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Ay By Ds a Triticinae fajok genomjainak szimbdlumai
ADH alkohol-dehidrogenaz

Ae. Aezilops zenus

AMP adenozin-5’-foszfat

ATP adenozin-trifoszféat

BSA szarvasmarha szérum fehérje
CBB Coomassie Brillant Blue

CMP citidin-5°-foszfat

D Dalton

dAME dezoxiadenozin-5'-fogzfat
dC#P dezoxicitidin-5’- oszfét

DEAE dietil-amino-etil

dGiP dezoxizuanoczin-5'-foszfit

DNS dezoxiribonukleinsav

qUMP dezoxiuridin-5°’-f{oszfét

EDTA etilén-diamin-tetrzecetsav

EP endopeptidaz

GHP guanozin-5°-fosufat

GOT aszparaginsav-aminotranszferdz
ICDHE izocitromsav-dehidrogendiz

K Michaelis-dllandé

Ky gdtldsi dllando

[ADH maldt-dehidrogensiz

NaDt nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADPT nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat



optikai denzitéds
poliakrilamid-gélelektroforézis
foszfodiészteraz
bis-p-nitrofenil-foszfat
p-nitrofenil-5°’-timidin-monofoszfdt
p-nitrofenil-5’-uridin-monofoszfat
poli-adenilsav

poli-citidilsav

uridilsav

ribonukleinsav

1

percenkénti fordulat
natrium-lauril-szulfdt
szdje tripszin inhibitor

Triticum genus

trigsz/hidroximetil/-amino-metin

(03]
(]
O
m
(4]
(9]
(N
o]

az enzimreakeid maximélis

03



Toartalonde gy g ok

: Bevezetés
b Irodalmi dttekintés
2.1l. A biza evolucidja

2.1.l. 4 hexaploid buza eredete

2.1¢3. Az amfiploidok
242, A foszfodidészterdz enzim
2e30 A buza PDE-d4z izoenzimjei

2e3.1le Az izoenzimekrdl Altaldban

i
)
S|
LUTN

332« A bigsa PDE izoenzim vizsz:

B Anyag és médszer

3.1, A kisérletben felhaszndlt nivény-
anyag

3¢2¢ A nyers kivonat készitése

S 4 PDE-dz enzimaktivitds mechaté-
rozasa

344, A fehérjetartalom mérése

3254 A foszfodiészterdz enzim tiszti-
tésa

B4 A hasitis médjinak vizszdlata

.l. Poli-A emésztés

.2+« Radioaktivan jeldlt DNS frag-
mentek emésztése

34 e Az enzim exo- vagy endonukledz

jellegének kimutatédsa

l.
3.
kY
3
T
8.
lo.
17.

26.
26.

27«

28,

28.

23

30.

oldal

i

n

3]

1t

L



3.8
3.9.
3.10.
Jall,

3.]—2.

5 < S5

3.14.

oD

W

«15.

W)

Lo

0150

S
-

Taty e
-
P-J
-

O
-~

A pH optimum meghatdrozdsa

Az enzim stabilitdsdnak vizsgdlata
Az enzim aktivdldsa és gdtldsa

A nukleinsavak és szintetikus
polinukleotidok enzimatikus hid-
rolizise

A végtermékgdtlds €s a koenzim-
igény vizsczdlata

Enzimkinetikai vizsgalatok

A poliakrilamid gélelektroforézis

Az enzim molekulasulyénak meg-
hatérozasa

1. Oszlopkromatogrifids mddszer

2. SDS poliakrilamid gélelektro-
forézis
Eredmények

A bliza PDE-4z enzim tisztitdsa

. .
g

A PDE-az karakterizdldsa

Eredmenyek megbeszclege
£~ 344
Usszefoglaléas

Summary

Irodalomjezyzék

30.
31.
Ska

Fh's

¥ L

32

Joke

34
34.

68.

oldal

"

"

1"t



l...8 évez et e s

Az eltelt 50 esztenddben a buza evolicidjdnak rekonstrud-
ldsdban szidmtalan kimagasld eredmény sziiletett, amelyek
megmagyardzzaék a hexaploid buza genetikal szerkezetét, fej-
15désének tdrténetét.

A kOzdnséges buza /Triticum aestivum L./ szdmos termesz-
tett fajt tartalmazdé nagy novénycsoportba tartozik.

A biuza evolucids genetikdja, valamint e novénycsoport kép-—
vigel8i napjainkban sem eléggé ismertek. Ezért rendkiviil
fontos és indokolt megvizsgdlni, hogy mely diploid fajok
jadtszottak szerepet a buza kialakuldésdban és ezen zenomok
milyen mértékben és hogyan differencisldédtak az evolucid
soran. Fontos azon specidlis genetikail mdédszerek ismerete
€s tovabbfejlesztése is, amelyekkel megnyugtaté médon lehet
ezen kérdésekre vdlaszolni. Egyre nagyobb teret nyer a ne-
mesitdi és kutatdsi gyakorlatban a citogenetikai mdédszere-
ken til, az egyes biokémiai médszerek - mint példdul viz-
oldhaté fehérjemintizat, izoenzim spektrum, stb. - alkal-
mazdse. Az utdbbi vizsgdlatok alapkutatds jellegiiek és el-

s8dleges céljuk a megismerés.

A jelen disszertdcidban a célkitiizés az, hogy biokémiai
médszerekkel adatokat szolgdltassunk a buza rokonsdgi fokéd-
nak tisztdzdsdhoz és az evolucidjdban mindeddig tisztdzat-
lan problémdkhoz. Vdlaszt vdrunk arra a kérdésre, hogy az

eléallitott szintetikus buzahibridek, illetve amfiploidok,



enzimoldgiai karakteriik tekintetében milyen mértékben mu-
tatnak hasonldésdgot a kozdnséges buzdval é€s hogy a szlild
ndvények milyen mértékben jdrulnak hozzd a hibrid enzimek
izoenzim képének kialakitdsdhoz.

Az utdébbi években bebizonyosodott, hogy az ilyen Jellegii
vizsgdlatokra a nukleinsav-bonté enzimek a legalkalmasab-
bak /Wolf és Lerch, 1973/. Igy esett a vdlasztdsunk a
foszfodiészterdzra, mivel az enzim tulajdonsdgainak Ossze-
hasonlitd vizsgdlata kozelebb vihet a buza evolicids gene-~

“tika tisztdzatlan problémdinak megolddséhoz.
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2.1l. A buza evolucidja

A Triticum L. /bldza/ nemzetség a Gramineaea csalad
Triticeae Dumort. / =Hordeae / tribusdba tartozd Triti-
cinae subtribus legfontosabb képviseldje, melyhez az
Aegilops L., Secale L., Agropyron Gaertn. és Haynaldia
Schur. nemzetségek is tartoznak.

Mar 1918 Sta ismert, hogy a Triticum nemzetség kromoszdma
alapszdma 7 és hogy hdrom poliploid szintje / 2n = 14
diploid, 2n = 28 tetraploid és 2n = 42 hexaploid / van
/Mansfeld, 1951/. A kromoszdmék monohaploid szerelvénye
felel meg a genomnak. Két genomot akkor nevezink homoldg-
nak, ha ezy-egy kromoszdémapvarban a linedrisan elhelyezke-
dé locusok azonos sorrendben kovetkeznek. Azok a fajok,
amelyekben kettdnél tobb genom szerepel, poliploidok, ha
egyszeri genom megtobbszdrozddésérdl van szd, autopoliploi-
dok, ha idegen genomok keriilnek oOssze, allopoliploidoke.

A diploid buza haploid kromoszdéma szerelvényének két kro-
mogzémd jdt A betivel szimbolizdltdk / 2n = AA /.

Az A genom eredetét a szisztematikusok egyértelmien a di-
ploid buzdbdl szdrmeztatjdk. Kegoszlanak a vélemények,

hogy melyik diploid buza volt a sziilépartner. Amig Tumanian
1937-ben meg nem taldlta a diploid sorozat jelenleg leg-
primitivebbnek ismert formdjdt - a T. urartu-t -, addig

Balansa dltal 1854-ben felfedezett T. boeoticum-ot tekin-
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tették a bliza legdsibb fajdnak / Lelley és Mandy, 1963 /.
Kihara / 1935 / és Sax / 1924 /, genom analizissel szoros
rokonsdgot dllapitottak meg a Triticum boeoticum kultur-
vdltozata a T. monococcum és a tetraploid buza A genomja
kozott. Feltételezésiik szerint ez a faj tekinthets az A
genom Gsének,

Immuno-kémiai mdédszerrel megvizsgdlva a T. urartu fehérje
mintdzatdt / Johnson, 1975 /, eltérégseket mutattak ki a
T. boeoticum fehérje mintdzatdatdl, bdr karioldgiailag nem
volt kiildnbség / Giorgi és Bozzini, 1969 /.

A citolégiai laboratdériumokban kidolgozott heterokromati-
kus festési eljdrdssal végzett kromoszdéma identifikdlds
ig a két faj k0zotti kiilonbséget tdmasztja ald. Az eltérd
sdvozottsdg valdsziniisiti azt az elképzelést, hogy a T.
urartu nem a T. boeoticum-bdl, hanem egy k3z0s Osbél -~
azzal pdrhuzamos Uton - szirmazott / Belea, 1971 /.

Mdsok mindkét diploid buzafajt kiildn torzsfejlédési for-
résnak tekintik / Gubareva és mts, 1975 /. Szerintiik a T.
timopheevi A genomja a T. boeoticum-bdél, a tobbi tetra-
ploid biza A genomja pedig a T. urartu-bdl szdrmazik.

Az elsd poliploidizdcids lépcsd, a tetraploid szint, mely-
nek A genomja az emlitettek alapjdn a diploid buzadbdl
szarmazott.

Kimutattdk a diploid buza A genomJjdt a hexaploid buzdkban
is. A hexaploid fajokban megtaldlhaté a tetraploidok mind-
két genomja és ezenkivil az Ae. squarrosa 14 kromogzdmdja,

a két D genom, aminek a felfedezése Sax nevéhez fiizédik.
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Kimutatta, hogy a tetraploid Ae. cylindrica / 2 n = 28 /

és a hexaploid blza hibridjében 7 bivalens és 21 univalens
keletkezik. A D genom tehdt benne van az Ae. cylindrica-
ban. Bleier / 1928 / szerint a tetraploid biza-fajok és

az Ae. cylindrica koz0tt csak jelentéktelen mértéki kro-
moszdéma pdrosodds van. A tovabbi vizsgdlatok kimutattiék,
hogy az Ae. cylindrica két alkotdja az Ae. caudata /2n = 14/
és az Ae. squarrosa / 2n = 14 /. Az Ae. caudata és a
hexaploid buza k5zdtt nincsen kromosgzodma pdrosodés.

Sears 1941-ben elddllitott egy szintetikus amfiploidot aé
Ae. squerrosa és a T. dicoccum k0z0tt, amely morfoldgiai-
lag nagyon hasonlitott a T. spelta-hoz / 2n = 42 / és az-
zal keresztezve teljes kromoszdma parosoddst talalt.

Riley és Chapman / 1960 / elddllitottak egy olyan hibridet
a T. aestivum és az Ae. squarrosa kozdtt, amelyben az Ae.
gquarrosa hét kromoszdéméja a hexaploid D genomjdnak hét
kromoszémdjdval 7 bivalenset képezett, amig az A és B
genom 14 kromoszdémdja mint univalensek Jjelentkeztek.

A Kyoto egyetem botanikai expedicidja megdllapitotta, hogy
Kisdzsidban a tetraploid fajok és az Ae. squarrosa elter-
jedési teriilete foldrajzilag megegyezik és kideriilt, hogy
ugyanazokon a teriileteken, ahol a T. dicoccum-ot termesz-
tik, az Ae. squarrosa a buzafdldek természetes gyomnové-
nye / Yamashita, Kihara és Tanaka, 1965 /. A fentieket
meger8sitik azok a heterokromatikus festési vizsgdlatok

/ Hadlaczky és Belea, 1975 /, amelyek szerint az Ae.

squarrosa Osszes kromoszdma pdrja jellegzetes fest8dési
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mintdzata megegyezett a hexaploid buza harmadik genomjdnak
/ D / sdvozottsdgaval.

A bluza B genomjdnak eredete alig ismert. Napjainkban fel-
meriilt az a kordbbi elképzelés, hogy a tetraploid buza
egyszerien a diploid faj autotetraploidja / Schrimpf, 1951/.
Johnson /1975/ a szemtermés elektrofdkuszdldsos fehérje-
mintdzata alapjdn a T. urartu-t tekinti a B genom forrdsa-
nak. A mdsik szildpartnerként a T. boeoticum-ot / A genom/
emliti. A T. boeoticum x T. urartu amfiploid nagyfoku
fertilitdsa és a gsp. dicoccoides-hez vald morfoiégiai
hasonldésdga miatt Dhaliwal / 1976 / is ezt a felfogdst
fogadja el. Heterokromatikus festési eljdrdssal kimutat-
tdk / Hadlaczky és Belea, 1975 /, hogy a T. urartu A
genomja nem azonos sdvozottsdgi a B genomhoz tartozd kro-
moszdémdkéval. Eszerint nem lehet e faj a B genom donorja.
A B genombdl addicié dtjan tdbb olyan tulajdonsdg is ke-
riilt a bizdba, melyekkel a T. urartu nem rendelkezik.

