INDOLVAZAS VESYULETEK BIOSZINTEZISENEK
VIZSSALATA ELESZTIKCN
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NOVENYELETTANI INTEZET

Koézismert dolog az indolvazas vegyiiletek eléfordulésa a magasabb
szervezettségii novényekben (triptofdn, indolauxinol; stb.) Az irodalombz=a
szdmos kozlemény jelent meg. amelyek az indolvdzas vegyiiletek mi‘kroér
ganizmusokban valé eléforduldsérdl szémolnak be, Az indolvdz és szér
mazékainak bioszintézisét magasabb szervezeltségii névényeken és mikro -
organizniuéokon ’igazoltéko

: a/ Tobb ésszefoglalé &brat ismeriink, melyekbén képet kaphgtunk az
indolvéz bioszintézisének utjardl, sét az indol szérmazékok szintézisérg! is
 DAVIS (1955). ZOBERST (1958), POLJANOWSKI (1959) kézélnek
~egy-egy 4brét melyekben az aromds pminosavak bioszin‘tézisének egyes

lépései vannak [feltiintetve, A pentozefoszfét ciklusbél indulnak ki, majd
tobb koztes vegyiileten 4t a sikiminsavig‘jumak el. majd egy 7y interme
dieren keresztiil az antranilsav. ebbél az indol majd a triptofdn keletkezik .
SCHROTER (1953) dbrdjéban hidnyzik a “zp koztes vegyﬂlet,,.sze’rime az
antranilsavbél kozvetleniil keletkezlet indol, tyrozin, fenilalanin, SCi.<(:
triptofénbél kiindulva kinyreninen at vezeli le a nikotinsav keletkezését.
Ezeh reakcidésor egyes intermedierjeibSl szdrmaztatja & kynurensavat és
a xanthurensavat.

MEIILER (1955) a 30li- antranilsavbél kiindulva az antranilsav 3.4
dikinonon &t vezeti le az a -pikolinsav, nikotinsav és a kinolinsav keletke -
zésél, : .
IIEIDELBERGER ABRAIIAM, LEPKOVSKY (194})) tiszldzték a trip-
tofénbdl a nikotinsav keletkezésének reakciémechanizrﬁuséi, ‘

| Fzen rovid osszefoglalé adatokbél ]éthatju!»;v lhogy az indolvdzas ve-
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gyiiletekbdl kiindulva milyen nagyszdmu élettanilag fontos vegyiilet kelet-

ke zik., :
b/ Az antranilsav egy fontos kézponti vegyiilet az indolvdz bioszin--

tézise szempontjébdl, hiszen a fent koézolt dbrdkon az indolvdz kozvetlen
eléanyaga., DAVIS (1955) és POLJANOWSKI (1959j az ismerellen “zp
intermediérbél szdrmaztatja az antranilsaval. Az antranilsavbdl és ecet-
savbél keletkezik az N-acetilantranilsav, majd tsbb lépssen &t az indol,

NYC, MITCHELL, LEIFER és LANGIHAM (1949) izotéptechnikdval
a Neurospora néhany mutdnséban bizonyitottdk az antranilsav in--
dol reakciot,

" YANOFSKY (1956) PARKS és DOUGLAS (1957) szintén kimutat-
tak indolt az E. coli antranilsavas téptalajab dl, :

KREBS, HAFEZ, EGGLESTON (1942) kimutattdk. hogy a Bacterium
coli a 2/2 aminolenil etanolt képes 4talakitani indolld. _

MANN és SMITHIES (1955) szerint indol keletkezik a 2/2 aminofenil
etilamjnbél, _

TEAS és ANDERSON (1951) antranilsav keletkezését mutattdk ki trip-
tofénbdl, a kuquica porzdiban, csiranévényekben és levelekben. Az antranil-
sav keletkezése triptofanbél kinureninen keresztiil torténik.

