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l. BEVEZETES

l.1. A foszfomonoeszterdzok gltaldnos jellemzése és
eléforduldsa

A szfémos 616 szervezetbll izoldlt savas foszfaté-
zok /ortofoszforsav-monoészter-foszfohidroldz E.C.
3¢1.3.2/ olyan kiil8nillé enzimcsoportot képeznek, me-
lyek a foszforsavnak kiilonbbzd vegyliletékkel alkotott
monoészter ktéselt hidrolizdljdk. Cukorfoszfdtok mel=.
lett ztmmel boﬁtjék a nukleotid és nukleozidfoszfito-
kat tovdbb4d az anorganikus pirofoszfit k¥téseket is. A
nukleotid=3’ és 5’-monoészter kYtéseket egyardnt hidro-
11241J4k, tehdt a kbtéstipust 1lletSen nem specifikusak.
£1taldnos reakcidsémsjuks

ortofoszforsav-monoészter + H,0 --e alkohol + H,PO,

Az elsl foszfétészter kttést bonté enzimek felfe-
dezése 6ta mintegy 50 év telt el. Az elmult idSszak
alatt mégis viszonylag kevés Usszefoglald értekezés je=
lent meg errSl az enzimcsoportrél /Schmidt, 1961; Stadt-
man, 19613 Bernardi, 19663 Torriani, 1966; Hollander,
1971/. Résgzletesebb kutatdsuk az S5o=-es évek elejétdl
a nukleinsavak szerkezetének tanulminyozdsdval kezd§-
dik; Egyéb nukleinsavbontéienzimek /nukledzok/ 1zold-
ldsa és karakterizdldsa mellett l4zas kutatémunka folyt



olyan specifikus foszfatdzok felderitésére is, amelyek
killonbséget tesznek az 5' és 3’-foszfomonoészterek bon-
tédsdban. Ennek sordn az €16 szervegetekbdl killvnbizd
ortofoszfitészterek hidrolizisét katalizdlé szdmos
monoegzﬁerézt‘irtak le. Nem tbrekedve teljességre az

I, tédblédzatban néhdny nem ndvényi savas foszfatdz fore
r4sdt és szerzdjét kbzbljik,

A novényi foszfomonoeszterizok mélyrehatébb tanule
ményozdsa az So-es évek végén indult meg. Az eltelt mint-
egy misfél évtized alatt szdmos novényi szdvetbdl izoldl-
tak és tisztitottak foszfatizokat. Néhdny jelentdsebb ada=
tot a II. tdbldzat tintet fel.

A névényi foszfatizok ktzbs Jellemz§je, hogy j61l ko=
riilhatdrolhaté savas tartomdnyban /pH 4 ~ pH 6/ fejtik
ki optimdlis hatdsukat. HSlabilisak és 4ltaldban nem ki-
védnnak egy és kétértékii ionokat miikddésiikhdz. Nem szubszt-
rdt specifikusak, a legkillonbbzébb foszfitésztereket cse-
kély killonbséggel bontjdk. Egy-két kivételtsl eltekintve
/Staples és Stahmann, 1964/ eddig novényi szdvetekben lu-
gos pH tartomdnyban miiktd8 foszfomonoeszterizt nem irtak
le. Megjegyzend§, hogy hasonldé a helyzet egyéb nbvényi
nukledzok /foszfodieszteriz, ribonukleds, deoxiribonuke
ledz/ egetében is. Ez valészinilleg a novényl szovetnek
az dllatil szovetektSl eltérd fiziolégial dllapotival
/szerves savak nagy mennyisége, fehérjék savas izoelektro=-
mos pontja/ magyardzhaté.
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I. tdblidzat

Savas foszfatdzok eldfordulisa az lati szdvetekben és

mikroszervezetekben

Neurospora crassa

Saccharomyces Spe
BEscherichia coli

Staphylococcus spe

Insecta
Drosophila spe

Allati

te]

Vese

méJ

fibroblast szivel=
kultura

elektromos szerv
1ép

Emberi

placenta

erythrocyta

prosztata

Eredet Szerzd
Mikrobidlis

Kuo és Blumenthal, 1961
Hochberg és Sargent, 1973
licLellan és Lampen, 1963
Rogers és Reithel, 1960
Hofsten és Porath, 1961
Malveaux és San Clemente, 1969

MacIntyre és Dean, 1967

Bingham és Zittle, 1963
Pla et al., 1968
Argenis és Touster, 1968

Magnusson, 1971
Hargreaves et ale., 19064
Chersi et al., 1966

DiPietro és Zengerle, 1967
Georgatsos, 1965
Ostrowski és Rybarska, 1965
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II. tdblizat

Savas foszfatdzok eldforduldsa nivényi sztvetekben

lecsirdzdé borsd
burgonyagund
buzalevél

csirdzé buza
Phaseolus mungo
csirandvény
pzéjaliszt

csirdzé torpebab
dohdnylevél
Enteromorpha spe
foldimogyord sziklevél
Lupinus albus
retlen paradicsom
rizskaldsz
Baldtanagvak
penétlevél
tealevél

Eredet Szerzd
|drpalevél Wyen et al., 1971
batdtagund Uehara et ale., 1971
borsdlevél Forti ei al., 1962

Pierpoint, 1957/a
Pierpoint, 1957/b
Bieleski, 1963

Roberts, 1956

Joyce és Grisolia, 1960

Felenbok, 1970
Mayer et al., 1961
Roussos, 1962

Shaw, 1966

Yamamoto, 1972

Duda et al., 1966
Newnark és Wenger, 1960
Baker és Takeo, 1973
Ikawa et al., 1964
Meyer et al., 1971
Forti, 1961
Tirimanna, 1967




1.2. Pelosztdsuk

A kililonbbz6 foszfomonoésztereket bonté enzimeket
a nemzetkdzl enzimnomenklatura szerint két nagy csoport-
ba tagoljédk. , . .

1. Speclfikus foszfatdzok,

- 2. Nem specifikus foszfatdzok

A specifikus foszfatdzokat szubsztritspecificitdsuk
alapjdn csoportositjuk. Eszerint megkiiltnbbztetiink 3°=-,
és_5'~nukleotiddzokat, melyek a nukleotidok végdllé fosz~
forsav kotéseit hasitjdk /Drummond és Yamamoto, 1971;
Heppel, 1961/. Miikddésiik a nukleotid "poolok" szintjének

kialakitédsdban lehet jelentSs. A cukorfoszfatdzok a kiilin-
b8z8 cukorfoszfit észtereket hidrolizdljdk /Nordlie, 1971;
Pontremoli és Horecker, 1971/. Szereplik a 1légzési anyag-
cserében fontos. Végezetiil az anorganikus pirofoszfati-
zok, melyek a szervetlen foszforkitések bontdsdra speci-
alizdltak /Josse és Wong, 1971; Butler, 1971; Runitz és
Robbins, 1961/.

A nem specifikus_ foszfatdzokhoz az elsd fejezetben
felsorolt legkiilonbbzibb szbtvetl eredetil enzimek tartoze
nak. Minthogy nem szubsztritspecifikusak két alcsoport-
ba torténd bontdsuk az egyik enzimoléglai jelleg, a pH
optimumuk alapjdn torténhet. Igy megkiildnboztetiimk
alkalikus foszfomonoeszterizokat /E.C.3.I.3.1/, melyek
7 és 9 kvzotti pH tartomdnyban fejtik ki optimilis ha-
tdsukat /Fernley, 1971; Reld és Wilson, 1971/.
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Savas fogzfomonoeszterizokat /E.C.3.I.3.2/, melyek savas
teriileten /pH 5 koriil/ a leghatékonyabbak. A novényi
foszfatdzok pH optimuma kizidrdlag savas. Ez az 4ltaléd=-
nositds némi megszoritdssal tovibb bdvithets, amennyiw-
ben az 4l1llati szﬁvetekbél nyert enzimek ztmmel alkali-
kus teriileten miikédnek. A mikroszervezetekbSl nyert ké-
szitmények viszont pH optimum tekintetében nem mutatnak
kizdrélagos jelleget. A két alcsoport enzimei olyhor sok
lényeges tulajdonsdgban meg is egyezhetnek, mint példiul
h&érzékenység, inhibitorral szembeni viselkedés, stbe.
Nukleinsavszerkezeti vizsgdlatokra a foszfatdzok kozil
zbmmel csak néhdny jO1 karakterizdlt, standard enzimet
haszndlnak. Ilyen alkalikus foszfatdzokat E. colibédl,
csirke gyomorbdl, marha gyomor nydlkahirtydbdl savas
fogzfatdzokat pedig buza csirantvénybdl, burgonydbbl 4l-
litQttak elé. Ezek kereskedelmi uton kdnnyen beszerez-
hetdk,

l.3. Hatdsmechanizmus

A fosgfomonoeszterizok Zltal katalizdlt hidrolitie
kus reakcié mechanizmusidt szdmos tsszefoglald taglalja
/Schmidt, 19613 Stadtman, 1961; Reid és Wilson, 1971
Fernley, 1971; Hollender, ;971/.

Bzek eredményét roviden a kivetkezdképen foglale
hatjuk Ussze. A bontdstipus Jellegét radioizotépos kie
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sérletekkel bizonyitottdk. Ezekben 82018 Jelenlétében
az enzimmel kiildnb8zd tipusu fosgfdt észtereket hidro-
1izéltak. Kideriilt, hogy mind a lugos, mind a savas te-
rileten milkdd§ foszfomonoeszterdzok a kérdéses vegyli-
letben az oxigén és a foszfor kozbtti kYtéseket hasit-
J8k a kbYvetkezd egyenlet szerint:
R=0-P + H,0'% - s R-0-H + mO'®.p

Nem enzimatikusan savak jelenlétében 1is a
~C=0+P bont4stipus megy végbe. A lug~katalizdlt hidro-
lizis viszont a ~G+O-P bontdstipusnak kedvez.

1.4, Elettanl szerepiik

A nem specifikus foszfomonoeszteridzok élettani
szerepéril ismereteink elég hidnyosak., Ez elsisorban
a ndvényi eredetii enzimekre vonatkozik. Mikrobiglis és
4llatl szinten nyert adatok ztmét a kizvetlen gyakor-
lat szolgdltatta.

