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BEVEZETES

A magasabbrendld novények teste jelentés mértékben differencialodott,
szervekre (szovetekre) tagolt. Enneck egyik kovetkezménye, hogy a source
(asszimildatumokat termelG szervek) é€s a sink (tapanyagfelhasznald helyek: novekedési
zonak, raktarozoé szervek) elkiiloniiltek egymastol.

A phloem egyike a novényi test specializalt szallitérendszereinek, melyek biz-
tositjak a source és sink kozotti szabalyozott kdlesonhatas strukturdlis és funkciondlis
feltételeit, és eleget tesznek a novényi test felépitésébdl eredd egyéb kovetelmények-
nek, példaul annak, hogy: - az egyes novényi részek C és N vegyiiletek iranti igénye
az egyedfejlodés folyaman valtozo, - a fixalt C a levelekbdl szarmazik, a N
vegyliletek és mas dsvanyi anyagok a gyokérbdl (xylem), azaz biztositjdk ezeknek a
szubsztratoknak az egyidejd, egymassal ellentétes iranyban torténd hosszatava
transzportjat (5, 6, 7, 11,12, 13, 14).

A phloemben a tapanyagok mellett kémiai szignal-molekulak és fehérjék
transzlokalodnak, ez utdbbiak élettani szerepe altalanos eldfordulasuk ellenére tisz-

tazatlan.

A phloem

A phloem morfologiailag és éElettanilag komplex szovet, melynek
felépitésében szamos sejtféleség vesz részt: rostaelemek, kiilonféle parenchyma
sejtek, rostok, sclereiddk, esetenként idioblasztok. A phloem konduktiv egységei a
rosta elemek. A kétszikldek esetében ezeket rostacsd elemeknek nevezziik, mind
egyedfejlodésiikben, mind funkcionalisan szoros kapcsolatban vannak specidlis

parenchyma sejtekkel, az Gn. kisérosejtekkel.

A rostacsd elem

Ellentétben a xylem edényhdlézataval, melynek élettelen sejtjei “super-
apoplast” -ként viselkednek, a phloem valamennyi eleme é16 sejt, a rostacsé elemek
“super-symplast” -ta kapcsolddnak. A xylem trachedk falara a belsd negativ nyomas

miatt jelentés hizderd hat (a xylem transzport f6 hajtéereje a transpirdci6) ezért ezek-



nek az elemeknek a fala masodlagos vastagodassal megerdsitett, korkorosen ren-
dezddott lignin bordak gétoljak meg a tracheak 6sszeroppanasat.

A phloem nyomasviszonyai ezzel ellentétesek, a rostacsé elem belsejében a
nyomas pozitiv, a sejtfalakra haté erét a szomszédos szoveti kotelekben levé sejtek
ellensilyozzak. A rostacsG elemek szilardsagat fokozo sejtfalmodosulasok nem
alakulnak ki. A sejtfal meghatarozott teriiletein porusok nyilnak. Ezeken keresztiil
gazdag citoplazmatikus kapcsolat alakulhat ki a szomszédos rostacsé elemek kozott (a
rostalemezen at) ill. a kisérosejtekkel.

Az érett, transzlokdlo rostacsé elem kialakuldsa sordn a fiatal, parenchyma
jellegl sejtben dramai szerkezeti datalakulasok zajlanak le. Szelektiv autofag folyama-
tok révén az organellumok egy része eltiinik, a megmaradok pedig parietdlisan ren-
dezddnek el.

A kétszikiek érett rostacsé elemei nem tartalmaznak sejtmagot. Az érés
kezdeti stadiumaban a mag lebenyezetté valik, majd 6sszezsugorodik, a kromatolizis a
megfesthetG kromatin fokozatos eltiinéséhez vezet. A sejtmag €s a magvacska
degeneralddik, a folyamat a maghartya felszakadasaval fejez6dik be.

A fiatal rostacsé elemek endoplazmatikus retikuluma durva felszind (rough-
ER), gazdag riboszoma-populicio kotédik hozza. Az ER-ciszterndk a citoplazméban
random elrendezddésiek. A differencialodas elérehaladtaval a sima felszind ER
aranya megnd, a riboszomak fokozatosan eltinnek, a citoplazma szabad
riboszomaival egyiitt. Az ER ciszterndk egymasra halmozddnak és parietalis helyzetet
vesznek fel. Az érett rostacsé elemekben az ER komplex halézatként lathaté a
plazmalemma mentén, gazdag anasztomizaltsag, fenesztriltsig jellemzi. Ennek a
strukturanak fontos szerepet szannak a phloem feltdltési (loading) mechanizmusdban.