Léthaté a felsorolt irodalmi adatokbdl, hogy az indol szintézise t5bb féle
eldanyagbol és kiilsnbz6 él6 szervezetben jétszédhat le.

d./ Irodalmi adatok utalnak arra, hogy tébb él5 szervezet képes indol-
bol és szerinbél triptofdnt szintetizalni, Néha nem sziikséges szerint sem
adagolni a tdpoldathoz, ilyen esetekben amikor az 6l szervezet elegends
szerint tartalmaz,

GUFFENI‘[EIM (1944) a Neurospéréban tudta megvalésitani az indol
és szerin kondenziciéjit, :

WILDMANN, FERRI, BONNER (1947) a triptofén szintézist indollal és
szerinnel infiltralt parajlevelekben sikeriilt észlelniok. ‘

MADIHUSUDANAN, NAIR, VAIDYANATHAN. (1961) kisérleti novény-
ként a csicseri borsét hasznaltak, Infiltréciés kisérletek azt mutattdk, hogy

a triptofdn kozvetlen eléanyaga -az indol és a szerin., A szintézisben kézre-
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miik6d6é enzimet (szinletdz) a mag sejtmentes kivonatdban kimutafték, A
szintézis optimalis pll-ja 5.5 és piridoxalfoszfit jelenléte is szikséges a
reakciéhoz. A ftriptofan- szintetdz miikodését a nehéz [émionok gétoljdk,

YANOFSKNY (1957) Neurospéra muténst vizsgélva mutatta ki az in
dol és szerin kondenzdacidjat triptofannd, S ‘

"UMBREIT., WOOD, GUNDALUS (1946), YANOFSKY (1952) mutaiték
ré arra. hogy az indol és a szerin kondenzdciés reakciéjahoz elengedhe
tetlen a pyridoxédlloszfat jelenléte. _

POLJANOWSKI (1959). BRAUNSTEIN és SCHEMIAKIN (1953) tisz
tadztdk a foszfopiridoxdl-proteid biokatalitikus szerepét az indol és szerin
kondenzdaciéjdban., Az indol reakcidban lép a szerin- foszfopiridoxé&l protei
komplex--szel, a szerin és a foszlopiridoxdl egy azometin kotéssel @étesit
.vegy‘iilelet_és a foszfopiridoxél-proteid kilépésével keletkezik a triptoi’éna

TATUM és SHEMIN (1954) tanulményozték a reakcié méehanizmu
84t. A szerint jeloliék Cngyel és N15wtel és deutériummal, A reakecid je
jdtszoddsa utdn egy molekula triptofanra szdmolva. egy atom deutérium
hidnyzik, Ebbdl azt kovetkeztetik, hogy a reakcid intermolekuldris dehid -
raticid, _ '

RAFELSON (1955) az A. aerogenesbél izoldlta a jelzett szerin se -
gitségével szintetizdlt triptofant, ennek oldallanca hasonlé mintdju mint a
jeldlt szerin,

Az indol és szerin kondenzéciés -reakcidjét még a kovetkezé mikro -
organizmusok segitségével hajtottdk végre : Lactobacillus ssp. (SNELL '
1943, SCIIWEIGERT 1947) Lentinus ampholodes (FRIES 1950) Salmonella
typhosus, B. coli. és Claviceps purpurea (IH{ARLEY, MASON 1954),

d./ Kézismert dolog az IES eléforduldsa a magasabb szervezettsé
gi novényekben, Az irodadlomban azonban szdmos kézlemény jelent meg,
amelyek az IES-nek a mikroorganizmusokban valé eléforduldsarél szémol
nak be,

GRUEN (1959) nagy o6sszefoglalé dolgpzatébéno melyben az auxinok
gombdkban valé eléforduldsdrél szdmol be, kézli hogy 30 gombav genus és
75 gombafaj auxin produkciéjét irték le, Az eléforduldsi adatokat megnézve
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me géllapithatjuk, hogy tobbségében az IES jelenlétét biolégiai‘ tegszt méd--
szerekkel mutattédk ki. A mikroorganizmusokbdl csupén hérom esetb|eh alli-
fottak els IES-t KOGL és KOSTERMANS (1934) 50 kg éleszishsl éteres
extrah4ldssal 1.2 mg 1ES-t kaptak, THIMANN (1935) a Rhizopus suinushél,
CRAM és TISCHLER (1943) Penicilliumbél éllitott elé IES-t.