Az autotetraploid szdrmazds lehetdségét kizdrja az a meg-
figyelés, mely szerint = mesterségesen elddllitott auto-
tetraploidok, a 2n = 28 kromoszémédja ellenére, morfold-
giailag a diploidhoz hasonlitanak.

Sarkar és Stebbins /1955/ feltételezése szerint a B genom
donorja az Ae. speltoides. Feltételezésiiket az Ae. spelto-
ides és a tetraploid buiza B genomjdhoz tartozd satellit
kromoszdéméknak /1B, 6B / a nagy hasonldéségdra és a di-
ploid buzdval vald kozds foldrajzi elterjedésre alapoztdk.

E felfogdst cafolja az Ae. speltoides citoplazmds him-
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steril jellege / Maan és Lucken, 1971 /, az elektro-
forézises fehérje-mintdzat / Fejér és Belea, 1976 /, az
immunokémiai reakcidkban megmutatkozd kiilonbség / Aniol,
1973 /. Kizdrja ezt a lehetSséget az Ae. speltoides x
diploid buza eddigi sikertelen amfiploidizdldsa, tovéabba
a laboratdériumokban Giemsavval festett / C-sdv / kromo-
gzdme identifikdléds is.

Az utdébbi évek vizsgdlatal szerint, az Ae. mutica lehet a
B genom donorja / Belea és Fejér, 1980 /. Az Ae. mutica
két satellit kromosgzdémdja hasonlit a tetraploid biza 1B
és 6B kromoszdémdihoz. Az elddllitott Ae. mutica x T.

turgidum ssp. carthlicum hibridek F, nemzedékének meio-

1
zisdban legnagyobb gyakorisdgban 7II + 7I, kisebb mérték-

g1t + 9I kromoszdmakonjugdcid fordul eld.

ben pedig
Eszerint az Ae. mutica és a tetraploid buza B genomja
homeoldg egymdssal / a homeoldgia magyardzatdt lasd "A
biza kromoszdémik osztilyozdsa'" c. fejezetben /.

Az emlitettek ellenére sem tisztdzddott megnyugtatdan az

emberiség szdmdra legfontosabb fajnak, a kdzbnséges buza-

nak / T. aestivum / a szdrmazdss.

————— — —————————_——————— o —————— vl ———— -

A buza kormoszdémdékat rdémai szdmokkal I-t61 XXI-ig jelolik,
az A genomot I-t8l VII-ig, a B genomot VIII-tél XIV-ig és
a D genomot XV-tél XXI-ig.

Sears /1965/ nulliszomokat tetraszomokkal keresztezve

megfigyelte, hogy bizonyos esetekben a kettds ddézisban



gzerepld kromoszémék kiegészitik a hidnyzdkat. Igy hét
olyan csoportot dllitott fel, amelyben a benniilk szerep-
16 hdrom kromosgzdma bédrmelyike, megkettdzdtt allapotban,
pétolja bdrmelyik mdsik hidnyzdt. Husking /1941/ nyomdn
ezeket a kiilon genomhoz tartozd, egymds kiegészitésére
képes kromoszdmdkat homeoldgoknak nevezzilk /szegmentdlis
homeoldgok/ .

A hét homeoldg csoport a 3 genom egy-egy kromoszdémdjébdol
all, ebbdl kdvetkezik, hogy az egyes genomok kromoszd-
maik hasonldésdge alapjin szoros rokonsdgban édllanak egy-
midssal. A nem homeoldg csoportok kdzdtti keresztezések
nem mutatnak kiegészitést. A 21 kromoszdma megoszldsa a

7 homeolég csoportban a kdvetkezd / Lellcy, 1968 /:

Homeoldg A genom B genom D genom

csoport
1A XTIV 1B I 1D XVII
i 24 II L 7 5 2D XX
L5 3A XII 3B IL1 3D XVI
£ 44 IV 4B VIII 4D XV
He S5A IX 5B \ 50 - XVITI
6. 6A VI 6B X 6D i
T TA X1 7B VII 7D XXI

Az amfiploidok elddllitdsa Blakeslee és Eigsti munkédja
nyomdn valt lehetségessé, mivel a kolhicin kezelés az or-

séfonalak képzégére gdtld hatdst fejt ki, ami poliploidi&t
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eredményez / Leiser, 1954/ .

A Triticinae nemzetségen beliil elddllitott amfiploidok
koziil szdmos, klasszikus alloploidként viselkedik, mint
példdul az Ae. longissima / 2n = 14 / vagy a Secale
cereale / 2n = 14 /, amelyek Triticum fajokban bivalense-
ket képeznek. TObb més esetben azonban multivalenseket
kapunk. Ez utdbbi abbdl eredhet, hogy valamely homeoldg
genom t0bb, mint kétszer szerepel - mint a diploid és
tetraploid biza amfiploidjdban az A genom - vagy az

V / 5B / kromoszdéma aszinaptikus hatdsat gdtolja az 4dj
genom valamely génje, mint azt az Ae. speltoides /2n = 14/
illetve Ae. mutica /2n = 14/ hexaploid buzdval adott hib-
ridjei mutatjdke.

Az amfiploidok gyakorlati jelentdségét mutatja, hogy Kiss
Arpad /1966/ oktoploid x hexaploid = heptaploid / 7x / Py
nemzedékét szelektdlva ma mdr a kdztermesztésben is fel-

haszndldsra keriilt 0j buzafajt &llitott eld.
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2.2. A foszfodiészterdz enzim

A novényi anyagcsere folyamatokban a nukledzok szerepe

a nukleinsavak bontésa. Nagyon kevés ismeretink van ar-
rél, hogy in vivo korilmények koz0tt a reakcid hatékony-
sdga milyen, valamint arrdl, hogy milyen kontroll mecha-
nizmusok miikodnek az €18 sejtben. Csupdn annyi biztosat
mondhatunk, hogy minden enzim, amely szerepet jatszik a
nukleinsavak lebontésdban, hatdrozott funkcidval rendel-
kezik és az életciklus egy meghatdrozott helyén vdlik ak-
tivvéd, egyébként inaktiv / Razzell, 1963 /.

Ez az inaktivitds ugy valdsulhat meg, hogy a sejtben a
specifikus szubsztrdt és az enzim fizikailag elkiildniilve
helyezkedik el, vagy természetes inhibitorok gdtoljék

az enzimmiikodést. Hidnyozhatnak az enzimmikodés intra-
celluldris feltételei, de a jelenség oka lehet az is,
hozy a szubsztrit nem megfeleld &llapotban van / Las-
kowski, 1971 /.

A sejtben lejdtszdddé nukleinsavak bontédsdrdl ma annyit
mondhatunk, hogy a nukledzok azt hét reakcidélépésben va-

16sitjak meg / Wilson, 1975 /:

On

e RN

_-RN:é§~I.___->
e BES RN=3z II. Hep / Ro>p 4+ Yop /

3' R>p ———————— '
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RN-éz II. -
4. Y>P --p55zPodidszteraz > P
5, Np -Dukleozid foszfolranszfgraz ., .y
3!-nukleotiddz
s lp e e N R,

ukleozid kindz =
__Duxi€0z1d xin §.._..> .

N = ribonukleozid

pNl = ribonukleozid-5’~fogzfit

pdN = dezoxiribonukleozid-5’-foszfat
N>p = 2?3*-ciklikus nukleotid

R>p nem spscifikus purin bézisi nukleozid-2°3°’-

il

ciklikus monofoszfat
Y>p = nem specifikus pirimidin bédzisd nukleozid-
2'3?-ciklikus monofoszfat

= ribonukleozid-3?'-foszfat

=
-
o
|

P. = anorganikus foszfat
Rp = nem specifikus purin nukleotid

Yp = nem specifikus pirimidin nukleotid

A fenti reakcidkban azokat az enzimeket, melyek a nuklein-
savakban a nukleotidok k©5zdtti kotéseket bontjik, PDE-
dzoknak nevezzik. BEzeket az enzimeket hdérom f§ csoportba
sorol juk:

I. Ribonukledzok

II. Dezoxiribonukledzok

a
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III. Ebbe a specidlis csoportba azok az enzimek

tartoznak, amelyek hidrolizdl jdk a ribo-

és dezoxiribonukleotidok lénckozi kotéseit.

A tovédbbiakban ezeket az enzimeket egyszeri-

en PDE-dzoknak nevezzik / Heppel és Rabinowitz,

1958; Khorana, 1961 /.
Pontos informdcidkat az emlitett csoportokba tartozd enzi-
mek hatédsmechanizmusdrdl az utdbbi évek kutatdsai adtak.
A megadott csoportokba vald soroldshoz az enzimek kidvet-
kez6 tulajdonsdgait veszik figyelembe / Schmidt és
Laskowski, 1961 /:

l. a szubsztridt mindsége: RNS vagy DNS

2. &a hasitéds mdédja: endo- vagy exonukledz
3. a végtermék kémiai 5~ vagy 3'-mononuk-
szerkezete: leotid
4. egymds melleti vagy 3'- vagy 5’-helyzeti
specidlis helyeken szabad hidroxil-cso-
torténd hasitéds: port

A ribonukledzok és dezoxiribonukledzok / I. és II. csoport
enzimjei / jellemzése nem tartozik a disszertdcid témdji-
hoz, igy csak a III. csoportba tartozd foszfodiészterdzok
tulajdonsdgeival és eddigi kutatdsukkal foglalkozunk.
Uzawa /1932/ volt az elsd kutatd, aki kimutatta a PDE-4zt
a kigyéméregben és Takahashi / 1932 / tanulmdnyozta rész-
letesebben azt, ribonukleinsavat hasznilva szubsztratként.
Gulland €s Jackson / 1938 / &llapitottdk meg eldszdr, hogy

a méregben taldlhaté PDE-d4z RNS-el torténd reakcidja
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ribonukleozid-5'-foszfdtot eredményez.

Szémtalan kutaté prébdlkozott a PDE-dz tisztitdsdval

mind dllati, mind ndvényi objektumokbdl. Lerch és Wolf

/ 1972 / cukorrépdbdl izoldltik az eddigi legtisztdbbd
ndvényi PDE-dzt preparativ gélelektroforézist alkalmaz-
va a tisztitds soréan.

Az elsé enzimkarakterizdldsi eredmények Razzel és Khorana
/ 1959 / nevéhez fiizddnek. A kiilonbozd eredetii szivetek-
b6l, sejtekbdl szdrmazdé PDE-&z enzim tulajdonsdgait nap-
jainkig végzett kutatdsok alapjdn az aldbbiakban foglal-
juk Ossze.

A PDE-4z pH optimuma 8,9 és 9,8 kozott van. Az enzim
miikodését a redukdld anyagok, mint példdul cisztein,
dtoljdk. A kétértéki ionok koziul a Mg*t
jelenléte sziikséges az enzimreakcidhoz, mig a tobbi két-
értékii ion mazas koncentrdcidban / 50 mM / gétld hatdst
fejt ki, hasonldéan a keldtképzd anyagokhoz. Az enzim-
aktivitds részleges elvesztégét figvelték meg vizzel
szemben torténd dializiskor, még abban az esetben is,

ha Mg*t volt jelen / Razzel, 1959; Boman és Kaletta,

1957 /. A PDE-&z vizsgdlatokndl kezdetben a leggyakrab-
ban hasznélt szubsztrdt a di-p-nitrofenil-foszfat volt,
melyr3l bebizonyosodott / Razzel, 1959 /, hogy nem
specifikus szubgztrdtja a PDE-dz enzimnek. A legérzéke-
nyebb és legspecifikusabb szubsztratoknak az uridin-5°-p-
nitrofenil-foszfédt és a timidin-5°’-p- nitrofenil-foszfat

bizonyult.
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R? -0=-P~-0 =-CH

OH

/ R = timin vagy uracil

R’= p-nitrofenil 7

Az enzim szubsztrdtspecifitds vizsgdlatail azt az ered-
ményt adtdk, hozy a dinukleotidok hidrolizisének mérté-

ke akkor a legnagyobb, ha a molekulédban 5°'-foszfomono-
észter csoport van jelen. Ugyanezt tapasztaltdk oligo-

val, ha barmely oligonukleotid-

O

nukleotidokkal is, mds sz
ban 5’-foszfomonoészter csoport van, akkor a hidrolizise
sokkal gyorsabb, mint ha az ilyen csoport hidnyzik a
vizsgalt nukleotidbdl. E tény ugy magyaridzhatd, hogy a
hidrolizis az ellenkez6 liancvégen, nevezetesen a 3'-hid-
roxilcsoportot tartalmazd végen indul meg, az 5'-foszfo-
monoészter csoport zdrva marad a léncba, mely azt a célt
szolgalja, hogy az enzim a "rossz" véghez, vagyis az
5?~hidroxil véghez ne tudjon kdt6dni. Az 5°-foszfat cso-
port reakcidé-gyorsitd hatdsa fokozddott, ha a monoészter

csoportot metilezték / XKhorana, 1959 /.
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A reakcidmechanizmus sémdja a kOvetkezd:
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Az 5?-p-nitrofenil észterek rendkiviil reakcidképes szub-

J

sztrdtok. A hasonld tipusi, de més észtereket ig hidro-

lizdlja az enzim, példdul a timidilil-/5'— 5'/-timidint

(:\

vagy a nukleozid-5’-foszfdt egyszerli alkil-észtereit.

