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BEVEZETÉS

A növényi fenolvegyületek növekedésre gya
korolt hatása, valamint az auxinekkal való együttha
tása közismert éa a növekedésszabályozás intenziven 

kutatott területei közé tartozik. A fenolvegyületek 

akkor kerültek az érdeklődés előterébe, amikor fel
ismerték kofaktor szerepüket az IE3 enzimes oxidáció
jának szabályozásában*

Hosszú ideig a növekedéssel foglalkozó ku
tatók e fent emlitett hatásnak tulajdonítottál^, nö
vekedés szabályozásában betöltött szerepüket. Vannak 

adatok, amelyek arra utalnak, hogy a növényi fenol- 

vegyületek által kifejtett hatást nem lehet egyszerű
en az IES szint növelésével magyarázni; ilyen pl. a 

klerogénsav és az IES szinergizmusának mértéke /KÖVES/ 
1905/ Az IES és a klorogénsa v bizonyos koncentrációi 
ugyanis ha együttesen adagoljuk, nagyobb növekedést 

koznak hipekotil tesztben, mint az auxin optimális
АВЕШ és JOHANSSON /1969/ eredmé

nyei a fenti következtetést megerősítették.
lapították, hogy a vanillinsav egyaránt fokozza a

, * —4 —5zab koleoptil és a búzagyökér növekedeset 10 -10 J

M koncentrációban* Ez az eredmény arra mutat, hogy

konc éntrác ió ban •
Kegál-
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nem az auxin által közvetíteti; látásról van szó.
RAA /1971/ bebizonyította, hogy az enzimszint nem 

limitálja az oxidáció intenzitását fiziológiás kon
centrációnál. Tehát; feltehetően az endogén IlS-exi- 

dáz nem vesz részt döntően az endogén lES-szint ki
alakításában. P-kumársavval végzett kísérletei alap
ján ez a kefakeor in viv© rendszerben fiziológiás 

koncentrációban nem fejt ki az enzimre aktiváló ha
tást.

Felmerült, hegy a serkentő vagy gátló ha
tást nem maga a fenolvegylilet, hanem annak metabo- 

litja váltja ki. pl. АВЕШ és • JCHAESS02J /№9/ va
nillin és vanillinsavnál ugyanazt a hatást tapasz
talták.

A fenti kérdések megoldása nem választha
tó el a megnyúlás®s növekedés általános kérdéseitől. 

A molekuláris biológia a növekedés fogalmában is új 
koncepciót alakitett ki. A növekedés-fejlődés jelen
ségét úgy fogja fel, mint a genetikai anyag informá
cióiban foglalt utasítások megvalósulását. Ez a kon
cepció vezetett ahhoz, hogy tisztázzák a növekedés- 

-fejlődési folyamatok, a nukleinsav és a fehérje- 

szintézis kapcsolatát.
A növényi fenelvegyületek auxinnal való

:fi i
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együtthatása és egyes esetekben salját növekedést 
szabályozó hatása azt a feltevést sugallja, hegy 

direkt vagy indirekt úton ezek is beavatkoznak a 

fehérjeszintézisbe. A fenelvegyületek fehérjeszin
tézissel való kapcsolatát eddig, igen kevesen vizs
gálták. /GREEP 1954, PAFURS 19З7, OOBHEA 1939, ВШЬ 

LEIGH és..l SIXTH 197G/ Az intézetünkben folyó ilyen 

irányú vizsgálatikatVIMS8IN /1971/ kezdte diplo
mád ©lg© zat a keretében.

Vizsgálatait a növényekben természetesen 

is előforduló szalicilsav, ©-kumársav, p-®xi-ben- 

zeesav, galluszsav és kl er tg énsavval végezte. Ireg- 

állapitotta, hegy a fent említett féneikarbonsavak 

fiziológiás kenoentrációban alkalmazva mérsékelt, 

de határozett növekedésserkentest ©koznak, szeg
mentekben és intakt hipok©tilekben egyaránt bab 

esetében 5зс1СГ^-1С“^ V koncentrációban. Általában 

a növekedésserkentés és a fehérjeszint között po
zitív korreláció van - nagyobb mértékű megnyúlást 
magasabb fehérjetartalom kisér - csupán a szali
cilsav és a ferulasav csökkentetoe bizonyos kon
centrációban a hipeketilek fehérjetartalmát. A 

fen©lvegyületek fehérjeszintézist befelyásoló sze
repére vonatkozóan a következő eredményeket kapta 

az említett koncentrációk alkalmazása esetén.
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!. P-oxi-ben z « esav a jelzett lesein beé
pülését, tehát a fehérjeszintézist fokozza a szeg
mentekben, ezzel egyidejűleg magas fehérjetártálею 

mutatható ki*

2. Szalicilsav és o-kuaársavval kezelt 

szegmentek kontroll körüli fehérjetartalma magas 

aminósav leépülési százalékkal párosult*
b* A ki&rogénsav csökkent aminóeav beé

pülést és magas fehérjetartalom emelkedést okozott.
4» Ferulasajv esetében a fehérjeszintézis 

kisebb mértékű gátlása mutatkozik*
Ezen előzmények után a következő célt tűz

tük ki a dolgozatban.
Első lépésként megvizsgáltuk, hogy a feru- 

lasav, galluszsav, p-oxi-bensees&v, szalicilsav, ©- 

-kumársav és Horogén sav 1C“:>, 1C“", 1C~ \ 1C“° 1 

koncentrációit, hegy hogyan hatnak bab hipokotil- 

- szegmentek ossz. aukle insav /ЖШ, ШЩ/ tartalmára.
A továbbiakban megvizsgáltuk, hegy .bxlC”^ 

ív koncentrációjú fenolkarhonsavval kezelt hipokotil— 

-szegmentek CL-leucin-lh-O-vel való inkubációja ese
tén milyen fehérjefrakóiákat kapunk és rely frakciók
ba épül be a 14—ű. Ebből kitűnik, hegy van-e specifi

kus frasció, ahol a. 14-Ű beépülés kiemelkedő mértékű, 
vagy a beépülés minden frakcióban egyformán érvénye-
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sül.
A dolgozat utolsó pontjaként amennyiben 

beszélhetünk specifikus frakcióról, megvizágáljuk 

e frakciók homogenitását# valamint megpróbálunk 

választ kapni, hogy ez a specifikus fehérje milyen 

molekulasúlyú lehet.
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kísérleti anyagok és módszerek

I* Kísérleti objektumként felhasznált növények
és vegyületek

1« Kísérleti objektum
Phaseolus vulp;aris /bab/ csiranövények morfoló

giai .jellemzése

primordiális levelek

epikotil
sziklevelek

\
hipokotil

gyökérzet-a.

