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1. BEVEZETÉS

1«1. A foszfomonoeszterázok általános .jellemzése és

előfordulása

A számos élő szervezetből izolált savas foszfatá- 

zok /őrtofoszfőrsav-monoés zter-foszfobidroláz E*C* 

3*1*3*2/ olyan különállé enzimcsoportot képeznek, me
lyek a foszforsavnak különböző vegyületékkel alkotott 

monoészter kötéseit hidrolizálják. Cukorfoszfátok mel-. 

lett zömmel bontják a nukleotid ős nukleozidfoszfáto- 

kat továbbá az anorganikus pirofoszfát kötéseket is* A 

nukleotid-3* és 5*-monoésztér kötéseket egyaránt hidro
lizálják, tehát a kötéstípust illetően nem specifikusak* 

Általános reakciósémájuk* 

ortofoszforsav-monoészter * HgO --
Az első foszfátészter kötést bontó enzimek felfe

dezése éta mintegy 5o év telt el* Az elmúlt Időszak 

alatt mégis viszonylag kevés összefoglaló értekezés je
lent meg erről az enzimcsoportról /Schmidt, 1961; Stadt- 

man, 1961; Bernard!, 1966} Torriani, 1966; Hollander, 

1971/* Részletesebb kutatásuk az 5o-es évek elejétől 
a nukleinsavak szerkezetének tanulmányozásával kezdő
dik« Egyéb nukleinsavböntő * enzimek /nukleázok/ izolá
lása és karakterizálása mellett lázas kutatómunka folyt

alkohol + Н^РОд
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olyan specifikus foszfatázok felderítésére is, amelyek 

különbséget tesznek az 5* és 3*-foszfomonoészterek bon
tásában, Ennek során az élő szervezetekből különböző 

ortofoszfátészterek hidrolízisét katalizáló számos 

monoeszterázt Írtak le* Nem törekedve teljességre az 

I» táblázatban néhány nem növényi savas foszfatáz for
rását és szerzőjét közöljük*

A növényi foszfomonoeszterázok mélyrehatóbb tanul
mányozása az 5o-es évek végén indult meg* Az eltelt mint
egy másfél évtized alatt számos növényi szövetből izolál
tak és tisztítottak foszfatázokat* Néhány jelentősebb ada
tot a XI# táblázat tüntet fel*

A növényi foszfatázok közös jellemzője, hogy jól kö
rülhatárolható savas tartományban /pH 4 - pH 6/ fejtik 

ki optimális hatásukat. Hőlabilisak és általában nem kí
vánnak egy és kétértékű ionokat működésükhöz* Nem szubszt- 

rát specifikusak, a legkülönbözőbb foszfátésztereket cse
kély különbséggel bontják. Egy-kót kivételtől eltekintve 

/Staples és Stahmann, 1964/ eddig növényi szövetekben lú
gos pH tartományban működő foszfomonoeszterázt nem Írtak 

le* Megjegyzendő, hogy hasonló a helyzet egyéb növényi 
nukleázok /foszfodieszteráz, ribonukleáz, deoxiribonuk- 

leáz/ esetében is* Ez valószínűleg a növényi szövetnek 

az állati szövetektől eltérő fiziológiai állapotával 
/szerves savak nagy mennyisége, fehérjék savas izoelektro- 

mos pontja/ magyarázható*
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I. táblázat

Savas foszfatázok előfordulása az állati szövetekben és
mikroszervezetekben

SzerzőEredet

Mikrobiális
Kuo és Blumenthal, 1961 

Hochberg és Sargent, 1973 

McLellan és Lampen, 1963 

Hogers és Beithel, i960 

Hofsten és Porath, 1961 

Malveaux és San Clemente, 1969

lieurospora crassa

Saccharomyces sp.
Escherichia coli

Staphylococcus зр. 

Insecta
MacIntyre és Dean, 1967Drosophila sp. 

Állati

Bingham és Zittle, 1963 

PIa et al., 1968 

Arsenis és Touster, 1968

tej
Vese
máj
fibroblast szövet- 

Ikultúra
elektromos szerv
lép
Emberi

placenta
erythrocyta

prosztata

Magnusson, 1971 

Hargreaves et al 
СЬегз! et al

1964• »

1966•»

DiPietro és Zengerle, 1967 

Georgatso3, 1965 

Ostrowski és Rybarska, 1965
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II. táblázat

Savas foszfatázok előfordulása növényi szövetekben

SzerzőSredet

árpalevél
batátagumó
borsólevél

Wyen et al., 1971 

Uehara et al.f 1971 

Porti ei al., 1962 

Pierpoint, 1957/a 

Pierpoint, 1957/b 

Bieleski, 1963 

Roberts, 1956 

Joyce és Grisolia, i960

csírázó borsó
burgonyagumó
buzalevél
csírázó búza
Phaseolus mungo
csirauövény
szófaliszt
csírázó törpebab
dohánylevél
Snteromorpha op.
földimogyoró sziklevél
Lupinus albus
éretlen paradicsom
rizskalász
salátamagvak
spenótlevél
tealevél

Pelenbok, 197o 

Mayer et al., 1961 

Roussos, 1962 

Shaw, 1966 

Yamamoto, 1972 

Duda et al., 1966 

Newmark és Wenger, i960 

Baker és Takeo, 1973 

Ikawa et al., 1964 

Meyer et al., 1971 

Porti, 1961 

Tirimanna, 1967
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1.2. Felosztásuk

A különböző foszfomonoé3ztereket bontó enzimeket 
a nemzetközi enzimnoaenklatura szerint két nagy csoport
ba tagolják.

1. Specifikus foszfatázok,
2. Uem specifikus foszfatázok
A specifikj^jfos zfatázokat szubsztrátspecificitásuk 

alapján csoportosítjuk. Eszerint megkülönböztetünk 3*-. 

és 5*-»nukleotidázokat. melyek a nukleotidok végálló fosz
forsav kötéseit hasítják /Drummond és Yamamoto, 1971; 
Heppel, 1961/. Működésűk a nukleotid "poolok" szintjének 

kialakításában lehet jelentős. A cukorfoszfatázok a külön
böző cukorfoszfát észtereket hidrolizálják /Hordlie, 1971; 
Pontremoli és Horecker, 1971/. Szerepük a légzési anyag
cserében fontos. Végezetül az anorganikus pirofoszfatá- 

zok, melyek a szervetlen foszforkötések bontására speci
alizáltak /Josse és Wong, 1971; Butler, 1971; Kunitz és 

Robbins, 1961/.
A nem sp^cifikusjfoszfatázokhq^ az első fejezetben 

felsorolt legkülönbözőbb szöveti eredetű enzimek tartoz
nak. Minthogy nem szubsztrátspecifikusak két alcsoport
ba történő bontásuk az egyik enzimológiai jelleg, a pH 

optimumuk alapján történhet. így megkülönböztetünk 

alkalikus foszfomonoeszterázokat /Е.С.З.1.3*1/, melyek 

7 és 9 közötti pH tartományban fejtik ki optimális ha
tásukat /Fernley, 1971; Keid és Wilson, 1971/.
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Savas foszfomonoeszterázokat /Е.С.3.1.3.2/, melyek savas 

területen /pH 5 körül/ a leghatókonyabbak. A növényi 
foszfatázok pH optimuma kizárólag savas. Éz az általá
nosítás némi megszorítással tovább bővíthető, amennyi
ben az állati szövetekből nyert enzimek zömmel alkali- 

kus területen működnek. A mikroszervezetekből nyert ké
szítmények viszont pH optimum tekintetében nem mutatnak 

kizárólagos jelleget. A két alcsoport enzimei olykor sok 

lényeges tulajdonságban meg is egyezhetnek, mint például 
hőérzékenység, inhibitorral szembeni viselkedés, stb. 

Hukleinsavszerkezeti vizsgálatokra a foszfatázok közül 
zömmel csak néhány jól karakterizált, standard enzimet 
használnak. Ilyen alkalikus foszfatázokat E. coliból, 

csirke gyomorból, marha gyomor nyálkahártyából savas 

foszfatázokat pedig búza csiranövényből, burgonyából ál
lítottak elő. Ezek kereskedelmi utón könnyen beszerez
hetők.

1.3> Hatásmechanizmus

A foszfomonoeszterázok által katalizált hidroliti- 

kus reakció mechanizmusát számos összefoglaló taglalja 

/Schmidt, 1961} Stadtman, 1961; Beid és Wilson, 1971} 

Fernley, 1971} Hollender, 1971/*
Ezek eredményét röviden a következőképen foglal

hatjuk össze. A bontástipus jellegét radioizotópos ki-
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18sórletekkel bizonyították» Ezekben HgO jelenlétében 

az enzimmel különböző tipusu foszfát észtereket hidro- 

lizáltak» Kiderült, hogy mind a lúgos, mind a savas te
rületen működő foszfamonoeszterázok a kérdéses vegyü
lő t ben az oxigén és a foszfor közötti kötéseket hasít
ják a következő egyenlet szerint:

HgO18.
Nem enzimatikusan savak jelenlétében is a 

-C-OfP bontástipus megy végbe» A lug-katallzált hidro
lízis viszont a -C+O-P bontástípusnak kedvez.

R-O-H + H018-PR-O-P +

1*4» élettani szerepük

A nem specifikus foszfomonoeszterázok élettani 
szerepéről ismereteink elég hiányosak» Ez elsősorban 

a növényi eredetű enzimekre vonatkozik. Uikrobiálls és 

állati szinten nyert adatok zömét a közvetlen gyakor
lat szolgáltatta»

így újabban a klinikai vizsgálatok homlokterébe 

került a foszfomonoeszterázok szerepe néhány patoló
giás folyamatban. Angolkór 111» csontelváltozások ese
tében pl. a vérplazma foszfatáz szintjének abnormális 

emelkedése volt megfigyelhető /Cantarow és Trumper, 
1955/* A prosztata rákos megbetegedését is a savas 

foszfomonoeszteráz aktivitásának növekedése kisérte. 