Igy ujabban a klinikal vizsgilatok homlokterébe
keriilt a foszfomonoeszterdzok szerepe néhidny patolb=
gids folyamatban. Angolkér ill. csontelvdltozdsok ese=
tében pl. a vérplazma foszfatdz szintjének abnormdlis
emelkedése volt megfigyelhet§ /Cantarow és Trumper,
1955/. A prosztata rdkos megbetegedését is a savas
foszfomonoeszterdz aktivitdsdnak ndvekedése kisérite.
Bir a jelenség bilolégilal értelmezése még vitatott,



emberben és kutydban az epevezeték 4ltaldnos elzirs-
d4sdra is a nem specifikus foszfomonoeszterszok nagy
mérvii aktivdléddsa a jellemz8. '

A savas foszfatdzok kétségtelen szerepst deritet-
ték ki a csoﬁtkép26dés gsordn, ahol az enzim a végtéfmék
/Pi/ fokozdsa 4ltal teszi lehetdvé a kristdlyntvekeddst
/Fleisch et al., 1966/. A megcsontosoddsi folyamat tel-
jes megértéséhez azonbanimég més tényezSk szerepének
ismerete is szlikségesnek tinik, Vannaek magas foszfatéz
aktivit4ssal rendelkezd szbvetek /bél, vese, méh/, me-
lyek noimélis kbrillmények ktz8tt nem meszesednek el. Mds
foszfatdz-hidnyos szbveteknél /aorta/ viszont torténtk
elmeszesedés.

A foszfatizoknak a t4panyagtranszportban betBlttt
szerepére néhdny utalds ttrtént az utébbi idében. Egyes
mages foszfatdz szintii szbvetekben a kbtstt 4llapotu
fos;fatézok zbme nagy absgorpciés feliiletekhez lokalie-
2416dik, E jelenség feltehetSen bizonyos szereppel bir
a tdpanyagoknak az epithelium membrénjén keresztiili
transzportjédban., Szénhidrdtok felvételekor a plazma
foszfomonoeszterdz szintjében hatirozott emelkedés mue-
tathaté ki. Zsirok felvétele a béltraktus foszfatdz ak--
tivit4sdban okoz n¥vekedést, mely késSbb a nyirokvezeté-
kekben is kimutathaté.

A t4rgyalt enzimcsoportnak a ntvényli szbvetekben
betbltttt szerepét illetSen csak néhdny adat 411 rendel-
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kezésre. Az utébbl évek kisérleteli arra utalnsk, hogy

a novényi foszfatdzok fontos szerepet tBltenek be a
raktirozott tdpanyagok mobilizdldsdban /Flinn és Smith,
1967/, a cukrok és mds tdpanyagok membrénokon keresztili
aktiv transzportjdban /Pigier, 1968/, a plasztiszok dif-
ferencifléddsdban /Mlodianowski, 1972/ és az bregedési
folyamatokban /De Leo és Sacher, 1970/. Verjee /1969/
vizsgdlatal feltételezik, hogy a piridoxdl-5-foszfdt |
hidrolizisében résztvevd foszfatdzoknak reguldcids sze~
repe lehet azon enzimek milkbdésének szabidlyozdsdban, me-
lyek koenzimként az eldbbi vegyilletet igénylik,

1.5. Regulfcidjuk és lokalizgcidjuk

A foszfomonoeszterdzok reguldcidéjdt illetSen a mik-
robidlis és az dllati szbvetek terilletén elédg nagyszdmu
adat 411 rendelkezésiinkre. A genetikai szabdlyozds je-
lentésége az emberi virds vérsejtek savas foszfomono-
eszterdz izoenzimeinek / A,BA,B,CA,CB,C, fenotipusok/
reguldciéjdban az utébbi években vdlt ismertté /Aebi,
1967/. Az izoenzim spektrumban kimutatott, bizonyos ge=
netikai kombindcidkbsh ¥rokldd§ klilénbségek idézik eld
a vords vérsejtek hypo - ill. hyperphosphatasia néven
ismert betegségét. A hormonszabdlyozds alatt 4116 glikéz-
6-foszfatdiz hidnya a mijban gliikéz-tdroldsi rendellenességre
jellemzd patolégids tllneteket v4lt ki. Szintén hormonhatds
Jédtszik szerepet abban, hogy a pubertds korban sokkal ma-



gasabb a prosztata foszfomonoeszterdz szintje.

Mikroorganizmusokban a rendelkezéasre 4118 tdpanyag-
szint befolydsolhatja a foszfatdzok mennyiségét. Esche-
richia coli /Torrieni, 1960/, Euglena gracilis /Blum,
1965; Price, 19623 Summer és Blum, 1965/ és tengeri al=-
gék /Kuenzler és Perras, 19653 Kuenzler, 1966/ esetében
az ortofoszf4t limitdlé koncentréciéjq a savas foszfa-
t4zok indukcidjdt idézte elle Kilenc algafajndl a fosz-
forhidny 4ltal elfidézett ndvekedésgitlds az alkalikus
foszfatizok aktivitdsdt fokozta /Fitzgerald és Nelson,
1966/. Hasonlé a helyzet néhdny élesztigomba faj eseté-
ben is /Schmidt et al., 1956/. Ezek az adatok egyértel=-
milen feltételegzik, hogy a mikroorganizmusok foszfatdz
szintjének szabdlyozdsdban egyik lehetséges faktor a kire
nyezetben rendelkezésére 4116 anorganikus foszfit meny-
nyisége. Ennek hidnydban a szivetek foszfatdz szintje
megemelkedike '

A magasabbrendii novényi szovetek specifikus foszfa-
tdz szintje Altaldban alacsony, de a nem specifikus sa-
vas foszfatdz aktivitdsuk szdmottevlé. Valészinifien azon-
ban agz, hogy az utébbiak normilis koriilmények kozdtt
jelenfékeny mennyiségll foszf4tésztert bontanak el., A
foszforhidny Spirodelldban p;. mintegy 20=-szoros fosz=-
fatdz aktivdléddst idéz eld anélkiil, hogy az endogén
foszfdtészterek ménnyiségében vagy a radioaktiv jelzés-
sel kovetett kinetikdjdban megfigyelhth v4dltozdst okoze-
na /Bieleski, 1966/, Igy az enzim és a szubsztrit egy-



ndst6l elklilonillve kell, hogy lokalizdldédjanak,

Allati sejtekben ezek a fermentek j61 jellemzett
sejtszervecskékben, a lizoszémiban helyezkednek el. No=-
vényi sejtekben nagy mennyiséglik a vakuSlumban talgl-
haté. A merisztematikus sejtekben azonban taldlunk két
lizoszéma-szeril részecskét, a provakuSlumot és a lipoide
gazdag szferoszdémdt. A provakuélumok a sejtfejlddés ko=-
ral szekaszdban jelentkeznek. A fiatal sejtekben ész-
lelt nagy membrdn-kotott foszfatdz aktivitds vagy a
diktioszdémidkban vagy az endoplazmatikus retikulum be-
tliremkedéseihez lokalizdglédott. Ezek a magas foszfatdz
tartalmu képletek, véglll is fuziondlva az érett sejtek
vakuélumdt képezik. Az ilyen sejtek foszfatdz aktivité=
sdnak zdme a vakudlumban, valdészinlileg a membrin belsd
felén helyezkedik el és csak az bregedés folyandn jut
a citoplazmdba. Ezt specidlis festési technikfk mellett
kozvetlenebb médszerek is bizonyitjdk. Kukorica gytke=-
~ rekbSl protoplasztokat és vakudlumokat izoldlva és az
enzimaktivitdsukat tsszevetve kiderillt, hogy m4s hid-
rolitikus enzimekkel egylitt majdnem az Usszes foszfa-
tdz aktivitds a vakuSlumban lokalizdlédik /Hatile, 1966/.

A foszfit-hidnyos szervekben az enzim a sejt kii-
16nbtzé részeiben lokalizdlédhat. Az eldzdekben elmon=
dottuk, hogy az E. coli, Euglena és élesztd egsetében
foszforhidny az enzim 5~50-szeres aktivitdsdt indukdlja.
Ezt még kiegészithetjilk azzal, hogy a foszfatdzszint
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novekedése a klils§ sejtmembrdnon lokalizdlédott uj izo-
enzim megjelenésének volt tulajdonithatde.

A foszforhidny magasabbrendil ntvényekben szintén
megndveli az enzim aktivitdsdt /Hervitt és Tathanm,
1960; Ueki és Sato, 1971/. Ebben az esetben az enzinm
lokalizdcidja valésziniileg olyan, hogy a sejtenkiviili
szubsztrdt hozzdférhetdvé vdlik szidmdra. Foszfatiz a
killsd kvzegben i1s szabadulhat, dltaldban azonban a sejt-
falhoz vagy a plazmalemma kiils§ feléhez kttSdik. Az in-
dukcié uj foszfatdz izoenzim megjelenését is Jelenti,
de még bizonytalan, hogy ez és az un. kills§ foszfatdz

azonosak-e?

1.6, Foszfomonoesztexrdz izoenzimek

Az izoenzim elnevezés egy fehérje /csoport/ olyan
klilonbbz6 molekuldris formdira utal, melyek ktzel azo-
nos enzimspecificitdssal rendelkeznek. Ilyen értelem-
ben ugyanazt 8z enzimreakcidét katalizdljdk és tulaj-
donsdgaikban sok ktzel azonos vonds talidlhaté, de a
fehérjekémia és enzimoldégia médszereivel egymdstél el-
killdnithetdk. Pehérje osszetételben nagy hasonlésdgot
mutatnak, ugyanakkor eltérést is az olyan tulajdonsd-
gokban, melyeknek aktivitds szabdlyozds szempontjsbél
van jelentdségik /Shannon, 1968/,

A foszfomonoeszterdiz izoenzimek kvalitativ és
kvantitativ el8forduldsa fajonként és szovetenként
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vdltozhat. Az elsd ilyen tipusu enzimeket dllati szi-

vetekbdl irtdk le és izoldltdk. A III. tdbldzat 14 kii-

16nboz8 emberi egyed sejtkulturdban tényésztett szo=-

veteinek izoenzim spektrumdt foglalja Ussze /Hollander,

1971/,

III. tdbldzat

Savas foszfatdz komponensek megoszldsa 14 kildnbdzd

emberi egyved sziveteiben

Az arab szdmok a sajdtos spektrumot képviselld egyedek
szamdra vonatkoznak

A hét szbvetben elektroforetikusan négy /A,
izoenzimet killbnitettek el. Mint kitinik az A B

Szovet ABD BD AB B D
Sziv 1 13 o o o
Csontvaz=izom 3 lo o o 1
Vese i3 | o o o
BSr o o 2 12 o
Maj 1 13 o) o o
Hasnydlmirigy o 1 o o 13
Bél | 13 o o o

B,C és D/
D spekt-

run a vesében; B D a mijban, bélben, szivben és a csoni-

vdz-kzomban; B a bdrben és D a hasnydlmirigyben fordul
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elé elsdsorban. A C komponens egyediil a méhszivetben
volt taldlhaté nagy mennyiségben. Mind a négy izoenzi-
met a D/+/~borkésav gdtolta. Az A komponens sialinse-
vat tartalmazott, a D alacsonyabb pH optimummal tiint -
ki és héellen4116bb volt, mint az A,B,C,. A C és D
komponensek elektroforetikus tulajdonsdgai ktzel azo-
nosnak mutatkozott.