!• ábra. Phaseolus vulgaris csiranövény morfológiája

Kísérleteinkhez " Fehér gyöngy "/Phaseolus 

vulgaris/ bokorbabot használtunk. A babot Petri-csé- 

szében, nedves szűrőpapíron 24°C hőmérsékleten 48 ó- 

rán keresztül csiráztattuk termosztátban. Az egyfer-
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ma gyökérhcsszúságú csírázó babszemeket csapvizzel 
öntözött perlitbe ültettük és 25®C-en 4 napig 4000 

lux fényintenzitáson neveltük* A 4 napos csiranövé
nyek hipokotiljeiből 4 cm hosszúságú szegmenteket 
vágtunk ki / a 4 cm-t mindig a szikievéltő számí
tottuk / és használtuk fel a kísérletekhez*

2* A hatásmód szempont .iából vizsgált vegyületek
Kísérleteinkben felhasznált és az aláb

biakban feltüntetett növényi fenolvegyületek REAJNAL 

illetve FERCK gyártmányúak*
1

Benzoesav származékok

000H COOH COOH

í i

OHOH

galluszsavszalicilsav p-©xi-benzoesav

Fahéjsav származékok
0H=CH-C00H HO- > i-CH=CH-0-0-GH

0 ŰHP CH-OH 

CH-OH

0
í

CEhöH-COOH"г но с о
H0 СЙ2

klorogénsavo-kumársav ferulasav
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A fenolkarbensavakat 1C“4, 10“^, 1C“J H
koncentrációban alkalmaztuk.

3. FeneIkarbonsavak által indukált növekedés mérése
24 C-©n termosztátban 4 cm hosszúságú hi- 

pokotileket 9 c® átmérőjű Petri-csészében úsztattunk, 

amely 10 ml 10“^, 10”4, 10“^, 10*“° H fenolkarbonsa- 

vas inkubáló oldatot tartalmazott. Ezután a hipoke- 

til növekedését a kezdeti és végső hosszúság mérése 

alapján megállapítottuk.

-

2. ábra Bab hipekotilek növekedése 

A: inkubálás előtt
Bs IC“4 V' klorogénsavval történő inkubálás 

után

4. A fehér.ie frakcionálásához és az airinósav beépülé
sének vizsgálatához használt anyagok
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'4AE Sephadex A-50 

Sephadex G-25 Coarse
Bovine seruralbumine /standard vegyület/ 

DL-leucin-14-C /Radiochemical Centre, A- 

mersham, Anglia/ spec, aktivitás: 10,84 

mCi/mM
A készülék rajzát a 3* ábra szemlélteti. 

5. A polyatermiamid gél-elektroforézishez használt
vegyületek

Albumin aus Rinderblut /Bovine Albumin/ 

Ms: 69 000 /MERCK/
Chymetripsine Ms: 21 000 

"^-Globulin aus Rinderblut /Bevine -gli 
bulins/ Ms: 160 000 /MERCK/ 

Ribenuclease Ms: 13 000 /REANAL/ 
Cyanegum 41 /Acrylamid CH2=CH-C0-HH2 + 

N*H*Methylenbisacrylamid, БЕНУА/ 
Dimethylamineprepienitril /ШРЕ/ SERVA 

Ammóniumperszulfát /NH^/2S20ß Ms:228,21 

Brómfenelkék
Comassie brilliant blue /MERCK/
Sedium dedecil sulphate /SDS/

II. RHB és DNS mennyiségi meghatározása /BRCtJGHiCN 1970/
5 g bab hipeketilt kvarchomekkal és 10 ml
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GM-1

гл

К 15/30

3* ábra* A használt gradiens elúciós rendszeri 
GF-1 keverővei és К 15/30-as oszlop
pal. /FHAHKACIA/
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hideg metanollal homogenizáltunk* Ezután 10 percig 

hűtőszekrényben 0°0-on extránál tűk, majd 10 ml hi
deg metanollal átmostuk* 20 percig 5 C00 g-vel cent
rifugáltuk, a szupernatanst leöntöttük, a maradékét 
pedig 20 ml hideg 15%-es (ECA-val 30 percig 0®G-©n 

extraháltuk* Az extrahálást centrifugálás követte 

20 percig 5 000 g-vel* A szupernatanst eltávolitet- 

tuk és a maradékot 20 ml forró metanollal 15 percig 

vízfürdőn, etanolséter Isi arányú keverékével 15 

percig/a zsirek eltávolítása céljából/ extraháltuk, 

majd az oldatot leszűrtük* A maradékhoz 12 ml 1/15 

¥ foszfát puffert /pH 7,4/ és 3 hű 3 M NaOH-t ad
tunk, majd S0°C-©n 50 percig inkubáltuk. Az inkubá- 

lási idő elteltével 0°C-ra tettük 20 percig, majd 

9 ml jéghideg 3 К HC10^-et adtunk hozzá és 50 per
cig 0°C-on inkubáltuk, majd ezt centrifugálás követte, 

/CeC-©n 10 000 g-vel 15 percig/
A felülúszót leöntöttük /A/,a csapadékot 

pedig 5 ml 0,3 И jéghideg HClO^-el átmostuk, majd 

centrifugáltuk, A felülúszót az "A”-h©z öntöttük, 

majd 10x-es higitásban 250 nm-en UV-ben mértük az 

CD-t. Ebből a mintából az RNS OD-jét tudtuk megha
tározni*

A csapadékhoz 10 ml 0,3 ¥ HClO^-et adtunk, 

és 20 percig 100°0-on hidrolizáltuk. Lehűlés után
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250 nm-en Зх-es higitásban mértük a MS OD-jét.
Az ШБ kalibrációs görbe a 4. ábrán látható.
A DNS kalibrációs görbét az 5. ábra szemlélteti.
A fent leirt módszerrel nyert kivonat meglehető
sen tiszta NS~t tartalmazott. Ezt a 5. ábra mutatja.

III. Protein meghatározása és frakcionálás

1. ffehérjepreparátum készitése
1 g /5db/ 4 cm-es bab liipokotil-szegmentet 

homogenizáltunk 1,5 ml 50 m& /pH 7,6/ TKS-HCl puf- 

ferben. A homogenizátumet 20 percig 5 000 g-vel cent
rifugáltuk. A protein a szupernatansban maradt, amit 
dializis után használtunk fel frakcionálásra.

2. Fehérjefrakcionálás /Ai'KIN és SRI VASTAVA 1970/
A frakcionálás QAE Sephadex A-50 oszlopon 

történt. A frakcionáláshez 1,5 cm átmérőjű, 30 cm 

hosszúságú oszlopot használtunk. Az oszlop megtöl
téséhez QAE Sephadex A-50-et, védőrétegként pedig 

Sephadex G-25 Cearse-t, az equilibráláshoz 0,1 К 

TRIS-HGl /pH 6,5/ puffert alkalmaztunk.
Az oszlop megtöltéséhez QAE Sephadex A-50- 

-t 60 percig forró vizfürdőn előduzzasztottuk. Ezután 

az oszlopot 24 ©rán át 0,1 ml TRIS-HC1 /pH 5,5/ puf-
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4# ábra. HNS hitelesítő görbéje 260 nm-es hullám- 

lieasznál /Spektremem 202/

QD

1,1

.V

qe

as

ót

10 41 DNS^iH15 20 25 30 3S

5. ábra* Csirkevér—DNS hitelesítő görbéje 260 nm-es 

hullámhessznál /Spektremem 202/
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ос

а»

0,1

Of,

\

А пт2*027015 О 260230 2<(0

6« ábra. Bab hipokotilból készült nukleinsav 

kivonat UV-abszorpciós görbéje. 