Bár a jelenség biológiai értelmezése még vitatott,
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emberben és kutyában az epevezeték általános elzáró
dására la a nem specifikus foszfomonoeszterázok nagy 

mérvű aktiválódása a Jellemző«
A savas foszfatázok kétségtelen szerepét derítet

ték ki a csontképződés során, ahol az enzim a végtermék
/Р1/ fokozása által teszi lehetővé a kristálynövekedést 

/Fleisch et ali 1966/« A megcsontosodási folyamat tel
jes megértéséhez azonban még más tényezők szerepének

•»

ismerete Is szükségesnek tűnik* Vannak magas foszfatáz 

aktivitással rendelkező szövetek /bél, vese, méh/, 
lyek normális körülmények között nem meszesednek el* Hás 

foszfatáz-hiányos szöveteknél /aorta/ viszont történik 

elmeszesedés*

me-

A foszfatázoknak a tápanyagtranszportban betöltött 

szerepére néhány utalás történt az utóbbi időben* Egyes 

magas foszfatáz szintű szövetekben a kötött állapotú 

foszfatázok zöme nagy abszorpciós felületekhez lokali
zálódig E Jelenség feltehetően bizonyos szereppel bir 

a tápanyagoknak az epithelium membránján keresztüli 
transzportjában* Szénhidrátok felvételekor a plazma 

foszfomonoeszteráz szintjében határozott emelkedés mu
tatható ki. Zsírok felvétele a béltraktus foszfatáz ak
tivitásában okoz növekedést, mely később a nyirokvezeté
kekben is kimutatható*

A tárgyalt enzimcsoportnak a növényi szövetekben 

betöltött szerepét illetően csak néhány adat áll rendel-
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kezesre. Az utóbbi évek kísérletei arra utalnak» hogy 

a növényi foszfatázok fontos szerepet töltenek be a 

raktározott tápanyagok mobilizálásában /Flinn és Smith, 
1967/, a cukrok és más tápanyagok membránokon keresztüli 
aktiv transzportjában /Figier, 1968/, a plasztiszok dif
ferenciálódásában /Mlodianowski, 1972/ és az öregedési 
folyamatokban /De Ьео és Sacher, 197оЛ Verj ее Л969/ 

vizsgálatai feltételezik, hogy a piridoxál-5-foszfát 

hidrolízisében résztvevő foszfatázoknak regulációs sze
repe lehet azon enzimek működésének szabályozásában, me
lyek koenzimként az előbbi vegyületet igénylik.

1.5* Regulációjuk és lokalizáció .luk

A foszfomonoeszterázok regulációját illetően a mlk- 

robiális és az állati szövetek területén elég nagyszámú 

adat áll rendelkezésünkre. A genetikai szabályozás je
lentősége az emberi vörös vérsejtek savas foszfomono- 

eszteráz izoenzimeinek / A,BA,B,CA,CB,C, fenőtípusok/ 

regulációjában az utóbbi évékben vált ismertté /Aebi,
1967/. Az izoenzim spektrumban kimutatott, bizonyos ge
netikai kombinációkban öröklődő különbségek idézik elő 

a vörös verse jtek hypo - ill. hyperphosphatasia néven 

ismert betegségét. A hormonszabályozás alatt álló glükóz- 

6-foszfatáz hiánya a májban glükóz-tárolási rendellenességre 

jellemző patológiás tüneteket vált ki. Szintén hormonhatás 

játszik szerepet abban, hogy a pubertás korban sokkal mar-
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gasabb a prosztata foszfomonoeszteráz szintje*
Mikroorganizmusokban a rendelkezésre állé tápanyag

szint befolyásolhatja a foszfatázok mennyiségét* Esche
richia coli /Torriani, 196o/f Euglena gracilis /Blum, 
1965; Price, 1962; Summer és Blum, 1965/ és tengeri al
gák /Kuenzler és Perras, 1965; Kuenzler, 1966/ esetében 

az ortofoszfát limitálé koncentrációja a savas foszfa-
1

tázok indukcióját idézte elő» Kilenc algafajnál a fosz
forhiány által előidézett növekedésgátlás az alkalikus 

foszfatázok aktivitását fokozta /Fitzgerald és Nelson, 
1966/, Hasonló a helyzet néhány élesztőgomba faj eseté-

1956/* Ezek az adatok egyértel
műen feltételezik, hogy a mikroorganizmusok foszfátáz 

szintjének szabályozásában egyik lehetséges faktor a kör
nyezetben rendelkezésére álló anorganikus foszfát meny- 

nyisége* Ennek hiányában a szövetek foszfatáz szintje 

megemelkedik*
A magasabbrendü növényi szövetek specifikus foszfa

táz szintje általában alacsony, de a nem specifikus sa
vas foszfatáz aktivitásuk számottevő* Valószínűién azon
ban az, hogy az utóbbiak normális körülmények között 

jelentékeny mennyiségű foszfátésztert bontanak el* A 

foszforhiány Spirodellában pl* mintegy 2o-szoros fosz
fatáz aktiválódást idéz elő anélkül, hogy az endogén 

foszfátészterek mennyiségében vagy a radioaktiv jelzés
sel követett kinetikájában megfigyelhető változást okoz
na /Bieleski, 1966/. így az enzim és a szubsztrát egy

ben is /Schmidt et al•»
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mástól elkülönülve kell, hogy lokalizálódjanak.
ÁLlati sejtekben ezek a fermentek óól jellemzett 

sejtszervecskékben, a lizoszómában helyezkednek el* Nö
vényi sejtekben nagy mennyiségük a vakuólumban talál
ható* A merisztematikus sejtekben azonban találunk két 

lizoszóma-szerü részecskét, a provakuőlumot és a lipoid- 

gazdag szferoszómát* A provakuólumok a sejtfejlődés ko
rai szakaszában jelentkeznek* A fiatal sejtekben ész
lelt nagy membrán-kötött foszfatáz aktivitás vagy a 

diktioszómákban vagy az endoplazmatikus retikulum be- 

türemkedéseihez lokalizálódott* Ezek a magas foszfatáz 

tartalmú képletek, végül is fuzionálva az érett sejtek 

vakuólumát képezik* Az ilyen sejtek foszfatáz aktivitá
sának zöme a vakuólumban, valószínűleg a membrán belső 

felén helyezkedik el és csak az Öregedés folyamán jut 

a citoplazmába* Ezt speciális festési technikák mellett 

közvetlenebb módszerek is bizonyítják* Kukorica gyöke
rekből protoplasztokat és vakuólumokat izolálva és az 

enzimaktivitásukat összevetve kiderült, hogy más hid- 

rolitikus enzimekkel együtt majdnem az összes foszfa*» 

táz aktivitás a vakuólumban lokalizálódik /töatile, 1966/*
A foszfát-hiányos szervekben az enzim a sejt kü

lönböző részeiben lokallzálódhat* Az előzőekben elmon
dottuk, hogy az E* coli, Euglena és élesztő esetében 

foszforhiány az enzim 5-5o-szeres aktivitását indukálja* 

Ezt még kiegészíthetjük azzal, hogy a foszfatázszint
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növekedése a külső sejtmembránon lokalizálódott uj izo- 

enzim megjelenésének volt tulajdonithatő•
A foszforhiány magasabbrendü növényekben szintén 

megnöveli az enzim aktivitását /Hervitt és latham, 

i960; üeki és Sato, 1971/# Ebben az esetben az enzim 

lokalizációja valószinüleg olyan, hogy a sejtenkivüli 
szubsztrát hozzáférhetővé válik számára. Foszfatáz a 

külső közegben is szabadulhat, általában azonban a sejt
falhoz vagy a plazmalemma külső feléhez kötődik. Az in
dukció uj foszfátáz izoenzim megjelenését is jelenti, 

de még bizonytalan, hogy ez és az un. külső foszfatáz 

azonosak-e?

1.6. Foszfomonoeszteráz izoenzimek

Az izoenzim elnevezés egy fehérje /csoport/ olyan 

különböző molekuláris formáira utal, melyek közel azo
nos enzimspecificitással rendelkeznek. Ilyen értelem
ben ugyanazt az enzimreakciót katalizálják és tulaj
donságaikban sok közel azonos vonás található, de a 

fehérjekémia és enzimológia módszereivel egymástól el
különíthetők. Fehérje összetételben nagy hasonlóságot 

mutatnak, ugyanakkor eltérést is az olyan tulajdonsá
gokban, melyeknek aktivitás szabályozás szempontjából 
van jelentőségük /Shannon, 1968/.

A foszfomonoeszteráz izoenzimek kvalitatív és 

kvantitatív előfordulása fajonként és szövetenként
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változhat. Az első ilyen tipusu enzimeket állati szö
vetekből Írták le és izolálták. A III. táblázat 14 kü
lönböző emberi egyed sejtkultúrában tenyésztett szö
veteinek izoenzim spektrumát foglalja össze /Hollander, 

1971/.

III. táblázat

Savas foszfatáz komponensek megoszlása 14 különböző
emberi erased szöveteiben

Az arab számok a sajátos spektrumot képviselő egyedek 
számára vonatkoznak

DAB ВABD BDSzövet

Szív 1 13 о оо
1Csontváz-izom lo3 о о

Vese 113 оо о
Bőr 122о о о

Máj 131 оо о

13Hasnyálmirigy 1 о оо
Bél 131 о оо

A hót szövetben elektroforetikusan négy /А,В,C és D/ 

izoenzimet különítettek el. Mint kitűnik az А В D spekt
rum a vesében; В D a májban, bélben, szívben és a csont
váz-izomban; В a bőrben és D a hasnyálmirigyben fordul
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elő elsősorban. A C komponens egyedül a méhszövetben 

volt található nagy mennyiségben. Mind a négy izoenzi- 

met a D/+/-borkősav gátolta. Az A komponens sialinsa
vat tartalmazott, a D alacsonyabb pH optimummal tűnt ' 
ki és hőellenállóbb volt, mint az A,B,C,. A C és D 

komponensek elektroforetikus tulajdonságai közel azo
nosnak mutatkozott.

anberi vérből elektroforetikusan öt savas foszfa- 

táz Izoenzimet izoláltak. Ezek kvalitatív és kvantitatív 

megoszlását genetikailag meghatározottnak találták és a 

hat leggyakrabban előforduló fenotipusban ki is mutat
ták. Az izoenzimek relativ aktivitása azonosnak bizo
nyult egy sor vizsgált szubsztrát esetében. Jelentős 

különbség mutatkozott azonban közöttük az elektrofore
tikus mobilitást, inhibitorrezisztenciát és hőellenál- 

lóságot illetően.
A növényi foszfátáz komponensekre fehérjekémiai 

és enzimológiai tulajdonságaik közötti hasonlóságot és 

eltérést illetően az állati eredetű enzimeknél elmondot
tak szintén érvényesek. Szerepüket vizsgálva az életta
ni folyamatok különböző területeiről kaptak ismereteket. 