A gombék auxinprodukciéjat [5leg Avena koleoptil tszttel mutattdk ki,
A Saccaromyces genuson belil a S.cerevisiae auxinprodukciéjét mutattdk
ki Avena teszt segilségével és izoldldssal, Néhany adat ismerctes; ahol az
IES jelenlétét papirkromatogréfidval bizonyitottak,

WOLF (1952) az Ustilago zeae-bél és a Gymnosporanglum juniperi
virginiaeb6l (195G), Megemliti, hogy az utobbl gomba csak akkor képes IES-
at szintetizalni, ha a tdpoldatban 0.1 % triptofén volt, Foglalkozott ezenkiviil
még a fent nevezett gomba [ES bioszintézisével is. Megdllapilotta, hogy a
Gymnosporangium juniperi.-virginiae-ban az IES bioszintézise a triptaminon

keresztiil torténik, :

WATAN ABE (1957) EIIRLICIi reagenssel mutatta ki az IES-at
Piricularia oryzae éteres savanyu extraktuménak papirkromatogramjén.

* GRUEN (1956) Phycomyces blakesleanus-bdl papirkromatografiéval és
SALKOWSKI reagenssel mutatta ki az [EST.

URLICH (1960) kézélt IES elsfordulast mikrorliza gombékban., Emlitést
tesz az IES-oxiddzrdl is, amely a gomba kimutathaté IES tartalmét 24 éra
alatt Il mds vegyiletté alakitja 4t..

Ha az irodalmi adatokat megnézziik, megédllapithatjuk. hogy az IES ‘
jelenlétét legtobbszor biolégiai teszt médszérekkel mutatték ki, Vizsgédlataim
célja az volt, hogy antranilsavbél kiindulva tanulményozzam az indolvéz.
majd a ftriptofdnon keresztil az IES bioszintézisét éleszt6kén, Az antranil-
savbdl kiindulva az IES--ig a koéztes lépéseket iddig més és més él6 szer~
vezeleken igazoltdk, Ismert dolog volt az indolvdz és szdrmazékainak je-
lenléte az élesztGkben. teldt ezek bioszintézisének minden 1épését lehetsé -
gesnek latszk vizsgdlni kizdrélag az élesziék egy lajén is,

Anyagok és modszerek ‘
- a,/ Indolvdz bioszintézise : 100 ml csépviz +1 g glii-kézban szuszpenddltam
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4 g pékélesztst, 2 ml alkoholos oldatot készitettem 50 mg antranilsavbél
és 10 mg szerinbgl’ és ezt az éleszté siuszpenziélloz 6n tottem, 48 6rén
kefesztﬁl rdzattam 25 (;0._0“; Ezutdn az élesziésejteket kicentrifugdltam a
tdpoldathél, a tépol'datot vizfirdén vacuumban szdrazra bepédroltam, A ma--
radékot 10 ml peroxidmentes éterrel feloldottam és ebbsl 01 ml ¢ fe!vnttem
' kmmatogram p apirra, Izopropanol : NH3 viz 10 €1 arédnyu kevnm&oi
) haszné]tam szolvensnek A kromatogramot GORDON WEBbR reagcnssd
hivtam els. . , . _