A PNP-pT hidrolizisének mértike sokkal magasabb volt,

mint a PWP-pU hidroiizise, ami arra utal, hozy a dez-
oxiribonukleotid szirmazékok jobb szubsztratjai a PDE-az
enzimnek, mint a megfeleld ribonukleotidok.

udsrészrdl viszont nincs kimutethatd kiillinbség a pirimidin,
illetve a purin bdzisokat tartalmazd szubsztrdtok kozdtt,
ami azt jelenti, hogy a szubsztrédtspecifitdsban a hetero-
ciklusos bézisoknak nincs szerepiik. Az ATP hidrolizise

igen lasst reakcid, melynek eredményeképpen AMP és anorga-

nikus foszfét keletkezik. A di-/timidin-5?/-pirrofoszfat
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hasitdsa tizszer gyorsabban megy végbe / Boman, 1969 /.

A kiilonboz4 tipusui oligonukleotidok kompetitiv gdtlé-
sdnak vizsgdlatdhoz a legzérzékenyebb szubsztrdtot, a
PNP-pT-t haszniéltédk /Koerner és Sinsheimer, 1957 /.
Minden tipusu oligonukleotid hatdsos zdtldénak bizonyult,
nagyon alacsony koncentrdcidban is. A Ky érték a nuk-
leotid ldnchosszéanak novekedésével ardnyosan csdkkent, ami
mutatja a nagyobb tagszdmi oligonukleotidok szoros felépi-
tését. A leghatdsosabb kompetitiv inhibitorok a 3°-foszfat
végcsoportu oligonukleotidok voltak.

Az enzimkinetikai vizsgdlatok, melyeket olyan szinteti-
kus dezoxioligonukleotidokkal é€s ribopolinukleotidokkal
végeztek, melyek 3°-hidroxil végcsoportot hordoztak, azt
mutattdk, hogy a hidrolizis a lénc 3°-végén kezd8dott és
lépésril-1lépésre nikleozid-5*-foszfatok viltak szabaddd.
Valdszinii, hogy a 3’-hidroxil csoport elbsegiti az enzim
kotSdését a polinukleotid lénc ezen végéhez. A reakcid
ilyen tipusa lehetSséget nyujt a polinukleotid lénc
szekvencia analizisére is. A kezdeti vizsgilatok alapjén
az ilyen tipusi enzimet "exopolinukleotiddz"-nak nevezték
el / Laskowski és mts, 1957 /.

Adler és mts.,/ 1958 / izotdppal jeldlt DNS emésztését
vizsgdlva megerésitették az emlitett reakcidémechanizmus
helyességéte.

Hasonld eredmények szililettek a 3’-foszfomonoészter vég-

csoportot hordozd ribopolinukleotidok és dezoxioligo-

nukleotidok emésztdsének vizsgdlatdbdl. BEzek minden két-
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géget kizdrdan igazoltdk, hogy a 3’-foszfomonoészter cso-
port ellendlld képességet biztosit a molekuldnak az enzim-
mel szemben. Az enzim tehdt csak akkor képes kdtddni a
szubsztrdt molekuldra, ha a 3’-végen szabad hidroxil-
csoport van / Turner és Khorana, 1959; Cresfield és
Allen, 1956 /.

A ribopolinukleotidok emésztésével kapcsolatban érdekes
megfigyelést tettek. Ha a ldancvégen 2°3?-ciklikus fosz-
fo-diészter csoport volt, az enzim megkotsddtt a moleku-
ldn, de nem Ugy, mint a 3’-foszfomonoészter csoport je-
lenlétében /Wilson, 1975/.

Mai tuddsunk & PDE-dzokrdl nem kielégitd ahhoz, hogy az
ilyen tipusi enzimek csoportositdsdt véglegesnek tekint-
hetnénk. Pillanatnyilag ez két okbdl is korai lenne.
El@szor, mert a szubszirdtspecifitdsukrdl és a reakcid-
mechanizmusukrdél egyértelmi adatok nem &llnak rendelke-
zéslinkre. ldsodszor, valdszinlinek ldtszik, hogy az elkd-
vetkezendSkben G tipusd foszfodiészterdzokat fedezhet-

nek fel.

2¢3s A bizs PDE~82 /E.L.3.1.8. ./ izoenzinicd

————————— — — — g —— —————— — —— ——

Az €16 szervezetek anyagcsere folyamataiban fontos szere-
pet jdtszd enzimek tulajdonsdgairdl és jelentdségérdl az
utolsé hdrom évtizedben egyre tobb 4j adat keriil nyilvénos-

gdgra. Ezek kozé tartoznak azok is, amelyek egy enzim
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"yaridnsai-rél, az izoenzimek jelenlétérdl tanuskodnak.
Kiilondsen nagy lendiiletet adott az ismeretek gyarapodd-
sédnak az enzimek komplex molekuldris formdinak szétvdlasz-
tdsdra haszndlt technikdk fejlddése és az izoenzimek kii-
16nféle festési el jdrdsokkal torténd kimutatdsdnak toké-
letegedése.

Az izoenzim fogalmat, vagy ennek analdgjaként hasznidlt
izozim terminus Markert és Moller / 1959 / vezette be.

Az eredeti meghatdrozds szerint az izoenzimek ugyanazon
szervezetben, sét ugyanazon sejtben, hasonld enzimatikus
specifitdssal rendelkezd, de eltérd molekuldris alakban
megjelend fehérjék. Azdta sokféle definicid sziiletett,
melyeknek egy része szilkitette, mds része bdvitette az
eredeti kritériumok korét, ennek ellenire Markert meg-
hatdrozdsa a lényeget illetlen ma is helytdlld.

Az enzimmolekuldk emlitett multiplicitdsa a biokémiail
polimorfizmus egyik megnyilvénuldsa, amely szémos kuta-
t4 vizsgdlatdnak kizéppontjdban dll. A kutatdsok célja

az izoenzimek morfoldgidjénak, tipusainak, bioszintézi-
sének, kémiai jellegének, fizioldgiai jelentdségének, stb.
tisztdzdsa.

Ismeretes, hogy a fehérje elsb6dleges, médsodlagos, harmad-
lagos és negyedleges szerkezete, valamint e strukturdk
dltal megszabott térbeli konformécid elsdrendiien fontos
egy enzim specifikus tulajdonsdgainak a meghatdrozdsd-
ban. Kovetkezésképpen minden olyan véltozds, amely mdédo-

sitja az enzimnek ezt a meghatdrozott szerkezetét, az
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enzim eltérd, de kozel rokon formdjdt eredményezheti

/ Shannon, 1968 /.

Markert / 1968 / tobb olyan lehetSséget is felsorolt,
amelvek vdltozdst okoznak a protein szerkezetében. Pél-
dédul a keletkezett enzim polipeptid lancdnak megrovidi-
lése a termindlis amindsavak delécidja utjén; a lénc

kis molekuldkkal vald konjugédcidja; ugyanazon primer
szerkezet eltérd mdsodlagos, stb. hajtogatédééa; az en-
zim milkodése szempontjdbél nem esszencidlis régidkban be-
kovetkez$ amindsav megvéaltozds; mind az adott enzim el-
térd molekuldris alakjainak keletkezéséhez vezethet.
Brewer és Sing /1970/ az izoenzimek t0bb csoportjit kii-
loniti el. Egyik alosztdédlynak tekintik az un. szegrega-
cids izoenzimeket, melyek genetikai determindltsdguk ko=
vetkeztében a populdcid kilonbdzd genotipusi egyedeiben
mds-mds megjelenésiiek. BEzzel szemben nem szegregdcids
izoenzimek, vagy konstazimoknak nevezzilk azokat az izo-
enzim mintdzatban taldlhatdé sdvokat, melyek a populdcid
minden tagjdban kozSsek. Tovdbbi kategdridt képeznek a
heteropolimerek, amelyek két vagy tobb alegységbdl &ll-
nak, a homopolimerekben viszont valamennyli monomer azo-
nos felépitésii. A konformdcids izoenzimek csoportjdba
egy enzim azon multiplex molekuldris formdit soroljék,
melyeknek amindsav szekvencidja azonos, csupdn térbeli
szerkezetiikben kilonbdznek.

Végezetiil az izokinetikus izoenzimek kifejezést is hasz-

ndljék a szerzdik felsoroldsukban, a megkdzelitdleg azo-
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nos kvantitativ aktivitdst mutatdé izoenzimek jeldlésére.
Az izoenzimek bioszintézisének tanulményozdsdban az egyik
legérdekesebb feladatot jelentiannak a genetikai hdttér-
nek a tisztdzdsa, amely az izoenzimek kialakitdsdért fe-
lelds. A genetika és biokémia eredményei nyilvédnvaldvad
"tették, hogy az izoenzimek kozvetlen gén-termékként fog-
haték fel. Az allélikus, vagy nem allélikus gének speci-
fikus polipeptideket determindlnak, melyek kiilonb6zdé md-
don fehérje egységekké hajtogatddnak és koziililk egy vagy
tobb aktiv enzimmé formdlddik / Lawrence és Shepherd,
1981 /.

Shaw mdr 1965-ben ramutatott arra, hogy a genetikai alap-
ban bekdvetkezd, kiilonbdz8 okokra visszavezethetld vdlto-
zds az enzimmolekuldk eltérd elektroforetikus mobilité-
sdt eredményezheti, ami a zimogram technika segitségé-
vel detektdlhaté. Ez kdzvetlen bizonyitékot szolgdlt az
izoenzimek genetikai determindltsdgdrdél, de természetesen
nem jelenti azt, hogy valamennyi genetikai varidcid ta-
nulmdnyozhatd az izoenzimek szintjén.

Az izoenzimek kZmiai természetiket tekintve tobb tulaj-
donsdgban kiildnbdznek egymdstdl. Eltérhetnek specifikus
aktivitdsukban, szubsgztrdt affinitédsukban, inhibitorok-
kal szembeni viselkedésiikben, pH optimumuk igényében,
kiilonboz8 hémérsékleti értékekre adott reagdldsukban, stb.
A szakirodalomban megjelend egyre tobb adat mutatjé az
egyes izoenzimek kémiai sajdtsdgainak vizsgdlatdt. Ez ki-

terjed a szerkezetik, mikodésiik alaposabb megismerésére
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/ Rasmusgon és mts, 1966; Vigue és Johnson, 1973; stb./.
Ma még az izoenzimek élettani szerepére vonatkozd infor-
médcidink mennyisége és mindsége nem teszi lehetdévé, hogy
egyértelmii magyardzattal szolgdljunk ezek fizioldgiai
jelentdségérbl. Tekintettel arra, hogy egy szervben, sz0-
vetben, st egyetlen sejtben is tobb izoenzim mutathatd
ki, amely ugyanazt a reakcidét katalizdlja, léteznie kell
in vivo olyan reguldcidénak, amely meghatérozza, hogy
mindig a kodriilményeknek legmegfeleldbb enzim mikodjék,

- bdr ennek léte még nem teljesen igazolt -.

——_——.—_———.—_.—_——._.—_————_——_——_.———-_ ————— —

lMivel a blUza genom eredetére vonatkozd citoldgiai és mor-
foldgiai vizsgalatok nem adtak megfeleld magyarézatot,
igy a 70-es évek elejétdl egyre nagyobb jelentiséget ka-
pott a gélelektroforetikus izoenzim technika. A blza ro-
konsdgi kapcsolatainak felderitésére 12 kiilonbozd speci-
ficitésu enzim zimogramjit hasonlitottdk Ossze
/ Jdohnson, 1972; Jaaska, 1971; bkitra és Bhatia, 1971 /,
eredményteleniil. Ertédkelhetd eredmények akkor sziilettek,
amikor a nukleinsav-bontd enzimeket haszndltdk a geneti-
kai vizsgdlatokhoz, melyek kozé a PDE-&z is tartozik.
Az elsd adat a bliza PDE-4z enzimjérdl 1973-ban jelent

/ Wolf és Lerch, 1973 /. A szerzdk &ltal vizsgdlt
hexaploid buzdkban hdrom PDE-&z izoenzimet taldltak, egy-
masnak megfeleld elektroforetikus mobilitéssal. A tetra-

ploidok csak egy enzimcsikot tartalmaztak, amely azono-
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githatdé volt a hexaploidok leggyorsabban mozgd izoenzim-
jével. A vizsgdlt diploid buza-fajokban szintén egy PDE-
4z enzimet mutattak ki, melyet azonban elektroforetikus
mozgékonysdg alapjin nem lehetett pontosan azonositani.
Ezen eredményekbdl azt a kdvetkeztetést vontdk le, hogy:
l. a tetraploidokban taldlhatd egy enzimcsik jelen-
léte kétféleképpen magyardzhatd: vagy udgy, hogy
a genomnak azon része, ahol PDE-d4z lokalizdlddik
autoploid, vagy két, nagyon kOzeli rokonsdgu
diploid buzébdl szdrmazik;
2. azon diploid fajokban, amelyek tartalmazzdk az A
vagy a B genomot / T. monococcum, T. aegilopoides,
Ae. speltoides / olyan enzimcsik mutathatd ki,
amely nem azonosithatdé a tetraploidok, vagy hexa-
ploidok egyik izoenzimjével sem.
A kapott eredmények tették sziikségessé azokat a vizsgd-

s
~

latokat, amelyek a PDE-8z kromoszdma lokalizdcidjdra és

0]

ennek génszabdlyozisdra vonatkoztak.