/Spektromoin 202/
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ferrel equilibráltuk. Védőrétegként 0,5 cm vastag
ságban Sephadex G-25 coarse gélt vittünk as oszlop 

tetejére.
A védőréteg felett úgy távolítottadéi a 

puffert, hogy csak egy cm vastagságú fedje az osz
lopot* Ezután a gélre 1 ml fehérje-mintát vittünk 

fel* Megvártuk, mig a fehérje bediffundál a gélbe 

és megindítottuk a puffer adagolását* Az "A" puf
fert /'iBIS^HCl pH 7,5/ tartalmazó tartályt össze
kötöttük a "B" puffert /1 in FaCl/ tartalmazó tar
tállyal* Az "A" pufferben keverést alkalmaztunk a 

sógradiens kialakítása céljából, mely 0-tól 1 tó-ig 

növekedett. Az eluciót 400 ml pufferrel végeztük és 

5 ml-es frakciókat szedtünk* Minden műveletet szo
bahőmérsékleten végeztünk* A csepegte sebessége 

5 ml/perc veit* Az CD-t Spektromon 202 Spektrofoto
méterrel 280 nm-en UV-ben mértük* Standardként mar
ha szérumalbumint használtunk, mielynek az eluciós 

görbéjét a 7* ábra szemlélteti*

IV. Padicaktiv izotópos vizsgálatok módszerei

DL-leucin-14-0 bab hipoketil fehérjéibe való beépü
lésének vizsgálata
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SZÉRUM ALBUMINOD

1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0Л
0,3
0,2
ои

FRAKCIÓK SZÁMA

7. ábra. frarha sz áruinál bumin eluciós görbébe QAE 

Sephadex A-50 oszlopon.
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4 napes bab hip ©к© til ©Kiből 1 g ni int át 

vettünk és 24sC-@n sötétben inkubáltuk. 1 g szö
vet inkubálásához 5 bű inkubációs oldatot hasz
náltunk, Az inkubációs idő IS óra volt.

Inkubációs közegként 3x10“^ Ш iÜ^PG^-et 
használtunk /pH >,0/, Ebben az oldatban 1% cukrot 

és 6,6 /íCi/ml DL~leucin-14-ű-t oldottunk. Az igy 

elkészített oldattal hígítottuk a fenolkarbonsav 

törzsoldatokat úgy, hogy azok az adott fenolkar
bonsavra számítva 5x1O“^ ?/ legyenek,A DL-leuein- 

-14-0-vel inkubált szövetet 1,5 ml 50 m& l'HIS-HCl 
/pH 7,5/ pufferben homogenizáltuk* A homogenizá- 

tumot 5 000 g-vel 20 percig centrifugáltuk, a fe- 

lülúszót dializáltuk és az Így kapott fehérje-ki
vonatot használtuk fel írakcionálásra,

A frakciók radioaktivitásának snéréséhez 

0,5 ml mintát használtunk fel, melyeit llml azein- 

tillációs folyadékban oldottunk. A minták aktivitását 

Packard-'iriearb felyadékszcintillációs spektromé
terrel 12,5 % hatásfoknál mértük.
A szcintillációs folyadék összetételei

5 ml PPC+PCPGP / 100 g PPO * POPOP 1000
ml toluclban. Ezt az oldatot még 

5x-re hígítottuk tcluollal és ezt 

használtuk fel.

. •



- lő -

5 ml etanol
A Kintáknál 3x1 perces Kéréseket végeztünk.

V. Poliakrllamid gél-elektrcforézis / ЬАЕШЫ 1970 /

A Gyanegumból 3C %-®s torzseldatot készí
tettünk és a csövekbe szeparáló gélként 8 %-ra hí
gítva használtuk. A gélpuff er Cf3 ¥ T.RlS-t és 0,1 

% SDS-t tartalKazctt. /pH 8,8/ A gél polimerizálá- 

sához 10 %-©s ammeniumperszulfátet és DHPN-t hasz
náltunk. A kádpufier összetétele 1,5 mh THIS, 0,1 % 

SOS és 0,01 V, glicin veit / pH 8,3 /• hintáinkat 

0,025 № THIS, 1% SOS, 10% glicerol, 5% merkaptceta- 

nol, 0,01% bróinfenolkék oldatban vettük fel és vit
tük a gélre. A módszerhez használt standard fehérje- 

-mintákból /ribonukleáz, j—globulin, 

melyek 1 mg/ml-t tartalmaztak 25 jal-t, a frakciónk 

mintájából pedig 50 jal-t vittünk fel a gélre. Az á- 

raxnerőaség csövenként 2 mA, 1C-15 V volt. Ilyen á- 

ramerosség mellett az elektroforézis időtartama 120 

perc volt. Pisáié oldatként 50% i'ŰA-t, festő oldat
ként 0,1% cocmassie brilliant blue-t használtunk 50 

% TGA-ban ©ldva. A gélek mosására 3%-os ecetsav volt 

a legalkalmasabb. A használt csövek hossza 6 cm, át-

szérumalbumin/
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mérője 5 mm veit* A géleket a csövekből úgy távoli- 

tettük el, hogy a gél és a cső fala közé injekciós 

tűvel vizet fecskendeztünk*
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KÍSÉRLETI еншгйшк

I* Fenol-,arbcnsavak által indukált növekedés

Kísérleteinkhez az anyag és módszer rész
ben /7. oldal/ feltüntetett fenelkarbonsavak 10“ ^ 

10“4, Ю“5, 10
menyeinket az 1. táblázat szemlélteti.

-6 U kéneentráclóit alkalmaztuk, Ered-

II, Fenolkarbonsavak hatása bab alpokétil-szegmentek
E S-tartaImára

A növényi fenelvegyületek hatásmódjára vo
natkozó vizsgálatokhoz szükséges az©k US szintet be- 

f©lyá3©ló hatásának ismerete a vizsgálati objektumon. 
Feltételezzük ugyanis, hegy a növekedés és a NS szin
tézis ok-okozati összefüggésben van egymással, Kísér
leteinkben a szalicilsav, galluszsav, klorogénsav,

—3 —4©-kumársav, ferulasav es p-oxi-benzcesav lö 10 ,
10-5, 10-5

Eredményeinket a 2, táblázat szemlélteti,

A táblázatból látható, hogy valamennyi fe

nol karbonsavnak / a szalicilsav kivételével / kisebb 

nagyobb serkentő hatása mutatkozik 1C“4-10“3 

tervallumban.

К koncentrációit alkalmaztuk.