Emberi vérbsl elektroforetikusan &t savas foszfa=-
tdz izoenzimet izol4ltak. Ezek kvalitativ és kvantitativ
megoszldisdt genetikailag meghatdrozottnak taldltdk és a
hat leggyakrabban elifordulé fenotipusban ki is mutat-
tdk. Az lzoenzimek relativ aktivitdsa azonosnak bizo-

- nyult egy sor vizsgilt szubsztrit esetében. Jelentds
kiilonbség mutatkozott azonban kozdttilkk az elektrofore-
~tikus mobilitdst, inhibitorrezisztencidt és hSellengl-
1ésdgot illetden.

A novényi foszfatdz komponensekre fehérjekémiai
és enzimolégiail tulajdonsigaik k8zotti hasonlésigot és
eltérést illetden az 4llati eredetil enzimeknél elmondot-
tak szintén érvényesek, Szerepiiket vizsgdlva az életta=
ni folyamatok killtnbdz6 teriileteirSl kaptak ismereteket.
Foazfatdzok megv4iltozdsa /enzimszint, aktivitds/ volt
kimutathaté a novekedési és fejlédési jelenségekben,

a kiillénbozl reguldcids mechanizmusokban, valamint a
novényi betegségellenillésdgban is /Staples és Stahmann,
1964; Staples et al., 1965; Yutaka és Matsunaka, 1965/.
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A IV, tdbldzat a novényekbdl izoldlt izoenzimeket

foglalja Ussze.

IV. tdablazat

Savas foszfatdz komponensek eldforduldsa a nﬁvénxi

sztvetekben
Novény lédszer Izo= pl
enzimelf opti- Szerzd
szidma | mum
batdta ioncseréld
kromatogrt, S Asahi et al.,1967
|
Erpa gélsziirés 5 Wyen et al., 1971
buza ioncseréld
kromatogrf.
+gél=elektro- Foster és Weber,
forézis 4 6 1973
buza ionceserélsd i
kromatogrf. | 3 6 Verjee, 1968
mogyord | ioncseréld
kromatogrf. | 2 5 Duda et al., 1967
gara— ioncaseréld
icsom kromatogrf. g
+gél=elekiro= Baker és
forézis 2 Se=b Takeo, 1973
tea ioncseréld
kromatogrf.
+ géle-eclektro= Baker és
forézis 2 Smb Takeo, 1973
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El8kisérleteinkben néhdny Tradescantia faj /T.
fluminensis, T, sillamontana, T. veneguelensis, T.
albiflora albo-vitata, T. aureo albo-vitata, Zebrina
pendula és Zebrina purpura/ foszfdtészter-bonté enzimeit
vizsgdltuk meg. A csalidd nagy f6ldrajzi elterjedtsége
és formagazdagsdga a foszfomonoeszterdz enzimspektrume
ban. is polimorfizmust sejtetett. Sephadex G-75 és Sepha-
dex G=200 gélszilrdk alkalmazdsa azonban csak egy-két
enzim /csoport/ elkiiltnitémsét tette lehetSvé ezekben a
fajokban. Az enzimaktivitdsok azonban fajrél-fajra igen
vdltozatos képet mutattak /Horvith és Sivék, 1973/. Az
izoenzimek elkiiltnitését és mennyiségl kimutatdsukat a
csaldd ztmében el§fordulé polifenoltartalom és a vdlto-
zatos pigmentek igen megnehezitették.

Emiatt tovdbbi kisérleti anyagként vdlasztdsunk a
zavaré anyagokban legszegényebb faj, a Tradescantia al=-
biflora albo-vitata=ra esett. A kivetkezbkben a faj foaz-
fatdz izoenzimeinek elkliltnitésével és karakterizgldsd-
val kapcsolatos kisérletek eredményét vitatjuk meg.
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2. ANYAG ES MODSZER

2.1, Nvényanyag és vegyszerek

Kisérleteinket a Tradescantia albiflora albo-
vitata /Kunth/ levélsziveteivel végeztilks A leveleket
méretre és elhelyezkedésre valé tekintet nélkiill vélet-
lenszeriien gylijtbttiike A vizsgdlatokhoz desztilldlt vig-
zel mosott és -16 C%-on t4rolt anyagot haszndltuk fel.

Vegyszereket illetSen a felhaszndlt Usszes nukle-
otid [jadenozin-B-foszfét /3'=2AMP/, adenozin-5-foszf4t
/5°=AMP/, guanozin-3-foszfdt /3'-GMP/, guanozin=5-fosz=
fat /5’=-GlIP/, citozin-3=foazfdt /3°=-CMP/, citozine5-
foszfit /5°=-CMP/, uridin-3-foszfdt /3’-UMP/, uridine
S5=foszfit /5’-UMP/:] a P.L. Laboratories, Milwaukee,
Wisc. terméke volt. A p-nitrofenil-foszfit dingdtrium
.séjét /p~-NPP/, a bisz-p-nitrofenil-foszfitot /bis-p-NPP/,
a ciklusos adenozin 3?,=5’-monofoszfdtot, a ciklusos
adenozin 2’ ,-3'=-monofoszfitot /cAllP/, a ciklusos gua~
nozin 2?,-3'-monofoszfdtot /cGWP/, a ciklusos citozin
2? ,=3'=monofoszfitot /cCMP/, és & ciklusos uridin
2? ,=~3*=monofoszfitot /cUMP/ a Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo. finomvegyszergydr dllitotta el§. A DEAE~cel=-
luléz a Calbiochem, Los Angeles, Calif. terméke volt.
Sephadex G-éoo a Pharmacia Pine Chemicals, Uppsala, a
marha szérum albumin /Cohn fr. V/ Serva, Heidelberg ké-
szitmény volt. A Folin-Ciocalteus reagenst a lerck
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gydr, Darmstadt llitotta el8. A felhasznglt t6bbi
REANAL vegyszer analitikal tisztasgu volt.

2.2« A nyers kivonat elfdllitdsa és az enzgimaktivitds
meghatirozdsa

A mélyfagyaesztott mintdt hideg szobdban /4 c°/
a szbvet sulydnak hdromszorosit kitevs 0,5 %-os l~asz-
korbinsavat tartalmazé 0,05 M pH 7,5-is Tris-HCi puf-
ferben kvarchomokkal dovrzsmozsdrban homogenizdltuk, A
szuszpenzidt négy rétegii gézen szirtiik 4t. A szlirletet
4 C°-on centrifugdltuk le./4c.000xg, 30 perc/. A bar-
nissdrga szinli tiszta felllluszét haszniltuk fel a to=-
vabbi kisérletekhez. Ezt néhdny esetben felhaszndldsig
mélyfagyasztva tdroltuk.

Az enzimaektivitds meghatdrozdsa a célnak megfele~
1l6en szintetikus és természetes szubsziritial itbrtént.

A szintetikus szubsztrdt esetében a p~pitrofenil-
£oszf&tb61 /p-NPP/ enzimatikusan felszabadulé p-nitro-
fenolnak /p-NP/ mint egyik végterméknek az abszorpcid-
jat mértik 400 nm-en fUdvardy et al., 1969/:; A reakcid
sémijas: |

p-nitrofenilfoszfdt = p~nitrofenol + ortofoszfit

Reakcifrendszer: 5 mmol acetdt-puffer /pH 5,5/3 2 wmol
p-NPP és 0,05=0,2 ml enzimtartalmu kivonat. Ussztérfo-
gat 2,0 ml. A rendszert 3% ¢%-on 20 percig inkubdltuk,
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majd a reakciét 1 ml 0,3 N HaOH-oldattal dllitottuk le.
Nyers enzimkivonatokkal torténé méréseknél a szuszpen-
zi6t centrifugdltuk /Boooxg, lo*/. A feliiluszé abszorp-
ciéjdt Beckman DU=2 spektrofotométeren 1 cm-es kiivetti-
ban 400 nm-nél hatéroztuk'meg. Az Usgzehasonlité oldat
az inkubdcié ideje alatt csak szubszitritot tartalmazott.
Az enzimkivonatot ehhez lugositds utdn adtuk.

A természetes szubsztrit mindségében killonbtzs cue
kor-, nukleotid~ és nukleozidfoszfitokat haszniltunk.
Az inkubdcidés rendszert Walters és Loring /1966/ eljd-
résa alapjdn dllitottuk Ussze és az enzimatikusan leha-
sadt ortofoszf4t mennyiségét Chen et al. /1956/ mikro=-
médszerével hatdroztuk meg, .
Regkcidrendszer: 5 mmol acetdt-putfer /pH 5,5/, laumol
szubsztrdt és enzim. Ussztérfogat 2,0 ml. Az inkubdcids
146 /37 ¢°, 40’/ eltelte utén a felszabadult foszfor
meghatdrozdsdra a rendszerhez 6 ml molibdén-kénsav-asz-
korbinsav elegyet adtunk /2,5 % HH4-molibdétz 6 K H2SO4 :
lo % aszkorbinsav : H,0; 1:1:1312/. Az inkubdcibét tovdbbi
90 percig folytattuk. Hiités utén a kialakult kék szinii
komplexet 1 cm=es kiivettdban 820 mm~nél Beckman DU=-2
spektrofotométeren mértilks Az Gsszehasonlité oldat az
enzimes inkubdcid /40'/ ideje alatt csak szubaziritot
tartalmazott. A hidrolizdlt ortofoszfdt mennyisdégét
l-s/ag szervetlen foszfort tartalmazé standard segitsé-
gével szdmitottuk ki.



2¢3. Az enzimaktivitds egységei

A foszfomonoeszterdz aktivitds egysége olyan en=

zimmennyiséget jelol, amely 1,0 O. abszorpcid-

D400 1
novekedést idéz eld a kisérlet korilményei kozttt. A
specifikus aktivitds a tisztitds kiillonbozd szakaszai-
ban nyert 1 mg fehérjére szdmitott enzimaktivitds egy=-

séget jelenti.

2e4e Az oldhatd=fehérje meghatirozisa

Az oldhaté Usszprotein mennyisdégét Lowry et al.
/1951/ alapjén, kombinglt Folin-Biuret reakcidéval ha=
tdroztuk meg. A minta fehérjetartalmidt azonos térfogatu
lo %=0s trikldérecetsavval csaptuk le, majd ismételten
mostuk /5 % TCA/ és centrifugdltuk /Soocoxg, 1lo’/. A
csapadékot 4 ml o,1 N NaOli=ban vizfiirdén torténd lo per-
ces melegitéssel oldottuk fel.

