a SAN vegyiletek

hatdsat. 1illetfens A

‘ .5 ,

oxigénevolucidra kifejtett

(4]0}
(698
ct
(@) |
Os

4x 10—5 M koncentrécidju SAN 6706 vegylilet hatésdra
jellemz8, hogy az azonnali hatésban okozott /14.dbra/,
és a T2 6rds kezeldés sordn kialakult gatlds /4. tébla-

zat/ kozel azonos mértékii /10-20



s
& 4 x 107°H koncentrécidjl SAN 9785 vegyllet azonna-
1i hatdsban okozott 35-40 %-os g&atld hatdsa /1l4. &b-
ra/ a 72 dérés kezeldés sordn 8;lO %-ra csokkent. Fel-
tételezéelink szerint a fotoszintetikus membrinok szer-
kezetében és miikddésében olyan irdnyld véaltozdsok men-
tek végbe amelyek segitségével, az alkalmazott vegyli-
letekkel eldidczett kiilsé stresesz hatdshoz az algasejt
egy autoregulative megvaltozott zsirsavisszetdételd |

membrannal képes volt alkalmazkodni,

A 4 x 10771 koncentrdcidju SAN 9789 kezelés a Chlorel-
la sejtek oxigdntermelésére kifejtett gatld hatdsa, az
azonnali gdtld hatds 50-55 %-os értékérdl, a 72 drés
kezelés végén 98 %-os ¢értékre emelkedett. A hérom SAN
vegyllet kdzlUl ennek a legerdsebb hatdst mutatd SAN
9789 vegylletnek a hatdsdra olyan mély valtozdsok ko-
vetkeztek be a tilakoid membranok szervezdddésében ame-
lyek szinte feljes nértékben meggatoltdk az oxigénki-
vdlasztd rendszer miikddését, A fentli megallapitdsa-
inkat igazoljdk a 2. tébldzatban kdzolt adatok: a SAN
9789 kezeldés hatdsdra kialakult rendkivil fluid membra-
nokban /telitett/telitetlen zsirsavardny: 0,88 a kont-
rollénak kozel kétszerese/ mar nem mehetnek végbe a

fotoszintézis primer folyamatail.

P
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Az oxigén indukcid mérése.

Az oxigén indukcids nérések elsésorban a 2; fotoké-
miai rendszer donor oldeldrdl, az oxigén kivdlasztd
rendszer niikdddésérdl adnak felvildgositdet. Az oxi-
génindukcidés jelenséget /66/, szdles kdrben alkaimaz—
zak a primer fotoszintetikus folyamatok kutatdsdban.
Maguk ez indukcids gdrbék sokszor fajra jellemzd ki-

netikai dtimeneteket mutatnak /67, 68, 69/.

s

A megvilédgitdel fény spektrumdnak valtoztatdsaval nyert

indukcids gorbék a két fotoszirtéma mikoddési kapcsola-

]

tdrél is felvildgositdst nyajtanzk /70, 71/.

¢

Az oxiszdénindukcids gorbék ezyes pontjainak mesfelelte-
tésdére eddig még nem sikeru;t biztos elmdéletet kidol-
gozni /72, T3, T4/. & gborbék értelmezésének legkevds—
bé felté?t részlete a fénykikapcsolds utan mérhetd so-

tét oxigdén produkcid /795, TG, T7/.

-,

Oxigén indukcids méréseink sordn az oxigénkivdlasztés
kinetikai vizsgdlatét hdrom jellemz§ fdényintenzitds
alkalnazdsdval végeztik el.

Bzt kovetlen meghatdroztuk a kezelt mintdk fényinten-
zitdstdl fiiggd egyensllyi oxigéntermell képességének

véltozdsdt. A kapott telitési gorbék linedris transz-



’

formécidjadval szdmolt relativ telitési sebességi mu-

tatdval Jjellemeztlk az egyes mintdk 2. fotokémiai

:dszerének fényhasznositdé képességét.

o)
B

T

Az elb6zetesen sdtétre adaptélt algasejt oxigénterme-
16 folyamatdnak megindulasa hdromféle kinetika szerint
mehet végbe a megvilégitédsi fényintenzitdstdl figgben

<O

A8 S hrat,

Vogrel Voprel
+200+ ' -+ 200+ T
heere T3v,
Kontroll Kontroll
T2
1001 + 1004 1
T T, %
Te
-+ 04 -+ 04 -+
[ ——————————— ] | e—— ]
1] 2 4 6 0 2 4 6 0 2 & 6
t (perc)— t(perc) — t (perc)

A Chlorella pyren 10idosa oxigén indukecids gorbéi kulon-
b6z8 fényintenzitdsoknal.

Erds fényintenzitdson /esetiinkben 12,7 m//cm / az al-

- ,
} 1

gatenyészet a 18. dbrdn ldathatdé nagy oxigén indukcids

Atmenet /Tl, 12 csucs/ utdn éri el az oxigéntermelés

egyensilyi szintjét /dbrdinkon minden esetben ezt az

egyenstlyi értéket vettitk 100 %-nak/.

O
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Kozepes fényintenzitéason /2,3 mW/em®/ a T, oxigén

no

s

S L 7 . 7 . . 0 -
ukel6s csucs nem Jelentkezik. Gyenge fényintenzi-

- , = sk 2 SR S o
tés alkalmazédsa mellett /0,4 mW/em®/ az oxigén kivd-

lasztds 1indukcids Jjelensége tel jesen elmarad.
A FA-al kezelt sejtek hdarom kiilonb6zd8 fényintenzitd-
gson felvett oxigén indukcids gorbdit a 19, &brén mu-~

tat juk bels

\bznl i F Vozro(

42004 t +200- ! ik
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4 R
4+ o0+ &g f \ +

o
~
>
L g
of
~
»
o
()
~
»
g

1.9, abra

Az 1 mM koncentrédcidéju fenetilalkohollal 72 4rdn &t
kezelt Chlorella pyrenoidosa hérom jellemzd fényinten-

