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VIRUSINDUKALT NUKLEAZOK
VIZSGALATA
ANACYSTIS NIDULANSBAN



BEVEZETES

A legésibb, legegyszertbb felépitési autotrof, prokariota kék-z6ld moszatokrol az
1970-es években megjelent kozlemények kérdésessé tettek szamos eddig felhalmozott
ismeretet, valamint 4j megvildgitasba helyeztek jénéhany eddig elért eredményt.
Biokémiai tulajdonsigaik vizsgdlata - amelyek magukba foglaltdk a fehérje szintézist,
nukleinsav anyagcserét és szekvencidkat, fotoszintézist, enzimmikddéseket és szabélyo-

zasi modokat - két fontos teriiletre iranyitotta a figyelmet;

- Szisztematikar kérdés, amely az él6vilag rendszerezésében a prokariota bakté-
riumok torzsének egyik fontos csoportjaba (fotoszintetizalé baktériumok) tortén6 besoro-

lasdnak lehet8ségét jelenti a cianobaktériumoknak.

- Kloroplaszr evolicio, ahol ezen obligat fotoautotrof szervezetek prokariéta
szervezGdési szintjiik filogenetikusan kapcsolatban hozhat6 a fotoszintetizald eukariotak

kloroplasztiszainak kialakuldsaval.

Az tgynevezett kék-zold algakhoz, vagy az 4j nomenklatura szerint a cianobak-
tériumokhoz vdltozatos prokariota tipusok tartoznak, amelyek sejtjeik nagysagrendje
alapjan atmenetet képeznek a baktériumok és az eukariota algdk kozott. Megjelenésiik a
prekambriumra tehetd, ahol széles korben elterjedve kiilonos fontossdgra tettek szert €s
minden jel szerint az oxigéngazdag légkor létrejottéért is ok a feleldsek (Schopf 1978).
Meérsékelt €govi talajokban kevéssé jelentds nitrogénkotdk, azonban egyes 6cedni régiok-
ban, trépusi Gvezetekben (rizsfoldek nitrogénsziikségletének utinpétlasa) felbecsiilhetet-

len gazdasagi jelentoséguek.

Nincs nukleéris kettés magmembranjuk, sejtjeikben a DNS-hez nem kapcsolod-
nak az eukariéta rendszerekbdl jol ismert hisztonfehérjék. Nincs sem kloroplasztiszuk,
sem mitokondriumuk. Sejtfaluk strukturdlis merevségét, miként a baktériumoknal
peptidoglikan biztositja €s ezért a penicillinnel szembeni érzékenységiik is érthetd.

A magasabbrendl novényekhez hasonléan a cianobaktériumok aerob fotoszintetizalok.



A viz naluk is elektron donor, mely kdzvetve a koenzimeket redukdlja. Fotoszintézisiik-
ben ugyanazokat a klorofilltipusokat tartalmazzdk, mint az eukariota algdk, és a viz
oxiddldsa révén termelik a molekuldris oxigént. E tekintetben kiilonboznek a fotoszin-
tetizalé baktériumok tobbségétdl, melyeknek eltérd klorofilljaik vannak és O, gazt soha-
sem termelnek. A cianobaktériumok az altaluk termelt oxigént nemcsak tolerdljak, hanem
aerob respiraci6jukhoz terminalis elektronakceptorként is felhasznaljdk, st a szintézisek-

hez igy a klorofill-A elGallitasahoz is igénylik.

A szénhidréit disszimildaci6, amely tobbek kozott a sejtek energiatermelésében is
nagyon fontos a kék-zold algdaknal, elsGsorban az oxidativ pentéz-foszfat tton zajlik le,
melyet a vegetativ sejtekben a fényszakasz anyagcseretermékei inaktivalnak. A glikolizis,
a nem teljes Krebs-ciklus és a fermentacié, mint reduktansok forrdsai nem jelentdsek.
A megszakitott Krebs-ciklus, melynek bizonyos enzimeinél a transzkripciés kontroll
hidnyzik az amménia asszimilaciéhoz 2-oxo-gluttaratot és a tetrapirol szintézishez szuk-
cinatot allit el6. A fotoszintézisben a nem ciklikus fotofoszforillaciéval és a ciklikussal
egyiittesen, vagy csak az utébbival egyediil eléallitott ATP az optimadlis szaporodashoz és
a maximalis nitrogendz aktivitas fenntartasahoz teljesen elegendé. Az oxidativ foszforil-
lacié azonban erre egyediil nem képes (a fermentaci6é egyenesen jelentéktelen), igy az
obligat fotoautotr6f cianobaktériumok nagy részénél az energiatermelés kizardlagos,
egyediili forrasa a fény. A fenti megallapitasok igazak a sejtek novekedési €s osztodasi
folyamataira is. Koziiliik jelentGségével kiemelkedik a proteinszintézis és a fény kozotti
Osszefliggés, amelyet sikeriilt is igazolni. Singer €s Doolittle (1975) az Anacystis nidu-
lansban megfigyelték néhany fehérje sotétben torténd szintézisét - glikogén foszforillaz
(EC 2.4.1.1) és a gliikkéz 6-foszfat dehidrogenaz (EC 1.1.1.49) - amelyek alapvetbek a
sotét szakaszban lév6 anyagesere folyamatokban azzal, hogy fenntartjak az életképessé-
get, de nem teszik lehetové ezen egysejtiek szaporodasat (Doolittle és Singer 1974,

Pelroy és mts. 1972).

A sotétben torténd fehérjeszintézis jobb megértéséhez AS-1 virus altal megferts-
z6tt cianobaktériumok vizsgalata egy haszndlhaté modellrendszernek tlnik (Safferman és

mts. 1972). Virusfert6zés alatt a megfert6zott sejtek fokozott mértékben kezdenek olyan



enzimeket szintetizlni, amelyek nem sziikségesek (olykor kimondottan kdrosak) a bakté-
rium sejtekre nézve, pl. ilyen enzimek a nukleinsav anyagcserében résztvevd nukledzok.
Ez a megillapitis érvényes a prokariota cianobaktérium szervezetekre ugyantigy, mint a
heterotrof baktériumokra.

A cianobaktériumok novekedését és fejlddését kisérd biokémiai folyamatok részét
képez8 nukleinsav anyagcsere nukleolitikus enzimeinek (RNdz, DNdz, den.DNédz) miko-
désével kapcsolatban szérvanyos adatok jelentek meg. Erre utal tobbek kozott az, hogy
az Anacystisben egy extrém alacsony aktivitasi szint volt jellemzd a nukleazokra, amely
val6szinlleg megnehezitette a vizsgalatokat (Norton és Roth 1967/A). A virusfert6zéssel
sikeriilt az Anacystis sejtek esetében drasztikus aktivitds emelkedést produkalni az emli-
tett enzimeknél, ami arra utalhat az egysejtes cianobaktériumoknal, hogy a nukledzok
aktivitdsdnak alacsony szintje nem “obligatory” tulajdonsdg. Az AS-1 cianofaggal fert6-
z0tt Anacistys esetében az extrém moédon megemelkedett nukleolitikus aktivitasnak ko-
szonhetGen sikeriilt kitisztitanunk egy RNaz enzimet (Lehmann és mts. 1979). Az iroda-
lomban ezt megeldzden egy kozlemény jelent meg, amely szerint nem fert6z6tt cianobak-
tériumbol kitisztitottak €s karakterizaltak egy nukleaz enzimet “RNaz 3 (Norton és Roth

1967/B).

Célfirizésef.

Az obligat fotoautotrof Anacystis nidulans sejtek sotétben lejatszodéd fehérje szintézis
mechanizmusanak megértéséhez tovabbi kisérleti eredmények prezentalasa.

Haszndlhaté modellrendszer kidolgozasa AS-1 faggal fertd6zott cianobaktériu-
mokban.

A virusindukalt nukleinsav anyagcserében résztvevé nukleolitikus enzimek
(RNaz, DNaz, den.DNaz) mikodésének vizsgalata folytonos megvilagitas, illetve sotét
kortilmények kozott.

Fotoszintézis (DCMU) és protein szintézis (Kloramfenikol) gatlok okozta valto-
zasok a nukleolitikus enzimek valtozasaban.