Reakcidrendszers 0,5 ml fehérje-aliquot, 4 ml Biuret
reagens és 20 perc szobahdmérsékleten torténd 411ds
utdn 0,5 ml vizzel l:l avdonyban higitott Folin-reagens.
A reakcidé kialakuldsa /30*/ utdn az abszorpcidét 1 cu-es
" kiivettdban 680 nm-nél Beckman DU=-2 spektrofotométeren
hataroztuk mege. A minta fehérjetartalmdit marha szérun
albunin /Cohn fr. V./ egyenértékben fejeztilk ki.
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2.5. Euzlatisptitis

Anpdniungzulfdtos frakglondlis
50 gr levélazdvetet az eldzdekben isnertetett nd-

don houogenizdlitunk és centrifugdliunk /4ooocoxg, 30°/.
Az ensimaktivitdsnak a csapadékban és a felilluszdban
turténd megoszldsdrdl kilon kisdérletekben gydazddiink
meg. Mint kideriilt, az aktivitds ztmét /85 %/ a felille
uazé tartalmazte. Az engimtisztitdsnak a kﬁvetgezékbon
ismertetends sémija ebbdl az cldhaté fehérje frakcid-
b6l indult kie. A nyers kivonatot finomra poritott ane
méniuaszulfdittal fokozatosan 35 je=ra telitetiik és a
rendszert hidegeszobdban 3 drdt dllni hagytuk, majd cente
rifugdltuk /Booexg, 30'/. A kapott csapadék nagy mole-
kulasulyu nukleinsavat és partikulumokat tartalmazott.
Bzt eldobtuke A feliilluszdhoz 8o %-os telitettadgig iae
nét amméniumszulfitol adtunk és 12 Srdn 4t 41lni hagy-
tuke A csapadékot lecentrifugdliuk majd 3 ml o,05 U
pH T7,5=ts Tris-lCl pufferben feloldottuk és egy d¢jsza-
kdn 4% 5 liter oy,o0l M pH 7,5=-Us Tris-liCl pufferrel
szenben dializdltuk. A dializis utan az oldhatatlan ré-
szecskéket centrifugdldssal tdvolitottuk el / 2o000xg,
lo*/.

Gélagiwss

Az ammdéniumszulfitos frakciondldskor kapott fee
hérjefrakecidt Sephadex G-200-on tisztitotituk tovdbb.



Ebhez 2,4 cm x loo cm hosszusigu oszlopot haszndltunk
Jiyen et ale., 1971/« A géloszlopot egy éjszakdn keresgze
til o,0l M pH 7,5=0s Tris-HCl pufferrel equilibrdltiuk,
majd az elsd tisztitdsi lépcsdben kapott fehérjeoldatot
évatosan a gél felszinére rétegeztilke Elucid az eldzé
pufferrel tortént. A folydsi sebesség éftéke 18 ml/h
volte A 3 ml-es frakcidkat LKB Frakciomat tipusu késziie
lékkel gyljtottilke A mivelet sordn hirom enzimesucsot
kaptunke A frakcidk fehérje és enzimaktiviids megoszli-

B84t az l. dbra mutatja.

) L U
PMaz aktivitds A0.D.400nm/02ml enzim per 20perc

A280 nm

1
—_

O 50 60 70 80 90 100 10 120
Frakcioszam
l. &bra

Amméniumszulfdttal frakciondlt Tradescantia albiflora
nyers kivonatdnak gélsziirése Sephadex G-200-on

protein 280 mm
- 0=0=0 = fosziomonoeszterdz aktivitds 4oo nm



doncgexcs kromgtografia

A gélszirés utdn a mdsodik és harmadik enzimcsucse
nak megfeleld frakecidkat /fres 85=107 és fre: lo8-125/
Usszedntditik és tovabb analizdliuke. A DEAl-celluldzzal
t0116t% oszlopra /2 cm x 20 cm/ felvitt enzimet linede
ris NaCl gradieunssel oldottuk le., Elfszdr o-o0,5 il NaCl
koncentrdcidét alkalmaztunk, majd a mdsodik lépésben ezt
1 liera nUveltilkke A folydsi sebesség 15 ml/h volt és
3 mlees frakeidkal gyiijtottink. A fehérje és enzimpro=
filt a 2. abra tinteti fel.
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02 e 4 {2 %
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ZLO I 1:0 ‘ 66 80 100 120 140 160

1
Frakcioszam

2e abra
A gélsziiréssel nyert két foszfomonoeszterdz csucs

DEAS-celluldzon torténd egyilittes kromatografilidsa

protein 280 nm

-0=0- foszfomonceszterdz aktivitds 400 mn



- 24 =

I1int l4thaté hdrom élesen elkliloniilé foszfomono=-
eszterdz enzimcsucsot kaptunke. A tovdbbi tisztitdshoz
kozlilik az elsd és mdsodik csucs klildnekiilon Ysszetne
tott frakcidit /fr.: 89-97 és fr.: 1o5-125/ haszndltuk
fel. .

Az_els$ enzimcsucs_rekromatografdldsa

Az bsszebntdtt frakcidkat /fr.: 89-97/ a NaCl elti-
volitdsa végett o,01 M pH 7,5~08 Tris-HCl pufferrel szem-
ben egy éjjeler &t 4 CC-on dializdltuke. A dialiudtumot
az el6z8 1lépésben megadott korilmények k6zdtt DEAE~celw
luldézon rekromatografdltuk. lint a 3. 4brdn l4thatd az
enzim a harmadik tisztitdsi lépcadben tapesztalt NaCl
koncentrdciéndl oldédott le és homogénnek bizonyult. A
frakcionilds sordn 174-szeres tisztasdgl fokot értiink
el /VIXI. tdbl4zat/.

A mdgodlk gnzimcsucs rekromatografdlisa

Az YasszetntBtt frakcidkat /fr.s 105-125/ az e18z8-
ekhez hasonléan dializiltuk, majd DEAE=celluldéz oszlop-
ra vittik, Az eluciét o=l M linedris NaCl gradienssel
negismételtilke A kapott fehérje és enzimprofilt a 4. 4b-
ra tiinteti fel. Az iamételt DEAB-celluléz kromatogrifia
két enzimcsucsot eredményezett, melyek kizill a nagyobb
aktivitdsu csucs frakcidit /fr.: 64-74/ gylijtsttik sz-
sze. A tisztitds sordn 53-szoros tisztasdgi fokot éxr=-
tink el /ViI. tdbldzat/.
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4, abra
A mdsodik foszfomonoeszterdz csucs /2. dbra/ rekroma=

tografdldsa DEAE-cellulézon

protein 280 nm
=0=0= foszfomonoeszterdz aktivitds 4oo0 mm



Mindkét enzim tsszebntdtt frakecidit /1. csucs
fr.t 52-62; 2. csucs fr.: 62-73/ a NaCl elt4volitésa
végett o,01l M pH 7,5-08 Tris-HCl pufferben 24 Srédn &t
dializdltuk. Ezutdn az oldatokat 2-3 ml-es részletekre
bontva =20 CCP=on, mélyhiltében tdroltuk. A kdvetkezSkben
ismertetendd Usszes kisdérletet az ilymédon tdrolt ké-
szitménnyel végeztilk.
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3. EISERLETI RES Z

3el. ElSkisérletek nyers kivonatbdl

Aktivitdg gz _enzimkoncentrdeis filggvényében

Az enzimtisztitds kezdetén a nyers kivonatban eld-
zetes kisérletet végeztiink az enzim néhdny tulajdonsd-
gédt illetben, lMinden enzimaktivitds mérésnek egyik alap-
feltétele a reakcié linearitdsa az enzim mennyiségének
figgvényében, Nyers kivonatban az esetek tUbbségében ez
a fiiggbség csak sziik hatdrok kvzt tapasztalhatd.

0600

0400}

& =— Munkapont

0,200t

PMaz aktivitas A0.D.400 nm/20 Perc

2 o« Qs 8 Qo
Enzim (ml)
5 dbra
Aktivitds fliggése az enzimkoncentrdcidétél

Standard aktivitdsmérés, ldsd: Anyag és Mddszer.
Enzims nyers kivonat /l8oooxg, lo? feliiluszé/.



Az 5, 4brén ldthatjuk, hogy 0,06 ml enzim aliquo=-
tig az aktivitéds ardnyosan vidltozik az enzim koncentrg-
ciéjédval, Emelve az enzimmennyiségét a gorbe ellaposo-
dik, "Munkapontunknak™ az egyenes kizepének megfelell
enzimmennyiséget vdlasztottuk a tovdbbiakban.

Aktivitds és_az id8 Usszefiggése

Az aktivitds és az i1d8 Usszefilggésének vizsgdlata
sordn arra tbrekedtiink, hogy a tovdbbi kisérletekhez
optindlis iddintervallumot haszndljunk az inkubdldsra.
Nyilvdnvalé, hogy az egyéb reakcidéfeltételek /pH, ione
erisség, aktivdtorok, hémérséklet/ optimumon tartédsa
esetén is az adott rendszerben a reakcidésebességet a
szubsztrit és az engim mennyiségi viszonyai dontik el.
A G, 8brdn az e célra bedllitott kisérlet eredményeit
tintetjilk fel. Ebben az aktivitdsnak megfeleld O.D.400
értékeket az 1d8 fliggvénydben Abrizoltuk.

Mint kitinik 30’ utdn a reakcidé mir nem volt line-
éris az id6vel. Igy a tovdbbi rutimmunkiban ennél kee
vesebb, 20 perces inkubdciés 1d6t és a médszertani résg-
ben leirt szubsztrdtmennyiséget haszndltunk,
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6o abra
Az enzimaktivitds és az id0 Usszefliggése

Standard aktivitdsmérés. Enzim: 0,05 ml nyers kivonat
/18o00xg, lo* feliiluszdé/

pH_optimum_

Az enzimfehérjék katalitikus tulajdonsdgait a pH
nagy mértékben médositja. Ennek eredményeként az enzi-
mek csak egy meghatdrozott pH tartomdnyban képesek ki-
fejteni optimdlis miikddésiikket. Ez a piH igény felteheti=-
en az enzim "aktiv centrumigban" 1lévs, a katalizisben
résztvevd csoportok disszocidcids tulajdonsdgaival hoz-
haté kapcsolatba. Az adott enzim pH optimumdnak meghae
tdrozdsakor Tris-acetdt puffer sorozatot haszndltunk



/pH 4,5=9,0/ és a kapott ‘A.O.D.4°o értékeket a pH

flggvényében dbrdzoltuk. A kisérlet eredményeit a 7.
abra tinteti fel.

|

055 -
040
Q25

010}

PMaz aktivitas A0.D.400 nm /005mIE /20perc

50 60 70 8,0 90
pH
Te abra

Foszfomonoeszterdz pH optimuma

Standard aktivitdsmérés. Enzim: 0,05 ml nyers kivonat
/18000xg, lo’ felilluszé/.