A zimogram technika igen eredményes mddszer a zénhatéds
szebdlyozdsdnak tanulminyozdsara / Scandalios, 1974 /.

A nagy specificitdsu enzim szisztémdkban az egyes fehér-
je molekuldk jelentik a strukturgének elsddleges termé-
két, igy a gének aktivitdsa kilon-kiilon konnyen figyel-
hetd.

Az allohexaploid buza aneuploid képviseldi, amelyekben
egyes kromoszdémdk O-4-szeres ddzisban talédlhatdk, alkal-

masak a génhatds vizsgdlatara. A biza kromoszdmékban
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Wolf /1977 / azonositotta és lokalizdlta a PDE-4z struk-
turgéneket és a szabdlyozd géneket., Bebizonyosodott, hogy
a bdza 3. homeoldg csoportjdnak kromoszdémai kdédol jak a
PDE-dzt / jelolésiik: Pde-A3; Pde-B3; Pde-D3 /. Ezért,
ha példdul mindegyik 3D kromoszdma hidnyzik egy nulli-
szém novénybdl, akkor a lassimozgdsi izoenzim és termé-
szetesen a k6zépsd8 hibrid enzim is hidnyzik a zimogram-
rél. Ebb3l az kovetkezik, hogy a lassumozgdsu izoenzimet
a buza 3D kromoszéméjénakle-karjénak génje vagy génjei
kéddoljdk. A gyorsmozgdsi izoenzim relativ aktivitds csdk-
kenége figyelhetd meg akkor, ha vagy a 3A vagy a 3B kro-
moszomak hiényoznak. Ez azt jelenti, hogy az emlitett
izoenzimek mind a 34, mind a 3B kromoszémén van lokali-

gdlatokbdl az is vildgossd valt, hogy a
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génhatds a 3A és 3B kromoszdmdn dézisfiiggd /nulliszdémés -
tetraszdémds vizsgdlati eredmények/.

Az a tény, hogy a PDE-d2t kédold gének mindegyike a 3.
kromoszdma csoportjdban van, aldtdamasztja a blza genomok
kromoszdmdinak homeoldgidjat.

A PDE-&z enzim szabilyozd génjeinek lokalizdcidjdrdl

azt dllapitotték meg / Wolf, 1977 /, hogy van egy gén

az 5B kromoszémin, mclynek jelenléte elengedhetetlen a
lagsuimozgdsi izoenzim szintéziséhez és a gén hatdsa
dézisfliggb. Az 5B kromoszdma hidnydt az 5A vagy 5D
kromoszdma génjeinek négyszeres mennyisége kompenzdlni
képes. Igy, mindhdrom kromoszdéma az ©tddik csoportban

olyan géneket hordoz, melyek szerepet jdtszhatnak a
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lassumozgdsi izoenzim szintézisében.

A fentiek szerint tehdt a PDE-dz hdarom izoenzimje kozil
a lassimozgdsd a 3D kromoszdéma génjeinek kontrollja

alatt 411 / Pde-D3 /, a gyorsmozgdsu a 3A és 3B kromo-
szémék génjeinek terméke / Pde-A3 és Pde-B3 /, végil a
harmadik izoenzim, kdzepes elektroforetikus mobilitdssal,
feltehetfen egy hibrid enzim.

Rimpau és Wolf / 1978 / Triticale-val végzelt munkajuk
sordn egy Osszetett hatdst mutattak ki a strukturgének
sejtmag szinten és citoplazmatikus szinten t8rténd szabd-
lyozdsa k©zdtt. Bebizonyitottdk, hogy a PDE-&dz struktur-

génjei citoplazmatikus szabdlyozds alatt is &dllnak.

foglalva, a buza PDE-4z izoenzimjeivel kapcsolatban,

o
n
n
N
¢]

s

a ginhatds szabilyozdsinak komplex rendszerérifl elmondha-

2. a strukturgének aktivitdsa a sejtmegban lokali-

zalt / "separate nuclear" / gének &dltal szabd-

4. az allohexaploid biza kiilonbdzd genomjaiban loka-
lizdltak / B és D / a szabdlyozd és a struktur-
gének és valdszini, hogy a komplex szabdlyozéds
a poliploidizécid mértékével egyenes ardnyban nd;

5. a PDE-4z strukturgénjei citoplazmatikusan is

kontrolldltake.
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3. Anyde 8 méda oY

3.1, A kisérletben felhaszndlt novényanyag

A vizsgdlatokhoz két kilonbozd hexaploid buza ndvényfajt
haszndltunk fel. Az egyik a kJzBnséges buza, T. aestivum
/ L. /, genom formuldja AABBDD, a mdsik az Ae. squarrosa
/ DD / és a T. durum / AABB / egy szintetikusan el6dlli-
tott amfiploidja, nasonld genom formulaval, mint a kdzon-

séges buzdé.

3.2. A nyers kivonat készitése

A ndvényeket tiz napiz vigkulturan nevelilk Knopp-féle
tapoldaton, 17 °c-on, sotét és vildgos periddusok szabd-
lyos vdltakozdsdval, Conviron tipusu fitotronban. A vi-
ldgos periddusok alatt a fény erdssége 45 W - m” 2
volt. A tiznapos leveleket felhaszndldsig -16 %¢-on

tartottuk, majd a friss levél sulydnak hdromszorosat ki-

- HCl puffert /pH:7,5/ adtuk hozzdjuk

€3]

tevé 50 mil-os TRI
és a leveleket folyékony nitrogén és kvarchomok segitsé-
gével elhomogenizdéltuk. A szuszpenzidét 18000 rpm sebes-
séggel 60 percig, 4 °C-on centrifugdltuk Sorvall RCS

tipusi centrifugén és az igy nyert feliiluszdét haszndltuk

a tovadbbi vizsgdletokhoz.
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3.3. A PDE-dz enzimaktivitds meghatdrozdsa

A fogzfodiészterdz spektrofotometrids meghatirozdséhoz
haszndlt inkubdcids elegy Ossztérfogata 0,55 ml volt,
mely 1,25 pli TRIS-HCLl puffert / pH:7,5 /, 0,025 il
p~-lPP-t / Sigma / vagy PNP-pT-t / Merck / és 50 Al
enzimkivonatot tartalmazotte.

Az enzimreakciét 37 °C-on, egy Ords inkubdlds utan

250 /ul 0,3 M-os NaOH oldattal dllitottuk le. Az elegy
fényabszorpcidéjat 400 nm-en olvastuk le Spektromom 195

/ MOM / spektrofotométeren.

Az enzimaktivitds szamitdsdhoz az enzim &ltal felsza-~
baditott p-nitrofenol mennyiségét mértik. A p-nitrofenol
moliris extinktids koefficiense 18500.

Bgy enzimegységnek az enzim azon mennyiségét vettiik,
amely 1 /Lﬂ p-nitorfenolt szabedit fel egy ora alatt a
fenti kisérleti koriilményvek mellett. A specifikus enzim-
aktivitdst enzimegység/mg fehérje értikben adtuk meg

/ Barvey és mts, 1967 /.

3.4. A fehérjetartalom mérése

A fehérje mennyiségét két modszerrel hatédroztuk meg,
melyek koziill az egyik a fehérjeoldat 280 nm-en mért
fényabszorpcidja alapjédn szamitja a proteintartalmat

/ Kalckar, 1974 /, a mdsik Bradford / 1976 / médszere

voltae
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3.5 A foszfodiészterdz enzim tisztitdsa

A nyers kivonathoz 40 % telitettségig /NH4/2SO4—ot adtunk,
az oldatot 4llandd keverés kdzben egy €jszakdn at 3 P0-

on tartottuk, majd 30 percig, 8000 rpm sebességgel cent-
rifugdltuk / Centrifuga tipusa: Janetzki K 24 /. A feliil-
tgzéhoz 90 %-o0s telitettségig djra /NH4/2804-ot adtunk

és megismételtik az eldz8 eljdrist. A centrifugdlds utén
kapott csapadékot 50 mi-os TRISHCl pufferben /pH: 7,5
oldottuk fel. Az oldatot 3 liter 10 mM-os TRIS-HC1l puf-
ferrel / pH: 7,5 / szemben dizlizdltuk 4 °¢-on, hirom-
szor cserélve a puffert 12 drds 1d8kdzonként. A dializdtu-
mot Sephadex G-200-a&s oszlopon /Pharmacia / kromatografdl-
tukky Az oazlopot o/ 2,5 £ 95 cm /[ el626leg 10 mbli-os TRIS-
HC1l pufferrel / pH: 7,5 / ekvilibraltuk és a folydsi se-
bességet 20 ml/drdra &allitottuk be.

A kapott 5 ml-es frakcidk PDE-&4z aktivitdsat a 32.3. feje-
zetben leirtak alapjén teszteltilk mindkét szubsztrdttal.
A fehérje mennyiségét spektrofotometridsan, 280 nm-en
hataroztuk meg. Az aktiv frakcidkat Osszegylijtottiik,

90 %=-o0s8 /NH4/2804—05 kicsapdssal toményitettiik, ujra dia-
lizdltuk 5 mi-os TRIS-HC1l pufferrel / pH: 7,5 / szemben.
Az igy nyert fehérje frakcidét DEAE-celluldéz oszlopon

/ Whatman DE 52 / tovabb tisztitottuk. Az oszlopot

/ 2 x 16 cm / 5 mM-os TRIS-HC1 pufferrel / pH: 7,5/
ekvilibrdltuk és a felvitt fehérjéket kétszeres oszlop-

térfogatnyi pufferrel mostuk. A proteineket 0,0-0,4 M-
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os NaCl linedris sdgréddienssel eludltuk / Harvey és mts,
1967 /. Az oszlop folydsi sebessége 30 ml/dra volt. A
frakcidk enzimaktivitdsdt és fehérjetartalmdt ugyan agy
hatdroztuk meg, ahogy azt a Sephadex G-200-as oszloprdl
lejott frakcidkndl tettilk. Az aktiv frakcidk Osszegyiij-
tése utdn a mintdt dializ&ld hiivelybe Sntottik €s Sepha-
dex G-200 superfine poron toményitettik, 4 %c-on.

A koncentrdlt fehérje oldatot 0,01 lM-os KH2PO4 - NaZHPO4
pufferrel / pH: 7,0 / szemben dializdltuk és hidroxil-
apatit / Bio-Rad / oszlopra vittik. Az ogzlopot / 2 x 15
cm / ugyanezzel a pufferrel ekvilibrdltuk, folysési sebes-
sége 12 ml/dra volt. A minta oszlopba torténd bemosédsa
utdn, 0,01 - 0,35 M-os foszfdt-puffer linedris grédienst
/ pH: 7,0 / haszndltunk a fehérjsk eludldsédhoz / Lerch és
Wolf, 1972 /. Az enzimaktivitds és fehérjetartalom méré-
sekkel meghatdirozott aktiv frakcidket Osszegylijtve, azt
mint tisztitott enzimkivonatot hasznéltuk a kdvetkezd

vizsgalatainkhoz.

3.6. A hasitds mddjdnak vizsgslata

Annsk e€lddntésére, hogy az enzim a polinukleozidokat ho-
gyan bontja, 3°- vagy 5’-végrdl hasitja, két mdédszert al-

kalmaztunk.