AS-1 fag indukciéra megemelkedd nukleazok koziil az Rnaz kitisztitasa és karak-
terizalasa. Az itt kapott eredményekkei az Anacystis nidulans nukleaz enzimeivel kap-

csolatos hidnyos ismeretek kiegészitése.



ANYAGOK ES MODSZEREK

ANACYSTIS NIDULANS SZAPORITASA

Az egészséges Anacystis nidulans sejteket steril koriilmények kozott, Kratz-
Myers C. (médositott Chu No.1) tipusi tdpoldaton, ferde agarcsévekben tartottuk (Kratz
- Myers 1955). Az algdkat minden kisérlethez a ferde agarcsovekbdl frissen €s sterilen
Kratz-Myers C. tipust tdpoldatba inokuldltuk. Az inokuldlt kultirdkat 6 l-es livegedé-
nyekben 10.000 lux megvilagitas mellett 37 °C-on tartottuk, mikdzben steril 5 % CO,-ot
tartalmazé levegdt buborékoltattunk keresztiil a rendszeren. A kisérlet céljainak megfele-
18en a sejteket centrifugélassal (7.000xg, 10 perc) gydjtottiik dssze a ndvekedés késoi

logfazisabél (108sejt/ml).

AS-1 FAG SZAPORITASA

Az egészséges kultirat AS-1 cianofiggal fertéztiik (3x10% sejt/ml algasejt és
tizedrész fag) 0,1-szeres fertGzési multiplicitas mellett. A lizis teljes befejeztével (7-8
6ra) a sejt tormeléket Sorvall RC-2 centrifugaval Szentgyorgyi és Blum tipust atfolyos
rotor segitségével centrifugdltuk. A lizatum fdag koncentratumat Saffermann €s mits.

(1972) szerint plakkolassal hataroztuk meg.

AS-1 FAG TISZTITASA

A bakteridlis szennyezddés eltavolitasa érdekében az AS-1 fagokat tartalmazé
lizatumot 12 6ran 4t 0 °C-on kloroformmal telitett rendszerben tartottuk. A kloroformot
25 °C-on levegd atbuborékoltatasaval tavolitottuk el. Az épségben maradt virusokat

40.000xg, 30 perc centrifugaldssal gyujtottiik ossze.

AS-1 FAG FERTOZES

A 7x107 sejt/ml kései logaritmikus novekedési fazisban 1évS egészséges Anacystis
nidulans kultdrat tisztitott AS-1 cianofaggal fertéztiik 3-szoros multiplicitassal. A kultd-
rat a fert6zés ideje alatt a mar ismertetett standard koriilmények kozott tartottuk. A ferts-
zés minden oOrajaban mintat vettiink az 5. 6rdig, amikor is lassan elkezd6dott a sejtek
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lizise. Az enzimaktivitisok méréséhez levett mintak sejtszamat “Biirker-kamras” szamo-

lassal hataroztuk meg.

ENZIMAKTIVITAS MERESEK

A centrifugaldssal (7.000xg, 10 perc) Osszegytjtott Anacystis nidulans sejteket
(5x10? sejt/ml) jéghideg 50 mM, pH 7,5 Tris-HCI pufferben szuszpenddltuk. A sejt-
szuszpenziét MSE ultraszonikdtorban 10 percig 0 °C-on szonikaltuk. A szonikdtumot
10.000xg, 10 percig centrifugaltuk. Az igy nyert szupernatanst, mint nyers kivonatot

hasznaltuk a tovabbi vizsgalatokban enzimaktivitisok mérésére.

Foszfomonoeszterdz (PMdaz)

Az enzimaktivitds meghatdrozasa szintetikus €s természetes szubsztrattal tortént.
Szintetikus szubsztrat esetében a p-nitrofenil foszfatbol (p-NPP) enzimatikusan felszaba-
dulé p-nitrofenolnak, mint az egyik végterméknek az abszorpciéjat mértiik 400 nm-en,

ligos kozegben (Sivok és mts. 1981). Reakciérendszer: 5 mM acetat puffer (pH 5,5);

2 uM p-NPP és 0,05-0,2 ml enzimkivonat. Ossztérfogat 2 ml. A rendszert 37 °C-on 20
percig inkubaltuk, majd a reakciét 1 ml 0,3 N NaOH oldattal allitottuk le. Az 6sszeha-
sonlité oldat az inkubdcié ideje alatt csak szubsztratot tartalmazott. Az enzimkivonatot
ehhez ltgositas utan adtuk.

Természetes szubsztratok esetében pl. cukorfoszfatok, nukleozid foszfatok, az
inkubdcios rendszert Walters és Loring (19606) eljardsa alapjan dllitottuk dssze €s az enzi-
matikusan leszakadt ortofoszfiat mennyiségét Chen és mts. (1956) mikromodszerével

hatdroztuk meg. Reakciérendszer: 5 mM acetat puffer (pH 5,5); 1 uM szubsztrat és

enzimaliquot. Ossztérfogat 2 ml. Az inkubdciés id6 (37 °C, 40 perc) letelte utin a felsza-
badult foszfor meghatdarozdsara a rendszerhez 6 ml molibdén-kénsav-aszkorbinsav
elegyet adtunk (2,5 % NHy-molibdat: 6 N H,SOy4: 10 % aszkorbinsav: H,O, 1:1:1:2).
Az inkubaciét tovabbi 90 percig folytattuk a kék szin teljes kifejlodéséig. Hités utan a
kék szind komplexet 820 nm-nél mértiik. A hidrolizalt ortofoszfit mennyiségét 1-5 ug

szervetlen foszfort tartalmazé standard segitségével szamoltuk ki.



Ribonukledz (RNdz)

RNiz enzim alatt olyan fehérjéket értiink, amelyek csak RNS lancot timadnak

meg és a lancon beliili foszfodiészter kotéseket hasitjak. Reakciérendszer: 0,1 M, pH 7,5

Tris-HCI, 1 mg/ml kozdnséges €lesztd RNS és enzimaliquot. A 0,5 ml-es reakciérend-
szert 37 °C-on 60 percig inkubdltuk, majd 2,5 ml 2,5 % triklér-ecetsavban oldott 0,3 %
La(NO3),-tal allitottuk le az enzimreakciét. 20 percig allni hagytuk jeges vizben, majd
3.000xg, 10 perc centrifugéldssal eltavolitottuk a csapadékot, amely hosszabb RNS lanc-
darabokat valamint fehérjét tartalmazott. A visszamaradt savoldékony nukleotidok, illet-
ve 1tovid oligonukleotidlanc-darabok abszorpciéjat mértiik 260 nm-nél (Wyen és mits.

1971).

Dezoxiribonukledz (PDNaz)

A dezoxiribonukeldz aktivitasanak mérést hasonléan végeztiik, mint az RNaz ese-
tében azzal az eltéréssel, hogy RNS szubsztrat helyett nativ, illetve denaturalt DNS-t
hasznaltunk. A denaturalt DNS preparalasa: csirke fehérvérsejtbol szirmazé nativ DNS-t
(10 mg/ml) feloldottunk SSC oldatban (0,015 M NaCl és 0,001 M Na-citrat), majd 15
perces forralds utan erds keverés kozben jeges vizben lehitottiik a rendszert, amivel
megakaddlyoztuk a szétvalt DNS lancok Gjra Osszeallasat kettSs spiralla. A keletkezett
den.DNS-t 260 nm-nél a bekovetkezett hiperkromicitds mérés alapjan hataroztuk meg

(Udvardy és mts. 1976).

Proternmeghatdrozds

Az oldhaté Osszprotein mennyiségét Lowry és mts. (1951) alapjan kombinalt
Folin-Biuret reakciéval hataroztuk meg. A minta fehérjetartalmat azonos térfogati
10 %0-os Triklér-ecetsavval (TCA) csaptuk ki, majd ismételten mostuk (5 % TCA) és a
csapadékot lecentrifugaltuk (8.000xg, 10 perc). A precipitatumot 4 ml 0,1 normal NaOH-

ban 10 perces melegitéssel oldottuk fel. Reakcidrendszer: 0,5 ml fehérje aliquot, 4 ml

Biuret reagens, melyet 20 perc szobahémérsékleten tortént allas utan kiegészitettiink 0,5
ml vizzel 1:1 ardnyban higitott Folin-reagenssel. A reakci6 kialakuldsa utan (30 perc) a

kapott kék szin abszorpciéjat 680 nm-nél mértiik. A minta fehérjetartalmat bovine



szérum albumin (Cohn Fr. V.) egyenértékben fejeztiik ki. A tisztitds késébbi fazisiban a

proteinoldat koncentraciéjat a 280 nm-nél mért abszorpciébol szamoltuk ki.