A plazmalemma megtartja integritasat az érett rostacsd elemekben, membran-
transzport rendszere esszencidlis a phloem anyagforgalmdban. A tonoplaszt eltlnik,
megszinik a vakuolum és a citoplazma elhataroltsaga.

A plasztiszok €és a mitochondriumok tilélik az autofag tamadast, valészinileg
az védi meg Gket, hogy kiilsé membranjuk sszetétele hasonlé a plazmalemmaéhoz.
Parietdlis helyzetet vesznek fel, beagyazddnak az ER halézataba. A rostacsé elem tur-
gordanak fenntartasahoz sziikséges minimalis energia a 1égzésbol szarmazik, azonban a
sajat kisméretd mitochondriumai ehhez nem elegenddek, az energia egy része a kisé-

résejtekbdl szarmazik.



A rostacsé elem az érési folyamat végére olyan differencidlt sejtté valik, mely
egy funkciondlis egység részeként tokéletesen ellatja feladatat, azonban életképessé-
gének fenntartasaban a kisérdsejtek egyiittmikodésére (metabolizmusara) utalt.

A kisérdsejtek

A phloem parenchyma sejtjei koziil a kisérosejtek kapcesolodnak a legszo-
rosabban a rostacsé elemekhez, nemesak ugyanannak a sejtnek az osztédasibol szar-
maznak, hanem azokkal funkcionalis egységet alkotnak. Citoplazmatikus
kapcsolodasuk olyan szoros, hogy a rostacso elem halalaval a kisérdsejt is elpusztul.

A rostacsG elemmel ellentétben a kisérésejteket nem degradaljak autofig
folyamatok. Fejlédésiik soran citoplazmajuk denzitisa a megnovekedett riboszoma
populicid, és a mitochondriumok nagy szama miatt megndé. Sejtmagjuk mikoddéképes
marad. A rostacss elem és a kisérosejt kozott specidlis plazmodezmak révén citoplaz-
matikus kapcsolat alakul ki. A rostacsé elem oldalfalan egyetlen nagyobb porus
nyilik, melyet kalléz szegélyez. A sejtfal a kisérosejt oldalian félgombszertien
megvastagodik, mely bedomborul a sejt lumenébe. A vastagodast nagyszamu, elagazo
dezmotubulus szeli at, melyek a porusban egyesiilnek.

A kisérosejtek ultrastrukturajuk miatt a szekrécios sejtekre hasonlitanak. A
kisérdsejt élénk metabolikus kapcsolatban van a rostacsé elemmel, feltételezik, hogy
fehérjek (>10 kD) is a plazmodezmakon jutnak at a rostacsé elembe, noha a plaz-

modezmak SEL (size exclusion limit) értéke 1 kD alatti.

A P-proteinek

A P-protein a phloem strukturalis fehérjéinek altalanosan hasznalt elnevezése,
Cronshaw 1975-6s definicidjat idézve: “fehérje jellegli anyag, mely fény-, vagy
elektronmikroszkoppal megfigyelve elég jellegzetes ahhoz, hogy sajat nevet kapjon™.
Altaldban a kis molekulasilyt mobilis fehérjéket nem soroljik kozéjiik.

A kétszikiek és sok egysziki novény rostacsé elemeiben néhany kivételtdl
eltekintve mindig megtalalhatok a P-proteinek. A nyitvatermdk ¢és az alacsonyabb-
rendd viragtalan novényekbdl dltalaban hidnyzik. A rostaclem differencialtsagi
fokatol, életkoratol fiiggden morfoldgiailag kiilonboz6 P-proteineket tartalmaz. A fia-
tal sejtekben egyetlen fehérje-testként fordul el6, ami az érési folyamat’

elGrehaladtaval tubuldris, fibrillaris, filamentozus elemekbdl allo halozatta alakul at,



amely parietdlisan, ritkdbban a rostacsd elem lumenét lazan kitoltve helyezkedik el. A
P-protein szintézisét kovetéen a riboszomak eltlinnek a rostaelembdl.