M in-

Az 1. táblázatban szereplő adatokat össze-
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k©nc ent ráció megnyúlás 

a kentroll %-ban
Fen©lkarb ensav

UТсг5 119.1 
150,0 

150,0
104.2

-4e-kumársav 10
10-5
10~°

104.1 

108,5 
144,0
102.1

-4ki©r©génsav 10
Ю-5
10-5
uF$ 155,2

107.1 

155,0 

120.4
118.1 

155,0 

150,2 

105.1

-4p-oxi-benzoe sav 10
10-5 

10“ 3
10“5

-4galluszsav 10
Ю-5
10“6
1 ÜT* 102,1

122.5
119.6 

114.8
95,9
96,0
99,5

105.0

—4ferulasav 10
10-5

-610
io“3

-4szalicilsav 10
IO-5
io"6

1. táblázat Fen©lkarb@nsavak hatása bab hipokotil- 

-szegmentek megnyúlására
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ossz.NSFenő lkarb onsav konc. DNSms
1 %V %

1C^
IC-4
10-5
10*”°

129,7 
127, C 

139,0 

124.3

134.2
126.3 
140,0 

164.2

131, ö 

127,1 

123,9 

129.3

kler©génsav

l
143.5 
148*1
155.6 

142.5

139,0
148.3
155.4 1?9,5 

159.0

190,0
142,8-4o-kumársav 10

IO"5
610- 179.1

ícr* 95.7 

135,0 

120,0
95.7

123.2 

111,7 
120,o
113.3

125.6 

109,4 

120,2
114.6

—4p-oxi-benzoesav 10
IC“5
io-°
lo"5
IC“4
IO“5
IC”3

117,5
122.9
118.9
103.4

115,9
120,2
118,1
109.8

98,5
91,4

110,0
114.2

galluszs&v

10“5 111.4
123.4
114.5 

113.7

112,1 

128,3 
114,S 

lLi»2

104,2
105,7
111,4
87.1

-4ferulasav 10
IC“5
IO”3
1СГ5 87,1

111,4
1CC,G
86.5

95,9 
8 7,8 

90,5 

83.7

95.1 
89,8 

91,3
84.1

«■»Zi.szalicils&v IC
10-5
1CT°

2. táolázat Hipskotil-szegEentek friss súlyra vonat
koztatott ííS-tartal©E változása a külön
böző növényi fenolkarbonsavak koncentrá
cióinak függvényében a kontroll %-ban. 
Kontroll a desztillált vizben inkubált 

bipokotil.
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hasonlítva a 2. táblázatba foglalt NS%-al, le
vonhatjuk azt a következtetést, hogy a fenolkar
bonsavak okozta regnyúlásos növekedés és az ossz*
NS, illetve az HNS-t&rtal< m szoros összefüggést 
mutat. Viszonylag nagy megnyúlási %-nál az HNS és 

az össz.NS ?3~©s mennyisége is megnő.
A 10-2 j/ toxikusnak tekintett fenolkarben^ 

sav koncentráció a szalicil sav kivételével minden e-o 

setben növelte az PITS és az össz.NS mennyiségét a 

kontrolihoz viszonyítva.
Szalicilsav esetén mind a toxikus, mind 

pedig a fiziológiásnak tekintett koncéntrációknál 
az HNS és az össz.NS mennyisége a kontroll alatt 

maradt. A DNS ?3-©s mennyisége a fiziológiás kencertt- 

rációkban felülmúlja, illetve megegyezik,a toxikus 

koncéntrációban pedig nem éri el a kontroll értékét.
Az összes többi /klorogénsav, galluszsa-ц 

p-oxi-fcenzoesav, o-kumársav, ferulaaav/ növényi fe- 

nelkarbonsav optimális és annál magasabb koncentrá
ciókban egyformán viselkednek az ШЗ-t és az össz. 
NS-t figyelembevéve.

A DNS %~es mennyisége fiziológiás kon
centrációk esetében a kontroll fölé nőtt minden ec

setben. A toxikusnak tekinthető koncentrációnál /10“2/ 

a DNS %—os mennyisége klorogénsav, ferulasav és
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o-kumársav esetén 100 ^-nál magasabb érték, p- 

-oxi-benzoesav és galluszsav esetében pedig ala- 

csonyabb. 10 ¥ fenolkarbonsav koncentrációnál
c-kumársav, galluszsav és klcrogénsav a kontroll 
fölé emelkedett, ferulasav és p-©xi-benz©esavnál 
pedig a kontroll alatt maradt.

IIJ»Növényi fenclnarbonsavaк hatása ixipokotil szö

vet í'ehérjefrakcicinak jelölödésére DL-leacin- 

-I4-C .jelenlétében. Fehérjefrakcienálás Sepha-

dex QAE A~5C оszíopkrómato^ráfiával

Korábbi izotópos kisérletekből ismeretes 

volt számunkra, bogy a növényi fenclkarbonsavak nö
vekedést serkentő koncentrációkban /MLASSIN 1971/ 
általában növelik a szövetek fehérjetartalmát. Egye
sek a fehérjeszintézis serkentése, mások a fehérjebon
tás gátlása útján fejtik ki hatásukat. Annak megál- 

lapitására, hegy a vizsgált fenolkarbonsavak az ossz. 
fehérje mennyiségét növelik, vagy csak egyes fehérjé
két, DL-leucin-14-C-vel való jelölést és kromatog
ráfiás frakeionálást alkalmaztunk. A bab hipokotilek 

fehérjekivonatait ioncserélő oszlopkrómat©gráfiával 
fr&keicnáltuk és mértük a BL-leucin-14—C beépülését 
az egyes frakciókba.



ч

- 25 -

A kísérlethez 4 cm hosszú bab hipokocileket 

használtunk fel, amelyeket a 7* oldalon feltüntetett 

növényi fenolkarbonsavak és 1E8 5^10 

óiéival inkubúltunk. Az inkubációs oldat 6,6 jiCi/ml 
DL-leucin-14-C-t tartalmazott. A frakcionáláshoz fel
használt fehérjexivonatct a 12. oldalén feltüntetett 

Kódon nyertük és vittük fel az oszlopra. Eredménye
inket a 8-15* ábrák szemléltetik.

-5 Ы koncéntrá-

1. Aromát о a rálátás út .Ián nyert fehérjefrakciók

A kontroll fehérbe esetében az eluciós gör
bén hat különböző frakciót tudunk megkülönböztetni, 
ami ábránkon /8. ábra/ "csúcsok” formájában jelenik
meg.

kerulasav és p-oxi-benzoesavnál a fehérje- 

frakciók száma megegyezik a kontroliéval, csupán a frak
ciók között kvantitatív eltérés mutatkozik, l'ig a kont
roll és a ferulasav esetében a 2. frakció fehérjetar
talma kv&ntitative nem éri el az első frakcióét, p- 

-oxi-benzcesav esetében a 2. frakció CD értéke, vagyis 

a fehérje mennyisége magasan az első frakcióé fölé 

nőtt.
Eredményeinket a 9* ás 10. ábra szemlélteti.

Az összes többi fenolkarbonsavnál kevesebb 

frakciót láthatunk az elucios görbén. Ugyanez vonat
kozik az IES-re is. Az első frakció viszont minden
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KOMTPOL

imp/per* I HmO00
H

V'

500J ■1.0to V'
I

4000

3000'2
fl 050,5
* 20006
I
1

3
1000

Ъ Aii
50 6020 30 <i010
FRAKCIÓK SZÁMA

8• ábra. Bab hipokotil fehérjéinek ioncserélő kre- 

mat©gráfiája Sephadex A-50 ©szíépen. Or- 

dinátáki optikai denzitás /bal/; DL-leu- 

cin-14—C-ből inkorporálódett radióaktivi- 

tás imp/perc és az elucióhoz használt 

NaCl koncentrációba /jobb/. Abszcisszái 
az 5 Kl-es frakciók száma 

radioaktivitás 

optikai denzitás
—о—— с—*—©—
—л—л——4—
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S.K*M TC1UIASAV

OD imp /fVC NoCI
fi

XS

11 000 
« ooo 
•10 000

t
I'
II

i I1,0 1,09(I
I I Ю0'
<*b

4
3500f 3'