ENZIMTISZTITAS

A lefagyasztott Anacystis nidulans sejteket eldorzsoltiik Al,O3-mal (1:2), majd
elszuszpendaltuk 3 térfogatnyi 0,05 M, pH 7,5 Tris-HCI pufferben, amely 1 mM EDTA-t
és 0,01 % 2-merkaptoetanolt tartalmazott. A kivonatot el6szor 20.000xg/20 percig centri-
fugdltuk, majd a feliiliszét fazisszeparacié céljabol 150.000xg/90 percig ultracentrifu-
galtuk.

Fazisszepardcio. A 10 ml tiszta, sejtmentes feliiliszohoz 2,5 ml 20 %-os Dextran T-500,
4,8 ml 30 % PEG-6.000 és 3 M végkoncentraciéji NaCl-ot adtunk. Allds utdn lecentrifu-
galtuk a rendszert és csak a fels6 PEG fazist hasznaltuk a tovabbi kisérletekhez.

DFEAF barch kezelés. 60 térfogatnyi 0,05 M, pH 7,5 Tris-HCI pufferrel equilibrdlt DEAE
cellul6z és PEG fazis (1:1) alkotta rendszert 2 6ra allas utan Buchner tolcséren atszurtik.
A szintelen szirletet eldobtuk, a DEAE cellul6zhoz 0,05 M, pH 7,5 Tris-HCI puffert
adtunk kiegészitve 0,5 M NaCl-dal, majd 30 perc keverés utan lesztrtiik. A séval tortént
eluci6 soran a fehérjék leoldodtak a DEAE cellul6zrdl €s a szirlet tartalmazta a tovabbi
kisérletekhez sziikséges enzim fehérjéket.

(IVH )80, precipitdcio. A fehérje oldatot poritott ammoénium szulfattal fokozatosan 80
%-ra telitettiink €s 12 6ran at hideg szobdban allni hagytuk. A fehérje csapadékot
(25.000xg, 30 perc) centrifugaltuk. A precipitatumot 0,01 M, pH 6,8 foszfat pufferbe
felvettiik és egy éjjelen at dializdltuk. A dializis utan visszamaradt kevésnyi csapadékot
Ujra lecentrifugaltuk.

DEAFE celluloz oszlopkromatogrdfia pH 6,8. A lecentrifugalt dializatumot egy 0,01 M,
pH 6,8 foszfat pufferrel equilibralt, 2x30 cm-es anioncserélé gyantaval toltétt DEAE osz-
lopra vittiik fel, amelyben a haromdimenziés, térhalds szerkezetd matrix funkcids cso-
portjai (dietil-aminoetil) éter-hidakon keresztiil k6tédnek a poliszacharid lancok gliik6z
egységeihez. A felkot6dott fehérjéket linearis foszfat pufferben oldott (0-0,5 M) NaCl
gradienssel elualtuk. A frakcidk proteintartalmat 280 nm-nél mértiik.

DEAE celluloz kromatogrdfia pf 7.5. Az 6sszekombinalds utan a frakcidkat 0,01 M, pH
7,5 Tris-HCI pufferben dializaltuk, majd felvittik a DEAE cellul6zzal toltott oszlopra,
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amely a pH 7,5-6s pufferral volt equilibralva. A fehérjéket 0,15-0,45 M linearis NaCl
séoldattal mostuk le. Dializis utin amikor a sét eltavolitottuk, a kombinalt frakciokkal
megismételtiik a kromatografdlast DEAE oszlopon. A kapott enzim frakciokat dializal-

tuk, majd 6-8 ml-es térfogatokra szétontve -20 °C-on taroltuk a kisérletekig.

ENZIMKARAKTERIZALAS
Endo illetve exonukleolitifus bontdstipus

Nagy molekulastlyd éleszté RNS-t (Calbiochem) hasznéltunk szubsztritként az

enzimreakci6 sordan. Reakciérendszer: 5 mg RNS, 100 uM, pH 7,5 arzenat puffer és 0,5

ml tisztitott enzimprotein aliquot. Az inkubaciét 37 °C-on végeztiik és 20 pl-es mintakat
vettiink 0, 48, 96 és 144 oras emésztés utan. Az enzimmikodés soran felszabadult kiilon-
b6z lanchosszusagu oligonukleotid bontastermékeket 1x40 cm Sephadex G-50 oszlopon
valasztottuk el. Markerként gyari 3’-AMP-t hasznéltunk fel a mononukleotidok pozicié-

janak meghatarozasara a gélkromatografdlasban (Birnboim 1966).

Enzimatikusan emesztett RNS frakcrondlidsa lanchossz alapjan

Nagy molekulasilyt €leszté RNS-t (40 mg) inkubéltuk 4 ml tisztitott RNaz-zal
800 uM, pH 7.5 arzenat pufferben, ahol a reakciérendszer végtérfogata 8 ml volt. 168
6ras inkubalas utan a reakciét 100 °C-on 10 perces hékezeléssel allitottuk le. Hités utan a
rendszer pH-jat 8,6-ra allitottuk be, ammoénium-hidrogénkarbonattal. Az enzimatikusan
leemésztett kiilonb6z6 hosszisagia RNS lancdarabokat 1,3x30 cm anioncseréld DEAE
cellul6z oszlopon valasztottuk szét konkav NH4HCO;5 gradienssel. A gradiens elGallitasa-
hoz 4 hengertagt Varigrad rendszert hasznaltunk. A henger 1. tartalma 300 ml 1 M, pH
8,6 NH4HCO; , henger 2, 3, 4. esetében valamennyi 300 ml 0,01 M, pH 8,6 NH,;HCO;
puffert tartalmazott. A frakciék nukleinsav tartalmat 260 nm-nél mértiik (Staehelin
1961). A megfelel6 és jol definidlhaté csicsokhoz tartozé frakcidkat Gsszeontottiik,

sotalanitottuk, liofilizaltuk és ezekkel a mintakkal dolgoztunk a tovabbiakban.
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Bdzis specificitds

Kisérleteinkben két médszert haszndltunk: (a) alkalikusan hidrolizalt rovid lanc-
tagli oligonukleotidok bazisosszetételének Osszehasonlitisa a nem emésztett szubsztrat

bazisosszetételével. (b) leemésztett oligonukleotid lancok végcsoport analizise.

Alkalikus hidrolizis 0,3 M KOH jelenlétében (37 °C, 18 6ra) torténé ligos hidrolizis

eredményeként a révid lanctagii RNS toredékekbdl 27,3 -ciklikus nukleotidok szabadul-
nak fel. S6sav hozzdaddsaval (pH1) 3 6ras szobahdmérsékleten torténd allas utan a 27,3’-
ciklikus kotések felbontédnak. Ezutan a mintat KOH-val neutralizaltuk, majd Sephadex
G-10 oszlopon sétalanitottuk. A kombinalt frakcidkat liofilizalas utdn vizben feloldottuk
és kromatografaltuk az Osszehasonlité standardokkal egyiitt Wathman 3MM papiron,
amely impregnalva volt 0,2 M, pH 7,5 foszfat oldattal. A nukleozid 2’,3’-monofoszfatok
kromatografids szétvalasztasat isopropanol: ammoénium-hidroxid: H,O (7:1:3) futtaté
elegyben végeztiik (Nestle és Roberts 1968). Az UV-fényben lathat6 szétvalt komponen-
seket kivagtuk €s 0,01 N sésavval kioldottuk a papirbél. A szétvalasztott nukleotidok
molaris extinciés koeficiense alapjan szamoltuk ki a mennyiségiiket (Cordis és mits.
1975).