A pH 5,0-ndl észlelt enzimaktivitds csucs egyértel-
milen savas foszfomonoeszterdz/ok/ jelenlétére utal. Lu-
gos tartomdnyban nem észleltiink enzimaktivitdst.

Kigérletek az enzim gtabilizdlisdra

A nyers kivonatban 1év4 enzimek zoménél gyors ine-
aktivdlddds figyelhetd meg. Ez tobbek kozdtt a novényi
szUvetek magas polifenol tartalmival hozhaté Usszefiig-

gésbe., Igen sok ndvényli sztvet elddrzsvlésekor a kivonat
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szine rdvid idén bellil megbarnul. A kivonatban jelen
levs fenolok a proteinekhez elfszdr reverzibilis hid-
rogénhidkttésekkel kapcsolédnak, majd oxiddlédds utén
irreverzibilis ktotés jon létre. Ez a folyamat a fehérje
katalitikus tulasjdonsdgainak erds cabkkenését idézi eld.
Ez a Tradescantia szoveteknél is tapasztalhaté mellék-
hatés azonban a pepfidekkel analég felépitésii anyagoknak
PVP /polivinil=-pirrolidin/ és Polyclar AT /oldhatatlan
polivinil-pirrolidin/ ddérzstléskor a kivonathoz tdrténs
addsdval csdkkenthet§ /Loomis, 1966/. Ilyenkor a feno-
lok, illetve a fehérjék és a fehérje analégok kizdtt
kompeticié alakul ki a védfanyag javdra. A fenolok és
proteinek kdzttt 1létrejuvs komplexek ill. vegyliletek ki=-
alakuldsdban bizonyos gdtldst tudunk elérni redukdlésze-
rek alkalmazéséval is. A redukdlt fenolok nem képesek
kovalens kbttést létrehozni 6s az enzimfehérjét kirosi-
tani. A Tradescantidval végzett ilyen jellegii kisérlete-
ink eredményét az V. tdblizat tlinteti fel.

A t4bl4zatbél kitilnik, hogy a kontrolhoz képest a
0,5 % L-aszkorbinsav és az o,1 % cisztein emelte az ak-
tivitdst. A 2-merkaptoetancl enyhe gdtlénak bizonyult.
A cisztein és kdliummetabiszulfit egylittes adagoldsa pe=-
dig mintegy 40 % aktivitds csbtkkenést okozott. Az ered-
mények alapjdn a kivoné pufferhez minden esetben 0,5 %
L-agzkorbinsavat tettink.
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V. tdbldzat

A kivonds korillményei az Anyag és Médszertani résznél
kozbltekkel azonosak, Standard aktivitds mérés.
Enzim: 0,05 ml nyers kivonat /l8cooxg, lo’ feliiluszé/

o'D'4oo nm/
Vegyiiletek 0,05 ml E/ %
20°

Kontrol 1,446 loo

0,5 % L-aszkorbinsav 1,920 133,3

2 mM 2-merkaptoetanocl 1,215 84,3

0,1 % cisztein 1,545 lo7,2

0,1 % cisztein + 2 miM
kenetabiszulfit 0,840 58,3
3.2. Enzimaktivitds megoszldsa a részecske frakeidban

és _az oldhatd fdzisban

A tovdbbi kisérleteinkben szilkkség volt olyan tdm=
pontra, amely utmutatdst ad az enzim megoszldsdra a
sejt részecske kouponenseiben és az oldhaté fizisban.

E célbél az elddrzsdlt levélszuszpenzidt elfszdr Sooxg
30 percig centrifugdltuk. A miivelet sordn a kvarchomoke=
t61 és nagyobb méretil roncsolt szbveti részektll sza=~
badultunk meg. Az igy kapott Usszes részecske frakcidt

és oldhatdé fdzist tartalmazdé felilluszdé foszfomonoeszterdz
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aktivitdsdt tekintettilk loo %=nak. Ezt 40000 x g=nél

30 percig centrifugdltuk. A kapott ililedék sejtkompo=-
nensekre nézve sejtmagot, mitokondriumot, kloroplasz-
tiszt és esetleg nagyobb membrin toredéket tartalmazott.
A feliilluszdé a riboszdémgkat és mikroszdémikat tartalmazta.
Az enzimaktivitdsoknak e két fdzisdban torténd vizsgi-
latakor kideriilt, hogy a riboszdémdt és mikroszdémit tar-
talmazé oldhaté fdzis /4ooooxg feliiluszdé/ az aktivitds
tulnyomé részét /85 %/ tartalmazza. 40000 x g-vel iile=
pitett frakcibban csak elhanyagolhaté aktivitdst tapasz-
taltunk. Igy a sejt alakos elemeihez kUtott enzimek ki-
nyerésére haszndlatos médszerek alkalmazdsdra nem volt
szikség /VI. tdbldzat/.

VI. tdbldzat

A nyers kivonat enzim megoszlisa a részecske frakeidban

és az oldhatd fizisban

A kivonds koriilményei az Anyag és Mddszertani résznél
kbztltekkel azonosak. Standard aktivitds mérés.
Enzims: 0,05 ml nyers kivonat.

Ussz-aktivitds
Frakeid / O'D’4oonm/ %
20 perec/

Nyers kivonat

Sooxg, 30 perec, =

feliiluszd/ 3186,54 loo
40000:2, 30 perc

csapadek 153,12 4,8
4o0000xg, 30 perc
felilluszé 2709,54 85,6
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Az eredmények tehdt arra utalnak, hogy az 41talunk
vizegilt savas foszfomonoeszteriz zome nem partilkulume

hoz kotott, hanem oldhaté enzim,

3e3. Enzimtisztitds eredményei

A médszertani részben ismertetett enzimtisztifés a
nyers kivonat 18000 x g, 30 perces feliilusz48jdbél indult
ki, Az elsd tisztitdsi 1épcedben o=35 % é8 35-80 % am-
méniumszulfitos kicsapést alkalmaztunk. Az utébbi 1lépés
a kiinduldé anyaghoz képest 2.2-szeres enzimfehérje fel=-
dusuldst eredményezett. A nyert fehérjefrakciét Sepha-
dex G-200-as8 molekulasziirGre vittiikke A gélkromatogrifia
eredményeként hdrom egymdstél jél elkilltnithet§ enzimw=
frakcidt nyertiink /1. dbra/. Az elsS csucs feltehetfen
foszfomonoeszterdzt is tartalmazé proteinaggregdtum.

A 2., és 3. csucs elég kizel van egymédshoz. Ez a két
enzim nem nagy molekulasuly kililtnbségére enged k¥vet-
keztetni. A gélsziirés mintegy 20-szoros enzimtisztuldst
és 8o % kitermelést eredményezett /l., dbra; VII. t4bld-
zat/.

A tovébbiskban a 2, és 3. csucs Ysszedntdtt frak-
cidéit vittiik ioncseréls oszlopra. A 0=0,5 M és8 1 M-os8
linedris NaCl gradiens a DEAE=-celluléz oszloprél hdrom
foszfomonoeszterdz aktivitds elucibéjdt idézte el§ /2.
dbra/. Tisztasdgi fokok l4o0, 47, 6~szorosoknak bizo-
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nyultak az elucidé sorrendjében. Az engimkitermelés
ugyanilyen sorrendben 21, 18 és 2 %-nak adédott., Mint
a 2. ébrébél kitinik az elsé foszfomonoeszterdz akti-
vités zaﬁe 0,3 M é ﬁésodiké 0,55 M NaCl koncentricié-
nil oldédott le az oszloprél. E két enzim megfelell
frakciéit dializis utdn ismételt DEAE-celluléz kromae
togrifidnak vetettilk alds A kapott eluciés profilokat.
a 3. és 4, 4dbra tiintetl fel. Az egész tisztitdsi eljé-
rdsra vonatkozé eredményeket a VII. tdbldzat foglalja,
Ussze,

Mint kitlnik az 8t lépcsSben végzett eljirds vég-
86 fokon 174 ill, 54-szeres enzimtisztasdgi fokot ered=-
ményezett mintegy lo %=~o0s kitermeléssel. Az ilymédon
nyert két enzimet dializis utdn részletekre vontva .
-16 C%-on tiroltuk. Megjegyezziik, hogy a tovibbi ki-
sérletekben az elal foszfomonoeszterdz-csucs frakciéit
konzekvensen PMize-l, a misodikat pedig PMize~2 elne=
vezésgel jeibljﬁk.



VII. tdbldzat

Savas foszfomonoeszterdz tisztitdsa Tradescantia albiflora levélszivetbdl

"1 enzim-egységs 1 A 0,D,

400 nn’2°

perc

50 gr Tradescantia albiflora levélszivetébdl preperdlt

Plidze akti- Ussz | Specifikud Tiszti- [Kiterme=
Térfogat vitds fehérje| aktivitds | tds lési
Frakeid /ml/ /E-egység/+ /ng/ /E-eg¥ség/ foka %
. Com
herje

Nyers kivonat™™ 134,5 4480 560 6,78 1 100
/NH /280 frakeciondlds
35-80°%-4s telités 8,0 4177 276 15,43 2,23 93
Sephadex G=200 N
fr.s 85=127 126,0 3508 25,1 139,80 20,60 T8
Elsd DEAE=celluldz
l. csucs fr.: 89- 97 24,0 942 1,0 942,0 140 21
2+ csucs fr.:lo5-125 60,0 797 2,5 318,8 47 17,8
3. csucs fr.:l33-=145 36,0 56 1,5 37,3 55 1,2
Mésodik DEAE-cellulédz
l. csucs fr.: 52«62 30,0 471 0,4 |1177,5 174 1lo,5
2. csucs fr.: 62«73 33,0 400 1,1 363,6 53,6 . 8,9




3ede Az gnz:l.mek @akte;_j;zgl.gga

3e4el. pH optimum

Az enzimek jellemzésének elsd lépéseként a reakecid
pH fliggbségét hatdrozituk meg /8. dbra/. Mint kitinik
p=liPP=gl mint szubsztrdttal, a Pldze-l pH-opiimuma

5,5=nek, a Pldze-2-¢é pedig 5,o0~nak addédott.

wr
08r
g 08
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<
021
‘ 1 : e A AL L -
40 43 46 49 52 55 S8 G 60
pPH
8. ébra

Tradescantia albiflora levélszivetébll tisztitott
savas foszfomonoeszierdzok aktivitdsdnak ol fliggldsége

Staundard aktivitdsmérés. Szubszirit p-PP; puffer o,l1 U
Tris-acetdt

l, csucs /Bnzim: 0,03 ml/

- - e 2, caucs /Enzim: 0,15 nl/
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3ede2. pH=stabilitdsi vizsgdlatok

Bér az enzimreakcidé a pH optimumon a leggyorsabb,
ebbdl nem kbvetkezik sziikségszeriien, hogy a kérdéses
enzimfehérje stabilitdedt is az adott kozeg pH=-ja bize
tositja legjobban. Az aktivitds "meglrizhetdsége" pe=
dig részint a tobblépcsds enzimtisztitds néha hetekre
terjedd idligénye, részint a tisztitott enzim eltartha-
tésdga szempontjdbél igen lényeges. Igy szilkkségesnek
tiint, hogy a két enzimmnek néhdny pH teriileten megnyilvide-
nulé stabilitdsdrél fogalmat nyerjiink. E célbdl az enzi-
meket killonbtzd pH=ju Tris-acetdt pufferben 48-0rdn 4t
dializdltuk. A kisérlet eldtt és utdn nyert adatokat a
VIII. tdbldzatban kozoljiik.