A tisztitott enzim 0,25 ml-¢t 37 %¢-on inkubiltuk 1,25 mg
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poli-A / Calbiochem / szubsztarttal és 0,12 mM TRIS-HC1
pufferrel /pH: 9,5 /, a végtérfogat 1,05 ml volt. Az
inkubdcidés elegybdl 1, 2, 4, 8, 16 és 24 Srds emésztés

utdn mintdkat vettink, melyeket 5 percig 100 %c-0s viz-

fiirdén tartottunk az enzim inaktivdldsa céljdbdl. Liinden

mintdt F254 tipusd / DC Plastikfolien, 20 cm x 20 cm x
0,1 mm, Merck / celluldz vékony-réteg lapon kromatogra-

futtatishoz

L
o

fédltunk. A felszi11ld technikdval végzet
n-propanol : viz : cc.HH3 = 55 : 35 : 10 ardnyd elegyét
haszndltuk. Kontrollként 3?-ALP, 5°-AMP és poli-A olda-

tdt vittik fel a rétegre. A kromatografia eredményét UV

T e - ——— i ———————— o —————— O~ —— - W~ ——— . t—— O ——— ——"
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inkubdlds utin kiveit mintdkat hasonld hékezelésnek tet-

tik ki, mint az el5z8ekben és a vékony-réteg kromatogré-

fia korulményei is ugyanazok voltak. A kromatogrammokat

autoradiografdltuk €s egy €jszakdn at tortindé expozicid

utdn hivtuk eld / Medifort RP 15 x 25 cm Forte film /.
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3.7. Az enzim exo- vagy endonukledz jellegének kimutatdsa

Birnboim / 1966 / dltal kidolgozott gélfiltrdcids mdéd-
szert alkalmaztuk az enzim exo- vagy endonukledz jelle-
gének kimutatdsdra. A vizsgidlatokhoz haszndlt DNS-t

100 °c-on 10 percig 0,15 ll~os TRIS-HCl pufferben /pH:8,8/
denaturdltuk, majd hirtelen lehiitottiik. Az inkubdcids
elegy 1 ml-e 500 ml enzimoldatot, 0,25 mg hOkezelt DNS-%
é€s lB/ﬂﬁ TRIS-HC1 puffert /pH: 8,8 / tartalmazott.

A Sephadex G-50-es / 2 x 15 cm / oszlopra / Pharmacia /
kontrollként eldszor EOO/ul h3kezelt DNS és 50/41 57—
AP / Serva / alegyét vittiik fel, amit a 37 °c-on 45,

90 perc, €és 3 és 6 Sra inkubdcid uténi mintdk felvitele
kovetett kiilon-kiilon. A reakcidétermékeket O,1 H-os
P'RIS-HCl pufferrel / pH: 8,8 / kromatografdltuk. Az

szlop folydsi sebessége 5 ml/éra volt és 2 ml-es frak-

(@)

cidkat szedtiink. A frakcidk fényabszorpcidjsat 260 nm-en

mértiik.

3.8. A pH optimum meghatdrozdsa

Az enzimaktivitds pH optimumdnak meghatidrozdsdra az
eltérd pH tartomdnyokban kiildnbdzd puffereket alkalmaz-
tunk, igy a pH: 4,5 - 8,0 tartomédnyban 10 mi-os TRIS-
acetdt, a pH: 7,0 - 9,5 kOz0tt 10 mM-os TRIS-HCl €s a
pH: 9,0 - 11,0 kozott 10 mil-os glicin-NaOH rendszerek-

kel dolgoztunk.
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3.9. Az enzim stabilitdsdnak vizsgdlata

Az enzimkivonatot 50, 60, 80 és 90 °C-on 5, 10, 15 és
20 perces inkubacidnak tettilk ki. A megmaradt aktivi-
tdsokat mind p-NPP, mind PNP-pT szubsztrdtokkal tesz-

teltilk. Az inkubdcids elegy Osszetétele a kOvetkezd volt:

0,25 ml 50 mil-os TRIS-HCl puffer / pH: 9,5 /

0,25 ml 0,1 mi-os gzubsztrdt oldat

50 pul enzimoldat.
Hasonld Osszetételi elegyben vizsgdltuk az enzim stabi-
litdsdt s:obahsmérsékleten és -20 °C-on. A szobahlmér-
gdkleten végzett vizsgdlatokndl naponként, a -20 %c-on
végzectteknédl hetenkénti periddusokban vettink mintdt és
meghatdroztuk a megmaradt aktivitdst. Az utdbbi vizsga-

latot Ot hénapig fclytattuk.

3.10. Az enzim aktivaldsa és gdtldsa

A 3.3. fejezetben leirt standard elegyhez 2 mii-0s MgClZ,

Cuso K,HPO,, EDTA, Na,HisO,, NaF,

STy ¥
47 anSu4, COSQ[.L, CaClZ, > 40
NaCN és 2 H-os urea, valamint 10 %-os Triton X-100 olda-

tok 100 - 100’p1—ét adtuk, a felszabaditott p-nitrofe-

nolt spektrofotometridsan, 400 nm-en mértik.

3.11s A nukleinsavak és szintetikus polinukleotidok

enzimatikus hidrolizise

A vizsgdlatokhoz denaturdlt csirkevér DNS, é€lesztd RNS,
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nativ csirkevér DNS, poli-A, poli-U és poli-C / Cal-
biochem / 0,25 %-o0s NaCl - Na-citrdt pufferrel készi-
tett oldatdt haszndltuk. Az inkubdcids elegy Csszetétele:

0,1 ml az eldzdekben leirt nukleinsav, ill.

szintetikus polinukleotidok oldata

0,1 ml 50 mii-os TRIS-HCl puffer / pH: 9,5 /

250 pl enzimoldad.
A reakciét 37 °c-os, 30 perces, 1, 2, 4 és 4 6rds in-
kubdlds utdn 0,5 ml 2,5 %-os TCA oldattal 4llitottuk le,
amely 0,3 % La/NOB/B-ot tartalmazott. A reakcidelegyet
20 percig jégen tartottuk, majd 10 percig 20000 rpm se-
bességgel centrifugdltuk. A minték fényabszorpcidjat

260 nm-en mértike.

3.12. A véztermékgdtlds €s a koenzimigény vizsgdlata

PDE-4z aktivitdssdt a nukleinsavak nhidroligzisekor ke-

letkezd 5'-mononukleotidok gédtoljdk. A ribonukleotidok
és a mezfeleld dezoxiribonukleotidok / ALP, GMP, CuiP,

UMP, GAMP, 4GP, ACMP, dUIP; Sigme / gdtlésdt vizsgdl-
tuk dgy, hogy a standard inkubdcids elegyhez, az abban

<+

18v8 szubsztridttal megegyezd, kétszeres, Otszirds és

6]

tizszeres / 0,1 mi, O,2 mM, 0,5 miM, 1 mil / koncent-
ricidban adtuk az emlitett nukleotidokat. Szubsztratként
csak PNP-pT-ot haszndltunk. Harminc perces, 37 %c-on
torténd inkubdlds utén 400 nm-en végeztilk a méréseket.

A kiilonbozd koenzimekkel / NADY, NADP'Y és ATP / végzett

kisérleteink sordn hasonld médon jartunk el.
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J3.13. Enzimkinetikai vizsgdlatok

A PDE-4z Michaelis-dllandéjénak / Ko / és az enzim-

/

szubsztrdt reakcid maximilis sebességének / N
meghatdrozdsdra kiildnb6z6 koncentridcidji PNP-pT
szubsztrdtoldatot adtunk a standard inkubdcids elegy-
hez.Az inkubdlds 37 OC—on, 10 percig tartott. Az ered-

ményeket a Lineweaver - Burk-féle 4dbrdzoldssal fejez-

. \ . = b 7 .. :.. é' - - 7’
tik ki, melybol KM 08 Vopu kozvetleniil szdmithatd.

3.14. A poliakrilamid gélelektroforézis

A [

tigztitasi 1 gsek utan

(ON
n

(D\

Kigérleteink soran az

gyes

(¢2]

p

"slab" és "disc" gélelektroforézist alkalmaztunk az
izoenzimek meghatdrozésdra / 7,5 %-os poliakrilamid
zélen a bLavis-féle rendszerben; Davis, 1964 /.
monomerek /akrilamid, bis-akrilamid/ Serva készitmé-
nyek voltak. BElektrdda pufferként 0,025i TRIS és 0,2 K
glicin oldatot / pH: 8,3 / alkalmaztunk.

n 12 mA/lap, a csdves

b=
r—l
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gél esetén 2 mA/csé
dramerjssézzel futtattuk a gdleket 4 °C-on. Az izoen-
zimek k9ziil a PDE-4z enzim aktivitésdt a kovetkezd md-
don mutattuk ki. A géleket

2,5 mg «-naftil-timidin-monofoszfdt-Na, sé / BDH /

2
25,0 ml 10 mM-os TRIS-HCl puffer /pH: 7,5 /
15,0 mg Fast Red RC sé / Sigma /

elegyében dztattuk / Lerch, 1968 /. Az enzimaktivitds-

nak megfeleld vordsesbarna csikok 20 perces szobahdmér-



L i

sékleten valé inkubdlds utdn vdltak ldthatévd. A festés
utdn 7 %-os ecetsav oldatban fixdltuk a géleket.
Genetikai tesztelés céljidbdol az aldbbi enzimek izozim
mintdzatit vizsgdltuk meg: alkalikus foszfatdz / Kacin-
tyre, 1966 /, savanyi foszfatdz / Aurian, 1976 /, nem
specifikus észterdz / Kahler és Allard, 1970 /, GOT

/ Hart, 1975 /, leucin-amino-peptiddz / Scandalios, 1969/,
ADH / Hart, 1970 /, MDH / Yamazaki, 1981 /, ICDH

/ Yamazaki, 1981 /, kataldz / Rudolph és Stahmana, 1966/,
amildz / Nishikawa és Nobuhara, 1971 /, EP / Hart, 1973/
A lapgéleket sgy napos fixdlds utdn vakuumban megsza-
ritottuk, & gélcsdveket pediz 7,5 %-0s ecetsav oldat-

ban, joél zard csdvekben taroltuk.

3.15. Az enzim molekulasulydnak meghatdrozisa
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pot a léatszdlaszos molekulasily meghatdrozédsdra a kovet-
kez8, ismert molekulasilyl fehérjékkel kalibrdltuk:

Blue dextrdn / Pharmecia /

katalédz " 230000 D
BSA 5 67.000 D
peroxidéz 3 40.000 D
citokrom=-c id 12.400 D
K20r207 / Reanal / 294 D

A PDE-&42z enzim molekulasulydnak meghatédrozdsakor azonos
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koriilmények koz8tt ugyanazon az oszlopon, a tisztitott

enzimet kromatografialtuk.

T o v —— ——— A —— v —— . ———— W, o— et T — . —

A 7,5 %-o0s Davis-féle gélhez 0,5 % SDS-t adtunk és 15

cm hosszli, 2 mm belsd &tmérdju csbvekben futtattuk a fe-
hérjemintdkat. A mintékat és kontroll fehérjskt "minta"
pufferben / Vieber és Osborn, 1369 / 5 percig 100 ®c-0s
vizfurddn tartottuk a futtatds eldtt.

Kontroilként az aldbbi fehérjéket hasznaltuk:

foszforilaz 94.000 D
BSA 67.000 D
ovalbumin 43.000 D
szénsav-anhidraz 30.000 D
SzT1 20.100 D
A-laktalbumin 14,400 D

A "minta" puffer Osszetétele a kdvetkezd volt:

0,0625 M TRIS-HC1l puffer / pH: 6,8 /
2 %-o0g SDS oldat

10 Ji-os glicerin oldat

5 %=-0s merkaptoetanol oldat

0,5 %-0s brémfenolkék oldat.

Az elektroforézis sordn az dramerdsség 2 mA/csd volt.
A fehérjéket CBB R-250 / Merck / festékkel festettik
Laemmli / 1970 / szerint és két érds festés utdn a

géleket differencidltuke
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4 Eredmények

4.1 A biiza PDE-dz enzim tigztitdsa

Az enzimtisztitds eredményeit az I. tdbldzat foglalja
Ossze. Mindkét vizsgdlt novénynél a tisztitds mértéke
magasabb volt, mint 400-gzoros, a hozam 10-15 % kozStti
érték. Minden tisztitdsi 1épésben az enzim -aktivitdsat
két szubsztrittal kovettilk nyomon, egy nem specifikus
szubsztrdttal, a p-NPP-al és egy specifikussal, a
PNP-pT-al.

Az 1. dbrdn ldthatd a tisztitds harmadik 1épésének ered-
ménye, a Sephadex G-200 oszloprdl levdlt 5 ml-es

A

frakecidk aktivitdsi értékei és fehérje mennyisége. A
PDE-42z aktivitds optikail denzitds / OD / értékei min-
dig 1 ml enzimoldatra vonatkoznak.

A 2. dbra a DEAE-celluldz oszloprdl levdlasztott szin-
tén 5 ml-es frakcidkkal mért eredményeket tintetik fel.
A T. aestivum PDE-8z enzime 0,16 i-os, a szintetikus
amfiploid PbDBE-dza 0,155 M-os NaCl koncentrdécidnil

eludldédott az oszloprdl.

[UN

A 3. dbra mutatja a hidroxilapatit oszloppal végzett
kromatografia eredményeit.

Minden enzimtisztitdsi lépés utdn az aktiv frakcidk Isz-
szegylijtésekor Usszaktivitdst mértiink és gélelektro-
foretikus ellen8rzést is végeztink. A Triticum aestivum

PDE-4z tisztitdsa sordn kapott mintdk enzimaktivitd-

sdnak vizualizdlt eredményét PAGE utdn a 4-A. dbra, a
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szintetikus amfiploidét a 4-B. dbra mutatja. Mindkét bu-
za esetében megfigyelhetd, hogy a gélen két gyorsabban
mozgd izoenzimaktivitdsa megkdzelitbleg kétszer akkora,
mint a lassd—mozgésﬁ.enzimé. Ezek az aktivitdsbeli kii-
1onbségek a tisztitds sordn nem valtoztak.