Foszfatázok megváltozása /enzimszint, aktivitás/ volt 

kimutatható a növekedési és fejlődési Jelenségekben, 
a különböző regulációs mechanizmusokban, valamint a 

növényi betegségellenállóságban is /Staples és Stahmann, 
1964; Staples et al., 1969; Yutaka és Matsunaka, 1969/«
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A IV. táblázat a növényekből izolált izoenziuieket 
foglalja össze.

IV. táblázat

Бауаз foazfatáz komponensek előfordulása a növényi
szövetekben

Sövény Módszer Izo- pH 
enzimei: opti- 
szárna műm

Szerző

batáta ioncserélő 
kroniatogrf •
gélszürés
ioncserélő 
kromatogrf• 
+gél-elektro- 
forézis

5-6 Asabi et al.,1967 

Wyen et al
5

árpa
búza

5 5 1971• t

Poster és Weber, 
197364

ioncserélő 
kromatogrf•
ioncserélő
kromatogrf.

ioncserélő 
kromatogrf. 
+gél-e le к t ro- 
forézis

búza
6 Verjee, I9603

mogyoró
Duda et al., 196752

para
dicsom

Baker és 
lakeo, 19735-62

ioncserélő 
kromatogrf•
+ gól-elektro- 
forézis

tea
Baker és 
lakeo, 19735-62
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Előkisérleteinkben néhány Tradescantia faj /Т* 

fluminensis, T« slllamontana, T« Venezuelansis, T« 

albiflora albo-vitata, T. aureo albo-vltata, Zebrlna 

pendula és Zebrina purpura/ foszfátászter-bontó enzimeit 

vizsgáltuk meg« A család nagy földrajzi elterjedtsége 

és formagazdagsága a foszfomonoeszteráz enzimspektrum
ban is polimorfizmust .sejtetett« Sephadex G-75 és Sepha- 

dex G-2oo géIszűrök alkalmazása azonban csak egy-két 

enzim /csoport/ elkülönítését tette lehetővé ezekben a 

fajokban« Az enzimaktivitások azonban fajról-fajra igen 

változatos képet mutattak /Horváth és Sivók, 1973/« Az 

lzoenzimek elkülönítését és mennyiségi kimutatásukat a 

család zömében előforduló polifenoltartalom és a válto
zatos pigmentek igen megnehezítették«

Emiatt további kísérleti anyagként választásunk a 

zavaró anyagokban legszegényebb faj, a Tradescantia al
biflora albo-vitata-ra esett* A következőkben a faj fosz- 

fatáz izoenzimeinek elkülönítésével és karakterizálásá- 

val kapcsolatos kísérletek eredményét vitatjuk meg«
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2. ANYAG ÉS MÓDSZER

2#1# Növényanyag és vegyszerek

Kísérleteinket a Tradescantla albiflora albo- 

vitata /Kunth/ levélszöveteivel végeztük# A leveleket 

méretre és elhelyezkedésre való tekintet nélkül vélet
lenszerűen gyűjtöttük# A vizsgálatokhoz desztillált víz
zel mosott és -16 C°-on tárolt anyagot használtuk fel# 

Vegyszereket illetően a felhasznált összes nukle- 

otid [J adenozin-3-foszfát /3 *-AMP/,
/5»-AMP/f guanozin-3-foszfát /3*-GMP/, guanozin-5-fosz- 

fát /5»-<Ш>/, citozin-3-foszfát /З’-СМР/, citozin-5- 

foszfát /5*-СМР/, uridin-3-foszfát /З’-ШР/, uridin- 

5-foszfát /5*-IMP/3 a P#L# Laboratories, Milwaukee,
Wise# terméke volt# A p-ni t rof enil-f os zf át dinátrium 

sóját /р-ШРР/, a bisz-p-nitrofenil-foszfátot /Ыв-р-НРР/, 

a ciklusos adenozin 3*,-5*-monofoszfátot, a ciklusos 

adenozin 2*,-3*-monofoszfátot /сАИР/, a ciklusos gua- 

nozin 2*,-3*-monofoszfátot /cGMP/, a ciklusos citozin 

2* ,-3*-monofoszfátot /сСМР/, és a ciklusos uridin 

2* ,-3'-monofoszfátot /cUMP/ a Sigma Chemical Со 

Louis, Mo# finomvegyszergyár állította elő. A BEAE-cel- 

lulóz a Calbiochem, Los Angeles, Calif# terméke volt# 

Sephadex G-2oo a Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, a 

marha szérum albumin /Cohn fr. V/ Serva, Heidelberg ké
szítmény volt# A Folin-Ciocalteus reagenst a Merck

adenozin-5-fos zfát

St#•»



- 18 -

gyár, Darmstadt állította elő* A felhasznált többi 
HSAIUL vegyszer analitikai tisztaságú volt*

2*2* A nyers kivonat előállítása és az enzimaktivitás
meghatározása

A mélyfagyasztott mintát hideg szobában /4 C°/ 

a szövet súlyának háromszorosát kitevő o,5 %-ós L-asz- 

korbinsavat tartalmazó o,o5 M pH 7,5-ös Tris-HCl puf- 

ferben kvarchomokkal dörzsmozsárban homogenizáltuk* A 

szuszpenziót négy rétegű gézen szűrtük át* A szűrletet 

4 C°-on centrifugáltuk le*/4o*oooxg, 3o perc/* A bar
nássárga színű tiszta felüluszót használtuk fel a to
vábbi kísérletekhez* Ezt néhány esetben felhasználásig 

mélyfagyasztva tároltuk*
Az enzimaktivitás meghatározása a célnak megfele

lően szintetikus és természetes szubsztráttal történt.
A szintetikus szubsztrát esetében a p-nitrofenil- 

foszfátből /р-НРР/ enzimatikusan felszabaduló p-nitro- 

fenolnak /р-ВР/ mint egyik végterméknek az abszorpció
ját mértük 4oo nm-en /Üdvardy et al., 1969/. A reakció 

sémája;
p-nitrofenilfoszfát «» p-nitrofenol + ortofoszfát 

Reakciórendszert 5 mmol acetát-puffer /pH 5*5/; 2yumol 

p-UPP és o,o5-o,2 ml enzimtartalmu kivonat. Össztórfo- 

gat 2,o ml* A rendszert 37 C°-on 2o percig inkubáltuk,
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majd a reakciót 1 ml o,3 H NaOH-oldattál állítottuk le* 

Nyers enzimkivonatokkal történő méréseknél a szuszpen
ziót centrifugáltuk /8oooxg, lo*/* A felüluszó abszorp
cióját Beckman Ш-2 spektrofotométeren 1 cm-es küvettá- 

ban 4oo nm-nél határoztuk meg* Az összehasonlító oldat 

az inkubáció ideje alatt csak szubsztrátot tartalmazott* 

Az enzimkivonatot ehhez lúgositás után adtuk*
A természetes szubsztrát minőségében különböző cu

kor-, nukleotid- és nukleozidfoszfátokat használtunk*
Az inkubációs rendszert Walters бз boring /1966/ eljá
rása alapján állítottuk össze és az enzimátikusan leha
sadt ortofoszfát mennyiségét Chen et al* /1956/ mlkro- 

módszéróval határoztuk meg*
\

^akciórends^er: 5 mmol acetát-puffer /pH 5,5/# l/U mól 
szubsztrát és enzim* össztérfogat 2,о ml* Az inkubációs 

idő /37 C°, 4o*/ eltelte után a felszabadult foszfor 

meghatározására a rendszerhez 6 ml molibdón-kénsav-asz- 

korbinsav elegyet adtunk /2,5 % HH^-molibdáts 6 N H^SO^ * 

lo % aszkorbinsav : HgO; 1:1з1«2/. Az inkubációt további 
9o percig folytattuk* Hűtés után a kialakult kék szinü 

komplexet 1 cm-es küvettában 82o nm-nél Beckman Ш-2 

spektrofotométeren mértük. Az összehasonlító oldat az 

enzimes inkubáció /Ao* / ideje alatt csak szubsztrátot 

tartalmazott. A hidrolizált ortofoszfát mennyiségét 
l-5yAg szervetlen foszfort tartalmazó standard segítsé
gével számítottuk ki*
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2*3» Az enzimaktivitás встаете!

A foszfomonoeszteráz aktivitás egysege olyan en-
abszorpció-zimmennyiséget jelöl, amely l,o O.D.4oo nm

növekedést idéz elő a kiserlet körülményei között, A
specifikus aktivitás a tisztitás különböző szakaszai
ban nyert 1 mg fehérjére számitott enzimaktivitás egy
séget jelenti.