I
0,5 2500 Q5I

I
I гI

I
* 5 í

k A . AДI

frVÍ. %
'0 20 30 50 50 60

тшибк száma

9* ábra. Bab hipok©til fehérjéinek ioncserélő kro
matográfiása Sephadex A-50 ©szl©p®n. Or
dináták* optikai denzitás /bal/; DL-leucin- 

-14—C-ből inkorperálódott radioaktivitás 

imp/perc éa az elucióhez használt NaCl 
koncentrációja /jobb/. Abszcissza* az 5 ml- 

-es frakciók száma.
—о—©—о— radióaktivitás
—Л—Л—d- optikai denzitás
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?.«*)( р-оы-хмппм/

• nip/fXK

300 000

N*a0D
n

300000V'

100000

. 1.

o,s

50 *0
тмкабк HAHA

IC. ábra# 5x10*”''’ № p-©xi-benz©esavval kezelt bab 

iiipeketil fehérjéinek ioncserélő kroma
tográfiása Sephadex A-50 oszlopon# Or
dináták: optikai denzitás /bal/; DL-leu- 

cin-14-G-ből inkorporálódott radioaktivitás 

imp/perc és az elucióhez használt NaCl 
koncentrációja /jobb/# Abszcissza: az 5 

ml-es frakciók száma#
radioaktivitás 

•ár optikai denzitás

Ö— -©<
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*,*"*« 6Auuasm
'

(«p/per*

iOOOOO.

00 NmCl

:
« 200000

<00000

1,0 1,050 Ol

4
0,5 Ofi25 000Í Г

1
I iMLio го 3o

А
50 СО 
ТЯАКС10К SZÁMA

40

11« ábra. 5x1 0~^ 1 galluszsavval kezelt bab hipeko- 

til fehérjéinek ioncserélő krematográfiá
ja Sephadex A-50 oszlopén. Ordináták* ©pti*- 

kai denzitás /bal/i DL-leucin-14—Ö-bŐl in- 

korpcrálódett radioaktivitás imp/perc és 

az elucióhoz használt NaGl koncentrációja 

/jobb/. Abszcissza: az 5 sil-es frakciók 

száma.
-o— -o~ -®- radioaktivitás 

•A---- A- optikai denzitás-A-
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в.«'1« SZALICILW

0D ■mp/p«rc

300 000

МоС/
п
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1|
I УÍ I

<00000I

1,0 5ОООРИ0

I0,5 25 000 QS
IÍ 1 5t

I ' A «
V ч

50 CO

I

-V-
10 20 30 10

гмкабк száma

12. ábra. 5х1СГ^ М szalicilsavval kezelt bab hipoko- 

til fehérjéinek ioncserélő kromat©gráfiája 

Sephadex A-50 ©szlepon. Ordináták: optikai 
denzitás /bal/; DL-leucin-14-C-ből inkor- 

perálódett radioaktivitás imp/pere és az 

elucióhez használt NaCl koncentrációja 

/jobb/. Abszcissza: az 5 ml-es frakciók 

száma.
-©- radioaktivitás 

•A- optikai denzitás-A1 "—"A-
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S>«0*Af KLO*06tNSAV

0 D íny/pere NbC/ 
»0000 M

u> 200000

100000
i Г

1,0 I 50 toI I
I I
I I

* I
I

I I
I I

Ofi Ofi25 000

iЛ 1
I/

I.

ij

ю so во 
тялкабк влил

13* ábra. ЗзсЮ“"^ К kl ©г© gén savval kezelt bab hip
kotil fehérjéinek ioncserélő krematcgrá- 

fiája Sephadex A-50 ©szí©pen. Ordináták? 

optikai denzitás /bal/; DL-leucin-14-C- 

-bol inkorperálódett radióaktivitás imp/ 
perc és az elucióhoz használt NaOl kon
centrációja /jobb/* Abszcissza? az 5 ю1- 

-es frakciók száma*
©- -o- -c— radióaktivitás 

>A---- A- optikai denzitás-Л'
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5, IO5« О-Ж/МАКАУ

imp /р«гс
зоо ооо

0D ЫвС1
п

200000.15

Й
II
'I 400000

5
í I 5010- 10

I
I

I
>1

Ofi25 0000,5 1

I

(
I
1

so 6030 4010ю
TAAKCIÓK SZÁMA

14. ábra* 5x10”Ití o-kumársavval kezelt bab bipok©- 

til fehérjéinek ioncserélő kr©mat©gráfiá
ja Sephadex A-50 oszlopon. Ordináták: op
tikai dentitás /bal/i DL-leucin-14-C-bol 
inkorporálódott radioaktivitás iiip/perc 

és az érádéhoz használt ííaOl koncentrá
ciója /jobb/. Abszcissza: az 5 ml-es frak
ciók száma.

-©- radioaktivitás

•A---- A- optikai denzitás-A'

f .
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0'*M ISS

OD imp/otri NaCl 
П

300 ООП'

1,5- 2000 50-

ff
1000004 íí

1,0 |,050 00JI
I
I

ll
I I
I, ll0,5 •0,525 000«i

f, кг
,

30 *»0 50Z 0:o 6 0
TRAKCIÓ К SZÁMA

-515* ábra. 5-xlC fc IES-es keaelt bab hipckotilek 

febéreélnek ioncserélő krom&tográfiája 

Sephadex A-50 ©salepcn. Ordináták* opti
kai denzitás /bal/j DL-leucin-14-G-ből 
inkorporálódott radioaktivitás Irp/perc 

és az duciéhoz használt KaOl koncent
rációja /jobb/. Abszcissza: az 5 ml-es 

frakciók száma.
■о- radioaktivitás 

•Л---- A- optikai denzitás
0'

-A-
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esetben megjelenik, mégpedig a 14. mintában. Gal- 

luszsavnál a 4. frakció kivételével minden más 

frakció megjelent. /11. ábra/ Szalicilsavnál az 

1, 5. 5. frakciót láthatjuk /12. ábra/, kloro^én-
esetében pedig az 1. 4. 5. frakciót /13. ábra/. 

Ugyanakkor a 4. 5. frakció kyantitative fölülmúl
ja a kontroll ugyanezen frakcióinak értékét. O-ku- 

mársavnál az 1. 2. 4. frakció, IBS-nél az 1. 4. 
frakció, mindkettőnél pedig a 4/A frakció jelent 

meg, ami a többi fenolkarbonsavnál nem jelentke
zett, itt viszonylag magas OD értéket ért el. /14. 

15. ábra/

sav

2. Radioaktivitás beépülése a fehériefrakcjókba

Ha a DIr-leucin-14-C beépülését vizsgál
juk a frakciókba, a következő eredményeket kapjuk. 