A tisztitds kiil“nbozd lépéseinél a fehérjemeghatdrozdst
csak 280 nm-eg UV abszorpcidval néztik, a pontos protein
tartalom mérés Bradford szerint az utolsé hidroxil-
apatitos kromatografia utini frakcidkndl t5rtént. Ennek
eredményeként a vizsgdlt mintdk kb. 20/ug/ml protein

tartalminak bizonyultak / I. tdbldzat és 3. dbra /.

N

t és egyben a tisztulds fokdt lépés-

(D\

A fehérje mennyiség
rél-1épésre megvizsgdltuk SDS PAGE-sel. Ennek eredménye-
it az 5-A / Triticum aestivum / és az 5-B / szintetikus
amfiploid / dbrak foglaljdk Ossze. A hidroxilapatit
oszlopon tisztitott mintdk négy kiildnbdzd molekulasilyd
fehérjét tartalmsznak, amit a SDS gélek mutatnak.

4 tovédbbiakban a I. tdbldzatban leirtak alapjédn vég-

’

zett tisztitdsi el jdrds eredményeként kapott tiszti-

,

tott enzimfehérjét hasznaltuk a PDE-dz karakterizila-

4.2. A PDE-d2z enzim karakterizdldsa

Az enzimkarakterizilds eredminyeit a 6.-9., dbrdk €s a
II., III. és IV. tdblézat demonstrdlja. A kdzbnséges

biza / T. aestivum / és a szintetikus amfiploid
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I. tdbldzat: Az alkalikus PDE-dz tisztitdsdnak lépései

A./ Triticum aestivum

B./ T. durum x Ae. squarrosa

1Y lienny {Fehér- | Ossz. | Ussz. | Spec. Hozam|Tisz~
S je fehér-| akti- pktivitds titéds

PP eRp je vitéds [egys./mg| % |foka

/ml/ |/mg/mi/| /mg/ Yegys./| £ehérie/

nyers Kkivonat 190§ 18,16 3450 51.6 0,015 100,0 10
/40-90 %/

Sephadex G-200 108 0,94 101 Tyt 0,700C 138,0] 46,6
/46-70 fr./

DEAE-celluldz 85 D23 19 20,4 1,05].‘ 89 4170 O
/44-63 fr./

Hidroxilapatit | 50| 0,02 1 5,5 | 6,100 | 10,6|406,6
/55-77 fr./
N

8./ ilenny {Fehér- |Ossz. |[Ossz. | Spec. Hozam|Tisz-

Y oback je fghér- akt%- bktivitas titéds
K je vitéds [egys./mzg| % foka

/vl/ |/og/m)/| /mg/ Aegys./| fehérie/

nvers lkivonat 101 16,27 |3417,0] 54,6 | 0,016 }100,0] 1,0
NH S0, fTrake. : foaid i :

o 5 20t 15,01 1 364,21 5452 | 0,379 400,21 13,2
/40-90 %/

Sephadex G-200| 14c| 0,77 | 109,0{ 38,1 | 0,350 | 69,7| 21,8
/41-70 fr./

DEAE-celluldz g8 | 0,23 2l Pl i 1,020 43541 63,7
/51"'66 fl"o/

Hidroxilapatit | 52| 0,02 1,2| 8,5 | 6,440 | 15,5|402,5

/48-73 fr./
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l. dbra. A Sephadex G-200-as oszloppal végzett gélkroma-

i
togriafids elvdélasztds. A./ T. aestivum-bél B./ T. durum
x Ae. squarrosa-bdl izoldlt PDE-4z enzim.

frakcidk fehérjetartalma; -—e—e—e— PDE-32 enzim
aktivitdsa p-NPP szubsztrdttal; -o-o-o- PDE-4z enzim

aktivitdsa PNP-pT szubsztrdttal.
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2. dbra. 4 DEAB-celluldz oszlopkromatogréfia.
A./ T. aestivum-bél, B./ T. durum x Ae. squarrosa-bdl
izoldlt PDE-&z enzim.

frakcidk fehérje tartalma; —e—e—e- PDE-&z enzim

aktivitdsa p-IIPP szubsztrittal; —o—o—o-PDE-4z enzim

aktivitdsa PNP-pT szubsztrdttal.
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Abra £
. CAVL Qe 43

hidroxilapatit oszlopkromatografia.
A./ T. aestivum-bdl, B./ T. durum X Ae. squarrosa-bdl
izoldlt PDE-&z enzim.

frakcidk fehdrjetartalma; —e—e—e— PDE-42Z enzim
aktivitdsa p-HPP szubsztrdttal; —o—o—o—PDE-4z enzim

aktivitdsa PNP-pT szubsztrattal
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4, dbra. A T. gestivum /A/ és a T. durum X Ae. squarrosa
/B/ PDE-&z enzim aktivitdsdnak gélelektroforetikus ellen-
Srzése a tisztitds sordn nyers kivonatbdl /4-1; B-1/,
/NH4/2304 frakcidbdl /A-2/, Sephadex G-200-azs frakcidkbdl
/A=3; B-2/, DEAE-celluldz frakcidkbdl /i-4; B=3/ és
hidroxilapatit frakcidkbsl /A-5, 6 és E-4/.

L. w B. :
_—
e
m == -
& ~ : B
e 23
= " .
_— -
' w 3‘ -
. & 2 B -
B B = - _
A o 55 4, [ B 4 B s
5¢ dbra. A tisgtitde soran a T. aestivum /A/ és a T. durum

x Ae. squarrosa /B/ fehérjéi SDS PAG-en,A-1 és B-1l: nyers
kivonatbdl; A-2 és B-2: Sephadex G-200-as frakcidkbdl;
A-3 és B-3: DEAE-celluldz frakcidkbdl; A-4 és B-4: hid-
roxilapatit frakcidkbdl; B-5: molekulasily kalibrdcid.
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/ T.durum x Ae. gquarrosa / PDE-4z enzimjeinek adatait
nindig egymés mellett, parhuzamosan adtuk meg, hogy a
céldl kitiizott Osszehasonlitd elemzés attekinthetd le-
gyen.

A két enzim pH optimuma a 6. dbrin lathatd. Mindkét
esetben pH: 3,5-nél kaptunk maximum-értéket, igy a to-
vébbi vizsgdlatainkndl, az enzimaktivitds méréseknél
9,5-0s8 pH-ju pufferrendszerekkel dolgoztunke

Ahogy az a II. tibldzatbdl lathatd, az enzim nagy hd-
stabilitdssal rendelkezik. Kind a négy inkubdldsi id§
/ 5, 10, 15, 20 perc / eltelte utdn 50 °C-on 100 %-os
maradt az aktivitds. A magasabb hdmérsékleteken / 60 és
80 °C-on / mir kiildnbség mutatkozott a két ndvénybsl
izoldlt enzim k9zott. Amig a kozonséges buza PDE-dza
60 OC-—on, 20 perces inkubélds utin aktivitdsdnak 40 %~
at elvesztette, addig az amfiploidé csak 10 %-at. Ha-
sonld kiildnbsész tapasztalhaté 80 °C-on is, 20 perces
hékezelés utén a T.aestivum eredeti PDE-Z4z aktivitédsa
negvedére, az amfiploidé csak a felére csgdkkent.

On

A 90 C-os kezeléssel mér 5 perces inkubdldsi idd utédn

100 %-0s aktivitdsvesztés

1.

tapasztalhatd mindkét novény-
b3l nyert enzimnél. Szobahdmérsikleben hdarom nap alatt
kdvetkezik be a teljes inaktivéldédds a buza esetében,
az amfiploidnél ez csak 20 nap milva tapasztalhatd.
Végiil -20 °C-on az enzim hénapokig eltarthatdé / a mi
vizsgdlati iddnk hdrom ill. Ot hdénap volt / aktivités-
cgdkkenés nélkil.

A kiilonboz8 kationok, anionok, keldt-, és komplex-képzd
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6. dbra. A T. aestivum /A/. és T. durum x Ae. squarrosga
/B./ PDE-4z enzimjeinek pH optimum vizeszilata.
——— TRIS-glicin puffer; —0—o— TRIS-HC1l puffer
—e—e— TRIS-NaQH puffer
A -
denal. DNS oer denat. DNS
06
S
i daszidRNS | .,(,..s..z.‘.‘ff.'fg’
c P “...H”'""." 2 PR £ e’ s DNE
2 LN ST
D‘V - 02 = —
o _‘—‘
= | ) o= 1 ] ]
_.“f’ 180 240 60 120 180 240
z id & (perc) idd (perc)
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L
£
N C s D
& [
s poli U poli U
= ok S ol A
poli A
.....‘.......-ooo-O
e poh’c. 0'2
--’.___.o_—‘ _-"-__’__--—CDOUC
| J o=~ 1 g o |
180 240 60 120 180 %0
ida(p.rc) idd (perc)

7.4bra. A nukleinsavak és szintetikus polinukleotidok
hidrolizise PDE-dz enzimmel / A és C T. aestivum; B és
D szintetikus amfiploid /.
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II. tédbldzat: Magas és alacsony hOmérséklet hatdsa a

PDE-dz enzim stabilitdsdra.

Hémér- Megmaradt aktivitds / % /
séklet Idé
o 5 T dorum = 46,
/ O 7 Triticum aestivum squarrosa
5 perc 87,6 91,0
60 190 62’0 94,0
o 59,8 91,0
20 0 59,8 90,0
5 perc 73,0 97,0
a0 10 = 54,7 93,0
S 43,8 79,0
20, ® 25,5 50,0
5 perc - 4,0
90 58 6) SR L S o
15 1 2 S
20 " b %
3 nap - 70,0
25 10, - 42,5
20 " = i
i 3 hénap 100,0 100,0
-20
g9 100,0 nem mért




i e
anyagok aktivald ill. gdtlé hatdsdt foglalja Ossze a
ITI. tdbldzat. Az enzim miikodését jelentdsen gatolja
a CN -ion és az EDTA. A Ca't-ion megemeli az enzimakti-
vitdst, mig a Triton X-100 hatdstalannak bizonyult.
Az enzim miikodését a cutt, a zn™*, cott, PO, és
F -ionok gdtolték, de a két ndvény PDE-dzdra gyakaolt
hatdsuk kiilonbozott egymdstdl. A Cu™t és CotF-ionok
gzinte teljesen inaktivdltdk a kOzlnséges biza PDE-dzét,
mig az amfiploidét alig befolydsoltdk. A F -ionok
aktivitds vesztést okoztak T.aestivumnil és jelentékte-
len hatdst idéztek eld az amfiploid enzimaktivitdsdban.
A két kilonbsz8 eredetii enzimre nézve ellenkezd hatast
tapasztaltunk a Mg't, az AsOZ—"—ionok és az urea ese-
tén, vagyis amig a T. aestivumbdl izoldlt enzim miikd-
dését nevezett ionok serkentették és az urea gdtolta,
addig az amfiploid PDE-4zdnak enzimaktivitdsa Mg €s

ASOZ—- -ionok hat

kedett.

[LIN

séra csokkent, urea jelenlétében emel-

A kiildnb5z3 nukleinsavak és szintetikus poliribonukle-
otidok hidrolizisének eredményeit mutatja a 7. dbra.

A tisztitott enzim a hfkezelt, denaturdlt DNS-t igen
gyorsan bontja, a reakcidtermékek mennyisége az iddvel
linedrisan n%. Ezzel szemben & nativ DNS hozziférhetet-
len az enzim szdmdra. A hidrolizis sebességét alacsony-
nak taldltuk nagy molekulasilyl RNS-t haszndlva szub-

gztrdtként.
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III. tdbldzat: Kiilonboz8 ionok, keldt- és komplex kép-

z8 anyagok hatdsa a PDE-dz enzim aktivitdsdra.

Kon- Aktivitds a kontroll %-ban
centr. 5
(A E s R e
5 0 100,0 100,0
MgCl, 2 126,0 99,2
CuSO4 2 11,2 e s
Zns0, 2 70,5 91,4
03012 2 109,00 1318,3
KH, PO, 2 70,0 99,6
EDTA 2 50 L2ed
HaF 2 50,0 89,6
RaZHAsO4 2 112,4 97,3
NaCN 2 8,0 14,6
Cos0, 2 28,0 75,0
Urea 3000 60,0 105,2
Triton X-100 10 % 90,0 100,0
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A szintetikus polinukleotid szubsztdtumok kozil az RNS-
ekben taldlhaté nukleotidok homopolimerjeit vizsgaltuk
meg. Az enzimhatéds kovetkeztében a hidrolizis mértéke
poli-U > poli-A > poli-C sorrendben csdkkent.

Ha szubsztratként denaturdlt DNS-t alkalmaztunk, Sepha-
dex G-50-es oszlopon tortsnd gélfiltricid utén megdlla-
pithatd, hogy az izoldlt PDE-dzok exonukledzként miikod-
nek, mert az inkubdcidk utdn két csics jelent meg a
diagramon, melyek kozll az egyik a polinukleotidnak, a
mésik a mononukleotidnak megfeleld csiucs / 8. abra /.