2,4* Az oldható-feher:ie meghatározása

Az oldható összprotein mennyiségét Lowry et al, 

/1951/ alapján, kombinált Polin-Biuret reakcióval ha
tároztuk meg, A minta fehérjetartalmát azonos térfogatú 

lo ‘/в—os triklóre cet savval csaptuk le, majd ismételten 

mostuk /5 % ТСА/ és centrifugáltuk /doooxg, lo*/* A 

csapadékot 4 ml o,l Ш LaŰIi-ban vízfürdőn történő lo per
ces melegítéssel oldottuk fel,
Reak^iórendszer: o,5 ml fehérje-aliquot, 4 ml Biuret- 

reagens es 2o perc szobahőméra ékle ten történő állás 

után o,5 ml vízzel 1:1 arányban higitott Polin-reagens,
A reakció kialakulása /Зо*/ után az abszorpciót 1 cm-es 

küvettában 6öo nm-nél Beckman DU-2 spektrofotométeren 

határoztuk meg, A minta fehérje tartalmát marha szérum 

albumin /Cohn fr. V,/ egyenértékűen fejeztük ki.
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2*5* anzimtisztltás

A'-igiániui^iasuiráto^ frakcioi &l£a
5o gr levélszövetet az előzőekben is .törtetett mó

don homogenizáltunk és centrifugáltunk /4ooooacg, 3o*/*
Az ensiaaktivitásuak a csapadékban és a felülussóban 

történő megoszlásáról külön kiaérietekben győződtünk 

meg. Mint kiderült, az aktivitás zömét /85 %/ a felül
us só tartalmazta* Az enzintiaztitásnak a következőkben 

ismertetendő sémába ebből az oldható fehérje frakció
ból indult ki. A nyers kivonatot finomra porított a.i- 

móniumszulfá11al fokozatosaid 35 telitettük ős a
rendszert hidegszobában 3 órát állni hagytuk, majd cent
rifugáltuk /doocxg, 3c"/* A kapott csapadék nagy nclc- 

kulaaulyu nukle ina avat és partikulumokat tartalmazott* 

iSzt eldobtuk* A felüluuzóhos 8o v«-oa telítettségig iá
mé* aomóniuraasulfátot adtunk еэ 12 órán át állni hagy- 

tuk* A csapadékot le centrifugáltuk majd 3 al o,o5 M 

pH 7,5-öa Tria-HCl pufferben feloldottuk és egy éjsza
kán át 5 liter o,ol M pH 7,5-ös fris-UCl pufferrel 
szemben diaiizáltűk. A dialízis után az oldhatatlan ré
szecskéket ceutrifugálással távolitottuk el / 2ooooxg, 
lo"/*

>

Gélasliróe,

Az ammóniumszulfátos frakexonáláskor kapott fe
li érjefrakciót SepLadez; G-2oo-on tisztítottuk tovább*
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Ehhez 2,4 cm x loo cm hosszúságú oszlopot használtunk
1971/« A géloszlopot egy éjszakán keresz

tül o,ol M pH 7»5-ös íris-HCl pufferrel equilibráltuk, 

majd az első tisztítási lépcsoban kapott fehérjeoldatot 

óvatosan a gél felszínére rétegeztük. Elució az előző 

pufferrel történt« A folyási sebesség értéke 18 ml/h 

volt. A 3 ml-es frakciókat LiCB Frakciómat tipuau készü
lékkel gyűjtöttük. A művelet során három enzimcsucsot 
kaptunk. A frakciók fehérje és enzimaktivitás megoszlá
sát az 1. ábra mutatja.

/Wyen et al •»
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1. ábra
Ammoniumszulfáttál frakciónál! Tradeseantia albiflora
nyers kivonatának gélszürése Sephadex G-2oo-on
.....— protein 28o nm

foaafomonoeszteráz aktivitás 4oo nm- 0-0-0 -
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Ioncserés kroaato^ráfха
A gélszürés után a második és harmadik anziaiesucs- 

nak megfelelő frakciókat /fr.j 85-lo7 és fr.s loB-125/ 

össaeöntöltük és tovább analizáltuk, A ШАп-cellulozzal 
töltött oszlopia /2 cm x 2o cm/ felvitt enzimet lineá
ris Кaül gradienssel oldottuk le, Először о-о,5 Ы líaűl 
koncentrációt alkalmaztunk, majd a második lépésben ezt 

1 M-ra növeltük, A folyási sebesség 15 ml/h volt és 

3 al-es frakciókat gyűjtöttünk, A fehérje és enzimpro
filt a 2, ábra tünteti fel.

2, ábra
A gélszüréssel nyert két foszfomonooazterás езиез 

ihiAn-cellulézon történő együttes kromatografálá3a 

-------- protein 28o nm

-o-o- foazfomonoeszteráz aktivitás 4oo nm
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Hint látható három élesen elkülönülő foszfomono- 

eszteráz enzimcsuc3ot kaptunk# A további tisztításhoz 

közülük az első 6a második csúcs ktilön-külön összeön
tött frakcióit /fr#s 89-97 és fr#: 1о5-125/ használtuk 

fel.
Az^első ^zimcsucsjrekromatograf^lása 

Az összeöntött frakciókat /fr#* 89-97/ a NaCl eltá
volítása végett o,ol H pH 7»5-ös Tria-HCl pufferrel szem
ben egy éjjelen át 4 C°-on dializáltuk* A dializátumot 

az előző lépésben megadott körülmények között DEAE-cel- 

lulózon rekromatografáltuk# Hint a 3* ábrán látható az 

enzim a harmadik tisztítási lépcsőben tapasztalt UaCl 
koncentrációnál oldódott le és homogénnek bizonyult# A 

frakcionálás során 174-szereo tisztasági fokot értünk 

el AH* táblázat/*

A második enzimcs^ucs^rek^omatp^ra^^áPiS 

Az összeöntött frakciókat /fr*t 1о5»125/ az előző
ekhez hasonlóan dializáltuk» majd DEAE-cellulóz oszlop
ra vittük* Az eluciót о-l M lineáris HaCl gradienssel 
megismételtük# A kapott fehérje és enzimprofilt a 4# áb
ra tünteti fel# Az ismételt DEAE-cellulóz kromatográfia 

két enzimcsucsot eredményezett, melyek közül a nagyobb 

aktivitású csúcs frakcióit /fr#: 64-74/ gyűjtöttük ösz- 

sze# A tiszti.tás során 53-azoros tisztasági fokot ér
tünk el /VII. táblázat/.
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3* ábra
Aa el3Ő foazfomonoeszteráz cauca /2. ábra/ rekromatog- 

rafálása ШАЕ-cellulóz on 

-------- protein 28o nm
-o-o- foazfomonoeszteráz aktivitás 4oo mn
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4. ábra

A második foazfomonoeszteráz cauca /2# ábra/ rekroma- 

tografáláaa DJSAE-cellulózon 

-------- protein 28o nm
-o-o- foazfomonoeszteráz aktivitás 4oo im
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Mindkét enzim összeöntött frakcióit /1. csúcs 

fr.* 52-62I 2. csúcs fr. s 62-73/ a NaCl eltávolitása 

végett o*ol M pH 7,5-ös Tris-HCl pufferben 24 órán át 

dializáltuk* Ezután az oldatokat 2-3 ml-es részletekre 

bontva -2o C°-on, mélyhűtőben tároltuk* A következőkben 

ismertetendő összes kisórletet az ilymódon tárolt ké- 

szitménnyel végeztük*
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3. kísérleti rész

3*1« Előkisérletek nyers kivonatból

Aktivitás, aa_eriZÍxakonceiiitráci6>_fü^:,£iyé>n(^ébeii 
Az enzimtisztitás kezdetén a nyers kivonatban elő

zetes kísérletet végeztünk az enzim néhány tulajdonsá
gát illetően, tündén enzimaktivitás mérésnek egyik alap- 

feltétele a reakció linearitása az enzim mennyiségének 

függvényében, liyers kivonatban az esetek többségében ez 

a függőség сзак szűk határok közt tapasztalható.

5. ábra
Aktivitás függése az enzimkoncentrációtól
Standard aktivitásmérés, lásds Anyag és Módszer, 
Enzim* nyers kivonat /IBoooxg, lo* felüluszó/.
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Az 5. ábrán láthatjuk, hogy 0,06 ml enzim aliquo- 

tig az aktivitás arányosan változik az enzim koncentrá
ciójával» Efcielve az enzimmennyisógét a görbe ellaposo
dik» "Munkapontunknak" az egyenes közepének megfelelő 

enziiamennyiséget választottuk a továbbiakban»
Aktivitás és_jaz idő Összefüggése 

Az aktivitás és az idő összefüggésének vizsgálata 

során arra törekedtünk, hogy a további kísérletekhez 

optimális időintervallumot használjunk az inkubálásra» 

Nyilvánvaló, hogy az egyéb reakciófeltételek /pH, ion
erősség, aktivátorok, hőmérséklet/ optimumon tartása 

esetén is az adott rendszerben a reakciósebességet a 

szubsztrát és az enzim mennyiségi viszonyai döntik el»
A 6» ábrán az e célra beálitott kísérlet eredményeit 
tüntetjük fel» Ebben az aktivitásnak megfelelő 0.D» 

értékeket az idő függvényében ábrázoltuk»
Mint kitűnik 3o' után a reakció már nem volt line

áris az idővel» így a további rutinmunkában ennél ke
vesebb, 2o perces inkubációs időt és a módszertani rész
ben leirt szubsztrátmennyiséget használtunk»

4oo
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6. ábra

Az enzimaktivitás és az idő összefüggése
Standard aktivitásmérés• Enzim: o»o5 ml nyers kivonat 
/löoooxg, lo» felüluszó/

jol^ojotiiaua.^

Az enzimfehérjék katalitikus tulajdonságait a pH 

nagy mértékben módosítja. Ennek eredményeként az enzi
mek csak egy meghatározott pH tartományban képesek ki
fejteni optimális működésűket. Ez a pH igény feltehető
en az enzim "aktiv centrumában" lévő, a katalízisben 

résztvevő csoportok disszociáciős tulajdonságaival hoz
ható kapcsolatba. Az adott enzim pH optimumának megha
tározásakor Tria-acetát puffer sorozatot használtunk
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/pH 4,5-9,о/ és a kapott Д 0#D#^oo értékeket a pH 

függvényében ábrázoltuk# A kísérlet eredményeit a 7# 

ábra tünteti fel#

у
&
S Q55
LU

E
in
o_
^ 0,40 

Ec
оо
>4

О
о Q25
1Л

-о
>
I 0,10
N

-О

I
5,0 6,0 7,0 8,0 9,0

pH

7« ábra
Eoszfomonoeszteráz pH optimuma
Standard aktivitásmórés# Enzim: o,o5 ш1 nyers kivonat 
/löoooxg, lo* felüluszó/#

A pH 5,o-nál észlelt enzimaktivitás csúcs egyértel
műen savas foszfomonoeszteráz/ok/ jelenlétére utal# Lu
gos tartományban nem észleltünk enzimaktivitást«

Kisérietekhez enzim stabilizálására 

A nyers kivonatban lévő enzimek zöménél gyors in- 

aktiválédás figyelhető meg# Ez többek között a növényi 
szövetek magas polifenol tartalmával hozható összefüg
gésbe# Igen sok növényi szövet eldörzsölésekor a kivonat
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szine rövid időn belül megbámul* A kivonatban jelen 

levő fenolok a proteinekhez először reverzibilis hid- 

rogénhidkötésekkel kapcsolódnak, majd oxidálódás után 

irreverzibilis kötés jön létre. Ez a folyamat a fehérje 

katalitikus tulajdonságainak erős csökkenését idézi elő. 