Végcsoport analizis. A liofilizalt oligonukleotid mintdk koziil a hosszabb lancu nukieotid

egységeket tartalmazé frakcidkat felvettiikk 0,2 ml glicin-NaOH pufferben (pH 10,4),
amely 0,01 M MgCl,-ot tartalmazott. Alkalikus foszfatazzal (Sigma) kiegészitett reakcio-
rendszert (37 °C, 24 6ra) inkubaltuk, amely soran az enzim a 3’-poziciéban 1évé foszfat
csoportokat lehasitotta. A rendszerhez KOH-ot adva a ligos hidrolizis soran (37 °C, 18
6ra) 3’-nukleozidok szabadultak fel. A reakcidelegy pH-jat ecetsavval 8,6-ra csokkentet-
tiik, majd desztillalt vizzel 5 ml-re kiegészitettiik. A mintat Dowex 1x2 (acetat forma)
oszlopra felvittiik, amely vizzel volt equilibrdlva. A nukleozidok elvalasztisa ‘“‘stepwise”
elicioval tortént, amikoris H,O és 0,1 M, pH 6,2 ammoénium-acetat puffert hasznaltunk

(Georgatsos és Laskowski 1962).
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F'- iletve 5'- bontds tipus meghaldrozdsa

DEAE oszlopon szétvélasztott RNS emésztésbdl szarmazé liofilizdlt oligonuk-
leotid frakcidkat 0,3 M KOH jelenlétében ligos hidrolizisnek vetettiik ald. A lehidrolizalt
oligonukleotid ldncokat tartalmazé elegyet semlegesitettiik, majd Sephadex G-10 oszlo-
pon (1x30 cm) sétalanitottuk. A lehidrolizalédott monomereket két modszerrel hatdroz-
tuk meg:

(a) A liofilizalt szdraz mintdkat 0,025 M pH 5,0 NHy-formiat pufferben feloldottuk és
1x5 cm DEAE oszlopra felvittiik, amely ua. pufferrel volt equilibrdlva. Az oszloprol 1ép-
csés gradienssel (0,025, 0,075 és 0,25 M ammonium-formiat) a koncentraciénak megfe-
lel sorrendben el8szor a nukleozidok, majd a nukleozid-monofoszfatok és legvégiil a
nukleozid-difoszfitok eludalodtak le (Lane és mts. 1963).

(b) A lagos hidrolizatum komponenseit Whatman 3MM kromatografias papiron dsszeha-
sonlité standardokkal egyiitt Laskowski (1967) altal leirt “futtaté elegy I.” rendszerben

valasztottuk el.

Oligonukleotid toredéfef lanchossz meghatdrozdsa

Alkalikus foszfatazzal emésztett mintakat ligos hidrolizisnek vetettiik ala. Sotala-
nitas és liofilizalas utan a mintakat Whatman 3MM papiron kromatografaltuk (Laskowski
1967). Az UV fényt elnyel6 foltokat a papirbdl kivagtuk, majd 0,01 M HCl-el kioldottuk
a nukleozidokat és a nukleotidokat, melyeknek mennyiségét spektrofotometrids méréssel

meghataroztuk. Az atlag lanchosszusagot a nukleotid/nukleozid aranybél szamoltuk ki.

Molekulasily meghatirozds

Sephadex G-100 oszlopon (2,4x100 cm) gélsziréssel hataroztuk meg a tisztitott
RNéz moltomegét. A marker proteinek koziil a Ms. 67.000 bovine-szérum albumint
Cohn Fr. V. (Sigma) UV abszorpcid, mig a Ms. 12.000 citokrom-C-t (Sigma Type I1.) a
lathat6 fénytartomanyban val6 elnyelés alapjan azonositottuk. A tormabodl nyert Ms.

40.000 peroxidaz (Worthington) esetén enzim aktivitast mértiink (Wyen és mts. 1971).
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EREDMENYEK

Munkdinkat megelézéen a szakirodalomban utaldsok torténtek keét enzimnek
(Glikogén foszforildz és Gliik6z 6-foszfat dehidrogendz) sotétben torténd szintézisére,
amelyek az obligat fotoautotrof szervezetek sotétben lejatszodoé endogén energia meta-
bolizmusaban vesznek részt. Kisérleteinkben a “sotét-indukalt” (de novo szintézis) enzi-
meknek egy mdsik csoportjara terjesztettiik ki vizsgalatainkat a virusfertézésre induka-

16d6 rukledz( ok )-ra.

Folytonos fényviszonyok kozott az AS-1 tipust fag fert6zés esetén az Anacystis
nidulans kultiraban a virusok teljes abszorpcidja 1 6ra alatt befejezédik és a konstans
cianobaktérium sejtszam az 5. érara elkezd csokkenni a lizis beindulasdval. A cianofdg-
gal fertézott Anacystis sejtekben folyamatos megvildgitisban 1 6ra mulva a dezoxiribo-
nukledz (DNaz), mikodésében novekedés allt be és a 4-5. 6ra kdornyékén az aktivitas 15-
20-szorosra emelkedett. A ribonukledz aktivitas a fert6zott sejtekben egy konstans érté-
ken stagnalt €s kb. 5 éraval kés6bb a fert6zési ciklus utolsé fazisaban dramatikusan meg-
emelkedett. A foszfomonoeszteraz aktivitasa szignifikansan csokkent a a fertézés utani
elsé 2 oraban és egy nagyon gyors emelkedés kezdddott az 5. ora koriil (kb. 1 éraval a

fert6zott sejtek lizisének mgindulasa el6tt), amely hasonlitott az RNaz viselkedéséhez.

Teljes sotétségben tartott cianobaktérium sejtekben a nukleazok aktivitdsa valto-
zatlan maradt, viszont ha a virusfert6zott sejteket 1-2 6rdig megvilagitottuk, majd tartos
sotétségbe helyeztiik, csak a DN4z aktivitasa emelkedett meg (hasonlé értéket mutatva,
mint a folyamatos megvilagitas esetében) annak ellenére, hogy a virus teljes szaporodasi

ciklusa leldllt és a sejtek sem estek szét.

Az obligat autotrof sejtek virusfert6zésre (stressz) megemelkedett nukledz akti-
vitds valtozasok egyaltalan nem voltak jellemzdk a virusfert6zott, fotoszintetizald, maga-
sabbrendd novényi sejtekre (Wyen és mts. 1972). A virusfert6zés sordn 1étrejové korai és
eroteljes DNaz aktivitas emelkedés azonban nagyon hasonlitott a heterotréf baktériumok-

ban fagfert6zésre lejatsz6do folyamatokhoz (E. coli stb.).
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A késéi fert6zési stadiumban, amikor a sejtek kdrosodasa megfordithatatlan (rovi-
desen bekovetkezik a sejtek szétesése) a RNaz é€s PMaz aktivitasok drasztikusan meg-
emelkednek. Az Anacystis nukleinsav anyagcseréjében résztvevé nukledzok viselkedése
- amikor a fertézott sejtek szétesése beindul - nagyon hasonlatos a z6ld fotoszintetizalé
eukariota sejtekben lejatsz6do hasonlé folyamatokhoz (virus infekci6, mechanikai stressz

hatasok stb.).

A fénynek a virusfert6zési mechanizmusokban valé szerepére tovabbi eredménye-
ket szolgaltatott a fotoszisztém II. reakcié centrumot gatlé 3-(3,4-diklérfenil)-1,1-dimetil
urea (DCMU). Folytonos megvildgitdsban a 10> M DCMU kezelés drasztikusan lecsok-
kenti a DNaz aktivitdsat, amely alatamasztja, hogy a fotoszintézis altal biztositott energia

hasznalédik fel a DNz sotétben torténd szintéziséhez.

Teljes megvilagitasban a foszfomonoeszteraz aktivitisa a fert6zott sejtek korai
stadiumaban egy atmeneti csokkenés utan (amivel ellentétben a DNaz aktivitds emelke-
dik) a 4-5. orara szignifikansan megemelkedik. DCMU kezelés hatasara a fert6zés korai
szakaszara jellemzG PMaz aktivitas csokkenés jelentGsen lelassul és az RNaz-zal egyiitt

egy konstans szinten marad a 6 6ras megvilagitasi kisérlet alatt.

3x10* M kloramfenikol (protein szintézis inhibitor) jelenléte teljesen gdtolta a
DNaz aktivitas emelkedést ugyantgy, mint az RNdaz és PMaz aktivitas novekedést, ame-
lyek a sejtek szétesési folyamatainak kiséréi. A kapott valtozasok alatimasztjak, hogy a
virus indukalt enzimaktivitas emelkedések ) proteinszintézis és nem enzimaktivalodas

eredménye.