A poli-A-t, mint szubsztritot 2, 4, 6 és 24 drén &t a
tisztitott enzimmel emésztettik, majd az enzim inaktiva-
cidéja utdn a reakcidtermékeket celluldz vékonyrétegen
kromatografdltuk. Kontrollként 3°-ALiP-t, 5?-AKP-t, a két
mononukleotid elegyét €s poli-A-t futtattunk ugyanazon
vékonyrétegen. iinden esetben csak az 5°-AlP-nek megfe-
leld foltokat tudtunk azonositani UV fényben / 9-4 és
10-4 &bra /. 4 kapott eredményeket egy igen érzékeny

lattal erdsitettik

[GN

mddszerrel, a radioautogrifia vizsg

meg. Simontsics Andrds olyan 12 bdzis hosszusigi DNS

izotdéppal jelslt volt. A DHS fragmentek emésztési koril-
ményel €s a kromatogrdfids mddszer ugyanaz voli, mint az
eléz8ekben. A kétdrds emésztés utédn még megjelentek az

oligonukleotidoknak megfeleld foltok, de hosszabb inku-

bdcids 1ddk esetén csak az 5?-AWP-nek megfeleld, jelolt
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. dbra. A denaturdlt DNS hidrolizisének termékei a
Sephadex G-50 gélfiltrécid vtdn / A:T. aestivum;
B:T. durum x Ae. squarrosa /.

kontroll; weeweesse——. 45 perces hidrolizis;

- = = = 3 8pdg hidroliZzis; «s.sse:+ b 6rés hidrolizis
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inkubacios idé /Oral Ora:
02 4 8 16 24

ES ﬁ -
9, &dbra. T. aestivum-bdél izoldlt PDE-dzzal emésztett
poli-A / A / és jelolt DNS fragmentek / B / reakcidter-
mékeinek analizise celluléz vékonyrétegen, O, 2, 4, 16
s

-,
o
o

24 Sra inkubdcid utan.

inkubacios iddé /0ra/ K 2 4 16 24
A i T0 e 8. 16 24 R : /Ora/
. 4 e
s -
.3 . o~ .
L A B L

I

10. &bra. T. durum X Ae., squarrosa-bdél izoldlt PDE-azzal
emésztett poli-A /A/ és jelolt DNS fragmentek /B/ reakcid-
termékeinek analizise celluldz vékonyrétegen O, 2, 4, 16
és 24 Sra inkubdcidé utén.
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5%-~adenilsav azonosithaté / 9-B és 10-B dbra /.

Az enzimkinetikai vizsgdlatok sorén meghatéaroztuk a KM—
ty, a vmax.—t és az enzimgdtlds tipusat.

Ez utdbbi vizsgdlata sordn a szubsztrdtum mellé kiilon-
b6z3 koncentrdcidkban az RNS hidrolizisébél‘szérmazé
mononukleotidokat €s az ezeknek megfeleld dezoxi szdr-
mazékokat adtuk. A IV. tdbldzat adataibdl kitiinik,

hogy a végtermék molekuldk kompetitiv gdtldst fejtenek
ki, vagyis ha nagyobb koncentriacidban vannak jelen,
mint a szubsztrdt molekuldk, gatoljik az enzim-szub-
sztrdt reakcidt. liivel a kompetitiv gatlds reverzibilis,
a kapott eredményvek ellenirzésére eclvégezgtik azt a ki-
sérletet, melyben a mononukleotidok koncentrdcidja volt
allando / O,l/um/ml / és a szubsztrat koncentricidt
noveltik a nukleotidkoncentrdcid kétszeresére, dszdro-
sére ész tizszeresére. Ebben az esetben az enzim aktivi-
tdca a szubsztrédt koncentrdcidval ardnyosan ndtt.

1~

[N

Koenzimek kdzll az ATP, HADY és NADPY hatdsdt vizsg
5 Rl e : % :

tuk. Az ATP és KAD" - hasonldan a mononukleotidokhoz -,

kompetitiv gdtldnak bizonyultak, mig a BADPY nincs ha-

~
dl e

SE1N

tdcsal az enzim aktivitéds
Az enzim liichaelis-dllanddjsnak meghatiarozdsa a 3.13.
fejezetben leirtak szerint tértént. A T. aestivum-bdl
iz0l41t PDE-4z Michaelis-dllanddja / K / 0,24 mM, a
szintetikus amfiploidb8l izoldlté 0,25 md, ami azt mu-

tatja, hogy az enzim szubsztritaffinitdsa nagy. Amennyi-

ben a szubsztrdtkoncentrdcidé és reakcidsebbesség kozotti



Enzim aktivitds a kontroll %-ban
Egggr. 0,1 wil/ml 0,2 mii/ml 0,5 il/ml 1,0 mli/ml
T. T.d. ’.Pl Todo T. Tid. T' T.a.
aest. XAe.squ.| aest. XA€.S. aegt. XA€.SqQU. aest. XAe.8qu.
AMP ol:5 47,1 55,0 36,7 g i LG 2145 5y
GMP 96,2 74 BT 45 58,3 175 39;0 52,5 24,0
CMP S5 85,1 B34 67,6 1354 46,0 5150 2944
UMP 100,0 8952 9245 1445 86,2 56,8 ol i5 ST
d A,MP 78,7 60,3 57,5 37,2 3897 19’]- 23,7 7’3
d GMP 95,0 8E.3 86,2 63,7 70,0 40,1 5745 R
d UMP 100,0 80,4 95,0 72,0 7540 539 62,5 3253
ATP 100,0 70,6 88,7 s 85,0 3453 70,0 21,0
NAD* 85,0 70,0 65,0 50,0 46,2 26,4 4937 15,2
NADPT 100,0 80,0 100,0 80,0 100,0 80,0 100,0 80,0
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Oggzefiiggést Lineweaver-Burk szerint &brdzoljuk / 1ll.
dbra /, Ggy a gorbe meredekségébll a Voax. kbzvetleniil

szémolhaté. Ez az érték T.aestivum-ndl 0,62 uM.h™%, T.

durum x Ae. squarrosa-ndl pedig 0,32/uM;h—l.

Az enzim szerkezetének vizsgdlatdt SDS tartalmi "disc"-
gélelektroforézissel végeztilk Ugy, hogy a tisztitott
enzimprepardtum 100-100 nl-ét 7,5 %-os nativ poliakril-
amid gélen futtattuk. A gélen az izoenzimek aktivitdsat
Wolf /1968 / mdédszerével hatdroztuk meg. A nativ gélbdl
kiilon-kiildn kivdgtuk az egyes izoenzimeknek megfeleld
festett csikokat €s egy €jszakdn 4t "minta" pufferben
inkubdltuk, majd 7,5 %-os SDS gélen ujrafuttattuk. Az
eredményeket a 12. dbra mutetja. Mindhdrom izoenzim két
alegységbil 411, melyek molekulasilya megegyezik. Neve-
zetesen a T. aestivum esetén 5,6. .10% D és 644 lO4D a
szintetikus amfiploid esetén 6,6'104 D és 7,2~104 3 S 5 0
dbra /. Ezek alapjin a biuza PDE-dz molekulasilya 1,2.105
D, mig az amfiploidé 1,38:10° D-nak adddik.

A kapott zdatokat Osszehasonlitva a Sephadex G-200-as
oszlopkromatogrdfids meghatidrozdssal, azt tapasztal juk,
hogy & megenge dett.hibahatérokon beliil a molekulasulyok
megegyeznek, azaz a T. aestivum-ndl gélen 1,2- .10° D, osz-
lopon szintén l,2~lO5 D-t kaptunk, a szintetikus amfi-

ploidnél / T. durum x Ae. squarrosa / gélen 1,38-105 2

oszlopon l,4olO5 De



<+

N W Sy O N
T

K= 0,25mM
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11. dbra. A Michaelis-4llanddé / KN / és az enzimreakcid
maximdlis sebességének / i / meghatdrozéasa
Lineweaver - Burk-féle dbrdzoldsban / A: T. aestivum;

B: T. durum x Ae. sguarrosza /.

1. 29 3 4. 1. 2 3 4,

12. dbra. A PDE-4z enzimszerkezetének vizsgdlata PAGE-sel
/A: T.aestivum; B: T. durum x Ae. squarrosa /

A-1: enzimaktivitds nativ gélen; 4A-2 és B-1l: a leggyor-
sabban mozgd izoenzim A-3 és B-2: a kOzépsl izoenzim,
A-4 és B-=3: a leglassibb izoenzim zimogramja; B-4:

molekulasily kalibrdcid SDS poliakrilamid gélen.
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13. dbra. A molekulasily kalibricidja SDS gélelektro-
forézissel végzett meghatiérozdsndl.
T. aestivumbdl izoldlt PDE-&z két alegy
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72, ee T, / molekulasilya;

B: T. durum x Ae. squarrosa-bdl izoldlt PDE-dz két
alegységének / Ay €s Ay / molekulasulya.
500(

citokrom-c

T

400

300

peroxidaz

katalaz

Blue Dextran

Terfogat (ml)

2001

1001

!
'
Ve 1 1 Voo L 1 T e Ak |

O 1 vl PSR R ST e e

1 5 10 50 100
Molekulasuly (D x104)

14, ébra. A Sephadex G-20Y oszlopkromatogrifids molekula-
sily meghatdrozds kalibrdcidja / A: T. aestivum;
B: T. durum x Ae. squarrosa PDE-&zainak esetén /.
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5¢ BEredmények megbeszélése

A k0z0nséges biza / T. aestivum L. / hdrom genomjdnak
eredete ma sem pontcsan ismert. A probléma megolddsdra,
a genetikai vizsgdlatokhoz a szemtermés fehérjéket hasz-
nédlva szdmtalan kérdés megvdlaszolatlan maradt a fehér-
jék nagy szdma miatt.

A kisérleti munka kezdetén tizenegy kiilonbozd enzim
zimogramjat készitettik el. Azt tapasztaltuk, hogy az
alkalikus és savanyd foszfatédzok, észterdzok, a GOT,
valamint az EP szubsztrdtspecifitdsa nem jél definidlt.

Mds enzimek, mint példdul ADH, DH, ICDH, kataldsz,

amildz és aminopeptiddz, az enzimmolekuldk polimorf jel-

leze miatt, genetikail vizsgdlatokhoz akalmatlan zimogram-

s

P

ot mutatott. A nukleinsav-bontd enzimek koziil a PDE-4z

bizonyilt a legalkalmasabbrak arra, hogy adatokat kapjunk

a buza evolucidjdhoz / Wolf, 1977 /.
A 15. dbra mutatja a Triticinae-hez tartozd kiilonbozd

fajok PLE-4z enzih patternjét lapgélen. A kapott eredmé-
nyekbdl az aldbbi kovetkeztetések vonhatdk le:

1. A hexaploidok leglassabban mozgdé izoenzimje
ugyanolyan pozicidban van, mint az Ae. squar-
rosa enzimcsikja, ami azt jelenti / az iroda-
lommal Osszhangban /, hogy az Ae. squarrosa a
D genom donorja.

2. A tetraploidokban taldlhatd egyetlen izoenzim

elektroforetikus mobilitdsa a hexaploidok leg-
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15. dbra. A Triticinae subtribusba tartozd kiilonbdzd fa-

jok PDE-az izoenzim patternjei.

l. T. aestivum

2. T. tymopheevi

3. T. sestivum x T. tymopheevi amfiploid
4. T. tymopheevi

5+ - T+« mopnococcum

6. T. timonovum

7« T. durum

8. Ae. squarrosa
9 T. durum x Ae. squarrosa szintetikus amfiploid

%

10. Secale cereale
1l1. T. turgidum

12. T. turgidum x S. cereale amfiploid
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gyorsabban mozgd izoenzimjével egyezik
meg és ez azt suzallja, hogy a hexaplo-
idok valamely tetraploidtdél szdrmazhattak.
3. A hexaploidokban taldlhaté, kdzepes mozgé-
konysdgu izoenzimnek nincs megfeleldje
sem a diploid, sem a tetraploid fajokban.
Mivel a sziildi / di- és tetraploid / fa-
jokban csak 1 - 1 enzimcsik taldlhatd, agy
gondoltuk, hogy a hexaploidok kdzépsl izo-
enzimje egy hibridenzim lehet.
Amennyiben ez igaz, akkor & kiilUnbdzd buzafajokbdl izo-
141d PDE-£zok enzimatikus karakterében és molekulaszer-
kezetsben hasonldésdgoknak kell lenni. Fentiek miatt
tisztitottuk és karakterizdltuk a PDE-4z enzimet a ko-
zonséges buzdbdl és a hasonld genom felépitésgli szinte-
tikus amfiploidbdl.
A PDE-4z enzimet néndny novénybll mar tisztitottak, igy
zabbdl / Udvardy és mts, 1970 /, sérgerspdbdl / Harvey
és mts, 1970 /, cukorrépiabdl / Lerch és Wolf, 1372 /,
Tradescantia-bdl / Sivdk és mts, 1981 /, de egyik mdéd-
szer sem eredményezett megfeleld mértékd tisztuldst.
A kiilonbbzd el jirdsokat kiprobdlva és médositva mi az
I. tédbldzatban lathatd mdédon tisztitottuk az enzimet.
A tisztasdg fokinak ellendrzésére SDS PAGE-t alkalmaz-
tunk. Mint ahogy az az 5. dbrdn ldthatd, négy kiilonbd-

z8 molekulasilyu fehérje mutathatd ki CBB festési el-

jérédscsal. A négy protein kozul kettd erdsen, kettd
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gyengébben festdfddtt. A két erdsen festddd csik azono-
sithatd volt az enzim molekulaszerkezetének megdllapi-
tésdra végzett kisérletek sordn kapott két fehérjével

/ 12, dbra /. BEzek utdn a PDE-4z hdrom izoenzimjérdl
annyit elmondhatunk, hogy mindegyik dimer szerkézetd,
ahogy ez a citogenetikai vizszdlatok ismeretében vér-
hatd volt. A két gyengdn festddd csikrdl, ill. az annak
megfeleld fehérjékrsl biztosat nem tudunk. Mivel a
poliakrilamid gélen ezek a molekuldk a szerkezet-vizs-
gdlatokndl is ldthatdk, feltételezziik, hogy az enzim

alegvségeit Usszekapcsold fehérjemolekuldkrdl van szd.