VIII. tdbldzat

A Tradescantia albifldérdbdl izoldlt savas foszfomono-
eszterdzok stabilitdsa kiilonbdzd pli-ra

Standard aktivitds mérés. Enzim: 0,2 ml

Enzim |Dializis | pH /gf,g / AO’;);?oonm/ %

Kontrol - Ts5 (s} 0,642 loo
® 745 48 0,672 104,60
Plldze-1 - 6,0 48 0,660 lo2,8
: 5 5,0 48 0,558 86,9

Kontrol - T:5 o 0,897 loo
+ Ts5 48 0,927 1lo03,3
Plldze=2 + 6,0 48 0,921 lo2,7
+ 5,0 48 0,876 97,7




A Pliize-2 enzimaktivitdsa a két plien tOrtént dia-
lizis alatt lényegében nem vdltozott. A Plifze-1 eseté-
ben pH 5,0=0n csekély 13 % aktivitds cstkkenés mutatko-
zott.

3e403. Hogrzékenység vizsgdlatae

Egyes enzimek szerkezeti felépitésiikbfl addddan
nagyon érzékenyek a magas hémérsékletre, mdsok pedig
rovid ideig 8o-90 C° hémérsékletet is elviselnek. A
tisztitott enzimeink héérzékenységét a IX. tdblizat
és a 9. 4bra tinteti Pel.

IX, tdbldzat
egcantia alb levélszovetébdl izoldlt sav
foszfomonoeszterdzok héstabilitdsa

Standard aktivitds mérés

148 REnba Plldze=-1 Plldze~2
/perc/ | séklet

/c%/ O'D'4oonm/ % Q'D'4oonm/ %

o,05ml E/ 0,20 ml E/

Kontrol 37 0,726 100 0,936 1loo

5 6o 0,525 72,3 | 0,642 68,6
lo 6o 10,297 40,9 | 0,318 34,0
15 to 0,210 28,9 | 0,162 1753

60=To C° kbzott mindkét esetben az enzimek gyors
insktivdcidja kivetkezett be. Még csekély kiilonbség sem
mutatkozott héstabilitdsukban,
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HEmerseklet

90 ébra
Tradescantia albiflora levélszbvetébdl tisztitott
savas foszfomonoeszterdzok héérzékenysége

Az enzimaliquotokat acetdt pufferben /pH 5,5/ lo percig
adott hémérsékleten inkubdltuk majd gyorsan 0 CO-ra
hiitottiks Az enzimreakciét 37 C%-on szubsztrdttal /pNPP/
inditottuks.

Plidze~-1 /0,03 ml enzim/

- = = Plifize=2 /0,15 ml enzim/

3e4+4. Ddrolds slatii_stabilitds
Hosszabb ideig torténd tdrolds alatt a tisztitoit
enzimek aktivitdsa rendszerint cstkken., Mélyhilitott anyag=
ban ez a folyamat lényegesen gatolt.Tdjékozddds végett
enzimeinket =20 C°-on tdroltuk, majd 3 és lo hénap
utdn felengedtilk és meghatdroztuk aktivitdsukat. Mind-
két foszfomonoeszterdz viszonylag instabilnak bizonyult

/X. tdbldzat/.



X, tabldzat

A Tradescantia albiflora levélsztvetébSl izoldlt savas
Poszfomonoeszterdzok aktivitdsdnak stabilitdsa =20 C%on
t8rténd tdrolds alatt

Standard aktivitds mérés

i ,
T4droldsi 0 O.D. Tarolasi AQOeD.
Ene 400/ - Ene 400/
idé % idé %
z im ml B im 2nl E
/hénap/ © o,gg’ B/ /hénap/ | 2 0’20, /
Plidze~1l| 0,473 Loo o [Pldze=-2| 0,493 lLoo
Plidze=1| 0,377 79,7 3 |[Plidze-2| 0,427 86,6
lo |[PMdze-l| 0,087 18,4 1lo [Pldze=2| 0,178 36,1

Hérom hénap alatt csak mintegy 20 % veszteség tortént.
Tiz hénap elteltével azonban az eredeti aktivitdsnak
kbe 20 ille 40 %=a maradt mege. Ez részben az enzimki-
vonatok alacsony fehérje tartalmival /ldsds VII. tdb=-
lizat/ hozhaté tsszefiiggésbe. Enzimatikusan inaktiv
védéfehérje /ple szérumalbumin/ dltaldban hdtrdltatja
a folyamatot.

3.4.5. Kilonbyzg ionok és_EDTA haidsa

Sok enzim intenziv miktdése valamilyen iont vagy
egyéb kofaktort kivdn., Az dltalunk vizsgdlt kationok
koziil a Mgtt, catt, co't, k*, Na' 1-lo mli koncentrici-
éban nem okozott lényeges vdltozdst /XI. tdbldzat/. A
znt*, cu't, Pe™ 1 mli-os koncentrdciéban 20-80 %-ban
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gdtolta az aktivitdst. A Cu’' lonok a Plifze-2-nél erd-
sebb gdtldat idéztek ell. Az anorganikus foszfit mint
reakciévégtermék nindkét esetben a legerSsebb pdtldénak
bizonyult. 1 nil EDTA, amely a kétértékii kationokat komp=-
lexbe viszi egylk foszfomonoeszterdzndl sem fejtett ki
gatldst. Ez a megfigyelés azt valdészinlisiti, hogy egyik
foszfomonoeszterdz sen kivan miikbdéséhez bivalens kati-
onokat,

A bizonysdg kedvéért mindkét enzimet szdzszoros
térfogatu o,00l l~os EDTA~val /pH 7,5/ dializiltuk 24
érdn 4t. A kisérlet elStti és ut4ni adatokat a XII., téb-
lazat tartalmazza.

Mint kitilinik a Pllize-] aktivitdsdra a dializis
nem hatott lényegében. A PM4ze-2 esetében azonban
60-~90 %=o08 aktivdléddst észleltiink,
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A kiilonbtzd ionok hatdsa a Tradescantia albiflora

evélszovetébSl izoldlt savas foszfomonoeszberds
aktivdldsira
Standard ektivitds mérés
Xég- . Plldze=1 Plidze=2
OICEIl T
Tonok |,4cié A0, D=,/ 40D,/
/mil/ b,03 ml E/| % 0,2 ml B/ %
200 20°
- Kontrol 0,200 100 0,2 1loo .
lo,0 0,126 63 0,277 lo2
lgll, 1,0 0,220 1lo 0,283 | lo4
lo,0 0,176 88 0,285 lo4,5
Cacl, 1,0 0,183 91 0,283 | lod
lo,0 0,180 S0 0,294 lo8
CoCl, 1,0 0,176 88 0,302 | 113
lo,0 0,167 83 0,277 lo2
e 1,0 |0,171 85 0,253 | 93
lo,0 0,180 90 0,283 lo4
NaCl 1,0 0,186 93 0,250 92
ZnSo4 1,0 0,159 79 0,221 81,2
Cuso4 1,0 0,134 67 0,075 27,5
it lo,0 0,007 35 0,014 55
FeCl
2 1,0 0,036 18 0,067 24,6
NaH2P04 lo,0 0,036 11,5 0,022 3
10,0 0,219 109 0,275 |lel
EDTA
1,0 0,239 119 0,337 124




XII, tdbldzat

EDTA-val szembeni dializig hatdsa a Tradescantia albie

£lordbél izoldlt savas foszfomonoeszierdzok aktivitdsira

Az enzim mintdkat 0,00l Ml EDTA=-t tartalmazd o,0l M
Trig-HCl pufferrel szemben dializdltuk /pH 7,5/ 24
6rdn 4t. A dializis elétt és utdn az aliquotokbdél
standard aktivitds mérést végeztiink

i o Dializis el8tt | Dializis utdn
Enzim _
/ul/  |40.D. 400/ % A O.De 400/ %
20 perc 20 perc

0,03 0,852 loo 0,801 94
Pldze=1

0,06 1,662 loo 1,620 97,5

0,05 0,444 loo 0,711 | 160,1
Plidze=2 ‘

o,1lo 0,690 loo 1,300 | 188,4

3e4ebe Egyéb vegyliletek hatdsa

A monojédecetsav /JCH,CO0H/, ndtriumazid /N3N3/,
2-merkaptoetanol és az Leaszkorbinsav 1 mli-os koncent-
ridcidban enyhe, nem szignifikdns aktivitdscstkkenést
idézett eld /XIII. tdbldzat/.