/8-15. ábra/
Kontrollt az 1. 2. 5. frakció kivételével 

DL-leucin-14—C beépülés nem tapasztalható. Eredménye
ink azt mutatják, hogy az inkubáció ideje alatt a 

fent említett három frakcióban szintetizálódott fe
hérje. Az első frakcióban az aminósav beépülése, il
letve a 14—C aktivitás magas, a 2. 3. frakcióban pe
dig elenyészően kicsi. A 4. 5* 6. frakcióban fehér-
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jeszintézis az inkubáció ideje alatt nem észlelhe
tő /8. ábra/*

5xlCT^ U ferulasavtamonósav beépülés, il
letve fehérjeszintézis az 1* 2* 3. 4. frakcióban ta
pasztalható, de csak az első frakcióban jelentős /9» 

ábra/*
jpxlcT^ К p-oxi-benzoesav: az 1* 2* frakció

ban észlelhető radioaktivitás, de a másodikban caak 

minimális /10* ábra/
5xl0*~p klorogénsav. galluszsav és IESt 

esetén az inkubációs idő alatt kizárólag az első frak
cióba volt aminósav beépülés*/ 11. 13» 15* ábra/ 

5x10*"^ M e-kumársav és szalicilsavnál a 

14—C beépülés az 1* és 2* frakcióba történt, de a 

másodikba mindkét esetben elenyészően kicsi* Sza
licilsavnál olyan kismértékű volt a 2* frakcióban a 

fehérjeszintézis, hogy az csak a 14-0 beépüléssel 
volt kimutatható /12. 14* ábra/*

Összefoglalva, minden vizsgált fenolkar
bonsavnál elmondhatjuk, hogyfjelentős DL-leucin-14-0 

beépülés csak az 1* frakcióban volt az inkubáció ideje 

alatt. Kismértékű szintézis tapasztalható még a 2. 

és a 3* frakcióban, viszont a többi frakciónál ami
nósav beépülést nem tapasztaltunk. Az első frakció
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0,2 M RaCl-nél jött le az ©szlopról.

ТЖ* Az első fehérлefrakció vizsgálata poliaferil-

acid gél-elektroferézissel

Ha megnézzük a fehérjefrakcionálással 
kapott felérjék OD értékeit /0-15« ábra^ azt lát
hatjuk, hogy minden esetben az első frakció ért el 
kvantitative legmagasabb értéket. Ezért a frakciók 

közül ezt vizsgáltuk tovább. Összehasonlításként 

elektreforetizáltunk ismert fehérjéket/ 15. ábra/.
Az első frakcióról biztonsággal megál

lapíthatjuk minden fenolkarbcnsav és az IES-el ke
zelt anyag esetében is, hogy a frakció elektref©re- 

tikusan egységes, mivel a gélen egyetlen esik for
májában jelenik meg /17» ábra/.

A kontroll fehérjekivonat elektref©reti
kus géljén hat esik látható, amelyek valószinüleg 

megfelelnek a hat frakciónak. Eredményeinket a lö. 

ábra szemlélteti.
Amennyiben az SDS-el végzett elektroferézis 

alkalmas arra, hogy megközelítőleg megadja a frak
cióban levő fehérje mólsúlyát, úgy az ismert m©le- 

kulasiilyú fehérjékkel összehasonlítva az Rf értéket, 

az első frakcióban levő fehérje molekulasúlya 45-
p
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45-50 COC közé esik.

1 . ábra

A standard fehérjék 

poliakrjlamid gél-elekt- 

roferegrammija 

Ch í kimotripszin 

A : marha szérumalbumin 

•J-G : у -globulin

a А (Г6

17. ábra
A standard fehérjék 

és az első frakció poli- 

afcrilamid gél-elektrofe- 

r©grammja 

Gh : kirí©tripszin 

A i marha szérumalbumin 

y-G : ff-gl®bulin 

I : első frakció
Ch A Tf-G I
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Ch A т-6 I К

A standard fehérjék, az első frakció
és a kentroll fehérjekivonat poliakrvl-
amid gél-elektroferegrammja
Oh s kimétripszin
Á : marha azérum&lbumin
fj-G J '^-globulin
I ; első fraiseió
К i kentrell fehérjekivonat

lö* ábra
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kísérleti eredmyek értékelése

1* Növényi fenclkarbonsavak hatása bab hipokotil-
-szegmentek NS-tartalmára

Az össz.NS, RNS és DNS meghatározások ered
ményei természetesen nem tükrözik mindazokat a speci
fikus változásokat, amelyek a iíS-ak szintézisében, 

illetve az anyagcserében fontos szerepet játszanak. 

Viszont eredményeink alapját képezik további fontos 

vizsgálatoknak, melyek már részletes felvilág©sitást 

adnak a növényi fenolkarbonsavak által indukált meg- 

nyúlásos növekedés, a NS szintézis és a fehérjeszin- 

tézis közötti összefüggésről. Az elvégzett kísérletek 

eredményei Összhangban vannak a megnyúlás©s növeke
dés és a NS szintézis közötti összefüggésre vonatko
zó eddigi ismereteinkkel. Ezen ismeretek lényege ab
ban foglalható össze, hogy a tartós megnyúlásba nö
vekedésnek egyik alapvető feltétele bizonyos ЯЗ-ак 

szintésise. A fiziológiás / 1G~^, 10"^/koncentrá
ciójú növényi fenolkarbonsavak mérsékelten, de min
den esetben kifejezetten növelik a hipokotil szeg
mentek NS-tartalmát. Ezek a növényi fenolkarbonsa
vak ezen hatásukat tekintve megegyezést mutatnak a
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Eegnyúláses növekedés hormonjaival.

Az eddigi irodalmi adatod egy része a 

hormonokra vonatkozik / pl. IES/. A hormonok vagy 

azáltal fejtik ki hatásukat, hegy növelik a NS-ak 

szintézisét, vagy pedig gátolják azok lebontását.
Néhány adatunk van arra vonatkozóan is, 

hogy milyen összefüggés van а ШБ szintézise és a 

spontán megnyúlás®s növekedés között. Ezzel kap
csolatosan részletes vizsgálatokat CAPESIŰS és 

3CPP /1970/а, 1970/Ь/, BOPP és CAPESIUS /1970/,
BCPP /1970/. kísérleteiket Sinapis alba hipoke- 

tilekkel végezték. Eredményeik azt mutatják, hegy 

az össz.NS és DNS szintézis és a megnyúlás®s nö
vekedés között nincs egyenes összefüggés. Ennek el
lenére bizonyos DNS frakciók fokozott szintézise 

mutatható ki a megnyúló hipskotilekban.
A hormonok által indukált megnyúlásos nö

vekedéssel kapcsolatban viszont már többen igazol
ták /NISSAN és LANG 1956, ЗА HL Cl 1959, BROUGHTON

1969, HABER et al. 1969, ROSE és ADASSON 1969, FU
RO HIT et al. 1969, HOUtö és KEY 1959, P0SK12 1970/, 
hogy a gibberellin indukálta megnyúlásos növekedés 

és a DNS szintézis között szoros összefüggés van.
Ilyen tekintetben az auxin által indukált 

növekedést is számosán vizsgálták /DEGANI és AiSIfiON

1970, MNESHWARI és NOODEN 1971/ és bebizonyították,
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i
v-hogy a DNS szintézis és a növekedésre gyakorolt 

hatás között szoros kapcsolat van uborka hipokoti- 

lek esetében. Miután a hipokotilekben sejtosztó
dás alig történik, elsősorban a nem nukleáris 

frakció növekedéséről lehet szó. Ezt egy sejt- 

frakcionálásaal egybekötött izotóp-jelöléses mód
szerrel igazolták is.

Ismerünk adatokat arra vonatkozóan is, 

hogy az osztódásra képes szövetekben a fenolvegyü- 

letek osztódást idéznek elő. Ez az osztódás magá
ba foglalja a szövetek DNS tartalmának növekedését 

is. Ezt HESS, LEE és SKOOG /1905/t MESZHI /1968/, 

ZAPBOBffiTOV /1969/ igazolták.
GBEEF De /1964/, SVENSSON /1972/. Euma- 

rinnal végzett kísérleteikben igazolták, hogy fi
ziológiás koncentrációban növeli a DNS-tártalmat.