b/ Triptoldn bioszintézise - az a/ pontban leirt 61b8Zt6 szuszpenzié.-
hoz 2 ml alkoholban oldotl 30 mg rindolt és 10 mg szerlnt adtam, 48 éra
‘rézatds utén (25 C%on ) az élesztésejieket kicentrifugédltam. A tépolda--
tot vizfirdsn vdcuumban szérazra bepéroltam. A maradékot 10 ml alkoliol-
ban enylhe melegités kozben feloldottam, majd kromatografdltam, Szolvens :
bulanol~==eactsavviz 2 Z‘l . 1 ardnyu keveréke, A kromatogramn; kvantitativ
értékelése" ‘a H.—\VIS és FRANC 4ltal kozolt (csokkens siandard mennyisés
moédszere az analizdlt oldat névekvé mennyiségével szembeédllitva) médsze
segitségével tortént. A futtatott kromatogramot acetonos Ii;:;t{nhidrin reagensse
hivtam el§, ,
¢,/ Az IES bioszintézise : az a/ poniban leirt idpoidatba I mg alkoi
ban oldat 20 mg triptofdnt adtam 48 6ran keresztil rédzattam (25 CO---.Ori):,
Az élesztésejtek kicentrifugdldsa utén a tépoldatokbdl ez indolauxinokat éte
rel extrahsltam LARSEN (1939) és BONDE (1953) médszere szerint, Az
éter peroxidmentesitése a HEYN (1936) 4ltal leirt médsz.er szerinl tortént,
A savas frakcié | ml-ét kromatografaltam. A krom atogram el6llivésé GOR -
DON WEBER reagenssel tértént, A Llcentnfugélt elesﬂoseﬁeket (NII)2 304
al autolizéltam, és ezek IES tartalmét is megvnzsgéltam »

WARBURG metédussal mértem a dekarboxiléciét : 50 g pékéleszist
'szitén 4tpréseltem 50 ml O C%.-o0s acetonba, iivegbottal kevergettem, majd
iilepédni hagﬂam; Az acetont leontottem. majd ismét 50 ml acetonnal ke--
vergettem, Az utébbi miiveletet még kétszer megismételtem; Vacuum sziiré
utdn az élesztst 50 ml éterrel mostam, Szritds utén 6 g acetonport kaptar
ezt 50 ml 1073 M os kaliumdihidrofoszfét oldatban siuszpendéltam, A WAR
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edényke [6terébe 2 ml szuszpenziét vittem, az oldaledénykébe 1/2 mi
meianoléu amely | mg triptofént tartalmazolt, A megfelds koniroll olda!
edénykéjében 1/2 ml metanol volt, _

Megemlitem. hogy szilard ill, folyékony tdptalajon neveli éleszickén
is vizsgdltam az IES jelenlétét, A folyékony téptalaj dsszetéieléi pepton
és e nélkil varidltam.

Eredmények.

Az antranilsavat tartalmazé tdpoldat kromatogramjén 0,95 Rf érick -
nél egy hatdrozolt narancsvoros foltot.kaptama mely eléhivds eléit Uv
fényben halvdnyzold szinben fluoreszialt (indol), 0.40 Rf értéknél UV
fényben hamusziniien fluoreszkélé folt volt észlelhets, amely GORDON..
WEBER reagens hatdsdra rézsaszinii lett (JES), Més fol!éok is keletkez-
tek a reagens hatésédra, de ezeket nem azonositottam (085, 0.80 Rf nél).

Az indolt és szerint tartalmazé tdpoldat kromatogramjén, miutdn ace -
tonos ninhidrin reagenssel eléhiviam, 0.38. 0,50, 0.60 Rf értéknél lila [ol-
tot kaptam. Nem vettem figyelembe a szerin foltjél, mivel ezt eleve tar -
talmazta a tapoldat. Minden esetben’ szintetikus anyaggal pdrhuzamos csi
kot fultattam, A triptofdn foltjat azonositottam 0.50 RI értéknél. Kvanti'tativ
vizsgélatok alapjdn megéllapitottam, hogy a S. cerevisiae 30 mg indilbol
és 10 mg szerinbdl 6 mg triptofént tud szintetizélni 72 o6rds rézalds utédn,