’
)

7+ M A ~~9 r“" Tndnked da S I BT
zitason mert oxigén-indukcios gorbeéil.

e S BT S e ez e Sl = lEgy e S R A Fa e
Az oxigén kivalesztas megindulasanak kinetikai Jjellem-

z61i a kontroll mintdéhoz hasonldak, eltérés a kiilonbo-
. 2 sy PR s l R . s s
rintenzitason mert egyensulyi oxigen termelés

: I I Rl I Ses s s 7y R S 4 =3 e
mennylségében mutatkozik. A FA-al kezelt sejtek 3 %

LS 8@

’

fényintenzitdson csak 20-30 %-os oxigénevolucidra ké-
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24, &bra

4,107 1 koncentrécidjh SAN 9789-al 72 drén 4t ke-
zelt Chlorella pyrenoidosa hérom jellemz6 fényinten-
zitdson mért oxigén indukcids gbrbéi.

,

Két jellemzd8 sajétsdgot kell kiemelniink. A SAN 9789-
el kezelt Chlorella sejtek oxigénkivdlasztdé rendszere
olyan mértékben kdérosodott, hogy 100 %-os fényintenzi-
tdson sem tudott kialakulni indukcids jelenség /24.8b-
ra/. A SAN 6706 kezelt sejtek esetében a %3 %-os fény-

intenzités mér nem volt elegendd az oxigén indukcids

jelenség kialakuldsdhoz /22/c. dbra/.

o

’

A 100 %-os fényintenzitdasndl kapott indukecids jelen-

F

ségekbdl Osszefoglaldan megdllapithatjuk, hogy a FA
kezeldés hatdsdra kis mértdékii lassuléds kOvetkezett be

’

ejtek kezdeti oxigén termeld sebességdben.

o)
Q
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}__A
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15]

’

A MA hatdsdra az oxigén kivdlagztds sebessége megnd,
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és iddben elhGzdédik. A CER kezelds hatdsdra egyértel-
miien lelassult a kezdeti oxigénevolicid sebessége.

A SAN 6706, és a SAN 9785 kezelések hatdsara a kezde-
t1 gyors oxigén indukcid sebessége nem csdkkent. A

SAL 9879 kezelds nagymértéki kdrosoddst okozott az oxi-
gén kivdlasztd rendszerben; oxigén indukeidé hiénydban
az oxigén termelés mennyisége csak lassan tudta clér-

ni az egyensulyi oxigén termelés szintjét.

Az alacsonyabb fényintenzitdsockon kapott eltérd oxi-
gén indukcids &dtmenetek azt bizonyitjdk, hogy az
egyes kezelfszerek éltal médositott fotoszintetikus
membrénok fényhasznositd képességében eltérd mérték-
ben kovetkezett be kdrosodds. Ennek a kirosodasnak a

mértéké hatdroztuk meg a tovabbili méréseink soran.

Az oxigén indukcids mérésekkel a vizsgdlt vegylUletek-
kel, 72 dérén 4t kezelt Chlorella sejtek kezdeti oxi-
gén termeld sebességének kinetlikal sajdtossagalt vizs-
gdltuk meg. A fényintenzitds figgd egyenslilyi oxigdén-
termelés meghatdrozdsdval mennyiségi mutatdt kerestink
arra vonatkozdan, hogy hogyan vé&ltozott meg a kezelt
Chlorella sejtekben a 2. fotokémial rendszer mikodésé-

. .

hez rendelhetd oxigénkivdlasztds aktivitadsa.

RS

A 25. dbrdén a vizsgdlt szerekkel 72 dran at kezelt

oL
D
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3 25, 'abra.,

A vizsgdlt vegyliletekkel 72 érdn 4t kezelt Chlorella
pyrenoidosa sejtek egyensulyi oxigén termeld képessé-

gének valtozdsa a mogvilégiiisi fényintenzitéds
fliggvery ében.

’

= L T Tt Nt kel T e R LG Tl e } P25 1A 1~ 3 A (S
Az eredmenyek azt mutatjdk, hogy a MA kezelés hatdsdara

otoszintetikus oxigén kivdlasztd rendszer ha-

&

tasfoka, mivel az alacsonyabb fényintenzitdsi értékek
mellett i1s aktivabb oxigéntermelésre volt képes a lMA-
kezelt Chlorella tenyészet mint a kontroll minta.

A vizsgdlataink sordn alkalmazott tobbi szer a kdvet-

s ’

kez6 sorrendben fejtette ki egyre er8sfdd gdtld hatdsdt;



FA, CER, SAN 6706, SAN 9785, SAN 9789,

A 25. abrédn lathaté mérési eredményekbdl megdllapit-

1 < ,
&

hatd, hogy a fényintenzitds és az cg;onpulyl oxigén

(N

termelés kozott telitési jellegli fliggvénykapcsolat 411
fenn. Ezért az egyes szerek gitlds erdsségének megha-
térozdsara elvége a 25. dbrdn lathaté telitési gor-
bék linedris transzformdcidjat, majd meghatdroztuk az

res regresszids’ egyenesek relativ telitési sebessé-

L)

O

28

o

cét /T78/. Ezzel a mutatdval, illetve a kontroll %-dban

=

(Q

ifejezett szdzalékos értékekkel jellemeztiik a foto-

|
J

W

’ #:
Q

szintetizdldé membrénok fényhasznositd képességének, az

alkalmazott vegyliletek hatdsdra bekovetkezett vdltozd-

CiL b

séte.
5. tédbldazat
K FA LA CER SAN 6706 |SAN 9785AN 9789
-C 0,367 0,124 0,602 0,041 0,033 0,023 0,013
% loo,0 33,8 164,1 11,0 9,0 643 3,6

A vizsgdlt vegyliletekkel 72 érén &t kezelt Chlorella
°eJLoL egyenstilyl oxigéntermeld képes s$g~ne fényin-
tenzitdstol fdg“o telltbul gorbéibdl /25. ébra/ llnc—
dris transzformdcidval szémolt relativ telltv~1 sebes

ségek /-c/ és a kontroll %-ban kifejezett értcékei.