Az általunk vizsgált növényi fenolkar- 

bensavak bab hipokotil-szegmentekre gyakorolt ha
tásában minden esetben mérhető NS gyarapodásról 
beszélhetünk, amely az RN^DNS arány kismértékű 

megváltozásához vezet fiziológiás koncentrációk
ban is.

A többi vegyülettől eltérően viselkedik 

mind toxikus, mind fiziológiás koncentrációban a
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szalicilsav, amely nem ©kéz N&wtartalom növekedést.
Ez összhangban van azzal, hegy a szalicil savnak lé
nyegileg nincs növekedésserkentő hatása hipoketil 
tesztben; mig a többi vegyület az NS-tartalom nö
vekedésével megközelitőleg arányosan serkenti a hi- 

pokotilek megnyúlását.
Végezetül el kell mondanunk, hogy az ШБ és 

a DNS tartalom növekedése nem csak a NS szintézis 

fokozott ütemére vezethető vissza, hanem az a NS-le- 

bontás gátlása útján is lehetséges, pl. NS bontó en
zimek aktivitásának megszüntetése, illetve csökken
tése útján. Hegy ez a folyamat pontosan hogyan megy 

végbe, azt jelzett prekurzorok beépülésének, illetve 

a NS-ak enzimes lebontásának vizsgálata útján dönthető
el.

II. Növényi fenolkarbonsavak hatása DL-leucin-14-C

beépülésére hipokotil szövetek fehér.iefrakcióiba

Kísérleteink megkezdésekor korábbi isme

retekre támaszkodtunk, melyek szerint a növényi fe

nolkarbonsavak /&ILASSIN 1971/ az alább közölt mér
tékben folyáselják be a DL-leucin-14~C beépülését 

bab hipoketil fehérjéibe.
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impulzusszám 

a kontroll %-ban

konc • fenolkarbonsav
M

5xl(T5 

5xlO~5 

5x10“5 

5xlO~5

5?ao“5

5x1 CT5

Ezen eredmények továbbfejlesztése céljából Sephadex 

ioncserélő krematográfiával megvizsgáltuk, hogy a 

szárszegmentek fehérjéi milyen és hány frakcióra 

bonthatók és ezekbe a frakciókba milyen mértékű a 

DL-leuc in-14-0 beépülés. Árra is választ kaptunk, hogy 

van-e és milyen eltérés van a DL-leucin-14-0 beépülés 

között a kontroll és a fenolkarbonsavakkal kezelt hi-

ferulasav
klorogénsav
o-kumársav

82 % 

93 % 

135 % 

138 % 

145 % 

147 %

szalicil sav
galluszsav 

p- ©xi- ben z о e sav

pokotilek esetében.
Specifikusnak tekinthető minden esetben az 

első frakció/ kontroll, ferulasav, p-®xi-benz©esav, 
galluszaav, szalicllsav, klorogénsav, o-kumársav és 

IES/. Az első frakcióba a DL-leucin-14-C beépülése 

igen magas azokhoz a frakciókhoz viszonyítva, ahol 
van izotóp beépülés. Ez a magas aktivitás arra enged 

következtetni, hogy az inkubáció ideje alatt nagy
mértékben csak az első frakcióra jellemző fehérje
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szintetizálódott.Legjellemzőbb ez a szalicilsav 

setében, ahol alacsony fehérje OD érték magas im- 

pulzusszámmal párosul. Ferulasav, p-oxi-beazoesav, 

o-kumársav esetében a második frakcióba is történt 

izotóp beépülés, de ez az első frakcióval összeha
sonlítva csak minimális. A kontroll és a ferula- 

savval inkubált szegmenteknél a 3*, az utóbbi eset
ben a 4. frakcióban is mérhető aktivitás volt.

Számunkra a továbbiakban ennek az első 

frakciónak a tulajdonságai az érdekesek.
Frakcionálási vizsgálatokat izotóp jelö

léssel fenolkarbonsavak jelenlétében eddig még nem 

végeztek. IES-el kapcsolatos vizsgálatok viszont 

meállapitották, hogy a jelzett aminósav specifikus 

frakciók proteinjeiben jelenik meg A radioaktivitás 

IES hatására történő specifikus eloszlása az egyes 

frakciókban aktinomicin-D-vel megszüntethető. Ezeket 
az eredményeket PATTERSON és TREWAVAS 1937-ben kö
zölte.

Az ezzel kapcsolatos eddigi vizsgálataink e- 

redményei azt mutatják, hegy a növényi fenolkarbensa- 

vak növekedésserkentő fiziológiás koncentrációi a 

fehérjeszintézisre sok tekintetben hasonlóképpen 

hatnak, mint a megnyúlást előidéző hormonok. Ezt bi
zonyítják a 8-15* ábrák is.
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Az auxinok különböző objektumokban kü
lönböző mértékben befolyásolják a 14-0 aminósavak 

beépülését a fehérjékbe. /KEY 1964, KEY 1969/
főbb munka bizonyltja, hogy enzimfehér

jék szintéziséről van szó, amelyek nélkülözhetet
lenek a növekedésben. / fHIMANN és LOOS 1957, VE- 

NIS 1954, 1955, NOODEN és КШШПГ 1956, FAN és 

BfAOHLAOHLAN 1955, 1957/
Arra vonatkozóan is vannak eredmények, 

hogy a gibberellin szintén de novo enzimszintézist 

indukál. /PALEG 1955, VARNER 1954, VARNER és CHANDRA 

1954, Ю0Ш és КАТО 1956, VARNER 1957/
A fenolvegyületek és a fehérjeszintézis 

kapcsolatát VAN SUKERE és DENDER /1951/vizsgálta, 

de ők gátló hatású illetve koncentrációjú fenelve- 

gyületekkel dolgoztak.
PAPURS /1957/ fiavonok jelenlétében vizs

gálta a DL-leucin-14-C inkorporációját fehérjékbe. 

Kísérleteiben kimutatta, hogy ezek növekedést gát
ló hatása a proteinszintézisre gyakorolt hatással 

függ össze.

III. Poliaferilamid gél-elektroforézis

Kiután Sephadex QAEr A-50 oszlopkromatog-
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ráfiéval történő vizsgálataink és a DL-leucin-14-0 

beépülés vizsgálata alapjánjkit(int, hogy az első 

frakció minden vizsgált fenolvegyület esetében 

megtalálható / a benne található fehérje mennyisé- 

ge viszűnylag nagy / és specifikusnak tekinthető, 

e frakciót elektrofcretizáltuk, Eredményeink alap
ján e frakció homogénnek tekinthető, A teljes hi- 

poketil-szegment fehérjekivonatánél hat csikót, 

illetve frakciót tudtunk szétválasztani.
SARKISSIAN és SPELSBERG /1967/ előzőleg 

auxinnal kezelt 1 cm-es bab hipokotilekből kivont 

fehérjéket elektroforetizáltak. A kontroll és a 1C"^
V IES-el kezelt szegmentek esetében három csikót 

kaptak, melyek közül az első esik újabb három frak
cióra volt bontható. Ha az lES-t 10"“^ M koncentrá
cióban adagolták, a második esik nem jelent meg. Ha 

az inkubáció idejét megrövidítették, a nevezett csik- 

nak, illetve fehérjének a 80 %-a már eltűnt.
E esik eltűnésének oka nem: ismert. Felté

telezhető, hogy ennek ©ka leheti
a proteinszint inhibiciója vagy repressziója 

az elektroforetikus mobilitás változása. 