RNaz tisztitashoz az AS-1 cianofaggal fertézott A. nidulans sejteket a fert6zés
utani 5. éraban gyujtottiik be, amikor az RNaz aktivitas ugrasszerien megemelkedett. Hét
lépésben tortént tisztitas soran a virusindukalt RNaz eseténbe mintegy 300-szoros tiszti-
tasi fokot értiink el. A tisztitott enzim nem bontott nativ és denaturalt DNS-t, p-nitrofenil-
foszfatot (PMaz aktivitas), bis-p-nitrofenilfoszfatot (foszfodiészteraz aktivitas, PDaz),

valamint 3’ és 5’ nukleotidokat (nukleotiddz aktivitdas). Szintetikus homopolimerek
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esetében a tisztitott enzimmel tortént bontas mértéke a kovetkezé sorrendet adta poly U >
poly C > poly I > poly A. A pH 7,5 optimummal rendelkezd, 12.400 molekulastlyt
homogén tisztitott enzim nem abszolit fémionfiiggs. Fe3* stimuldlta ellentétben a Co>*
és NiZ* gitolta az enzimmikodést. Bontastipus alapjan endonukledznak bizonyult, mely-
ben a legnagyobb mennyiségben felszabadult atlag oligonukleotid ldnc darab hosszisig
(3), 3’ végallasu foszforcsoporttal. Az enzim a felszabadult oligonukleotid egységek ba-
zisosszetételének elemzése, valamint a szintetikus poliribonukleotid molekuldk bontasa-

nak alapjan, egy relativ UMP specificitast mutatott.

Az eredményeket Osszevetve az egyetlen kozleményben megjelent kék-zold alga-
bél tisztitott nukledz tulajdonsagai alapjan - néhany hasonl6sig ellenére - egy tjonnan
szintetizalodott enzimrdl beszélhetiink. Legalapvetébb kiilonbség a bontastipusban
figyelhet6 meg. Az irodalomban leirt enzim azokat a foszfodiészter kotéseket hasitja az
RNS-ben, ahol a ribéz 2’ poziciéju hidroxil csoportja metilezve van, illetve a felszaba-
dult végtermékek 5’ pozici6ju foszforcsoportot tartalmaznak (Norton é€s Roth 1967/B).

A tisztitott virusindukalt RINaz két tulajdonsagat érdemes kiemelni: p/7 7.5 RNdaz
miikodest optimum €s egy hosszu idejd RNS emésztés soran felszabaduld rovid lancragi
oligonukileotidok (kb. 3 db nukleotid egység). A két fent emlitett kiemelt tulajdonsdg na-
gyon jol Osszeegyeztethet azokkal az eredményekkel, amiket magasabbrendd novények
kloroplasztiszaibdl tisztitott nukledzokat vizsgilva kaptak. Altaliban a magasabbrendd
novnyekbdl izolal RNazok pH optimuma savas tartomanyba esik és a szubsztrat elbon-

tasa soran mononukleotidok szaporodnak fel (Dove 1973, Wilson 1975).
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OSSZEFOGLALAS

AS-1. cianofaggal fert6zott Anacystis nidulans sejtekben fényen 1 6ra elteltével a
DN4z aktivitds gyorsan emelkedett €s az 5. 6ra végére mintegy 15-20-szoros szintet €rt
el. Az RN4z és PMaz aktivitdsok szignifikans emelkedést az infekcidé utani 4-5. 6rdban
mutattak 1 6raval a sejtek lizdlasa elGtt. Teljes sotétben a nukledzok aktivitsi szintje val-
tozatlan maradt. Ha a fertdzott sejteket 1-2 6ran at fény expoziciénak tettiik ki, majd tar-
tos sotétbe helyeztiik, a DNaz aktivitas emelkedés kozel hasonlé eredményt mutatott,
mint folytonos megvilagitas esetén, annak ellenére, hogy a virus teljes szaporodasi ciklus
rendje felbomlott, ledllt és a sejtek lizise is csak folytonos fényben tortént. Az Anacystis
nidulans fotoszisztem II-t gatolva DCMU-val a virus indukalt aktivitisndvekedés gatlo-
dott, a 2 6ras megyvilagitas, majd ezt kovetd sotét periédusban. A protein szintézis inhibi-

toraként hasznalt kloramfenikol kezelés szintén gatolta a DN4az mikodését.

A fag fert6zés késéi szakaszaban aktivalédott RNaz tisztitasa soran mintegy 300-
szoros tisztasagi fokot értiink el. A tisztitott enzim nem bontja a nativ illetve den.DNS-t,
inaktiv volt a p-NPP és a bis-p-NPP szubsztratok esetében, valamint nem rendelkezett 3’-
és 5’-nukleotidaz aktivitdassal sem. Hozzavet6legesen a 12.000 molekulatomegi enzimfe-
hérje optimalis aktivitasa pH 7,5 volt. Nem kizdrélagos ionfiiggd, de Fe3* serkentette a
Co’* és Ni* gatolta az enzim aktivitdsat. Egy relativ uridilsav specifikus endonukledz,
amely hosszi ideig tart6 RNS emésztés soran atlagban 3 nukleotid egységbdl allé oligo-

nukleotidokat szabadit fel 3’-poziciéju foszforcsoporttal.
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HORMONKEZELT BUZAGYOKER
KALLUSZTENYESZET ENZIMOLOGIAI
VIZSGALATA
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BEVEZETES

A novényi szovettenyésztés izolalt névényi anatémiai részek (embrio, sejtek, szo-
vetek, szervek, ivarsejtek) in vitro koriilmények kozotti fenntartidsa, amikor ezen részek
anyagcseréje potencidlisan korlatlan ideig fenntarthaté, fejlédésiik tetszés szerint repro-
dukalhat6 sot regulalhaté a fejlédés folyamatat kivalto faktorok segitségével. Ezen a terii-
leten felhalmozott kutatasi eredmények vezettek oda, hogy eukariotik egyes sejtjei “ele-
mi organizmusként” mikodhetnek, ha szervi, szoveti kapcsolataikbél elvalasztjuk dket.
A kultirakban tartott sejtek anyagcsere- és fejloldési-feltételeinek megismerése tehat el-
vezetett a sejtdifferencidlédas és organizalédas folyamatainak iranyitisahoz €s reverzi-
bilis regulaciéjahoz is és egyben bizonyitéka lett az addig csak feltételezett totipotencia-

nak 1s.

A szovettenyésztésben a vitaminok (piridoxin, tiamin, nikotinsav-amid, stb.), a
kiilonb6z6 N-forrasok és mikroelemek mellett a hormonok alkalmazdsa gyorsitotta fel e a
modszer széleskort elterjedését. A szovettenyésztés mai eredményei a hormonok interak-
cidira és regulal6 hatdsukra vezethetSk vissza. E16szor a naftil-ecetsav (NES) és az indol-
ecetsav (IES) haszndlata terjedt el, mint a szovetek osztédasanak és differnecidlédasanak
altalanos serkent6i. Kés6bb ismertté valt, hogy az auxinok egyes folyamatokban specidli-
san hatnak. Az osztédasban és szoveti gyarapodasban a NES-nek a gyokér indukciéban
az IES-nek és az indol-vajsavnak (IVS), a kallusz szovetgyarapodasban a szintetikusan

el6allitott 2,4-diklér-fenoxi-ecetsavnak (2,4D) van kimagaslé szerepe.

A felhalmozédé kutatasi eredmények alapjan mar az is nyilvanvaléva valt, hogy
sem a sejtnovekedést, sem a sejtosztédast, differencialédast és az organizalédast nem
egyes exogén hormonok, hanem ezek interakcidi okozzak, amelyek a sejtek endogén hor-
monszintjét, illetve ezek aranyat valtoztatjak meg (Steward 1970). A hormondlis interak-
cidk létét a gibberellinek szovettenyészetekben torténé szervképzése, valamint az 1955-
ben felfedezett DNS-bdl szarmaz6 mutermék kinetin, illetve késdbb felismert természetes
citokinin szarmazeékok (zeatin és izopentenil-adenozin) felhaszndldsa is megerdsitette

(Jones 1973). Az auxinok, gibberellinek és citokininek serkentik a sejtek etiléntermelését,
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aminek szerepet tulajdonitanak a kalluszosoddsban és a szdvetek organogenetikus diffe-
rencidlédédsinak gatlasdban (Steward és Hsu 1977). Az altalanos ndvekedést gatlénak tar-
tott abszcizinsav a szovettenyészetekre gatlé hatasan kiviil a citokininekkel €s auxinokkal

mutatott szinenergista jellegével hathat (Milborrow 1974).