Az 5, tdbldzat adataibdl megéllapithatjuk, hogy a MA
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kezelés nagy mértéki serkentd hatdst fejtett ki a
Chlorella sejtek fotoszintetizdld membranjainak fény-
hasznosité képésségére /kozel 160 %-os cerkentds/. A
tobbl vegyllet gdtldlag hatott, legnagyobb mértékben
a SAN 9789 vegylilet amelynek hatdsdra alig 3,6 %-os

.

aktivitds volt tapasztalhatd a 72 drds kezelds utdn.
Abbdl a méréci eredménybdl kovetkezden tovabbd, hogy
az egyes vegylletekkel kezelt Chlorella tenyészetek

o . :
eltérd fényintenzitdson érték el a maximalis fotoszin-

tetikus oxigén termeld képességiik fénytelitési dllapo-
tat az aldbbl kovetkeztetést vonhatjuk le.

A lipid metabolizmust befolydsold szerek.hatdséra olyan
szervezl8dési vdltozdsok mentek végbe a fotoszintetizd-
16 membrénokban, amelyeknek ereéményeképpen romlott,
illetve a metronidazol kezelések hatdsdra Javult a

o, fotokémiali rendszer miikodésének hatdsfoka.

[4

Bz a membrdnstrukturdban eldidézett vdltozds eredmé-
nyezte az eldbbiekben ismertetett egyenstlyi oxigénter-
melés mennyiségi mértékének csokkendsét is. A metroni-
dazol, esetében kildnleges hatdst tapasztaltunk. Az
egyeﬁsdlyi oxigéntermelés mennyisdégi meghatdrozédsival
megdllapitottuk, hogy a 72 dran &t kezelt sejtek oxi-
gén produkcidja kbzel 40 %-ban csdkkent /16. ébra/. Az

oxigénindukcids vizsgialatok viszont a vegyilet serkenté



hatdsat igazoljdk a Chlorella sejtek oxigénkivdlasz -
t6 rendszerdére. Ez a kettds eredmény azt igazolja,
hogy a fotoszintetizdld szervezetek esetében két foto-
szintetikus <sajdtsdggal; a sdtétre adaptdlt /oxigén
indukcid/ és a fényre adaptdlt /egyensllyi oxigén ter-
meld/ fotoszintetikus folyamatokkal kell szdmolnunk.
Hatdaresetekben /amint ezt a IiA~kezeléssel eléiddztiik/

a két folyamat élesen elkildnithetd.
‘A fluoreszcencia indukeid mérése.

A 2. fotokéniai rendszer aktivitdsdnak és a fotoszin-
tetikus elektron-transzportldnc vizsgdlatdnak egyik
érzékeny médszere a fotoszintetizdld szervezetek kloro-
£ill-a molekuldinak fényindukdlt fluoreszcencia hatds-
fok-mérése. A kiilonbozd tipush fotoszintetizdld rend-
szerek /ndvényi levél, izolalt plaszitisz, algaszusz-
penzid sth/, elbzetes sotdét adaptdlds utéan megvildgit-
va jellemzd& fluoreszcencia indukcids atmenetet mutat-
nak, A jelenséget, elsé leirdjéardl: Kautzky-effektus
/79/, egy un. fotokémiai kioltd /Q) feltételezdsével
magyarazhat juk /1%/. Ez a @ /quencher/ a fotoszinte-

tikue elektrontranszportldnc komponense a 2. fotokémi-

al rendszer elektronakceptora, oxiddalt &dllapotban kiolt-

ja a fluoreszcencidt, redukdlt Aallapotban nem.

PRI I
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A 26. 4brdn a Chlorella pyrenoidosa zbdldalgdra jellem-
z6 fluoreszcencia indukcids gorbéket mutatjuk be,

gyors /s-os/, és lassl /perces/ id4felbontésban,

a, b,
Frel Fnax| Frel
005 ) - - 100 5
I M
D s T
50 50 S
Fo
Ml o of 1O
1 1 ve 1 1 1
0 05 1 0 025 05
t(s) — t(perc) —
26. abra

sejtek gyors /a/ és lasst /b/
s gbrbéi DCHU—Vul és DCMU hoz-
a nélkil.

A Chlorella pyrenoidosa
filuoreszcencia indukecid
zdadas

Ezek a kontroll gorbék megfelelnek az irodalomban le-
irtaknak; egyes pontjainak megfeleltetését a kovet-

kez8kben foglaljuk Ossze.

A v8ltozé fluoreszcencia 0-I-D-P-S indukcids &tmene-

P

te a Q komponens redoxdllapot vdltozdsdt tikrdzi /13/.

Az O-I fluoreszcencia intenzitds emelkedése a 2. foto-

kémial rendszer reakcidcentruménak aktivitdsat mutat-

._
[49)

Ja a Q komponens redukcidéjét is beleértve. Az I-D at-

menet a Q /a redukdlt Q/ plasztokinon &ltal torténd
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reoxiddcid jat tiikrdzi. Feltételezik, hogy a D fluo-
reszcencia intenzitds csdkkenése egy d inamikus egyen-
slilyt jelez a Q oxid&lt és redukdlt dllapota kozott
/81/. Kimutattdk tovabbd, hogy anaerob koriilményck |
k6zott a D intenzitds csOkkenése még kifejezettebb;

karakterisztikus jelzdje az anaerob korilményeknek.

A D-P fluoreszcencla intenzitds emelkedése, illetve
) . o
a P csucs fluoreszcencia maximuna a ) komponens rela-

tive maximdlis redukdltsdgl dllapotat tikrdzi és ko-

zel azonos aLFM—értékével /1%/

A P-S fluoreszcencia kioltds a Q komponens 1. foto-
kémial rendszer &ltal toriténd reoxiddldéddsdat, valamint
a fotoszintetizdald membranok mentén kialakuld pH gra-
diens kifcjléadsdt jelzi; a P-S fluoreszcencia kioltas
egyenes aranyban van az intertilakoidélis tér proton

leadasdéval /82/.