Feltételezhető az is, hogy az IES represszálja a 

proteinszintézist. Úgy látszik, hogy a növekedésser-
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kentés specifikusan a második csíkkal kapcsolatos, 

mivel növekedésserkentóst nem okosó IES koncentrá
ciónál nem található a szövetben*

SiELBERG és SARKiSSIAN /1958/ szintén bab 

növénnyel végezték kísérleteiket, de ők mag-prote
ineket elektroferetizáltak* JBáziku^s és savas pro
teineket különböztettek meg*

SWANK és HJNKRES /1971/ a módszert moleku
lasúly meghatározásra használta* 1 200-45 000 Ivs-ig 

futtatott peptideket. Azt az eredményt kapta, hogy 

1 20C-10 0CO Ms—ig a peptidek Ш-пак logaritmusa 

lineáris volt, azon túl a görbe elhajlott*
A fent emlitett kát kutató munkájára tá

maszkodva végeztük el a megközelítő Ms meghatáro
zást*

A vizsgálatok szerint az a feltételezé
sünk, hogy a vizsgált fenolkarbensavaknak legalább 

részben önálló növekedésszabályozó hatása van - 

amellett, hogy in vivo az lES-oxidáz kefaktor sze
repét is betoltheták - több szempontból alátámasz
tást nyert.

Ezek egyike, hogy a fenelkarbonsavakkal 
kezelt hipoketilek megnyúlásának mértéke ES-tar- 

talmukkal, illetve az általuk indukált ES-tarta-
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lom növelésével megközelítőleg arányos, noha IES- 

-cxidázgátlók és serkentők, valamint e tekintet
ben hatástalanok egyaránt vannak e vegyületek között# 

Erre egyébként korábbi vizsgálatokban már az is 

utalt, hogy a szalicilsav kivételével valamennyi 
jelentékeny megnyúlást okoz fiziológiásnak tekint
hető koncentrációban,

Másik eredményünk ezzel Összhangban az, 
hogy minden fenolkarbonsav megnyúlást okozó koncentrá
cióban ugyanannak a fehérjefrakciónak a szintézisét 

serkenti, amelyét az IES is. Ha ez IES által közvetí
tett hatás volna, aszerint kellene változnia az ami- 

nósav-beépülés sebességének, hogy IES-oxidázt ser
kentő, gátló, vagy közömbös vegyületről van-e szó# 

Végül jelenlegi és előző vizsgálataink 

figyelembevételével nagy valószínűséggel állíthatjuk, 

hogy fiziológiás körülmények között az endogén fenel- 

vegyületek inkább növekedésserkentő, mint gátló ha
tást fejtenek ki a megnyúlásos növekedésre.
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i ÖSSZEFOGLALÁS

I* Kísérleteink során vizsgálatokat vé
geztünk arra vonatkozóan, hogy néhány fenelkarbon- 

sav /ferulasav, p-oxi-benzoesav, galluszsav, sza-
-.5) —4lioilsav, klerogensav, o-kumársav / 10 , 10 ,

10-5, ’ к koncentrációkban hogyan befolyásolja
a bab hipckotil-szegmentek növekedését.

A ssalicilsav kivételével minden sav min
den koncentrációjának hatására a növekedés fölül

múlta a kontroll értékét. Szalicilsav esetében egye
dül IO*6

%—®s értéke kevéssel a kontroll fölé,
II. Ha a fent enl itett fenelkarbcnsavak 

hatását vizsgáljuk bab hipekotil-szegmentek HS-tar
talmára 10”5# Ю“*4, 10~5, ic-° is koncentrációkban, 

a következő eredményeket kaptuk:
Az ossz HS-tártalom minden koncentráció

ban a kentroll érték fölé nőtt, a szalicilsav kivé
telével.

V koncentrációban emelkedik a növekedés

Az ШБ tartalom is szintén a kontroll fö
lé emelkedett minden koncentrációban, kivéve a sza
licilsavat.

А Ш8 tartalom IC“4, 10“5 ц a fenolkarben- 

savak fiziológiásnak tekinthető koncentrációinál
/v>5;:íf-4 'Á.
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minden esetben a kontroll fölé emelkedett. 10”^ 

Ь-nál p-oxi-benzoesav, galluszsav és szalicilsav
hatására a szegmentek növekedése a kontroll érték

«•6alatt marad; IC If-nál pedig p-cxi-benzoesav, 

ferulasav és szalicilsav esetében marad a kontroll 
érték alatt, a többi esetben a kontroll fölé emel
kedik. /2. táblázat/

III. Vizsgálatokat végeztünk arra vonat
kozóan is, hogy a fent emlitett/fént emlitett/fe- 

nelkarbonsavak és az IES hogyan befolyásolják bab 

nipokotil-szegmentek fehérjefrakcióinak alakulását 

és a DL-leucin-14-C beépülését a fehérjékbe. A frak
cionálási Sephadex QAE A-5C ioncserélő oszlopon vé
geztük.

A növényi fenolkarbonsavakkal kezelt és 

a kontroll hipokotil-szegmemtek gradiens elucióval 
nyerhető fehérjefrakcióinak a száma eltérő volt.

A fehérje Oh értékek kvantitative is különböztek.
A kontroll eluciós görbéjén hat frakciót láthatunk. 

/8. ábra/
Az 5xlO*“5 $ ferulasav és p-oxi-benzoesavas 

kezelésnél a frakciók száma megegyezett a kontroliéval.
kás esetekben a frakciók számát illetően eltérés mu
tatkozott az egyes fenolkarbonsavak esetében.
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A DL-leucin-14-C beépülésével kapcso
latosan megállapíthatjuk, hegy az inkubáció ide
je alatt az első frakcióban található fehérje 

szintetizálódctt legnagyobb mennyiségben. Ez a 

megállapítás igaz a kontrollra, a fenolkarbonsa
vakkal és az IES-el kezelt hipokotilekre vonatko
zóan is. /8-15* ábra/ DL-leucin-14-C beépülés a 

2. 3* frakcióban is kinutatható, de csak kis mér
tékben.

IV. Foliater>lamid gél-elektrof©rézissei 
megvizsgáltuk a frakclonálással kapott első frak
cióban található fehérje homogenitását.

Ennek során azt állapítottuk meg, hogy 

az első frakció minden esetben egységes volt, te
hát a gélen egyetlen esik formájában jelentkezett. 

/17. ábra/
Ismert molekulasúlyú fehérjékkel összeha

sonlítva azt az erdményt kaptuk, hogy az első frak
cióban található fehérje molekulasúlya 45-5C00C kö
zé esik.

4 *
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rövidítések

diffietilaicinópropionitril 

Na-dodeeil szulfát 

ind©l->-ecetsav 

nukle insav

DNPN

SDS

IBS

NS

ribonukleinsavRKS

DNS dezoxiribinukleinsav

Us molekulasúly
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