A friptofant tartalmazdé tédpoldat kromatogrammjén 0.4 Rf értéknél egy
‘ﬁaiérozolt foltot kaptam, és 0,75 Rf nél egy barna szinii foltot GORDON-
WEBER reagens hatdsdra, Attanulmanyozva azokal az adatokat amelyeket
SEN és LEOPOLD kézﬁlt;: az indolvézas vegyiiletek szinreakcisgirél, R
ériékeirsl kiilonféle szolvénsekbenq igen nagy valésziniiséggel megéllapit -
hatjuk, hogy a 0.75 nél 16v6 folt a friptamin, A 040 ill. 0.95 nél levs ve.
gyilletek amelyeket szintetikus vegyiiletek fﬁ{tatéséva] is ideniifikalni tud.-
tam, az IES és az indol. Az aminosavakra elShivott kromatogramon a
0.60 Rf értéknél a valint 0.38 Ri nél az alanint és 0.50 Rf értéknél a
triptofdnt tudtam azonositani irodalmi RI értékek és szintetikus vegyiiletlek
futtatds segitségével. Megjegyzem, hogy az IES t. triptofént,-indolt -papir-
elekiroforézissel is sikerilt szétvilasztani és azonosilani,
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Peptonos tdpoldatban nevell éleszistorzsek tépoldatéban a kdveikezd
fajokndl taléltam IES-at, Saccaromyces cerevisiae, Schizosaccharomiyces
pombe, Geotrichum candidum, Cryptococcus diflluens, Paratorulopsis
pseudaeria, Procandida tropicalis. A sejlek autolizdtuménak extrakiumdban
csak a Schizosaccaromyces pombe-nél sikeriilt [ES-ai kimulatni,

A triptofdnnal nevelt S, cerevisiae tépoldatdban mér hdrom brai é%za
tés utén kimutathaté mennyiségii IES keletkezelt, A kontroll edényenben ré-
zatoll szuszpenzié éleres extraktuma kromatografdlva nem mutatott IES re
akciét, Az inkubdcios idével emelkedelt az IES produkcié, amelyet a folt
szinének intenzitdsa jelzet[_° |
A WARBURG metédussal mértem az éleszidbdl késziilt acetonpor SzZuUSzZ-
penzié széndioxid produkciéjdt. A melanolban oldott triptofdn hozzdaddsa -

" tén emelkedett a széndioxid mennyisége a kontrollhoz viszonyitva.

ml éra hz éra .
kozép k6zép
. N L. + 36.6 N + 172 .
triptofdn nélkiil . + 83 ‘ + 14,8
: 2, : -+ 29,7 + 12,7
o 3, Y 05
+ triptoldn | + 50.0 ' -+ 272
4, + 58.0 +34.0 :
Az elsG oréds mérések alapjan
levegs » :
g o '
0 Coz .002 (25 C"--on)

A reakcié lassu volta a triptofdn rossz old6ddsénak tulajdonithaté,
v Eredmények érlékelese

Az antranilsavas tépoldatban sikeriilt az indolt knmutatmq mig a kontroll

szuszpenziéban nem laldltam meg. Valészinii tehdt. hogy a S. jlgiztereVIslae ké-

pes az anfranilsaybdl indolt szintetizdlni, NYC, MITCHELL. LEIFER és

LANGHAM (1949) a Neurosporépan, majd YANOFSKY (1955) az E. coli se

gnsegevel tudta ezt a reakcidt megvalésitani. ' o

« . POLJANOWSKI (1459) szerint a reakcié a kovetkezoképpen jétszédxk I
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N -acetilantranilsay

Az éleszté szuszpenzidjélioz alkoholban oldott indolt és szerint adva
1éirejott a két vegyiilet dehidréciés kondenzécidja és triptofdn keletkezik, A
triptofdn bioszintézigének ezt a formdjét GUGGENHEIM (1944) a Neurosporé.-
ban, WILDMANN; FERRI, BONNER (1947) Neurospora mutdnsokban igazolia.
Ezt a szintézist magasabb szervezellségii novényekben is igazoltdk infiltrdcids

kisérletekkel,

~c.u cs4-waag
: cu cooll

H»oHNH,_

Ezen szintézis mechanizmusdt izotoptechnikdaval TATUM és SHEMIN
(19454) igazoltdk,