A maximalis fluszeszcencia /FM/ értéke meghatdrozha-

té, ha a fluoreszcencia indukcids gorbéket a 2.1070y

.

koncentrdcidji DCLU oldat mintdkhoz vald hozzdaddsa u-
tédn vesszik fel. A DCIU a leghatékonyabb elektrontransz-
port gdtld, megakaddlyozza a ( komponens reoxidaldédé-

sat /80/.
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A DCMU-val gétolt és az "é18" indukcids gorbe kildnb-
sége kirajzol egy kompleéentér teriletet, amely terii-
let /FO—FM—P / nagysédga ardnyos a fotoszintetikus
elektrontranséport belsd oxiddld képességével /71/.
Az igy kapott mutatd alkalmas a rendszer fotokémiai

aktivitdsdnak mérésére.

A lasslh fluoreszcencia indukcids gorbék /83/ a tila-
koid membrénpkon keresztll tdrténé transzport folya-
matokat tilikrdozik /26/b. dbra/. Analizislkb8l Osszeflig-
gések éllapithaték meg a tilakoid membrénok proton-
transzport és foszforildcids folyamatairdl, valamint

a tilekoidok NADP-pool dllapotérdl és az ADP/ATP ara-

nyérél /82/.

A lass@ fluorencencia indukcids gorbék LI- fluoresz-
cencia maximuma még az elektrontranszport folyamatok-
kal kapcsolatos. Szétkapcsoldk hatdsdra /pl. NH4Cl,/
az I fluoreszcencia intczités ndvekedése kioltddik,
CO, jelenlétében viszont megnd /84/.

Az Il cslGcs nagy felbontdképességl méréstechnikdval to-

vébbi részekre oszthatd /85, 86/.

A T szint fluoreszcencia intenzitésa nem 4llandd, meg-

kozelit8leg 1 perces periddusidbvel valtozik, feltehe-
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téleg a metabolikus folyamatok periddikus mikodését

tikrézve /82, 87, 88/.

A fenti elméleti meggondoldsok segitsdégével kerestiik
a valaszt; hogy a zsirsavisszetételiikben megvdltozta-
tott fotoszintetikus membriénok milyen primer fotoké-
miai aktivitdssal rendelkeznek, hogyan védltozik meg

a két fotokémial rendszer egyiutimikodése, az elektron-
tranézport ldnc aktivitésa.

s

A 27. dbrdn az 1 mll FA kezelés hatdsdt mutatjuk be a

3N

. Ed e 4
Chlorella sejtek gyors /27.a,c,e &bra/ ¢és lassu /27.
b,d,f dbra/ fluoreszcencia .indukcidjdra, a kezelési

idg§ figgvényében.

Az adatokbdl megallapithatjuk, nosy a FA kezelés hatd-
sdra csak kis mértékben gdétlddik az indukcids gorbék
kialakuldsa a kezelés elsd 24 dréjdban, a 48, és a 72
Oréds kezelés sordn ez a hatds dllanddsul., Az 0-I-D-P
fluoreszcencia dtmenet minden esetben intenziven Jele-
nik meg, viszont a P cslcs intenziﬁésénak késleltetett
lecsengése arra utal, hozy a FA kezelds hatdsdra kis
mértékben lassult a fotoszintetikus elektrontranszport
ldnc miiktdése, valamint, hogy gdtlddott az intertilako-
iddlis tér proton leaddsa. A lassh fluoreszcencia in-

dukcids gorbiéken a P-S-M-T dtmenetek kialakuldsa je-'
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Az 1 mnll Lormo‘z';rv;vldgu fenotil alkohollal 24, 48 és
72 6rén &t kezelt Chlorella pyrenoidosa gyors /a,c,e/
és lasst /b,d,f/ fluoreszcencia indukeids gorbéi.
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lentds mértékben gatlddott a kezelési idd elsd 24
drajéban. Ez a gdtld hatds csokkent a kezelds 48 és

72 drajdban. EbbSl az eredménybll arra kivetkesztetiink,
hogy a membrdntranszport folyamatokban bekovetkezett
gadtld hatéshoz a FA-al kezelt Chlorella sejt egy a |

kezeléds sordn megvédltoztatott siruktUurajd membrinrend-
O

gzerrel adaptidlddni tudott.

A lassh és gyors fluoreszcencia indukcides gdrbék me-

n

netébdl megdllapithatsd, hogy a TFTA kezeléssel eldidé-
zett membrdanszerkezetl véltozdsok csak kis mértékben
gdtoltdk a fotoszintetikus elektrontranszport ldnc

s

miksdését. .

A 1A kezelés hatdsara bekovetkezett membranfunkecid-

beli vdltozdsok méds terndszetli kfrosoddsrdl tanus-
kodnak. A 28. dbréan a LA kezelés kiilénbdzd koncentrdcid-
inak hatdasdt tintettik fel é Chlorella pyrenoidosa

gyors és lasesu fluoreszcencia indukcids dtmeneteire,

a kezelédsi 1d8 72. dérdajdban.

Kordbbi ecredményeink ezt a ddzis-hatds vizsgdlatot
tették sziikségessé, mert 28/e dbrén lathatd gyors

fluoreszcencia indukcids dtmenet az irodalmi adatok
szerint nagymértékii elektrontranszport-lanc gatolt-

sdgra utal, oxigén evollcids méréseink viszont azt



- T .

a b
: v ¥ v ; - :
F F,
100 r rel wo | I rel ]
50 1 %0 - 1
FO
MA (10°5M) (MA 05m)
72" 72"
ot 1 0r i
0 0,5 1 0 0,25 05
t(s) —s t(perc) —
c d
T T ; 7 v 3 & M L i B
Frel Frel
100 + I 1 00 [r' T
—
50 B S0 |- -
Fo
MA (10°M) (MA T4M)
72" 7"
or < oF 4
i y - " e 4 S— - A A
0 05 i ) 0.5 05
1(s) —= {(perc) —
e f
[ T T v it o i
100 Erel j 00 L fml ; J
50 + P - 50 | 4
F°
MA (03M) MA (103M)
7t nh
0F P 0} =
’ . : 3 i 5 = i ; ;
0 05 1 ) 0,25 05
t(s) — t(perc) —
Lol 1
Be abra
A i I L V4 S S S v =
A kiilonbozd koncentracidjl metronidazollal 72 érdn at
kezelt ChlomﬂlJa pyrenoidosa gyors /u,c,e/és lassy
/b,d,f/ fluoreszcencia TR e gorbéi.