Ugyanezek a vegyiiletek lényegében a Plidze=2-re
sem hatottak. A ndtriumfluorid /NaF/ 1 ml, az urea
3 li-os koncentrdcidban To=80 % gdtldst okozott mindkét
enzimnél,
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XIII, tdbldazat

Kiillonbozd vegyiilletek hatdsa a Tradescantia albiflora
szdvetébdl izoldlt foazfompnoeszterézok aktivitdsdra

Standard aktivitds mérdés

3.4.7« Az_enzimek szgubszirdtspecificitdsa

Végkone Plize=l Plldze=2
Vegyliletek | 054 o=t /|
M/ |03 0t Bf % bo2ui Bl %
200 200
Kontrol - 0,200 loo 0,272 |loo
NaF 1,0 0,059 29,5| 0,083 | 30,5
NaN3 1,0 0,169 84,5 0,244 | 89,7
JCHQGOOH \ 1,0 0,160 8o 0,273 [loo,3
2=llercaptoetanollo, o 0,169 84,5 0,292 [107,2
Leaszkorbinsavl lo,0 0,163 81,5 0,280 [lo3
Urea 3000,0 0,076 38,0| 0,087 | 31,9

Kiulonbozd foszfdtészterek hidrolizises Mint ismert,

a foszfomonoeszterdzok a kiilonbtzd tipusu vegyiiletekhez
kapcsoldédsé termindlis foszfdtgytkdk hidrolizisét kata=-
lizdlhatjdke A bakteridlis enzimekkel ellentétben, a

novényi eredetil foszfomonoeszterdzok egyike sem mutat

szigoru specificitdst az egyik vagy mdsik foszfdtkbtés
tipus bontdsa tekintetében. Ezért célszeriinek ldtszott
tisztitott készitményeink ilyen irdnyu vizagélata is.
Hint a XIV, tdbldzat feltinteti az ATP-t, ADP-t és az




anorganikus pirofoszfitot a PMfze~l a p~NPP-al kizel
azonos mértékben hidrolizdlta. Ugyanezeket a vegyiile-
teket a PM4ze-2 lényegesen kevésbé /50-To %/ bontotta,
mint a p~RPP-~ot.

Figyelemreméltd, hogy a gliikéz-l~foszfit /gl-l-P/,
glikég=6=F fgl=6-P/, fruktéz-l,6-difoszf4t /fr-1,6-PP/,
2-glicerin-foszforsav, tlemin-pirofoszfdt és a trifoszfo=
=piridin-nukleotid /TPN vegy NADP/ nindkét enzimnél igen
kis mértékben hasznosult mint szubszirit.

Nukleinsav szerkezetl vizsgdlatokban egyik eszkiz
a 3’- ill, 5*=foszfoészter kbtéseket specifikusan hasité
enzimek szisztematikus alkalmazdsa. Ezért a tisztitott
enzim készitaényeinket ilyen szempontbdl is megvizsgdle-
tuk, A FHize~2 a p=«NPP=hoz viszonyitva mind a 3°=, mind
az S5'-purin és pirimidin nukleozid monofoszfdt kttése-
ket ktzel azonos mértékben /40-55 %/ bontotta /XV., t4b-
l4zat/. A PMdze~l pedig az 5’«-orto-foszfdt kvtéseket
alig /5=1l0 %/ a 3'=végills foszfor kitéseket pedig
nagy mértékben /60-80 %/ hidrolizdlita.



XIV, tdbldzat

A Trggeacant;a.g;biflgra levé;szﬁvgtébél izoldlt gQSzfggogggaztergggk
‘ gpecificitisa néhiny foszfdtészterre

Standard aktivitds mérés az enzimatikusan lehasadé Pi meghatdrozdsa alapjdne.
A reakcidrendszer 0,03 ml ill. 0,20 ml enzimet tartalmazott

FelszabadulgpMPiIZO perc 1 % ;
Szﬁbsztrét Plidze~1 Plifze=2 ‘ - Pllgze=1 Plidze=2
Kisélrlet _ Kisérilet

; § R 1 2 1 2 1 2
p=NPP 0,555 | 0,529 |0,896 | 0,723 | loo loo loo loo
bisz=p=-NPP - 0,0005| = 0,025 | = 0,0009 - 0,03
TPN  |0,309 - 0,431 - 55,6 - 50,3 -
ATP 0,658 | 0,555 0,464 0,335 118,5 lo4,8 51,7 46,30
ADP 0,632 | 0,516 10,348 | 0,413 |113,8| 97,5 | 38,8 | 57,10
Gle=l=P 0,155 | 0,116 |0,180 | 0,232 27,7 21,9 20,0 | 32,0
Gl e=bmP 04206 - 0,451 - 37,1 - 50,3 -
Froe=l,0=P=P 0,219 | = 0,503 - 39,4 - 5641 | =
2=glicerin- ,
foszforsav 0,322 - 0,432 - 58,0 - 60,4 =
Thiamine
pirofoszfit 0,180 | 0,170 (0,150 | 0,180 32,4 32,1 16,7 | 24,8
Anorganikuse . &
pirofoszfdt - 0,464 = 0,232 - 87,7 - 32,0
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XV, tdbldzai

A kiilonbozd mononukleotidok hidrolizise Tradeacantia

albiflora levélaztvetébdl izoldlt foszfomonoeszierdzok

dltal

Standard asktivitds mérés Pi alapjdne A reakcidrendszer
Pllize-1 esetében 0,03 ml, Plidze-2 esetében, o,lo nl
enzimet tartalmazott

Szubsztrit . Zggaggiz ioni | %
Pliize-1 | PMdize-2 |PMize=l | Plldze=2

QENPP 0,387 0,671 loo loo
5% AP 0,039 0,284 lo,1 42,3
5% =ANP 0,245 0,361 6343 53,8
5*=CMP 0,026 0,258 6,7 33,4
3a0MP 0,310 0,400 8a,1 59,6
52 =GUP 0,026 0,297 6,7 44,3
3’=GHP 0,200 0,374 51,7 55,7
5%=ULP 0,021 0,258 5,4 38,4
3 =UlP 0,245 0,313 63,3 46,6




A kisérlet idépontjdban ilyen szubsztrdit speci=-
ficitdsu Pldze létére nem 411t irodalmi adat rendel=-
kezésre. Igy a kérdés sulya mds oldalrdl torténd bizo-
nyitdst is kivdnt., E célbdl a Pldze-l-el ismét DEAE-
celluléz rekromatogrdfiit végezbimke. Ezutdn minden frake-
cidban megvizsgdltuk az aktivitdst a standard szubsztrit-
ra /p-NPP/, két cukorfoszfdtra /gl=6-P éa 2~PGS/, to=
vdbbd egy nukleozid 3%=, ill, 5’-monofoszfdtra nézve
/3?=CliP és 5°=CMP/, A kisérlet eredményét a lo. dbra

mutatjae
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lo. dbra
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szubsztrdtspecificitdsa
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—emem  2=PGS,
p=-NPP
Standard aktivitds mérés Pi alapjdn
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A négy kiilbnbbzé szubsztrdtot bonté aktivitds .
profilja /p-NPP,. Gle6-P, 2-PGS, 3°=~CPM/ teljesen egybe-
esett. Az 5'=CPM-t bontdé ektivitds az ujabb tisztitds .
sordn pedig eliminflédott.

Igy. tovdbbi bizonyitdst nyert, hogy a Trades=
cantia levelekbll 1z0ldlt . két foszfomonoeszterdz egyike
/PMbze~l/ a8z egyéb foszfitészterek bontisa mellett a
nukleozid monofoszf4token beliil ‘csak 3”3’?ortofoszfét
kbtégseket hidrolizdlja. A mdsik enzim /PMAze-2/ pedig
egy -teljesen aspecifikus ortofoszformonoészter-foszfo=-
nidroldznak bizonyult. '

3.4.8. Ciklusos_mononukleotidok hatdsa

A ciklusos ~adenozine=3’«5’-monofoszfdt /cAMP/ hor-
monszeri szabdlyozé szerepét intracelluldris szinten
egyre tobb irodalmi adat bizonyitja /Robinson et al.,
1971/. E vegylileteknek egyes nukleolitikus enzimekre
gyakorolt in vivo és in vitro hat4dsdt is megerSeitik. .
A névényi foszfomonoeszterdzokra vonatkozé egyetlen kiz-
lemény /Polya and Ashton, 1973/ tanusitja, hogy a cAMP
in vitro gdtolja az enzim aktivitdsdt. Célszeriinek tiint
tehdt megvizsgdilni e vegyllet hatisit a Tradescantis
albiflora levelébSl izoldlt foszforsavésztereket bonté
enzimekre is. Killbnbbdz§ koncentréciéju /o,l=1,0 mi/
cAMP azonban nem hatott egyik PM4ize aktivitdsdra sem az
alkalmazott hdrom szubsztrit /3°-ANP, 5°-AUP és p-NPP/
jelenlétééhen-/XVI. és XVII, t4bldzat/.
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XVI. tdblizat

A _kiuldnbbzd ciklusos monomukleotidok hatdsa a Tradescantia

glbiflora levélszbvetébdl izoldlt Plize-1 akiivitdsdra

Standard aktivitds mérés a felaszabadult Pi alapjédne.
A reakcidrendszer 0,03 ml enzimet tartalmazott

Vegyiilet Konc/:;x}trécﬂszubsztréthonc/:leﬁtrécié Mctivitds |
Kontrol - 3% =AlP 0,0025 loo
g 0,0001 3?-AliP 0,0025 lo2

0,0005 3°=AMP 0,0025 84,8
0,001 3%=AMP 0,0025 96,5
2% ,=3%«cAlP! 0,00l p ~NPP 0,00025 105
2°% ,=3%«cClP| o,001 p -NPP 0,00025 lo2
2?,3° -cGMP| o,00l1 p =NPP 0,00025 98,5
2,3 -cUMP| o,00l1 p -NPP 0, 00025 91,2
0,0001 3?-ANP 0,0025 lo0,3
3',5%= cAUP 00,0005 3%=ANP 0,0025 121,8
0,001 3?=ANMP 00,0025 117,9
3°,5% «cAlP| o,00l1 p =-NPP ©,00025 1l06,8




XVII. tablazat

A _cAUP hatdsa a Tradescantia albiflora levélszdvetébdl
ztitott Ze=2 tivit a kililonbozd szubsztrdtok

esetében

Standard aktivitds mérés enzimatikusan felszabadult Pi
alapjdn. A reakcidérendszer 0,20 ml enzimet tartalmazott

Vegyiilet KbngﬁﬁtrécidSzubaztrét Kon7§7t?éci6 Akt%yités
Kontrol - 3% =ANP 0,0025 loo
0,0001 3% - AlP 0,0025 97,7
2% ,3%=cAMP| 0,0005 3°=AlP 0,0025 lo8,1
0,001 3?=-ANMP 00,0025 1l08,6
0,0001 5% = ANP 0,0025 93,8
2% ,3%=CcAMP| o0,0005 5% AP 0,0025 91,7
0,001 5% = AP 00,0025 86,7
2%,3%=cAMP| 0,001 p =NPP 0,00025 80,5
0,0001 3'=ANP 0,0025 98,9
3°,5%=cAMP | 0,0005 3?=AlP 0,0025 lo3
0,001 3% -AlP 0,0025 83,5
0,0001 5% - ANP 0,0025 98,8
3?,5°=cAliP| 0,0005 5% = AMP 00,0025 96,6
0,001 5% - ANP 0,0025 96,6
3%,5%=cAMP| o0,001 p NPP 0,00025 83,7




Hasonldképpen a purin /2°%,3°=cikl.=AlP; 2?,3%=cikl.=
-GMP/ és a pirimidin /2°,3°=cikl.-ClP; 2°,3%=cikl.-UMP/
ciklusos nukleozid monofoszfdtok szintén hatdstalannak bi-
zonyultak mindkét reakcidrendszerben /XVI, és XVII. tdblizat/.