A sejttdl a szervezetig vezetd morfogenetikai valtozdsokra jellemzé mechanizmu-
sok megismerése nem nélkiilozheti az ezeket kiséré anyagcsere folylamatok biokémiai és
enzimoldgiai vizsgélatat. A nukleinsav lebontdsi anyagcserében résztvevé enzimek koziil
az RNiz szintje és a Cichorium és Nicotiana kallusz tenyészet novekedés intenzitasa ko-
zott negativ korrelacié figyelheté meg (Gwoézdz 1973 és Vetter 1974). A tovabbi nukleo-
litikus enzimek véltozasainak vizsgdlata osszefiiggéseket tarhat fel a kiilonb6z6 koncent-
raciéban hasznalt novekedési faktorok szerepére a kallusz novekedés indukcidjaban és

fenntartasaban.

A novényi sejtek nukleinsav lebontdsi anyagcseréjében résztvevo enzimek Wilson
(1975) osszefoglalé munkdja alapjan a kovetkezd csoportokba oszthaté be.
RNaz /. oldhaté endoribonukledzok, amelyek 27,3 -ciklikus nukleotidokat szabaditanak
fel, preferalva G-re, amely a legnagyobb mennyiségben jelenlévd korai termék. Csak a
purin ciklikus nukleotidokat képesek tovabb bontani. pH optimumuk 5,0 koriil van és
20.000-25.000 molekula tomegd fehérjék.
RNaz [/, Mikroszémadlis endoribonukledazok, melyek szintén G-re preferaltak, pH opti-
mum 6,0 és 17.000-20.000 molekulastlyt fehérjék.
Erxonukledz. Polinukleotid lancokat hasit a lanc 3’-végérdl, 5’-mononukleotidok felszaba-
ditasa koézben. pH optimum 7-9 kozott van. Az izolalt enzimek molekulasilya 100.000
vagy e folotti. A novényekbdl izoldlt exonukleazok sok tulajdonsagukban hasonlitanak a
vipera méregbdl izolalt foszfodieszterazhoz.
Nufledz /. A magasabbrendld novények nukleinsav anyagcserében résztvevd nem cukor-
specifikus endonukleazok relative egy adenin (A) specifikus enzimek. Mikodésiik soran
egyforman hasitjdk a den.DNS-t és az RNS-t 5’-nukleotidok felszabaditdsa kozben,
ugyanakkor alig bontjak a nativ DNS-t. Rendszerint az RNS és den.DNS bontas mellett

3’-nukleotiddz enzimaktivitiassal is birnak. pH optimumuk 6,0 vagy ennél magasabb.
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A 33.000 molekulatdmeg( fehérjék mikodését rendszerint az EDTA gétolja, illetve

gyakran kétértékd kationokat igényelnek optimalis mikodésiikhoz, stabilitdsukhoz.

Kiilonb6z3 névényekben vizsgdlva a nukledz 1. szerepét, sikeriilt egy j6l kimutat-
haté 6sszefiiggést megéllapitani az enzim akkumuldcidja és az dregedés kozott (Wyen és
mts. 1971). Mads esetben kimutathat$ volt a nukleaz I. szintjének véltozdsa a hormonke-
zelt ndvényi levelekben, ahol abszcizinsavval (ABA) kezelt fiatal levélszovetekben latva-
nyosan megemelkedett az “ageing specific” (korspecifikus) nukledz aktivitds (Udvardy és
Farkas 1972). A biza csiranovény kiilonbozé szerveiben egyforman megtalalhaté a nuk-
leaz 1., beleértve a gyokeret is. Ugyanakkor el6ézetes kisérletek arra utalnak, hogy ABA
kezelt levélszovetekben megemelkedett nukledz szint nem volt kimutathat6 az Ggyandgy

kezelt gyokérszovetekben (Sivok és mts. 1977).

Célkirizések.

Kisérleteinkben j6l karakterizalhaté buzagyokér kallusz tenyészetek fenntartasa €s szapo-
ritasa kiilonb6z6 novekedési faktorok jelenlétében.

Az o-naftil-ecetsav, 2,4,5-triklorfenoxi-ecetsav és 3,6-diklor-o-anizssav noveke-
dési faktorok optimdlis koncentracidjanak beallitasa a kallusz tenyészet stlygyarapoda-
saban.

A kiilonbozd koncentraciéban hasznalt novekedési faktorok altal okozott nukleo-
litikus enzimvaltozdsok (RN4z, den.DNaz, PMaz, PDaz) vizsgalata.

A sulygyarapodas és azzal Osszefiiggé nukleolitikus enzimek valtozasanak pozi-
tiv, negativ korrelacios vizsgalata.

Abszcizinsav hormonkezelt gyokércsicsokban torténd nukleolitikus enzim akti-
vitds valtozasok vizsgdlata. Nukledz I kitisztitdsa €s karakterizalasa gyokércsicsbdl,
valamint az eredmények Osszehasonlitasa a levelekbdl kitisztitott ABA hormonindukalt

Nukleaz I-gyel.
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MODSZEREK

KALLUSZ-TENYESZETEK KESZITESE

Triticum aestivum gyokércsicsokat haszndltunk fel kallusz képzésre. Dudits és
mts. (1975) 4ltal leirt médium T-t hasznaltunk a szovettenyésztésre, amelyet kiegészitet-
tiink 20 g/l szachar6z és 6 g/l oxoid agar hozzdadasdval. A kisérletekhez kiilonb6z6 kon-
centracioju névekédési faktorokat haszndltunk: o-naftilecetsav (NAA), 2,4,5-triklor-
fenoxi-ecetsav (2,4,5-T) és 3,6-diklér-o-anizssav (Dicamba). Inicidcié utdn 6 héttel gytj-

tottiik 6ssze a primér kallusz széveteket és -25 °C-on taroltuk a kisérletekig.

ENZIMAKTIVITAS MERESEK

A lefagyasztott primer kallusz szoveteket hideg, 0,1 %-os aszkorbinsavat tartal-
maz6 10-szeres mennyiségid 0,05 M pH 7,5 Tris-HCI pufferrel extrahdltuk az enzimak-

tivitasok meghatarozasahoz.

Rrbonukledz (RNVdz)

Eleszté RNS-t hasznaltunk szubsztratként az enzimreakciéban. Az aktivitdst a
savoldhat6 felszabadult bontastermékek abszorpcidja alapjan 260 nm-nél mértiik (Wyen

és mts. 1972).

Dezoxiribonukledz (PDNdz)

Nativ és denaturalt DNS-t hasznaltunk szubsztratként a reakcidban. Az eredmé-
nyeket a savoldékony nukleinsav bontastermékeknek 260 nm-nél az abszorpciéban oko-

zott valtozas alapjan mértilk (Wyen és mts. 1971).

Foszfomonoeszierdz (PMdz)

Szubsztratként szintetikus p-nitrofenil foszfatot hasznaltunk. A lehasitott foszfor-
sav maradék utan felszabadult p-nitrofenol elnyelését mértiik ltigos kdzegben 400 nm-nél

(Udvardy és mts. 1970).
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Foszfodieszterdz (PDdz)

Az enzimaktivitds mérése szintetikus bis-p-nitrofenil foszfattal tortént (bis-p-
NPP). A reakci6 sordn az enzim elhasitja a foszfodiészter kotést és a szubsztrat elbomlik

p-nitrofenil foszfitra (p-NPP) és p-nitrofenolra (p-NP). A felszabadult p-NP-t mérjiik

ligos kozegben 400 nm-nél. Reakcidrendszer: 5 mM acetat puffer, pH 5,3, 3 uM bis-p-
NPP, 0,1-0,2 ml enzimkivonat. Ossztérfogat 2 ml. A reakciéelegyet 40 percig inkubadltuk
37 °C-on, majd 0,3 N NaOH (1 ml) leallitottuk a reakciét. A reakcidrendszer abszorp-

ci6jat 1 cm-es kiivettaban 400 nm-nél mértiik.