- 73~

mutatték, hogy az 1lmM-os LA kezeléé utan még jelentds
/50-60 %$-0s8/ oxigén termeldésre képeseck a MA-kezelt
Chlorella sejtek /16. ébra/. Ezt az ellentmonddst old-
ja fel a komplementer teriletek,/E -F,~P/ pontokkal
hatdrolt terilet , figyelembe vétele /71l/. A komple-
menter terilet az elektrontranszport lanc aktivita-
sdnak effektiv mutatdéja, még abban az esetben is /89/,
amikor a Q-komponens nem tud teljes mértékben redukd-
16dni /a P cslce intenzitdsa alacsony értéken marad/.
Ilyen esetben a kompleﬁenter terilet nagysdga mutatja
meg, hogy az elektrontranszport lénc miikédésében mi-

lyen irdnyd valtozdsok kovetkeztek be.

Az 1 miM lA-al kezelt Chlorella mintdk gyore fluoresz-
cencia indukcids dtmenetibdl megdllapithatjuk, hoéy a
fotogzintetikus membranok CSsszctételében bekdvetkzett
valtozdsok, illetve a IIA metilviologén-szerli hatdsa
kovetkeztében a Q maximdlis redukdlhatdsdgl szint jé-
nek gdtldéddsa mellett nagy mértékid komplementer teri-

lettel kell szdmolnunk.

4 4 ” . o I )
Abbdl az eredménybdl kiindulva, hogy a lassu fluoresz-
cencia indukcide gihék T-szint jének fluoreszcencia
intenzitdsa magas értéken marad, tovabbé, hogy az M-T

dtmenet intenzitésa csokken: arra kévetkeztetlink, hogy

P S AL T
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a tilakoid membrénokon keresztiil torténd transzport
folyamatok is Jelent8s mértékben kérosodtak a MA-

kezeldés soran.

A cerulenin kezelt Chlorella sejtek fluoreszcencia

indukcidés atmeneteit a 29. abran mutatjuk be.

b.
Fr e ' '
o ' rel
50 +
= Kontroll
gl G = - CER (4 10°M), 72%
0 | i |
1 1 A 1 ‘ - —L A . ‘
0 as ! ¢ e ol
i) —= t(perc) —
RO Sasbhrny

-5 s’ o' pice . s’ ’ ’,
A 4.107°M koncentrdcidju ceruleninel 72 drdn &t kezelt
s . ’ U
és a kontroll Chlorella pyrenoidosa gyors /a/ és lassu
/b/ fluoreszcencia indukcids gorbéi.

Az irodalmi adatokbdl ismert /47/ a cerulenin kezelt
Chlorella sejtek DCMU rezisztencidja, ezért tiintettik
£61 az 4brén a DCMU két kiilonbdzd koncentrdcidjdnak
hatdsdt az indukecids gorbék menetére. A 2.10_5M kon-

centrdcidéjh DCMU kezelés hatdsdra a kontroll sejtek tel-

jes elektrontranszport gétlést szenvedtek; a 72 érés
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cerulenin kezelt Chlorella sejtek esetében, ilyen
DCMU koncentrdcid mellett még Jelentls, kozel 30 %-

og elektrontranszport miikddés volt tapasztalhatd. Tel-
jes blokkolast csak a 6.10_5 II DCLIU okozott. & ceru-
leninnel kezelt Clorella scjtek gyors fluoreszcencia
indukcids gorbéjérdl megallapithatd, hogy a fotoszin-
tetikus elektrontranszport-lanc jelentls mértékben
lelassult; a P csics fluoreszcencia intenzitdsi maxi-
muma megkodzelitSen 0,2 secundummal késébb jelent meg.
Enpek a lassult elekirontranszport folyaomatnak a hata-
gdt lattuk az oxigénindulicids gorbék esetdben is /21.
dbra/. 4 perces felbontdsu fluoreszcencia indukcids
gorbdk menetében bekdvetkezett valtozdsok /az I-T &t-
menet hidnya, ¢e a T magas fluoreczcencia intenzitdsi
értéke/ azt mutatjdk, hogy a tilakoid membrdnok transz-

’

port folyamataiban a CER hatdsdrc jelentds gétld ha-

’ ’

tas érvényesllt .

A SAN vegyliletek kbzll a legenyh¢bb hatést a fotoszin-
tetikus elektrontranszport ldanc gétldsaban a SAN 6706
fejtette ki. /%0. &bra/. A kezelési idd flggvényében
nutatott gyors fluoreszcencia indukcids gorbék lefu-
t4dsa azt bizonyitja, hogy az elektrontranszport ldnc
milkdése erdsen gdtlddott; a komplementer teriletek-

nek a kezelés 24, 48 drajaban mutatott magas értéke
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mellett. A maximdlis gdtld hatéds a kezelds 72, draja-
ban kovetkezett be: ezt jelzi a differencidlatlan
indukcids gérbe/és a gorbék kis komplementer teriilete

/50/e dbra/.

s

A SAN 9785 kezeles sordn a jellemzé gdtld hatds mar
a kezelés elsd 24 drdjdban kialakult. Az indukcids
gbrbék dtmenetei /31/a, c,e dbra/ a t6bbi SAN vegylilet
hatdsndédjdhoz hasonldé gdétld mechanizmus feltételezé-

gére engednek kivetkeztetni,

A SAN vegyliletekkel kezelt nintdk yors fluoreszcen-

cia indukcids gbrbéit elemezve /%0,%l. a,c,e dbrik/

megdallapithat juk, hogy nind a hérom piridazinon vazas
vegyllet hatdsmdd jaban azonos jellegl gdtlast okozott
a Chlorella sejtek fluoreszcencia indukcids &dtmenete-
iben. /A SAN 9789 alkalmazésdaval nyert kozel 98 %-ban
gédtolt indukcids gorbéket nem mutatjuk be/. A 4.10_5M
koncentrdcidban alkalmazott SAll-vegylletek kézUl a le-

gerdsebb elektrontranszport giatld hatdst a SAIl 9789

okozta.