Ez a Tradescantia szöveteknél is tapasztalható mellék
hatás azonban a peptidekkel analóg felépítésű anyagoknak 

PТВ /polivinil-pirrolidin/ és Polyclar AT /oldhatatlan 

polivinil-pirrolidin/ dörzsöléskor a kivonathoz történő 

adásával csökkenthető /Loomis, 1966/. Ilyenkor a feno
lok, illetve a fehérjék és a fehérje analógok között 

kompétició alakul ki a védőanyag javára* A fenolok és 

proteinek között létrejövő komplexek ill. vegyületek ki
alakulásában bizonyos gátlást tudunk elérni redukálósze
rek alkalmazásával is* A redukált fenolok nem képesek 

kovalens kötést létrehozni és az enzimfehérjét károsí
tani. A Tradescantiával végzett ilyen jellegű kísérlete
ink eredményét az V* táblázat tünteti fel.

A táblázatból kitűnik, hogy a kontrolhoz képest a 

o,5 % L-aszkorbinsav és az o,l % cisztein emelte az ak
tivitást. A 2-merkaptoetanol enyhe gátlónak bizonyult.
A cisztein és káliummetabiszulfit együttes adagolása pe
dig mintegy 4o % aktivitás csökkenést okozott. Az ered
mények alapján a kivonó pufferhez minden esetben o,5 % 

L-aszkorbinsavat tettünk.
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V, táblázat
Néhány redukálószer hatása a Tradescantia albiflora
nyers kivonatának foszfoaonoeszteráz aktivitására
A kivonás körülményei az Anyag és Módszertani résznél 
közöltekkel azonosak* Standard aktivitás mérés.
Enzim: o,o5 ml nyers leivonat /ISoooxg, lo* felüluszó/• i

í - .í;

4

/O.D. 4oo ma 
o»o5 ml Е/ %Vegyületek

2o»

1,446
1,920

1,215
1,545

Kontrol loo
-< ít ■ • o,5 % L-aszkorbinsav

2 mM 2-merkaptoetanol
o,l % cisztein
o,l % cisztein + 2 mM 

k-me tabiszuifit

133,3

84,3

lo7,2

o,84o 58,3

3.2. Snzimaktivitáa megoszlása a részecske frakcióban
és az oldható fázisban

A további kisériébeinkben szükség volt olyan tám
pontra, amely útmutatást ad az enzim megoszlására a 

sejt részecske komponenseiben és az oldható fázisban.
E célból az eldörzsölt levélszuszpenziót először 5ooxg 

3o percig centrifugáltuk. A művelet során a kvarchomok
tól és nagyobb méretű roncsolt szöveti részektől sza
badultunk meg. Az igy kapott összes részecske frakciót 

és oldható fázist tartalmazó felüluszó foszfomonoeszteráz
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aktivitását tekintettük loo %-nak. Ezt 40000 x g-nél 
3o percig centrifugáltuk. A kapott üledék sejtkompo- 

nensekre nézve sejtmagot, mitokondriumot, kloroplasz- 

tiszt és esetleg nagyobb membrán töredéket tartalmazott. 

A felüluszó a riboszóinákat és mikroszómákat tartalmazta. 

Az enzimaktivitásoknalc e két fázisában történő vizsgá
latakor kiderült, hogy a riboszómát és mikroszómát tar
talmazó oldható fázis /4ooooxg felüluszó/ az aktivitás 

túlnyomó részét /85 %/ tartalmazza. 4oooo x g-vel üle
pített frakcióban csak elhanyagolható aktivitást tapasz
taltunk. így a sejt alakos elemeihez kötött enzimek ki
nyerésére használatos módszerek alkalmazására nem volt 

szükség /VI. táblázat/.

VI. táblázat
A nyers kivonat enzim megoszlása a részecske frakcióban
és az oldható fázisban
A kivonás körülményei az Anyag és Módszertani résznél 
közöltekkel azonosak. Standard aktivitás mérés.
Enzim: o,o5 ml nyers kivonat.

Oss z-aktivitás
/ 0eI>#4oonm^ 

2o perc/
Frakció

Nyers kivonat 
/5ooxg, 3o perc, 
felüluszó/

4oooox^, 3o perc 
csapadék
4ooooxg, 3o perc 
felüluszó

3186,54 loo

153,12 4,8

85,627o9,54
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Az eredmények tehát arra utalnak, hogy az általunk 

vizsgált savas foszfomonoeszteráz zöme nem partikulum- 

hoz kötött, hanem oldható enzim*

3*3* Enzimtisztitás eredményei

A módszertani részben ismertetett enzimtisztitás a 

nyers kivonat I8000 x g, 3o perces felüluszónából indult 

ki* Az első tisztítási lépcsőben o-35 % és 35-8o % am- 

móniumszulfátos kicsapást alkalmaztunk* Az utóbbi lépés 

a kiinduló anyaghoz képest 2.2-szeres enzimfehérje fel- 

dusulást eredményezett* A nyert fehérjefrakciót Sepha- 

dex G-2oo-as molekulaszürőre vittük* A gélkromatográfia 

eredményeként három egymástól jól elkülöníthető enzim
frakciót nyertünk /1* ábra/* Az első csúcs feltehetően 

foszfomonoeszterázt is tartalmazó proteinaggregátum*
A 2* és 3» csúcs elég közel van egymáshoz. Ez a két 

enzim nem nagy molekulasúly különbségére enged követ
keztetni* A gélszürés mintegy 2o-szoros enzimtisztulást 

és 80 % kitermelést eredményezett /1* ábra; VII* táblá
zat/*

A továbbiakban a 2« és 3« csúcs összeöntött frak
cióit vittük ioncserélő oszlopra. A 0-0,5 И és 1 M-os 

lineáris NaCl gradiens a DEAE-cellulóz oszlopról három 

foszfomonoeszteráz aktivitás elucióját idézte elő /2* 

ábra/* Tisztasági fokok 14o, 47» 6~szorosoknak bizo-
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nyúltak az elució sorrendjében* Az enzimkltermelés 

ugyanilyen sorrendben 21, 18 és 2 %-nak adódott* Mint 

a 2* ábrából kitűnik az első foszfomonoeszteráz akti
vitás zöme o,3 M a másodiké o,55 M NaCl koncentráció
nál oldódott le az oszlopról* Б két enzim megfelelő 

frakcióit dialízis után ismételt DEAE-cellulóz kroma- 

tográfiának vetettük alá* A kapott eluciós profilokat, 

a 3* és 4* ábra tünteti fel* Az egész tisztítási eljá
rásra vonatkozó eredményeket a VII. táblázat foglalja, 

össze*
Mint kitűnik az öt lépcsőben végzett eljárás vég

ső fokon 174 ill* 54-rszeres enzimtisztasági fokot ered
ményezett mintegy lo %-os kitermeléssel* Az ilymódon 

nyert két enzimet dialízis után részletekre vontva 

-16 C°-on tároltuk* Megjegyezzük, hogy a további kí
sérletekben az első foszfomonoeszteráz-csucs frakcióit

‘ T

konzekvensen FMáze-l,..a.másodikat pedig FMáze-2 elne
vezéssel jelöljük*

о



VII. táblázat
Savas foszfomonoeszteráz tisztítása Tradescantia albiflora levél3zövetből

+1 ensiia-egysógí 1 Л 0,D. /2о perc., 4oo nm
5o gr Tradescantia albiflora levélszövetéből preparált

Öasz
fehérje

EHáze akti
vitás
/fí-egység/"^

Specifikus Tiszti
aktivitás táa 
/Е-egység/ foka

Kiterme
lésiTérfogat

/ml/ /mg/Frakció %
fe-mg.

her je
I ++ обо 6,78134,5Nyers kivonat

/ША/0SO, frakcionálás 
35-8o ,á-os telitéa

448o 1 looчо

I 2768,o 4177 15, >3 2,23 93
Sephadex G-2oo 
fr.s 85-127
Első DEAE-cellulóz
1. csúcs fr,i 89- 97
2. csuca fr.:lo5-125 
3* csuca fr.:133-145
Második DEAE-cellulóz
1. csúcs fr«: 52-62 
2» csúcs fr«: 62-73

12б,о 2o,6o35o8 25,1 139,8o 78

1,024,o
6o,o
36,o

942 942,o
318,8
37,3

14o 21
797 2,5 17,847

56 1»5 1,25,5

3o,o
33,o

471 1177,5
363,6

o,4 174 lo, 5
. 8,953,61,14oo
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3.4* Az enzimek karakterizáláaa

3*4.1. jfcHjoj» t

Az enzimek jellemzésének első lépéseként a reakció 

pH függőségét határoztuk meg /8* ábra/. Mint kitűnik 

p-HPP-al mint azub3ztráttal, a PMáze-l pll-optimuma 

5,5-nek, a PMáze-2-é pedig 5»o—nak adódott.