A P-proteinekkel kapcsolatban enzimaktivitasokat mutattak ki. Azonban ezek
java része miterméknek bizonyult, és a rostaelem ill. a szomszédos sejtek
citoplazmdjanak a roncsolddasabdl szarmazott, igy az enzimaktivitasra vonatkozé
ismeretek elég bizonytalanok. A P-proteinek kozott lektineket mutattak ki. A lektin-
hidak arra szolgalhatnak, hogy a parietdlisan elrendezett filamentum halézatot a
rostaclem membranjaihoz rogzitsék. Az igy lehorgonyzott P-protein halézat alkalmas
arra is, hogy a plasztiszokat, mitochondriumokat parietdlis helyzetiikben megtartsa,
szabad teret biztositva ezzel a lumenben a tomeg-aramlasnak.

A P-proteinek a rostacso elemek statikus, immobilis strukturai, melyek nem
mozognak az asszimilatum-aramlassal. A P-proteinek a kall6zzal egyiitt arra szolgal-
nak, hogy lezarjak a sériilt rostaclemek porusait, ezzel képesek megakadilyozni az
asszimilatumok kiaramlasat a szallitécsatornabdl. A védekezérendszerben a kalldz-
képzodés a védekezés “masodik vonala”. A kalléz-szintézis révén a porusok
eltomddése lassabb folyamat, azonban reverzibilis lehet, a rostaelem életében
tobbszor ismétlodhet. A kalloz képzodése nemcsak sebzéskor fordul eld, hanem a
nyugalmi allapot idején is ilyen moédon blokkolodik a phloem, de hékezelés is
indukdlhatja a kall6z-szintézist.

A P-protein halozat kizarolag sebzéskor mikodik védekez6é mechanizmusként,
a sejt életében egyszer. A rostacsdben a sebzés hirtelen nyomascsokkenést okoz, a
szabadba dramlo sejttartalom magaval ragadja, és bepréseli a P-protein halézat fila-
mentumait a rostalemez porusaiba. Az igy kialakult dugé alkalmas a rostacsé csaknem
azonnali zdrdsdra, igy a P-proteinek jelentik a védekezés elsG vonalat. Osszefiiggést
mutattak ki az egyes novényfajok rostaelemeinek pérusmérete és P-protein tartalma

kozott.
A phloem exudatum (rostacsé nedv)
Exudaicié

A phloem védekezs (zaré) mechanizmusanak hatékony mikodése egyfeldl
igen elényds a novény szamdra, mivel megakaddlyozza a phloem nedv, €s ezzel
asszimilatumok kiaramlasat és elvesztését a sériilésen at, azonban az ilyen biztonsagi

szelepeknek a tokéletes mukodése nagyon megneheziti a phloem hosszitavi



transzportjaval kapcsolatos vizsgalatokat, a phloem nedv analizisre alkalmas mennyi-
s€gl kinyerését.

Vannak olyan novényfajok, amelyek talan a zaromechanizmus tokéletlensége
miatt, a phloem sériilését kovetéen hosszabb ideig (akar érakon at) exudilnak, a vagas
vagy szurds helyén folyadékesepp jelenik meg, melyet altalanosan elfogadottan
phloem nedvnek (rostacsé nedvnek) tekintenek. Ha az exudatum osszetétele megtelel
bizonyos kritériumoknak, az bizonyitja az exudatum rostacsé eredetét.

A phloem exudatum gyUjtésére kidolgozott modszerek alapvetéen két
csoportba sorolhatok: i) a novényen ejtett bemetszésen alapuld technikak; ii) a

ndvénybol taplalkozo levéltetveket felhasznalé eljarasok (aphid stylet technique).

Metszésen alapuld eljarasok

Ezek az eljardasok az objektumtodl fiiggden a novényi test kiillonbozd részein
ejtett bemetszésekkel nyitjadk meg a rostacsovet. Ez lehet a hajtas valamely részének
részleges bemetszése, vagy teljes keresztiilvagasa, dekapitalasa. Az eljiras hatranya,
hogy roncsolja a kérnyezo parenchyma sejteket, az ezekbdl szabadda valo sejttartalom
szennyezheti az exudatumot; a xylem nedv keveredhet a phloem exudatummal; a be-
metszés okozta hirtelen nyomascsokkenés a rostacsGben roncsolhatja a rostacsé ele-
mek teljes citoplazmajat, és igy az exudatumot egyébként nem mobilis fehérjék, P-
proteinek, mitochondriumok, plasztiszok szennyezhetik.