A piridazinon vézas vegylletekkel kezelt Chlorella sej-
tek lassu fluoreszcencia indukcids gorbdi /3o, 31. b,

d,f abrdak/ a membréntranszport folyamatok azonos jel-

Y
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legl kaérosoddsrdl tanuskodnak. Az S-M-T dtmenetek
teljes hidnya Jjellemzd mindhdrom vegyllet alkalmazdsa-

kor kapott lasst indukcids gorbére.

A fluoreszcencla indukcids gorbék kineti kai elemzése
utédn meghataroztuk a kezelt Chlorella sejtek 2. foto-

kémial rendszerének aktivitdsat a llalkin 4ltal java-

E
golt autatéd ; Q = 1- ?9 , ahol az Fo "holt" fluoresz-
I R

cencia, Fy a DCMU mintdkhoz vald hozzdaddséval kapott

maximdalis fluoreszcencia értéke, felhaszndldsdval /90/.

A 6. tébldzat adataibdl, a 72 Oras kezelés sordn nyert
eredménycket figyelembe véve megdllapithatjuk, hogy a
FA, és a UA kizel azonos mértékben /15 %/ gitolta a
Chlorella sejtek 2. fotokémial rendszerének aktivita-
sat, a cerulenin, a SAN 6706 ¢és a SAIl 9785 kozel 50
%-o0s gdtldst okozott, mig a SAN 9789 hatdséra szinte

100 %-o0s gatlds alakult ki,

A IMA-al kezelt Chlorella sejtek fluoreszcencia induk-
cids gorbéinek analiziséndél emlitettiik, hogy a kevés-
¢é differencidlt indukcids girbe még nem biztos muta-
té6ja a fotoszintetikus elektrontranszport ldnc gatla-
c4nak, abban az esetben ha az indukcids gorbe kiegé-

szité teriilete még nagy aktivitdst mutat. Ilyenkor.



P F,
éra R o=1 - %
Fmax Fmax
FA /lo™W/ 24 0,38 0,62 95,2
48 0,48 0,52 95,1
72 0,46 0,54 87,4
A 720 10-5M 0,39 0,61 111,4
1674 M 0,41 0,59 94,2
10~3M 0,48 0,52 87,3
CER /4:l0~"W/ 24 0,41 0,59 95,2
48 0,45 0,55 93’4
72 0,57 0,43 50,3
SAN 6706 /4.10=2W/ | 24 0,61 0,49 86,2
48 0,56 0,44 78,3
72 0,69 0,31 55,4
SAN 9785 /4.10™2u/ | 24 0,57 0,43 75,2
48 0,69 0,31 5543
72 0,64 0,36 64,4
SAN 9789 /4.10~u/ | 24 0,80 0,20 35,3
48 0,92 0,08 1,5
72 0,93 0,07 1,4
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arrdl lehet sz6, hogy az elektrontranszport‘lénc Q-
komponense nem tud maximalis mértékben redukalddni
/a @ preredukdlt dllapotdbdl kivetkezben, illetve

- ’

odlagos elektronakceptorok hatdsdara/. Ennek iga-

3
6]

~4

—

o’

zoldsdra meghatdroztuk & komplementer teriletek fluo-
reszcencidjdnak ardnydt a maxindlis fluoreszcencidhoz
vigzonyitva. A kapott eredmdényeket és a kontroll %-

ban kifejezett dértékeket a 7. tdablézatban nutatjuk be.

A 7. tdbldzat adataibdl megdllapithatjuk, hoyy a Q/Q
&llapota, illctve mds Osszeflggdésben: az elektrontransz-
port-ldnc belsd oxiddltsdgdnak mértdke /72/, a FA-al
kezelt mintdkban gyakorlatilag a kontrolldval megegye-
z8 mértékii, a I’A-al kezelt minta esctében a 72 dras
kezelési idében ez az ¢érték kozel Lkétszeresdére nd. A
SAN 6706 esetében a komplementer teridlct maximdlis
cedkkenésc cesak a 72 6rds kezelds sordn alakul ki, a

SAN 9785 kezelds sordn a fluoreszcencla indukcids gor-

n

be 4tmeneteinek és a @ redoxdllapotdt mutatd index ér-
tékeinek e;ylittes csvkkenése tapasztalhatd. A SAN 9789

esetében nutatkozik a legerdocub gatld hatds, a keceldé-

s1 1d6 7T2. érajdban,



no

T - tablazat

Q~/Q +
éra x loo %
-Fmax
FA /1o 3w/ 24 7,8 99,1
48 4,4 62,3
72 5,7 11o0,4
A 72" 1072 M 5,4 116,3
164 M 7.3 155,6
103 M 9,2 196,4
SAN 6706 /4.107°k/ | 24 8,4 131,1
48 8,6 126,4
72 4,6 60,8
SAN 9785 /4.107°M/ | 24 0 & 92,3
48 346 64,0
72 5'3 70,5
SAN 9789 /4.10~2u/ | 24 5,9 92,3
48 $.3 23,6
72 1.7 4,4

<O
vlakult fluoreszcencia
¢gébbl szdnitott komplementer
es &a kontroll %-ban ki zett