4 MEGVITATAS

Tradescantia levelek nyers kivonatdnak elddllitd-
sakor az enzimmiikddésben nagyfoku inaktivildddst tapasze
taltunks Bz a jelenség a novényi szdvetek elddrzasblésekor
legttbbazdr problémit jelent /Loomis, 1966/, Az alkalma-
zott redukdldészerek koziil esetiinkben az L-aszkorbinsav bie
zonyult a legalkalmasabbnak az aktivitds stabilizdldsdra
/V. tébldzat/.

A savas foszfatdzok sejten beliili lokalizdcidjdra
vonatkozdan szdmos adat 411 rendelkezésre. Nakano és Asahi
/1972/ csirdzé borsé sziklevelében az aktivitdsnak csak
mintegy 50 %-4dt taldlta a sejt oldhaté f4zisdban. A diffe-
rencidlis centrifugdlds médszere bebizonyitotta, hogy ese=-
tiikben a kotott aktivitds kisebb része a mitokondrium frake-
cidban, ztme pedig a mikroszdémdkban lokalizdlédott. Buza
gyokércsucsok /Matile, 1968/ és burgonyalevelek /Pitt,
1973/ foszfomonoeszterdzainil is hasonld megdllapitdsra
jutottak. Tradescantia albiflora esetében ilyen tipusu ki-
sérleteket nem végeztiink. Az aszkorbinsavat tartalmazé hi=-
poténids puffer alkalmazisa gyakorlatilag az Usszes aktivie-
tdst feltdrta /VI. tdbldzat/.

Differencidlis centrifuzdlds médszerét hasznilva
dohdnylevelekben is gyakorlatilag a looooo x g felilluszd=-
ban taldltdk az Usszaktivitdst /Shaw, 1966/.



A foszfomonoeszterdzok sejtenbeliili lokalizicidja
és gzubsztrdtjaik sokfélesége /cukor-, nukleotid-, nukle=-
ozid-foszfdtok, anorganikus pirofoszfdtok/ eleve felveti
ezek milkodésbeli polimorfizmusidt az 615 szervezetben., A
killonbozé dllati szbvetekben a foszfdtészter-bonté izoen=-
zimek megléte és jelentdsége j61 bizonyitott /Hollander,
1971/e Gél-elektroforézis alkalmazdsa a névényi foszfomo-
noeszterdz izoenzimek heglétére is fényt deritett. Oenothera
organensis pollenjében hat /Mékinen és MacDonald, 1968/,
hagymdban hdrom /Midkinen, 1968/ fiatal buza ndvényekben hi-
rom /Jaaska Jaaska, 1968/a/ kukorica csirandvényekben ki-
lenc /Jaaska és Jaaska,1968/b/ burgonya guméban hdrom
/Jdaaska, 1969/ sz81l8hibridek levelében négy /Schaefer,

1971/ jé1 elkiiloniilt izoenzimet sikeriilt kimutatni. A leg=-
utébbi idében az izoenzimek kozttti mindségi és mennyiségi
jellegek szdmbavételére a gél- és az ioncseréli-kromatog-
rafia, tovdbbd az elektrofokuszdlé technika alkalmazdsa is
tért nyert. Ily médon tealevélbdl kettd /Baker és Takeo,
1973/ buzacsirdbél hirom /Verjee, 1968/ illetve négy /Foster
és Weber, 1973/ izoenzimet sikeriilt elkiilltniteni, megtiszti-
tani és enzimatikus sajdtsdgaikat egybevetni.

El8vizsgdlatainkban a hét Tradescantia faj /T. flu=-
minensis, T, sillamontana, T. venezuelensis, T. albiflora
albo vitata, T. aureo albo-vitata, Zebrina pendula és Zeb-
rina purpura/ feltételezett foszfatdz izoenzimeinek szét=
vdlasztdsa csak részben sikeriilt /Horvdth és Sivék, 1973/.
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Az enzimfehérjék inaktivdldéddsdt és meghatdrozdsdt zavard
tényezdkt8l /nagy mennyiségii polifenol, festékanyagok/
mentes faj, a Tradescantia albiflora albo-vitata kivdlasz-
tdsa, tovibbd védSanyag /aszkorbinsav/ alkalmazdsa a nyers
kivonat elédllitdsakor a tisztitds egymdsutdni lépcsdiben
néhdny foszfomonoeszterdz-izoenzim elvdlasztdsdra és jelle=
gének részletesebb analizisére adott lehetdségete

Az amménium-sznlfit frakciondldssal nyert fehérje,
Sephadex G=-200-on t6rténd molekulasziirése hdrom foszfatdz
enzimecsucs elkiiléniilését eredményezte /l. dbra/. A misodik
és harmadik Plldze enzimnek DEAE-celluldz oszlopon tdrtént
egyiittes kromatografdildsa még egy tovdbbi enzim elvilasz-
tdsdt idézte eld /2. dbra/. Igy az alkalmazott mdédszerek
segitségével négy foszfomonoeszterdz enzimet sikeriillt elkii=-
loniteni. Koziilliik az ioncseréld kromatogrdfiidval kapott ele-
86 és mdmodik /Plize-l és Pllize-2/ enzimesucs kombinglt
frakcidit vizsgdltuk tovdbb., Ezeket az ismételt kromatog=-
rdafia és rekromatogrifia homogéneknek mutatta /3. 4. dbra/.
A tisztitds sordn 174. ill., 54-szeres tisztasdgi fokot és
lo %=o0s ill. 9 %=08 enzimkitermelést értink el /VII, tdb-
l4zat/. |

A PlMize 1 és PMize 2 izoenzim jellegét pH optimumuk
/8. ébra/, EDTA=val szembeni érzékenységiik /XII, tdblizat/
és szubsztritspecificitdsuk /XIV, XV, tdbldzat/ kiilonbdzi-
sége bizonyitja. Szdmos tulajdonsdguk a t6bbi ndvényi ere-
detii savas foszfomonoeszterdzokéival bizonyult azonosnak
/Schmidt, 1961; Hollander, 1971/.
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Valéjdban a két enzim nem tipikus ortofoszfor mono-
észter foszfohidroldz /E.C.3.2.3.2/ mivel kiiltnbbz mér-
tékben a szervetlen és nukleotidpirofoszfit kotéscket szin-
tén bontja /XIV, XV, tibkdzat/.

A kililtnb8z8 szubsztritokkal szembeni specificitd-
suk nagyon hasonlé azokhoz a nem specifikus ndvényi fosz-
fatdizokéihoz, amelyek a cukorfoszf4t észterek ztmét kb.
egyforma mértékben, de az dltaldnosan hasznilt szinteti-
kus szubsztrdtndl /pNPP/ kevésbé hasitjdk /Loring et al.,
1966; Shaw, 1966; Valters és Loring, 1966; Asahi et al.,
19673 Verjee, 19683 PFelenbok, 19703 Wyen et al., 1971
Nomura et. al., 1971/.

A Pldze-1 és Pildze-2 kizott a 3°-, é8 5’-nukleozid
monofoszfdtok hidrolizisében taldlt killonbség az ujszeril
és lényeges. A Pllize-2 £ltaldnosan elSforduld, nem speci-
fikus foszfatdiz /Duda et al., 1967; Yamamoto, 1972/.

A Fildze-1 azonban szinte kizidrdélagos specificitast
mutat a 3’-nukleozid monofoszfitok bontdsira /XV, t4blé-
zat/. Ilyen tipusu engimet eddig egyetlen esetben, buza
csirantvényb8l izoldltak /Polya és Ashton, 1973/ és
3’=ribonukleotid foszfohidroldz néven nevezték el.



5 DS SZEFOGLALAS

Tradescantia albiflora albo-vitata levélszivetek
nyers kivonatdban a savas foszfomonoeszterdz aktivitds z8-
me /85 %/ a sejt oldhaté fdzisfban taldlhaté. Az enzimfe-
hérje a szdvet nagy polifenoltartalma kdvetkeztében gyorsan
inaktivdlédik. A folyamat aszkorbinsavnak a kivoné-pufferbe
addsdval részben kivédhet§,

A nyers kivonat oldhaté=fehérje frakcibfjdt amméniume
szulfdtos frakciondldssal, Sephadex G-200-on torténd gélszii-
réssel és ismételt DEAE-celluldze kromatdgréfiéval tiszti-
tottuk meg. A fehérje-frakciondlds utolsé f4zisdban hdrom
foszfomonoeszterdz izoenzimet sikeriilt elkiildniteni. Kozii-
lilk két foszfatdz /FPMize~1l és PMize-2/enzimatikus jellemz8it
vizsgdltuk meg részletesen.

Az enzimek pH optimuma /pH 5,0 és 5,5/ és EDTA-val
szembeni érszékenysége killnbizbnek bizonyult. Egy é8 két-
értékil kationokat egyik enzim sem kivént milkddéséhez. Go CO=
on feliil mindkét foszfatdz gyorsan inaktivilédott. Tiz hé-
napos, mélyhﬁtﬁtt 41llapotban tbrténd tdrolds folyamin az
~ eredeti aktivitdsuk 20~40 %~a maradt meg.

Részletes kisérletek torténtek az enzimek sgubsztrft-
~ specificitdsdnak jellemzésére. A vizsgdlt cukorfbszfét, nuk-
leotid pirofoszf4t és inorganikus foszfdt kbtéseket mind-
két enzim nem nagy kiildnbséggel bontotta.



Lényeges kiiltnbség mutatkozott k¥zdttilkk a 3°-
i1l, 5°~vég4llé foszfomonoészter kbtés hidrolizisét ille-
t6en. Az egyik enzim /PMize-2/ mind a 3’-, mind az 5’-purin
és pirimidin nukleozid monofoszfdt kotéseket kbzel azonos
mértékben hasitotta. A PMize-l azonban kizirdlagos prefe=
renciit mutatott a 3’~nukleozid foszfomonoészter kitések
hidrolizisére, Eddig csak buza csirandvényb8l izolgltak
hasonlé tulajdonsdgu foszfatizt.

A két enzim aktivitdsdra klilonbbzé koncentrdiciéju
adenozin 3?,5’-ciklusos monofoszf4it, tovdbbd purin és pi-
rimidin 2?,3’-~ciklusos monofoszf4tok nem hatottak,
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