\o

0,8

E °.6c
оо

ö 0,4
<

0,2
///

АО 43 4,6 4,9 E*2 ^5 5,8 $1 6,0
pH

8. ábra
Tradescantia albiflora levélszövetéből tisztított
savas foszfomonoeszterázok aktivitásának pH függősége
Standard aktivitásmérés. Szubaztrát p-IíPPj puffer o,l Ы 
Tris-acetát

— 1. csúcs /Enzim* o,o3 ml/ 
—2. csuca /Enzim* o,15 ml/
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3.4*2. £.H~ajtabilit_ási_vl2;3/^latok 

Bár az enzimreakció a pH optimumon a leggyorsabb, 
ebből nem következik szükségszerűen, hogy a kérdéses 

enzimfehérje stabilitását is az adott közeg píí-ja biz
tosítja legjobban. Az aktivitás "megőrizhetősége" pe
dig részint a többlépcsős enzimtisztitás néha hetekre 

terjedő időigénye, részint a tisztított enzim eltartha
tósága szempontjából igen lényeges. így szükségesnek 

tűnt, hogy a két enzimnek néhány pH területen megnyilvá
nuló stabilitásáról fogalmat nyerjünk. E célból az enzi
meket különböző pH-ju Tris-acetát pufferben 48-órán át 

dializáltuk. A kisérlet előtt és után nyert adatokat a 

VIII. táblázatban közöljük.

VIII. táblázat
A 1‘radeBcantia albiflórából izolált savas foszfoiaono-
eszterázok stabilitása különböző pH-ra
Standard aktivitás mérés. Enzim: o,2 ml

Idő AO.D.
' %Dialízis 4oonm(Enzim pH /óra/ 2o*

0,642
o,672
0,660
o,558
o,897
o,927
0,921
o,876

Kontrol 7,5
7,5
6,0
5,o
7,5
7,5
6,0
5,o

loo
104.6
lo2,8
86,9

loo
lo3,3
102.7 

97,7

о
48+

PMáze-1 48+
48+

Kontrol о
48+

PMáze—2 48+
48+
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A PMáze-2 enzimaktivitása a két pH-n történt dia
lízis alatt lényegében nem változott. A PMáze-1 eseté
ben pH 5,о-ön csekély 13 % aktivitás csökkenés mutatko
zott.

3*4*3* Hőérzékenysé& vizsgálata 

Egyes enzimek szerkezeti felépítésükből adódóan 

nagyon érzékenyek a magas hőmérséleletre, mások pedig 

rövid ideig 8o-9o C° hőmérsékletet is elviselnek. A 

tisztított enzimeink hőérzékenységét a IX. táblázat 

és a 9* ábra tünteti fel.

IX. táblázat
Tradescantia albifgfclora levélszövetéből izolált savas

foszfomonoeszterázok liőstabilitása

Standard aktivitás mérés

PMáze-1 PMáze-2Idő Hőmér
séklet
/С0/

/perc/
/ 4oonm^O.D.

o,2o ml Е/
O.D.
o,o5ml Е/

%4oonm

o,726

o,525
o,297

o,936
o,642
0,318
0,162

37Kontrol Loo loo
óo 68,672,3

40.9
28.9

5
6olo 34,0
6o 17,315 o,21o

6o-7o C° között mindkét esetben az enzimek gyors 

inaktivációja következett be. Még csekély különbség sem 

mutatkozott hőstabilitásukban.
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30 40 50 60 70 eC

Hőmérséklet

9. ábra
Tradescantia albiflora levélszövetéből tisztított 

savas foszfomonoeszterázok hőérzékenysége
Az enzimaliquotokat асеtát pufferben /pH 5,5/ lo percig 
adott hőmérsékleten inkubáltuk majd gyorsan 0 C°-ra 
hütöttük. Az enzimreakciót 37 C°-on szubsztráttal /рЫРР/ 
indítottuk.

----- PMáze-1 /o,o3 ml enzim/
----- PMáze-2 /o,15 ml enzim/

3.4.4* Sárolás alati^i^sl^abilitás.
Hosszabb ideig történő tárolás alatt a tisztított 

enzimek aktivitása rendszerint csökken. Mélyhűtött anyag
ban ez a folyamat lényegesen gátolt.Tájékozódás végett 

enzimeinket -2o C°-on tároltuk, majd 3 és lo hónap 

után felengedtük és meghatároztuk aktivitásukat. Mind
két foszfomonoeszteráz viszonylag instabilnak bizonyult 

/X. táblázat/.
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X. táblázat
A Tradescantia albiflora levélazövetéből izolált savas
foszfononoeszterázok aktivitásának atabilitása -2о C°-on
törtéiig tárolás alatt
Standard aktivitás mérés

Tárolási
idő

/hónap/

Tárolási
idő

/hónap/
ДО.В.Л. O.D 4oo/ 
o,2 ml Е/

*4oo/ 
o,obml Е/

En-En- %% aimzim
2o*2o*

PMáze-2 0,493
o,427
o,17ö

PMáze-l o,473
0,377
o,o87

looloo оо
86,6
36,1

PMáze-279,7 3
18,4 lo

PMáze-13
PMáze-2PMáze-1lo

Három hónap alatt csak mintegy 2o % veszteség történt. 

Tíz hónap elteltével azonban az eredeti aktivitásnak 

kb. 2o ill. 4o %-a maradt meg. Ez részben az enzimki
vonatok alacsony fehérje tartalmával /lásd: VII. táb
lázat/ hozható összefüggésbe. Enzimatikusan inaktiv 

védőfehérje /pl. szérumaibumin/ általában hátráltatja 

a folyamatot.
3.4.5« Különbözei ionok és_EDTA hatása 

Sok enzim intenziv működése valamilyen iont vagy 

egyéb kofaktort kiván. Az általunk vizsgált kationok 

közül a Mg++, Ca++, Co++, K+, lía+ l-lo mtt koncentráci
óban nem okozott lényeges változást /XI. táblázat/. A 

Zn++, Cu++ , Pe++ 1 iqM-os koncentrációbari 2o-8o >-ban
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gátolta az aktivitást# A Cu++ ionok a PHáze-2-nól erő
sebb gátlást idéztek elő# Az anorganikus foszfát mint 

re akció végtermék mindkét esetben a legerősebb gátlónak 

bizonyult# 1 mH EDTA, amely a kétértékű kationokat komp
lexbe viszi egyik foszfomonoeszteráznál sem fejtett ki 
gátlást# Ez a megfigyelés azt valószintísiti, hogy egyik 

foszfomonoeszteráz sem kiván működéséhez bivalens kati
onokat#

A bizonyság kedvéért mindkét enzimet százszoros 

térfogatú o,ool M-os EDTA-val /pH 7,5/ dializáltuk 24 

órán át. A kísérlet előtti és utáni adatokat a XII# táb
lázat tartalmazza#

Hint kitűnik a PMáze-1 aktivitására a dialízis 

nem hatott lényegében# A PMáze-2 esetében azonban 

6o-9o %-os aktiválódást észleltünk#
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XX. táblázat
A különböző ionok hatása a Tradescantia albiflora
levélazövetéból izolált savas foazfomonoeazterázok

aktiválására
Standard ektivitá3 mérés

Vég-
koncent- 
ráció AO.D-

PMáze-1 PHáze-2
Ionok

/ /AO.D. 4oo 
o,2 ml Е/

4oo 
o,o3 ml Е//шМ/ %

2о» 2о»
Kontrol
MgCl2

loo o,271
o,277
o,283
o,285
o,283
o,294
o,3o2

o,277
o,253
o,283
o,25o
o,221

loo
lo2

o,2oo
o,126
o,22o
0,176
0,183
o,18o
o,176

o,167
o,171
o,18o
o,186

o,159

o,134
o,oo7
o,o36
o,o36
o,219
0,239

63lo,o
1,0

lo,o
1.0

lo,o
1.0

lo,o
1,0

lo,o
1.0
1,0

llo lo4
88 lo4,5GaCl 91 lo42
9o lo8

CoCl2 88 113
83 lo2jKC1 85 93
9o lo4

NaCl 93 92
ZnSo^ 79 81,2

27,567CuSO l.o
lo,o
1,0

lo,o
lo,o
1,0

o,o75
o,ol4
0,067
o,o22

4
3,5 5,5

Peűl 24,6182
ИаН2?04 11,5 8

o,275
0,337

lo9 lol
EDTA 119 124
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XII. táblázat
BD2A~val szembeni dializia hatása a Tradeaeantia albi- 

florából izolált aavaa foszfomonoeszterázok aktivitására
Az enzim mintákat o,ool M EDIA-t tartalmazó o,ol M 
Tris-HCl pufferrel szemben dializáltuk /pH 7,5/ 24 
órán át. A dialízis előtt és után az aliquotokból 
standard aktivitás mérést végeztünk

Dialízis előtt Dializia után
Enzim
/ml/Enzim

4oo^ 
2o pere

4oo^ 
2o pere

40» D. A O.D.

o,8ol
l,62o

ot852
1,662

94o,o3
0,06

loo
FMáze-1

97,5loo

l6o,l

188,4
o,711
l,3oo

o,444
o,69o

looo,o5
o,lo

PMáze-2
loo

3*4«6. Eg^éb vegyül£t£kjiatása

A monojódecetsav /JCHgCOOH/, nátriumazid /IJalí^/, 

2-merkaptoetanol és az L-aszkorbinsav 1 raM-os koncent
rációban enyhe, nem szignifikáns aktivitásesökkenést 

idézett elő /XIII. táblázat/.
Ugyanezek a vegyületek lényegében a PMáze-2-re 

sem hatottak. A nátriurafluorid /NaJ1/ 1 mM, az urea 

3 M-os koncentrációban 7o-8o % gátlást okozott mindkét 

enzimnél.
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XIII. táblázat
Különböző venyületek hatása a Tradescantia albiflora
szövetéből izolált foazforaonoe3zterázok aktivitására
Standard aktivitás mérés

Végkon
centrá
ció

PMáze-1 PMáze-2
Vegyületek

/ /AO.D. A Ü.D *4oo 
э,2 ml Ej

4oo 
o,o3 ml Е//mH/

’ %

2о» 2о»

Kontrol o,272
o,o83
o,244
o,273
o,292
o,28o

o,o87

o,2oo

o,o59
o,lb9
O, loO

0,169
o,lb3
o,o76

loo loo
NaP 29,51,0 

l,o 

1,0

2-Mercaptoetanol^o, о

3o,5
89,7

loo,3
lo7,2

NaN 84,55
JCH2COOH 8o

84.5
81.5 

38,o
L-аз zkorbirxs av lo,o

3ooo,o
lo3

Urea 31,9

3.4.7« Az__enzimek_J3 zubs ztrátsдеcificitása 

Különböző. foszfátészterek hidrolízises Mint ismert, 

a foszfomonoeszterázok a különböző tipusu vegyületekhez 

kapcsolódó terainális foazfátgyökök hidrolízisét kata
lizálhatják. A bakteriális enzimekkel ellentétben, a 

növényi eredetű fo3zfomonoeszterázok egyike sem mutat 
szigorú specificitást az egyik vagy másik foszfátkötés 

tipua bontása tekintetében. Ezért célszerűnek látszott 

tisztított készítményeink ilyen irányú vizsgálata is. 