,,‘
)
o)

-

Az eldbbiek alapjén felvetddstt, hogy a hexaploid bi-
zdkban taldlhatd, kTzepes mozgékonysdgu izoenzim, a

kiilsnbbz8 genomok Altal determindlt hibrid enzim. Azt

}

s
E 4

N

vartuk tehdt, hogy az elt mobilitdst izoenzimek al-

C

egységeinek molekulasilya az SDS géleken kilonbszd.
Eredményeink - a feltételezésilinkkel szemben - azt mu-
tatjdk, hogy a hdrom izoenzim alegységszerkezecte azo-
nos €s ezek molekulasulya megegyezike.

Ez azt Jjelenti, hogy & nativ gélen kimutathatd kdzépsd

>

’

csik vazy & gyors és lassumoz

e

si izoenzimek toltés

]
O\

gységeknek egy kozbiilsd,

M

=

()
3

gzerinti hibridje, vagy az
multimer formidja. A buza 21 kromoszdémidja hét homeoldg
csoportba sorolhaté, a csoportok mindegyike hdrom-hérom
kromoszdémét tartalmaz. A buza diploid Gseinek struktur-
génjeit vizecdlva vildgossd vialt, hogy nem minden gén

funkciondl egyformdn, igy a hexaploid buzabdél sokkal
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t6bb izoenzim mutathatd ki, mint az a diploidok alapjan
vdrhatd volna. Magyardzata az, hogy a poliploidokban a
meiozis sordn az allélek nem vdlnak szét, hanem egylitt
maradnak, igy létrejonnek olyan polipeptid alegysegek,
amelyek egylk diploidban sem fordulnak eld. Az izo-
enzimek szdménak ilyen mdédon vald ndvekedése a poliploid
szidrmazds magyardzata lehet / Gottlieb, 1982 /. A kér-
dés még nem eldontott, tisztdzdsdhoz tovdbbi kisérletek-
re van sziikség.

A két bizafajbdl izoldlt PDE-4z karakterizdldsa sorén
kiilonbség mutatkozoit az enzimek stabilitésdban, ion-
édnyében s a szintetikus poliribonukleotidok hidro-
lizisének mértékében. Felvetidott tehat a gondolat, hogy
a két PDE-4z enzim hasonld genetikal eredtii-e? Ezért
megvizsgaltuk, hogy a tisztitott enzim exo- vazy endo-
nukledz tipus szerint emészti-e a denaturalt DHS-t.

Azon enzimek k5z0tt, amelyek a nukleinsavekzt hidroli-
zédljdk, két csoportot kiilonbdztetiink meg a foszfodiész-
ter kOtések hasitasdnak helye alapjin. Egyik csoportba
az olyan enzimek tartoznak, amelyek a foszfodiédszter
kOtésen beliil hasitanak, igy oligonukleotidok jonnek
létre. Ezeket endonukledzoknak nevezzik. A mdsik cso-
port az exonukledzok, melyek a lédncvégi kotéseket ha-
sitjdk és a reakcid végtermékei a mononukleotidok.
Birnboim / 1966 / dolgozott ki egy egyszeri gélfiltra-
cids médszert a két tipusi enzim kdzti kiilonbség meg-

dllapitdsdra. A mdédszer lényege, hogy ha exonukledz
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denaturalt DNS-t emészt, akkor az inkubdcids elegyben
csak az emésztett DNS és mononukleotidok taldlhatdk.
4 poli- €c mononukleotidok oszlopkromatografids eljd-
réassal szétvdlaszthatdk és az ellcids profilban csak
két csucs van. Az endonukledz esetén egy ugy médosil,
hogy az elucids profilban t0bb csics jelentkezik, ame-
lyek az oligonukleotidoknak felelnek meg. Kigérleteink
a buza PDE-dzokkal azt mutattak, hogy mindkét enzim
exonukledz / 8. abra / tipusu.
Ha egy enzim exonukledzként milkodik, akkor a polinuk-
leotid ldnc hasitdsdt vagy 3°-, vagy 5°’-végrél kezdi
és a kecletkezett termékek vagy 5°-, vagy 3’-mononuk-
leotidok. Autoradiogrdfisas celluldz vékonyréteg kroma-

ng

tografidval bizonyitottuk, hogy a buzdkbdl kivon PLE-
4z a polinukleotid liéncokat a 3?-végrdl hasitja, igy
a reakcid vézterméke 5°-mononukleotid / 9. és 10. &b-
o 40

Az enzimkinetikail vizsgdlataink / liichaelis-dllandd,

maximdlis reakcidsebesség s az =nzimgdtlids tipusénak
mechatsarozdsa / eredménye a két kiilonbdzd novényb3l

izol4alt PLE-4z0k esetdben annyira hasonld, hogy a két

JGN

faj nagyon x8zeli rokonséganak, esetlez azonossidgd-

gazoldsat jelenthetik.

‘_.A.

nak biokémiai
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6. ODsaszefoglalas

A kozbnséges bizdbdél / Triticum aegtivum / és egy szin-
tetikusan eld8dllitott amfiploidbdl / Triticum durum X
Aegilops squarrosa / alkalikus foszfodidszterdz enzi-
met tisztitottunk és karakterizdltunk, hogy adatokat
szerezziink az emberigég szdmdra gazdasdgilag egyik leg-
fontosabb nivény, a blza szdrmazdsdhoz, genomjainak azo-
nositésdhoz.
Kisérleti eredményeink elemzésébil a kovetkezdket dlla-
pithatjuk meg:

l. A PDE-dznak a hexaploid bizdkban hérom izo-

enzimje van, melyex mindegyike dimer szerke-

zetll és az izoenzimek egymds multimer mole-
2. A PDE-4z aktivitdsa pH fiiggd, pH optimuma

3. A PDE-d4z egy exonukledz, mely a polinukleotid

ldnc 3°-végérdl 5’-mononukleozid-foszfétokat
< ]

4., Az enzim nagy hbéstabilitdssal rendelkezik és
a kétértékii kationok nem befolydsoljik jelen-
t8sen az enzimektivitdst.

5. Az enzimnek nagy a szubsztrdtspecifitdsa és
a mononukleotidok kompetitiven gdtoljdk a mii-

k.b.dé Sét °
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Kisérleteink megerdsitik azokat a vizsgdlati
eredményeket, melyek szerint a kozonséges
biza D genomjdnak donorja az evolucid sordn a

diploid Aegilops squarrosa volt.

A PDE-dz alegységszerkezeti vizsgdlatai és
specidlis tulajdonsdgai alatdmasztjdk azt a
felfogdst, hogy a bliza A és B genomjé kbzvet-
leniil egy AABB genom felépitésii, tetraploid

buzdbdl szarmazik.
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Te Summar.y

Due to increasing interest in Triticale as an important
crop of commersial value its evolutionary genetics has
been widely studied. Common wheat, Triticum aestivum is
an allohexaploid plant with genom formula AABBDD, the

origin of which has not yet been completely identified.

Blectrophoretical investigations of the different enzymes
of the wheat have been used to elucidate the relationships
in the Triticinae, but it was found, that only nucleic-
acid-degrading enzymes fit for this work.

Having studie

o,

more than ten enzymes of various®specificities
PDE-ase one of most suitable giving informations about the
donors of the three genoms of the common wheat.

Therefore, we’ve purified and characterized the PDE-ase
isolated from two wheats: namely a hexaploid common wheat

nd from a synthetic amphiploid deriving from cross of

ey

the diploid 4e. sguarrosa and the tetraploid T. durum.

After studying the PDE-ase isoenzyme patterns of the
different species of wheat, we found that all hexaploids
contain the same three PDE-ase isoenzymes. Both of the

fast bands are twice active as the slow one. Tetraploids
contain a single band, migrating to the same position as

the fastest one of the hexaploids. Similarly to the
tetraploids a single band was found in every diploid tested.
Their electrophoretical mobility, however, corregponded

either to the fastest or slowest band of the hexaploids,

respectively.
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From these results the following conclusions can be drawn:

1. The band found in Ae. squarrosa was identical to the
slowest moving one of the hexaploids, what confirms
that the former is the donor of the D genom.

2. The band of tetraploids was identical to the fastest
migrating one of the hexaploids, what proves that
hexaploids derive from tetraploid species.

3. The band corresponding to the middle band of hexa-
ploids was not found either in diploids or in hexa-
ploids. At the same time, three isoenzymes were
revealed in the synthetic amphiploid. Since both
parents have a single enzyme band, the band in the
middle probably is a hybrid enzyme.

If so, there must be some similarities in the enzymatic
and subunit properties of PDE-ase of different origin.

To check this idea we have purified and characterized of
he PDE-ase enzymes of Ae. squarrosa x T. durum synthetic

amphiploid and that of common wheat T. aestivume.

PDE-ases are - difined as - enzymes, splitting the bonds

of diesterified phosgphate. They usually hydrolyze substrates
like o«-naphtyl-pT and DNPP, but not neccesserily nucleic
acids. Although, when it does hydrolyze nucleic acids, it

is acting as an exonuclease.

PDE-ase has been purified from several plants, but non of
procedures could be applied for the wheat. Thus we used a
modified way of purification. To follow the degree of
purification, the enzyme activity was monitored by useing

two different substrates: p-NPP and PNP-pT.
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A 400 fold purification was achieved at the end. On SDS
gel, however, two additional bands were revealed by
Commassie blue staining. The significance of these two

proteins is not yet known.

The pH optimum of alkaline PDE-ase from both the common
wheat and synthetic amphiploid is at 9,5.

The PDE-ase preparation showed a considerable heat stability.
A loss of only 10% in the enzyme activity was observed

after 20 mins at 60°C and half of the activity was recovered
even after 30 mins at 80°C. Inactivation became complete
only at 90°C for both enzymes.

We found some differences concerning the enzyme’s
requirements for bivalent ions, chelating and complexing

agents. PDE-ase activity of common wheat is inhibited by
4 -
However, these chemicals activate the amphiploid’ enzyme.

Ga'T, fo'T. P, AsD

3M urea shows a vice versa effect on PDE-ase activities.
The enzyme of amphiploid origin is inhibited by urea, the
common one is activated. No significant differences were

++ o R
o Hg

X T

found useing other agents, like lig 5 5

EDTA or CN .
The rates of hydrolyzis of various nucleic acids and poly-
nucleotides were also studied. Denatured DNA and polyU
were split rapidly, while native DNA and poliC were
digested to a much lesser extent. The mode of action of
the enzymes was tested by useing heat-denatured DNA. The

elution profile is clearly consistent with an exonucleotic

type of action.
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To estabilish whether the enzyme produces 3'-~ or 5’-mono-
nucleotides, aliquots of polyA and DNA fragments, end-
labelled with -°P 5'-AMP, were digested. Only spots
corresponding to the 5tANMP were detected after 8 and 24
hours of digestion. Data, coming from the analysis of

the end product inhibition and coenzyme requirement,
clearly indicate a fully competitive type of inhibition.
The KM values for PNP-pT as substrate were found to be
O0¢24 mM and 0.25 mM, respectivelys

Finally we determined the MW of enzymes on Sephadex column
and SDS poliacriiamide gelelectrophoresgsis. MWs of PDEases
estimated, by both methods, wére about 1.2 % lO5 and

l.4 x 105 Daltons, respectively.

The data corresponding to the native and SDS PAGE
properties of PDE-ases of hexaploid species support the
idea, that the so called "middle enzyme" is rather an
intermediate multimeric form of proteins, exisgsting in
parental species, since all of the native isoenzymes
produce the same subunit structure on SDS gel.

To solve this problem it requires some more investigations

L

in biocnemical and genetical properties of different

parental and hexaploid speciese.

Summarizing the result presented here, these show, that
none of the enzymatic characteristics of PDR-ases

examined differ significantly in the two wheats,suggesting
that T. durum can be one of the parents of the common

wheat.
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