F'- dletve 5 -nukleotidaz

Az enzimek a nukleotid monofoszfiatok 3’-5’ poziciéji foszfatészter kotéseit

hidrolizaljak el. Reakciérendszer: 100 uM Tris-HCI pH 7,5, 500 uM 3’-AMP, illetve

5’-AMP, 20-100 pul enzimtartalmu kivonat. Az dssztérfogat 1 ml. 37 °C-on 40-60 percig
inkubaltuk a rendszert, majd 1 ml 10 %-os TCA oldattal allitottuk le a reakciot. A fel-
szabadul6 foszfort Chen és mts. (1956) moédszere alapjan hatdroztuk meg. 10 perces
szobahdmeérsékleten vald allas utan 820 nm-nél mértiik a kialakult kék szind komplex

fényelnyelését.

Proternmeghatarozds

A protein koncentracié meghatarozasat a crude extraktbol Lowry és mts-1 (1951)
altal leirt modszer alapjan végeztiik. A tisztitas utolsé fazisaiban a fehérjeoldat koncent-

raciojat A,gg nm-nél mért abszorpcid alapjan szamoltuk ki.

ENZIMTISZTITAS

Sotétben, petricsészében csiraztatott buzandvényke 1 cm-es levagott gyokércsics
darabjait hasznaltuk fel a kisérletekhez.. Hormonkezelés soran a gyokércsucs darabokat
vizes kozegbe helyeztiik (kontrol mintak), valamint 10~ M abszcizinsav (ABA) oldatba,
eros levegoztetés jelenlétében 24 6ran keresztiil. Az igy OsszegyUjtott mintegy 22 g gyo-
kérszovetet elhomogenizaltuk 0,05 M pH 7,5 Tris-HCI pufferrel, amely 0,1 % aszkorbin-

savat tartalmazott. A homogenizatumot 40.000xg centrifugaltuk €s a szupernatansbol
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80 % (NHy4),SO, telitéssel kicsaptuk a proteint. 24 6rds dllds utdn a csapadékot lecent-

rifugédltuk, majd dializaltuk Tris-HCI pufferrel szemben.

DEAFE oszlopkromatogrdfia

2x20 cm DEAE cellulézzal toltétt 0,01 M pH 7,5 Tris-HCI pufferrel equilibralt
oszlopra vittiik fel a protein oldatot. Az eludlds 0-0,4 M linearis NaCl oldattal tortént.
Az RNS és denaturalt DNS bonté aktivitasi cstiicshoz tartozo frakcidokat osszekombinal-

tuk és dializaltuk.

Hidroxyapatit kromatografia

A DEAE utan 6sszekombinalt frakciokat 0,01 M pH 6,8 foszfit puffer jelenlété-
ben dializaltuk, majd egy 2,5x10 cm hidroxyapatittal toltott oszlopra vittiik a fehérjeolda-
tot. A felkotddott enzimfehérjéket egy pH 6,8 linedris foszfatgradienssel oldottuk le
(0,01-0,3 M). Az enzimaktivitast tartalmazé frakcidkat dializaltuk (foszforeltavolitas),

majd lefagyasztva taroltuk az enzim karakterizalasdig.

ENZIM KARAKTERIZALAS
Endonufleolitifus bontds meghatdrozdsa

Az RNS-bél valamint a den.DNS-b4l az enzimemésztés soran felszabadult bon-
tasi végtermékeket Sephadex G-50 oszlopon vilasztottuk el a molekulasily megoszlas
alapjan. Az elvalasztasra felhasznalt aliquotokat kiilonb6zé ideig tortént hirdolizis utin

vettiik. Standardként gyari 3’-AMP-t hasznaltunk.

Végtermékek frakciondldsa lanchossz alapydan

Szubsztratként hasznalt nagy molekulasulyd RNS, valamint den.DNS hosszu ide-
jUi emésztésébdl kapott kiilonb6z6 hosszisagi leemésztett oligonukleotid és dezoxi oli-
gonukleotid lancokat anioncserélé DEAE oszlopon valasztottuk szét konkav 0,01-1 M,
pH 8,6 ammonium-hidrogén-karbonat gradiens segitségével (Staehelin 1961). A DEAE
oszloprdl elsé frakcidk kozé tartozé nukleozidokat és nukleotidokat két dimenziés papir-

kromatografiaval valasztottuk szét €s azonositottuk (Laskowski 1967).
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J' és 5 -bontdstipus

A tisztitott nukledz I. enzimmel leemésztett RNS és den.DNS-bdl felszabadult és
elvdlasztott oligonukleotid lianctoredékekbdl kivalasztottunk néhany j6l definialt frakciot.
Ezeket ligos hidrolizisnek vetettiik ald, majd a hidrolizatumban felszabadult mononuk-

leotidokat prpirkromatografias modszerrel elvalasztottuk és meghataroztuk.

Bdzis specificitds végcsoport analizissel

A DEAE cellul6zon konkav gradienssel elvalasztott és jol definialt oligonukleotid
lanc toredéket liggal hidrolizaltuk. A hidrolizis soran felszabadult nukleozidokat Dowex

1x2 oszlopon valasztottuk szét “stepwise” elucioval (Georgatsos és Laskowski 1962).

Molekulasiily meghatdrozds

A tisztitott enzim molekulasilyat Sephadex G-100-on torténé gélsziréssel hata-

roztuk meg ismert molekulasilyu fehérjék jelenlétében (Wyen és mts. 1971).
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EREDMENYEK

A bulza gyodkércsicsbdl eldallitott kallusz szovet gyarapodasit az inicidlastol
kezdve 6 hétig vizsgaltuk. A tdptalajhoz kiilonb6zé koncentraciéba adtuk kiegészit6ként
a novekedési faktorokat. Az optimdlis hormonkoncentracié a kallusz szovetek stlygyara-
poddsdban a 3,6-diklor-o-dnizssav (Dicamba) esetében 5x103 mM; 2.,4,5-triklérfenoxi-
ecetsav (2,4,5-T) esetében 2,5x10-3 mM, valamint az a-naftil-ecetsav (NAA) esetében
4x102 mM volt. Abszolit értékben kifejezve a legnagyobb silygyarapodast a kezelt

kallusz szovetkultiraban az a-naftil-ecetsavval (NAA) kaptunk.

A kiilonbozd hormonkezelt kallusz szovetkultirakban megvizsgaltuk a stilygyara-
podas és a nukleinsav anyagcserében résztvevé enzimek (RNaz, DNaz, den.DNaz, PMaz
és PDaz) specifikus enzimaktivitas valtozasainak Osszefiiggéseit. Kiilonb6z6 koncentra-
ci6ji Dicamba kezeléssel (3x10*-1x10> mM) kapott ndvekedési gorbéhez hozzarendelt
enzimaktivitas valtozasok az RNaz, DNaz €s den.DNaz esetében antiparalellek (ellentétes
lefutastak). Kevésbé hangsulyozott, de alapvetden antiparalell tendenciat taldltunk a
foszfomonoeszteraz (PMaz), valamint a foszfodieszteraz (PDaz) specifikus aktivitas ese-

tében is (Udvardy €s mts. 1976).