érteékei

S SOl !
DCMU-val gatolt €s alkal-

s
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Osszefoglalva a fluoreszcencia indukcids méréseink
tapasztalatait megéllapithatjuk; hogy a lipid, illet-
ve zsirsavosszetdtelikben m%véltoztatott fotoszinteti-
kus membrénok 2. fotokémiai rendszerdnek aktivitdsa a
FA és A kezelések hatdsdra gyakorlatilag 15 %-os gait-
lést szenvedett /G, 7 téblézat/. A cerulenin, a SAN
6706 és o SAl 9785 kezelés esetében kizel HO %-ban

a PS II aktivitdsa. A SAN 9789 vegyllet al-

+

csolzken
kalmazdsa soridn kozel 98 %-os gdtlds alakult ki a ke -
zelt sejtek 2. fotokémiai rendezerének aktivitdsdban.
Ezek a kiilonbtzd gdtld hatdsok eltérd hatdsmechaniz-

mus utjdn mentek végbe, amint ezt a gyors fluoreszcen-

cia indukcide goérbdk menetei nmutatték.

A ITA és a SAll vegylletek hatdesmechanizmussdban Eimutat—
tuk, hogy a kevésb¢ differenciélt syors fluoreszcen-
cia indukcide glrbcék ellenédére is Jjelentds fotokémiai
aktivitdssal kell szdmolni abban oz esetben, ha az in-
dukcide gorbék komplementer terlletei magas dértéket

mutatnak /az irodalomban hasonlé Gsszeflggés még nen

volt ismeretes napjainkig/.

-~
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Dolgozatom célja a fotoszintetikus membrdnok lipid-és

zsirsavkomponenseinek komplex vizsgdlata volt.

Munkém szorosan kapcsolddik a Biofizikai Tanszdken
folydé fotoszintetzils kutatdsokhoz, amelyek kordbban csak

a cerulenin /CER/ ¢s a piridazinon tipucu herbicidek

/SAN/ Chlorella sejtekre gyakorolt hatdsdnak vizsgdla-

téra iranyultek. Az értekezésemben foglaltak egyrészt

a kordbbi vizsgdlatok folytatdsa, misrdszt a fenetilal-
kohol /FA/, és a metronidazol /II&/ gdtldszerekkel vég-

zett kutatdsok kezdeti czakaszat Jjelentik.

Az alkalmazott vegyililetekkel végzett eldzetes vizsgé-
latok soran meghatdroztuk a FA, a LIA és a CER, valamint . E
a 4 x 10771 koncentrdcidju piridazinon vizas vegyililetek .
Chlorella pyrenoidosa sejtek szaporodacdra kifejtett
dozighatds goérbéit, A szoporodas girbék alapjdn kiva-
lasztottuk azokat a szerkoncentrdcid értdikeket /FA és

a MA esetében 1 x lQ—3M, a CER és a SAN vegyliletek ece-
tében 4 x lO—5M, amelyek alkalmazdsa mellett végeztiik

tovabbi funkecidndlis kisérleteinket.

Az 1 x 10 ’M koncentrécidéju FA és MA, a 72 érés keze-

léesi 1d8 utén jellemzd mddon véltoztatta meg a Chlorel-
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la pyrenoidosa sejtek elektronmikroszkdpos szerkezetét.

A TFA és a MA hatdsdra mélyrehatdé vdltozdsok mentek vég- -
be a tilakoid membrdnok fotoszintetikus pigmentjeinek
czervezbddésdben ds a Pigmentrendszerek kozdtti energia
eloszldsdban. A fluoreszcencia szinképek spektralis
eloszldsdban bektvetkezett vdltozdsok arra engednek ko-
vetkeztetni, hogy a FA és a 1A hatdsdrea kilonbsen a 2.°
fotokémial rendszerhez tartozd pigmentformdk szervezd-

désében tdrtént maradandd valtozas.,.

Az zlkalmazott vegyliletek megvaltoztattdk a Chlorella
pyrenoidosa fotoszintetizdld membrinjainak lipid és zsir- o~
savosszetételét. A fotoszintetikus nmcrmbrénok zsirsavel-
osziéséban tortdént vdltozééokat a tilakoid membrénok
jellemzé lipidocztdlyaiban /IGDG, DGDG, PG/ valamint az
dltalénosan eléfordulé PE lipidosztédlyban vizsgaltuk . }
meg. A FA és a lMA hatdsdra jellemz§ volt,  hogy az MGDG,
2 DGDG és a PG lipidosztalyokban 2-%-szorosdra novelte
meg a hexadekatriénsav /16:3/, valamint kozel kétszare;

sére a linolsav /18:2/ tarfalmat. A FA és a MA hatéss—

nak tovdbbi kozds tulajdonsdga megnyilvanult a linolén-
saw /18:%/ mennyiségének 50%-os gdtldsdban az MGDG,

DGDG—ben; Ezeknek a hatésokhak az eredményeként a sej- o ’é
tek totdl lipidjeiben a telitett/telitetlen zsirsav- ’

arédny dértéke lecsdkkent a kontroll 0,52-es ¢riékérdl;
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a FA kezelés hatdsara 0,22-re, a A hatdsdra O,34—re;
A lipidek és zsirsavak mennyiségl eloszldsdban beks-
vetkezett vdltozdsokra jellemzd§, hogy a FA serkenté, a
MA gdtldé hatést fejtett ki a Chlorella sejtek zsirsav
szintézisére, emellett a FA specidlis stimuldl$ hatdst

fejtett ki a Chlorella sejtek foszfolipid szintdézisére,

A piridazinon vézas vegylletek egyméshoz hasonldé ha-
tdst fejtettek ki a fotoszintetikus neabrinok zsirsav
closzldsdra. A vegyiletek hatdsdra jelentdsen megnétt
a palmitinsav /16:0/ ardnya mind a négy vizsgdalt lipid
osztdlyban. Kisebb’mértéku stimuldld hatds drvinyesilt
a palmatoleinsav /16:1/ ardnydnak névelésében is. E
vegyuletek kis mértékli gatld hatast fejtettek ki a hex-
dekatriénsav /16:3/, és az olajsav /18:1/ galaktolipi—
dekben valé eldforduldcdra. Ezeknek a hatdsoknak a
kovetkeztében mindhdrom piridazinon vazas vegyllet ha-
tdsdra megndvekedett a totdl lipidek telitett/telitet-
len zsirsav ardnya. Ezek a hatésokamembrénfluidités
jelentds mértdéki ndvekedését mutatjdk, a SAN kezelések
hatéséra, ellentétben a FA és MA hatédsdara kialakult

rigid membrdanokkal szemben.