Mint a XIV. táblázat feltünteti az ATP-t, ADP-t és az
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anorganikus pirofoszfátot a PMáze-1 a p-NPP-al közel 
azonos mértékben hidrolizálta* Ugyanezeket a vegyiile- 

teket a PMáze-2 lényegesen kevésbé /5o-7o 55/ bontotta, 

mint a p-HPP-ot.
Pigyelemreméltó, bogy a gltíkóz-1-foszfát /gl-1-Р/, 

glükóz-6-P /gl-6-Р/, fruktóz-1,6-clif oszf át /fr-l,6-PP/t 
2-glicerin-foszfőrsav, tiemin-pirofoszfát és a trifoszfo- 

-piridin-nukleotid /TPN vagy NADP/ mindkét enzimnél igen 

kis mértékben hasznosult mint szubsztrát.
A 2*“ ill* ^’-faszfojmonoészter kötés, bontása*
Hukleinsav szerkezeti vizsgálatokban egyik eszköz 

a 3*- ill* 5*-foszfoészter kötéseket specifikusan hasitó 

enzimek szisztematikus alkalmazása. Ezért a tisztított 

enzim készítményeinket ilyen szempontból is megvizsgál
tuk. A PMáze-2 a p-HPP-hoz viszonyítva mind a 33-, mind 

az 5*-purin és pirimidin nukleozid monofoszfát kötése
ket közel azonos mértékben /4o-55 %/ bontotta /XV. táb
lázat/. A PMáze-1 pedig az 5*-orto-foszfát kötéseket 

alig /5-1о %/ a 3*-végálló foszfor kötéseket pedig 

nagy mértékben /60-80 %/ hidrolizálta.



XIV. táblázat
. ' I t , ; '• * 1 • »

A Tradescantia albiflora levélazövetáből izolált foszfomonoeszterázok
specificltása néhány foszfátészterre

Standard aktivitás mérés az enzimátikusan lehasadé Pi meghatározása alapján. 
A reakciérendazer o,o3 ml ill. o,2o ml enzimet tartalmazott

í ■;

Pelszabadul t/<MPi/2o perc %

PMáze-2 PMáze—2PMáze-I PMáze-1Szubsztrát
KísérKiss riet let

1 1 11 2 2 2 2

I о,89бp-UPP
biaz-p-NPP

o,555 o,529
o,ooo5

o,723
o,o25

loo loo
o,ooo9

loo looо
o,o3

» 55,6 5o,3
51.7
38.8 

2o,o 

5o,3 

56,1

o,431
o,464
o,348
o,18o
o,451
o,5o3

í 'TPN o,3o9
o,658
0,632
o,155
o,2o6
o,219

46,3o 

57, lo 

32,o

118,5
113,8
27,7
37,1
39,4

o,335
o,413
0,232

lo4,8
97,5

ATP o,555
0,516
o,llb

AD?
21,9Gl.-l-P

Gl.-ó-P
Fr.-1,6-P-P
2-glicerin-
foszfor3av
Thiamin-
pirofoszfát
Anorganikus-
pirofoszfát

6o,458,oo,322 o,432

16,7o,18o 32,4 32,1 24,8o,17o o,15oo,18o

o,464 87,7o,232 32,o
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XV. táblázat

A különböző iiiononukl о о t idők hi

гFe lu zabaduit ju. MPij 
2o perc Лüzubsztrát

PMáze-2PKáze-l PMáze-2 PMáze-1

0,671
o,284
o,361
o,258
o,4oo

o,297
0,374
0,258

o,313

o,387 

o,o39 

o,245 

o,o2ó 

o,31o 

o, o2b 

o»2oo 

o,o21 

o,245

loo loopríIPP
5*-AMP lo,l

63,3
42,3
53,83 *-AMP

6,7 33,45’-CMP
53,68o, 13^ XP

6,7 44,35*-GMP

55,751,73*-GMP
5,4 38,45*-ÜLlP

63,3 46,63»-ÜHP
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A kísérlet időpontjában ilyen azubsztrát apeci- 

ficitásu PMáze létéibe nem állt irodalmi adat rendel
kezésre. így a kérdés súlya más oldalról történő bizo
nyítást is kivánt. E célból a PMáze-l-el ismét DEAE- 

cellulóz rekrómatográfiát végeztünk. Ezután minden frak
cióban megvizsgáltuk az aktivitást a standard szubsztrát- 

ra /р-НРР/, két cukorfoszfátra /gl-6-Р és 2-PGS/, to
vábbá egy nukleozid 3*-, ill. 5*-monofoszfátra nézve 

/3*-CÍ.IP és 5’-CMP/« A kísérlet eredményét a lo. ábra 

mutatja.

lo. ábra
DEAE-cellulózon másodszor rekromatográfáit PMáze-1

szubsztrátspecificitása
gl-6-P,

2-PGS, 
p-líPP 
3*-CMP

Standard aktivitás mérés Pi alapján

-o-o-

V4
, ? SILÓID -

ff;v-a-
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A négy különböző szubsztrátot bontó aktivitás 

profilja /р-ПРР,. G1-6-P, 2—PGS, 3 *—СРЕЗ/ teljesen egybe
esett. Az 5*-CPM-t bontó aktivitás az .újabb tisztítás 

során pedig eliminálódott.
így további bizonyítást nyert, hogy a Trades- 

cantia levelekből izolált.két foszfomonoeszteráz egyike 

/PMáze-1/ az egyéb foszfátószterek bontása mellett a 

nukleozid monofoozfátokon belül csak a 3'-ortofoszfát 

kötéseket hidrolizálja. A másik enzim /PMáze-2/ pedig 

egy teljesen aspeclfikus ortofoszformonoészter-foszfo- 

hidroláznak bizonyult«
3.4*3. Cl^t^£Sjmon£nukleotidok^batása 

A ciklusos -adenozln-3 *-5’-monofoszfát /сАЫР/ hor
monszer U szabályozó szerepét intracellulárls szinten 

egyre több irodalmi adat bizonyltja /Robinson et al 
1971/* E vegyületeknek egyes nukleolitüms enzimekre 

gyakorolt in vivő és in vitro hatását is megerősítik«
A növényi foszfomonoeszterázokra vonatkozó egyetlen köz
lemény /Polya and Ashton, 1973/ tanúsítja, hogy a cAMP 

in vitro gátolja az enzim aktivitását. Célszerűnek tűnt 

tehát megvizsgálni e vegyület hatását a Trades cant ia 

albiflora leveléből Izolált foszforsavósztereket bontó 

enzimekre is« Különböző koncentrációjú /о,1-1,о mH/ 
сAMP azonban nem hatott egyik PMáze aktivitására sem az 

alkalmazott három szubsztrát /3*-АЫР, 5*-AMP és р-ЕГРР/ 
jelenlétésben /XVI« és XVII« táblázat/«

•»
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XVI. táblázat
A különböző ciklusos laonomukleotidok 1 iatása a Tradescantia
albiflora levélszövetéből izolált PMáze-1 aktivitására
Standard aktivitás mérés a felszabadult Pi alapján. 
A reakeiórendszer o,o3 ral enzimet tartalmazott

KoncentrációKoncentráci« i Aktivitás ;Vegyület m №/ %Szubsztrát

Kontrol 3*-AMP o,oo25
o,oo25
o,oo25
o,oo25
otooo25
0,00025

o,ooo25
o,ooo25
o,oo25
o,oo25
o,oo25
o,ooo25

loo
3*-AMP lo2o,oool

o,ooo5
o,ool
o,ool
o,ool
o,ool
o,ool
o,oool
o,ooo5
o,ool
o,ool

2*,-3’-cAMP
84,8

96,5

3*-AMP 

З’-АШР 

p -I1PP 

p -ЫРР 

p -ШР 

p -NPP 

З’-АЫР 

3*—AMP

2*З’-сАМР 

2»,-3*-cCMP 

2* ,3* -сШР 

2*,3* -сШР

1о5
1о2

98,5
91,2

1оо,3
121,8

117,9
1об,8

3* ,5*- сАМР
3#-АМР

3*,5* -сАМР р -NPP
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XVII. táblázat
A cAMP hatása a fradeacantia albiflora levélszövetéből
tlaztitott PMáze-2 aktivitására különböző azubaztrátok

esetében
Standard aktivitás mérés enzimatikusan felszabadult Pi 
alapján. A reakciórendszer o,2o ml enzimet tartalmazott

Koncentráci<!
/М/

Koncentráció AktivitásVegyület Szubsztrát %

Kontrol 3 * —AMP o,oo25
o,oo25
o,oo25
o,oo25
o,oo25
o,oo25
o,oo25
o,ooo25
o,oo25
o,oo25
o,oo25
o,oo25
o,oo25
o,oo25
otooo25

loo
З’-АМР0,0001

o,ooo5
o,ool
o,oool

o,ooo5
o,ool
o,ool
o,oool

o,ooo5
o,ool
о,oool

o,ooo5
o,ool
o, ool

97.7 

lo8,l 
lo8,6

93.8

91.7
86.7 

8o,5
98.9

2 *,3 *-cAMP 3 * -ALÍP
3»-AMP
5»-AMP

2»,3'-cAMP 5*-AMP
5*-AMP

2 *,3 *-cAMP p -NPP 

З’-АМР

3 *,5 * —cAMP lo33*-AMP
З'-АЫР 83,5

98,85*-AMP
96,63*,5'-сАШ? 5*-AMP

96,65*-AMP

3 *,5 *-cAMP p NPP 83,7
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Hasonlóképpen a purin /2* ,3*-ciki.-MP; 2'^’-cikl#- 

-GMP/ és a pirimidin /2» ,3*-ciki.-ШР; 2» ,3’-cikl.-UMP/ 

ciklusos nukleozid monofoszfátok szintén hatástalannak bi
zonyultak miiidkét reakciórendszerben /XVI. és XVII. táblázat/.