Nem mutathaté ki antiparalell kapcsolat a novekedés és az enzimszint kozott,
amikor a kallusz szovettenyészethez 2,4,5-T (3x104-1x102 mM) illetve NAA (2x10-2-
1x10"! mM) novekedési faktort adtunk. Az RN4z és a DN4z specifikus aktivitisa egyen-
letesen csokken az egyre novekvd koncentraciéban alkalmazott fent emlitett két hormon
jelenlétében annak ellenére, hogy a kiilonb6z6 koncentraciéban adott hormonok hatasara
a szoveti sulygyarapodas egy tipikus maximum gorbét ad. A PMaz és PDaz aktivitasok
gorbéi, valamint a kiilonb6zé koncentraciéban adott NAA és 2,4,5-T hormonok altal
okozott szoveti silygyarapodast leir6 maximum gorbe kozel megegyezd, parallel lefuta-
si. A kapott eredményekbdl levonhaté kovetkeztetések megerdsitik azt a feltevést, hogy
in vitro koriilmények kozott intenziv primer szovetgyarapodds €s egy csokkend nukleaz

enzim aktivitasi szint kozott nem sziikségszertd valamilyen korrelacio.
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Az eredmények Osszecsengenek kordbbi megfigyelésekkel, ahol indolecetsavval
serkenteni lehetett a kezelt novényi szervek novekedését (buza koleoptil, borsé szar),
ugyanakkor az RNdz aktivitds szintje csokkend tendencidt mutatott (Truelsen 1967).
A 2,4,5-T és NAA-val kapcsolatos megfigyeléseink eredményei a fent emlitett osszefiig-
gések tiikrében nem kovetik az dltaldnosan levonhaté szabdlyszertiségeket. Ha csak a
Dicamba kezelés eredményeit vessziik figyelembe, akkor konnyen ahhoz a hibas megal-
lapitdshoz juthatunk, amely alapjan megerdsithet6 a korabbi kdzleményekben leirt RNaz
szint és a kallusz novekedés kozti antiparallel kapcsolat. A jelen eredmények még annak
ellenére is érdekesnek tinnek, hogy bizonyos kezelések hatisira nem mutathaté ki kor-
reldcié a kallusz novekedés €s a szembetlind nukleaz aktivitas valtozasok kozott, mig mas
hormonok alkalmazéasa soran negativ vagy pozitiv osszefiiggés van a szovetgyarapodas és
néhdany enzim szintjének megvaltozasa kozott (Dicamba: RNaz és DNaz; 2,4,5-T: fosz-

fomonoeszteraz, €s foszfodieszteraz).

Osszehasonlitva mindhdarom novekedési faktorral végzett kisérlet eredményeit,
nagy valoszinuséggel ugy tinik, hogy a szovetgyarapodas (kallusz €s mas szoveti kultd-
rak) Osszefligg szamos masodlagos anyagcserefolyamattal, amely paralell a novekedés
trendjével. Amikor nincs kdzvetlen interferencia a fent emlitett masodlagos anyagcsere
folyamatok €s a novekedési iitem kozott, a kapott eredmények egy pozitiv korrelaciot
mutatnak. Ha egy novekedési faktor megvaltoztatja az enzimnek a szintjét tobbé-keveésbé
specifikus médon (pl. csokkenti), ilyen esetben a szovetnovekedés €s az enzimszint kozti
nyilvanvalé korrelacié eltinik. Valészinlsithetd magyarazata az osztédo szoveti sejtek
normal médon valaszolnak az eltéré koncentraci6ji novekedési faktorok okozta hatdsok-
ra még akkor is, ha az enzimek aktivitasi szintje egyenletesen csokken a novekvd hor-
monkoncentracié fiiggvényében. A fent emlitett Osszefiiggések okozhatjak az RNaz és
DNaz specifikus aktivitds szintjének valtozasait a 2°,4°,5-T-vel kezelt kallusz szovetek

novekedésében.

Buza gyokércsucesbol kitisztitott nukleaz I. esetbéen 123-szoros tisztitasi fokot
értlink el. Az enzim elsGsorban a den.DNS-t bontotta nagy intenzitassal és csak kevésbé

az RNS-t, illetve a nativ DNS-t praktikusan nem bontotta. A tisztitott enzim tartalmazott



3’-nukleotidazt, ugyanakkor 5’-nukleotiddz, foszfomonoeszteriz és foszfodieszteraz
aktivitds nem volt kimutathaté. Az enzim egy endonukledznak bizonyult, amely 5’-nuk-
leotidokat szabadit fel mind az RNS-bdl, mind a den.DNS-bél. A szubsztratok elnyjtott
inkubéldsa sordn felszabadult oligo- illetve dezoxi oligonukleotid lincok végcsoport
analizisének eredménye alapjan az enzim egy relative adenin specifikus endonukledznak
bizonyult. Az enzimnek gélszlréssel Sephadex G-100-on meghatirozott molekulastlya

kb. 36.000.

A gyokérbdl kitisztitott és karakterizalt nukleaz Wilson (1975) osztalyozdsa alap-
jan “novényi nukleaz 1.”. Hasonlé tipust “regedés specifikus” nukledzt taldltak a leve-
lekben. Jellemz6 moédon ez az enzim a szeneszcencia alatt a levelek szoveteiben nagy
mennyiségben halmozédott fel. Az abszcizin savval Oregitett fiatal levél szovetekben a

nukledz I. enzim aktivitds szintje tobbszorosére emelkedett.

Kisérleteinkben 24 éras 10> M ABA kezelt gydkércsicsokbol mért nukledz I.
aktivitdsaban nem tortént valtozas. Hasonl6 feltételek kozott ABA kezelt levélszovetek-
ben az enzim aktivitisa mintegy 5-10-szeresére megemelkedett 24 6ra alatt, ugyanakkor
mas nukleolitikus enzimek aktivitisaban nem tortént szamottevo valtozas (Udvardy €s
Farkas 1972). A kiilonb6zé ABA koncentraciénal (104-10-7 M) mért nukledz aktivitas
agyszintén nem valtozott a gyokérszovetekben, de ez igaz volt az dsszes RNS-t bontd

aktivitassal biré enzimekre is, amelyek mikodését nyers kivonatbol mértiik.

Kisérleteink el6tt néhdny utalds 1étezett a szakirodalomban a novényi hormonok-
nak (magaban foglalva az ABA-t) a nukleinsav lebontdsi anyagcserében résztvevo
enzimek aktivitasszintjére gyakorolt hatasardl €s csak egy esetben tortént utalas az ABA

kezelt gyokérszovetben az RNaz aktivitasanak egy enyhe emelkedésérdl (Pilet 1970).

A levelek vizsgalata soran kapott szamos eredmény, valamint a gyokérbdl szar-
mazo6 néhany irodalmi adat alapjan valdszindGsithetd, hogy az abszcizinsavnak a hatasa a
nukledzok aktivitisanak megvaltozasaban nem kozvetleniil az enzimfehérjékre gyakorolt

hatdson alapszik, hanem ezek a torténések szervspecifikusak.
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OSSZEFOGLALAS

Biza gyokércsicsokbdl készitett kallusz kultirdkat szaporitottunk o-naftil-ecet-
sav (NAA), 2,4,5-triklorfenoxi-ecetsav (2,4,5-T), valamint 3,6-diklor-o-dnizssav
(Dicamba) ndvekedési faktorok jelenlétében. A kiilonb6z6 novekedési faktorok optimalis
koncentricidja a kallusz szovet gyarapoddsiban NAA (4x102 mM), 2,4,5-T (2,5x1073
mM), Dicamba (5x10-3 mM). A nukleolitikus enzimek koziil az RN4az és DNaz aktivitds
negativ korrelaciét mutatott a Dicambaval kezelt kallusz ndovekedéssel. NAA és 2,4,5-T
kezelt gyokérkallusz tenyészetben ilyen Osszefiiggést nem kaptunk az RNaz és DNaz ese-
tében. Pozitiv korrelacié volt megfigyelhetd a szovetgyarapodds €s két enzim aktivitdsa
kozott (foszfomonoeszteraz é€s foszfodieszteraz). Bizonyos enzimek esetében azok a val-
tozasok, amikor az aktivitasuk csokken az emelkedd hormonkoncentricié fiiggvényében,

fiiggetlenek a kallusz novekedés mértékétal.

A gyokércsucsi szovetbdl tisztitott RNaz esetében mintegy 123-szoros tisztasagi
fokot értiink el. A den.DNS-t €s RNS-t egyarant bonté enzim emellett 3’-nukleotidaz
aktivitassal is birt. DNaz, PMaz, PDaz és 5’-nukleotiddz aktivitast nem tartalmazott. Egy
adenilsav specifikus endonukleaz pH 5.0 optimummal, amely a bontas soran 5°-nukleoti-
dokat szabadit fel mind az RNS-bél, mind a den.DNS-bél. Az eredények alapjan a gyo-
kérbdl tisztitott enzim Wilson osztilyozdsa alapjan novényi nukledaz I. A novényi levelek-
bdl izolalt abszcizinsav indukalt nukleaz I-el szemben a gyokérszovetbdl tisztitott nuk-

ledaz I. nem ABA fiiggé.
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