A SAN vegyliletek zeirsav szintézisre kifejtett hatdsa-
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val kapcsolatban ki kell emelnink egy fontos sajatsé-
got. A koridbbi,magasabbrendi novényeken vigzett vizegd-
latokkal megdllapitotték, hogy a piridazinon vézas ve-
gyiiletek specifikus gatlds hatést fejtenek ki a linolén-
sav /18:%/ szintézisére, a linolsav szintézis egyideji
serkentésdével. Vizsgdlataink szerint a SAN vegyiletek-
nek ez a hatdsa a Chlorella zodldalgdban ellentétces
irdnyban dérvényesiil; a SAN 6706 vegyllet kivételével,
mind a SAN 9785, mind a SAN 9789 kczelés hatdsara. Je-
lentds mértékben novekedett meg a Chlorella sejtek total
lipidtartalminak linolénsav/linolsav ardnya, a kont-

roll értékéhez viszonyitva.

A lipid, illetve zsirsav Osszetétellikben modositott
Chlorella pyrenoidosa fotoszintetikus aktivitdsdnak
vizsgdlatdval /az egyensulyil oxigdéntermeld képessig
mérése alapjén/ megdllopitottuk, hog a 72 drés kezelés
utan a SAN‘9789 hatdsdra 98%-os, a FA, LA, SAN 6706,
SAN 9785 esctében pedig 10-40%-os gdtléds kévetkezett

be, az azonos sejtszdamu kontroll mintéhoz viszonyitva.

Az oxigén indukcids vizsgdlatok segitségével elemzése-
ket végeztiink arra vonatkozdan, 3ogy a fotoszintetikus

membrénok strukturdlis felépitdéséban eldidézett valto-




z

zésok hogyan hatottak a fotoszintetikus oxigénkivdlasz-
tds indukcids szakaszdara. A FA kezelds hatdsdra csak kis
mértékli vdaltozdst tapasztaltunk az oxigdénkivdlasztds g
kinetikdjdban. A A - al 72 érén &t kezelt mintdk induk-
cids gérbéib6l eltlint a s6tét konverzids oxigén terme-

1és. A CER kezelés hatdsdra egy lelassult nikodési oxi- g
génkivdlasztdé rendszer alakult ki, a« Chlorella pyrenoidosa '-.

fotoszintetizdld membrénjaiban. A SAN vegyiletek koziil

a SAN 9789 hatésdra még 100 %-os fényintenzitds alkalma-
zdsa mellett sen tudott oxigénindukcids Jjelenség kialakul-
ni, mig & mdsik két SAll vegyllet oxigén indukcidja a
kontroll mintdkéhoz hasonld kinctikét mutatott, 100 %- =\
0os fényintenzitdes mellett. ..
L 2, fotokémiai rendszer és a fotoszintetikus elektron-
transzport-lénc nikodésében bekOvetkezett véltozésokrél
mélyebb ismereteket a fluoreszcencia indukcids vizs gd-
latokkal nyertiink. A kontroll Chlorella gyors és lassu
id8felbontdsd fluoreszcencia indukcids gorbéi amelyek
megegyeztek az irodalomban kozdltekkel normdlis foto-

szintetikus elektrontranszportléncot és Oz—kivélaszté

rendszert tikrdznek.

A lipid metambolizmust mdédositd szerekkel tortént keze-
lések utdn a fluoreszcencia indukcids gbrbék minden eset-

ben gdtolt fotoszintetikus elektrontranszport-lanc mi-
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kodésre utalnak, a fluoreszcencia indukcid klasszikus
elmélete szerint. Ennek ellenédre kisdrleti eredményeink
azt bizonyitjadk /oxigén termelds és indukcid vizsgdlatok/,
hogy a mért,gatolt fluoreszcencia indukcids Jjelensdég el-
lenére a sejtek Jelentds fotoszintetikus aktivitdssal
/oxigén termelés/ rendelkeznek, a SAN 9789 kivételdvel,
minden kezelés esetében., Ennek az irodalomban még nem is-
mertetett anomdlidnak a vizégélatét, a klasszikus fluo-
reszcencia indukcidé értelmezése alapjdn végeztiitk el. Az
egyes kezelbszérekkel 72 Jdrdn at kezelt Chlorella sejtek
2. fotokémiai rendszere aktivitdsdnak a kontroll %-ban
kifejezett értékei a kovetkezlknek adodtak: a TFA, LA ke-
zelds hatdsdra 80-90%, SAN 6706 kezeldsre 50-60%, SAN
9785 hatdsdra 60-70%, SAN 9789 kezelés esctében 3-4%.
Mérési eredményeink azt bizonyitjdk, hogy az alkalmazott
vegyliletek elsddleges hatdsukat nem a fotoszintetikus
elektrontranszport-ldnc kozvetlen milkdddésére fejtettékki,

hanem az egdész fotoszintetizdld membrénrendszer Aaltalénos

milkodését médositottak.

Az oxigén termelésben és a fluoreszcencia indukcidban T
tapasztalt anomdlidkra csak tovébbi részletes vizsgala-

tok adhatnak felvildgositdste. _ L
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A dolgozat tovabbi eredméhye, hogy az alkalmazott .
médszerekkel sikeriilt megvaldesitani olyan in vivo rend-
szert amelyben tobboldaluan lehetett vizsgilni a foto-
szintetikus menbrdinok szervezddésének és mikddésének

sajdtossdzait.
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