Az indol és szerint kondenzdciés reakcidjét a Iriptofdnszintetéz enzim
végzi, melynek prosztetikus csoportja a piridox4l foszfat; A szintetizélt 6 mg
triptofén & tépoldatbdn taldlhaté meg., valészinii hogy az élesztéseijt is'jelenlés
mennyiségii triptbfdnt peépit, Eleszts segitségével tehdt nagyobb mennyiségi
triptofén nyerlietd indolbol és szerinbdl. A kromatogramon lévé 0.35 RI érték -
nél az alanin valdsziniien a triptoldn lebontdsi terméke a triptofénpyroléz
enzim segltségével, A O, GOREF-nél 16v6 valin eredete kétséges,.A triptofént
tartalmazé tdpoldatbél IES-t sikeriilt kimutalnom nagyobb mennyiségben,

Az [ES melletl a triptamin foltja is llatérozoitatjg megjelent, Ebb6l kovet -
kezik, hogy az élesztékben esetleges taldlhaté IES a‘triptofénbél keletkezik

triptaminon keresztil
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Bzt gz IEQ gzintézist . !(QQG (1937) a z8b szovetében, PILET és
AHIWA§I ADES (959) a lencaépbe Q.:\I\J!&]Q&BURG b8 LIVERM-\N’\I

b

Shen

(I957) o gorogdinn ;’épem CARDY é,, WOLF (1957) a gombdkban 6z
lelte, A S, cerevigiae.ben is lrlpt inon- kexegzt il megy gz IES bioszinié -
zige. Bzt 8 feltevésemd még W ARBU&G metédussal is ége?plﬂé -&%samg
mivel & friptofénbgl a triptamin keletkezése dacarboxildeigval tériénik,
kézben felszapadulé széndioxid éltal ohozolt nyomésgemelkedés mérhetoa

A WARBURG: ezési tébldzatbél vilégosgn lathaté a

. vizsgdlat alapjén méginkdbp igazglva léts zik 82 a- feltevés., hogy a S.

S0 &0 frd

decarboxildcié. Ezen

w

cerevisiae IE'.S bnoszintéznae a trlptamlnon Lgresglgl torténik,

RT

uu “M-“.Av-,

Az IES k lanulménygzéséré rdzalolt élesziészusepenzio.

oszin léznséne

8 pirkre rdfidl haszndlam. Menéllamtouamg hogy &
tnptofén adagoléséval emelkede l t az iES ltjdnak intenzildsa. Kimutattam
a tnptofén szintézisl indolbdl és azerinbél (3 mg indalbé] és lQ mg sze:
rinbsl (_1 ‘mg triptofén 'keletkezell). Antranilsav hozzéaddsa a szuszpenzié-
hoz a idpoldatban indolt sikerilt kimutami, WARBURG médszerrel kimutal-
tam a triptofén'dekarboxﬂdt:idjél,'padpirkrgmatogréﬁkusan a tvlpmmint ‘
Ezen eredmények a kovetkezé szintetikus reakcidkat muta!.;ék :

antrumlsav ~—————3% indol

indol + szerin —————3 triptofdn

triptofdn —— A —) triptamin

triplamin sy IBS

Inveshgahons on the synthhesns of mdoledenvauves in yeasts

T Procs -
Various precursors Were added to slnaLen suspensions of yeasts and
the liquids were analysed w ith the ald of p&merchromatogmph)° Addition of
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fryptophane increased the quantity of 3-indolylacetic acid in the liquid. Synthesbs
of tryptophane form indole and serine was also demonstrated. Following aadihon
_of antrhranilic acid indole was found in the suspension.

Decarbofylation of lryplophane was observed in a suspension of an aceione-
_preparate of baker’s yeast with Warburg-method. Tryptamine originating through
the decarboxylation was paperchromatographically demonstrated.

According to the above-mentioned results the following reactions are probab)

anthranilic acid —————— indole

indole + serine — 3 iryptophane
.tryptophane 7~ tryptamine + CO.
tryptamine - ﬂ -indolylacetic” acid. ;
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