;

/•
í

. i ( • .

■ ; t:

i - *
i :

.
•i

f. 4

. У:

/
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4. MEGVITATÁS

Tradescantia levelek nyers kivonatának előállítá
sakor az enzimműködésben nagyfokú inaktiválódást tapasz
taltunk. Ez a jelenség a növényi szövetek eldörzsölésekor 

legtöbbször problémát jelent /Loomis, 1966/. Az alkalma
zott redukálószerek közül esetünkben az L-aszkorbineav bi
zonyult a legalkalmasabbnak az aktivitás stabilizálására 

/V. táblázat/.
A savas foszfatázok sejten belüli lokalizációjára 

vonatkozóan számos adat áll rendelkezésre. Nakano és Asahi 
/1972/ csirázó borsó sziklevelében az aktivitásnak csak 

mintegy 5o %-át találta a sejt oldható fázisában. A diffe
renciális centrifugálás módszere bebizonyitotta, hogy ese
tükben a kötött aktivitás kisebb része a mitokondrium frak
cióban, zöme pedig a mikroszómákban lokalizálódott. Búza 

gyökórcsucsok /Matile, 1968/ és burgonyalevelek /Pitt,

1973/ foszfomonoeszterázainál is hasonló megállapitásra 

jutottak. Tradescantia albiflora esetében ilyen tipusu kí
sérleteket nem végeztünk. Az aszkorbinsavat tartalmazó hi- 

potóniás puffer alkalmazása gyakorlatilag az összes aktivi
tást feltárta /VI. táblázat/.

Differenciális centrifugálás módszerét használva 

dohánylevelekben is gyakorlatilag a looooo x g felüluszó- 

ban találták az összaktivitást /Shaw, 1966/.
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A foszfomonoeszterázok sejtenbelüli lokalizációja 

éa szubsztrátjaik aokféleaége /cukor-, nukleotid-, nukle- 

ozid-foazfátok, anorganikua pirofoezfátok/ eleve felveti 
ezek müködéabeli polimorfizmusát az élő szervezetben. A 

különböző állati azövetekben a foazfátészter-bontó izoen- 

zimek megléte éa jelentősége jól bizonyított /Hollander, 

1971/v Gél-elektroforézia alkalmazáaa a növényi foazfomo- 

noeszteráz izoenzimek .Meglétére ia fényt deritett. Oenothera 

organenaia pollenjében hat /Mäkinen éa MacDonald, 1968/, 
hagymában 1 iárom /Mäkinen, 1968/ fiatal búza növényekben há
rom /Jaaska Jaaaka, 1968/a/ kukorica cairanövényekben ki
lenc /Jaaaka éa Jaaaka,1968/b/ burgonya gumóban három 

/Jaaaka, 1969/ szőlőhibridek levelében négy /Schaefer,
1971/ jól elkülönült izoenzimet sikerült kimutatni. A leg
utóbbi időben az izoenzimek közötti minőségi éa mennyiségi 
jellegek számbavételére a gél- és az ioncserélő-kromatog- 

ráfia, továbbá az elektrofokuazáló technika alkalmazása is 

tért nyert. Ily módon tealevélből kettő /Baker és Takeo, 
1973/ búzacsírából három /Verjee, 1968/ illetve négy /Foster 

és Weber, 1973/ izoenzimet sikerült elkülöníteni, megtisztí
tani éa enzimatikus sajátságaikat egybevetni.

Elővizsgálatainkban a hét Tradescantia faj /Т. flu- 

minensis, T. sillamontana, T. venezuelensis, T. albiflora 

albo vitata, T. aureo albo-vitata, Zebrina pendula és Zeb- 

rina purpura/ feltételezett foazfatáz izoenzimeinek szét
választása csak részben sikerült /Horváth és Sivók, 1973/*
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Az enzimfehérjék inaktiválódását és meghatározását zavaró 

tényezőktől /nagy mennyiségű polifenol, festékanyagok/ 

mentes faj, a Tradescantia albiflora albo-vitata kiválasz
tása, továbbá védőanyag /aszkorbinsav/ alkalmazása a nyers 

kivonat előállitásakor a tisztítás egymásutáni lépcsőiben 

néhány foszfomonoeszteráz-izoenzim elválasztására és jelle
gének részletesebb analízisére adott lehetőséget.

Az ammónium-szulfát frakcionálással nyert fehérje, 

Sephadex G-2oo-on történő molekulaszürése liárom foszfatáz 

enzimcsucs elkülönülését eredményezte /1. ábra/. A második 

és harmadik PMáze enzimnek DEAE-cellulóz oszlopon történt 

együttes kromatografálása még egy további enzim elválasz
tását idézte elő /2. ábra/. így az alkalmazott módszerek 

segítségével négy foszfomonoeszteráz enzimet sikerült elkü
löníteni. Közülük az ioncserélő krómatográfiával kapott el
ső és máaodik /PMáze-1 és PMáze-2/ enzimcsucs kombinált 
frakcióit vizsgáltuk tovább. Ezeket az ismételt kromatog- 

ráfia és rekromatográfia homogéneknek mutatta /3. 4. ábra/. 

A tisztítás során 174. ill. 54-szeres tisztasági fokot és 

lo i&-os ill. 9 iá—os enzirakitermelé3t értünk el /VII. táb
lázat/.

A PMáze 1 és PMáze 2 izoenzim jellegét pH optimumuk 

/8. ábra/, EDTA-val szembeni érzékenységük /XII. táblázat/ 

és szubsztrátspecificitásuk /XIV. XV. táblázat/ különböző
sége bizonyltja. Számos tulajdonságuk a többi növényi ere
detű savas foszfomonoeszterázokéival bizonyult azonosnak 

/Schmidt, 1961; Hollander, 1971/.



- 57 -

Valójában a Icát enzim nem tipikus ortofoazfor mono- 

észter foszfohidroláz /Е.С.3.2.3-2/ mivel különböző mér
tékben a szervetlen és nukleotidpirofoszfát kötéseket szin
tén bontja /XXV# XV. tábkázat/.

A különböző szubsztrátokkal szembeni specificltá- 

suk nagyon hasonló azokhoz a nem specifikus növényi fosz- 

fatázokéihoz, amelyek a cukorfoszfát észterek zömét kb. 

egyfozraa mértékben, de az általánosan használt szinteti
kus szubsztrátnál /рПРР/ kevésbé hasítják /boring et al 
1966; Shaw, 1966; V/alters és boring, 1966; Asahi et al 
1967t Verjee, 1968; Felenbok, 197o; Wyen et al., 1971; 
Romura et. al«, 1971/*

A PMáze-1 és FEIáze-2 között a 3*-* és ő'-nukleozid 

monofoszfátok hidrolízisében talált különbség az újszerű 

és lényeges. A PMáze-2 általánosan előforduló, nem speci
fikus foszfatáz /Duda et al., 1967; Yamamoto, 1972/.

A Püáze-1 azonban szinte kizárólagos specificitást 

mutat a 3*-nukleozid monofoszfátok bontására /XV. táblá
zat/. Ilyen tipшu enzimet eddig egyetlen esetben, búza 

csiranövényből Izoláltak /Polya és Ashton, 1973/ és 

3*-ribonukleotid foszfohldroláz néven nevezték el.

•»

•»
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5. ÖSSZEFOGLALÁS

Tradescantia albiflora albo-vltata levélszövetek 

nyers kivonatában a savas foszfomonoeszteráz aktivitás zö
me /85 %/ a sejt oldható fázisában található* Az enzimfe
hérje a szövet nagy polifenoltartalma következtében gyorsan 

inaktiválódik. A folyamat aszkorbinaavnak a kivonó-pufferbe 

adásával részben kivédhető*
A nyers kivonat oldható-fehérje frakcióját ammónium- 

szulfátos frakcionálással, Sephadex G-2oo-on történő gélszü- 

réssel és ismételt DEAE-cellulőze kromatográfiával tisztí
tottuk meg. A fehórje-frakcionálás utolsó fázisában három 

foszfomonoeszteráz izoenzimet sikerült elkülöníteni. Közü
lük két foszfatáz /FMáze-1 és FMáze-2/enzimatikus jellemzőit 

vizsgáltuk meg részletesen.
Az enzimek pH optimuma /pH 5, о és 5>5/ és EDTA-val 

szembeni érzékenysége különbözőnek bizonyult* Egy és két
értékű kationokat egyik enzim sem kívánt működéséhez* 6o C°- 

on felül mindkét foszfatáz gyorsan inaktiválődott. Tíz hó
napos, mélyhűtött állapotban történő tárolás folyamán az 

eredeti aktivitásuk 2o-4o %-a maradt meg*
Részletes kísérletek történtek az enzimek szubsztrát- 

speclficitásának jellemzésére* A vizsgált cukorfoszfát, nuk- 

leotid pirofoszfát és inorganikus foszfát kötéseket mind
két enzim nem nagy különbséggel bontotta*
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Lényeges különbség mutatkozott közöttük a 3*- 

ill* 5*-végálló foszfomonoészter kötés hidrolízisét ille
tően* Az egyik enzim /PMáze-2/ mind a 3*-» mind az 5*-purin 

és plrimidin nukleozid monofoszfát kötéseket közel azonos 

mértékben hasította* A Hiáze-l azonban kizárólagos prefe
renciát mutatott a 3*-nukleozid foszfomonoészter kötések 

hidrolízisére* Eddig csak búza csiranövényből Izoláltak 

hasonló tulajdonságú foszfatázt*
A két enzim aktivitására különböző koncentrációjú 

adenozin 3*,5*-ciklusos monofoszfát, továbbá purin és pi- 

rimidin 2*,3* —ciklusos monofoszfátok nem hatottak*
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