Az emlitett hatranyok megteleld novényfaj kivalasztasaval, az eljaras
technikai részleteinek valtoztatasaval altalaban kikiiszobodlhetdk.

A médszer eldnye, hogy a kinyert exudatum mennyisége akar tobb milliliter is

lehet.

Levéltetvek felhasznaldsan alapuld eljarasok (aphid stylet technique)

A mddszer a novénybdl taplilkozo levéltetveket hasznalja fel a rostacsd
megcsapolasara. A rovar szipokajat a novénybe szurva egyetlen rostacsé elemet nyit
meg. Ezt kovetden a rovar testét eltavolitjik, a szipoka a szovetben marad, a rostacsd
magas belsé nyomasa kipréseli a phloem nedvet a szipdka nyitott végén.

A modszer hatranya, hogy rendkiviil koriilményes, specialis felszerelést igé-

nyel; csekély mennyiségl exudatum nyerhetd ki vele, a cseppek a parolgds miatt be-



koncentralédnak, esetleg beszaradhatnak; a haszndlhaté novényfajok szama korlato-
Zott.

A madszer elonye, hogy a legtisztdbb exudiatum nyerhetd vele, a rostaelembdl
vagy a szomszédos sejtekbdl, xylembdl szarmazé szennyezGdés minimalis; a rosta-
elemet minimalis stressznek teszi ki, a rostacsdben normalisan meglevd nyomadsgradi-
enst alig valtoztatja meg; hosszi ideig (6rdkon at, sét napokig) fenntarthaté a

folyamatos exuddcio.

A phloem nedv Osszetétele

Kiilonféle novényfajokbdl szarmazé phloem exudatumok analizise azt mutatja,
hogy Osszetételiik nagyon hasonld, a phloem nedv enyhén ligos ké mhatasa (pH 7-8),
szarazanyag tartalmuk altalaban 15-25%. A legfobb transzlokalt szénhidrat kompo-
nens a szachardz, a szarazanyagtartalom kb. 90%-a. Mannitol, raffinéz és néhany mas
cukor csak bizonyos fajokra korlatozottan fordul eld. Hexézok nem transzlokalédnak
a phloemben. Elofordulasuk az exudatumban szennyezddésnek tudhaté be, példaul a
sériilt parenchyma sejtekbdl, vagy a sejtfalban kotott invertazzal vald érintkezésbdl
eredhet. Az exudatum hexodz tartalma egyik kritériuma lehet az exudatum tisz-
tasaganak.

Az aminosavak mennyisége ugyancsak jelentds, (30-150 mM), a kationok
koziil a K* a legszamottevibb (25-110 mM), Na*, Mg?*, Ca%* 1-10 mM, szervetlen
anionok, Cl, HPO4%", SO,* 20 mM-ndl kisebb koncentriciéban fordulnak elé a
Ricinus communis L. phloem exudatumaban. Hormonok (auxin, citokinin, gibberel-
linek, abszcizinsav) kimutathatok az exudatumokboél. ATP 0,40-0,60 mM mutathato ki
felndtt ricinus novény phloem exudatumabdl.

A phloem exudatumok dltaldban nem tartalmaznak nukleinsavakat, rizs

exuddtumaban mutattak ki RNS-t, mely tRNS-nek bizonyult.

Fehérjék a phloem exudatumban

Az eddig megvizsgalt phloem exudatumok kozos jellemzdje, hogy fehérjék
mutathatok ki benniik, fiiggetleniil attél, hogy metszéssel, vagy aphid stylet tech-
nikdval gyujtotték-e az exudatumot.

A Cucurbitaceae csaladba tartoz6 fajokbol szarmazé phloem exudatumok fe-

hérje tartalma igen magas, elérheti a 10-60 mg/ml értéket. Ezekben az exuditumokban



nagy mennyiségl P-protein filamentumot mutattak, jelenlétiik a rostacsé elemek
morfoldgiai sajatossigaival (nagy porusok, tdg lumen) magyarazhatd. A fehérje tarta-
lom komponensei kozt a nagy molekulasilytak (115, 158, 220 kD) dominansak.
Jellegzetessége a tokfélek phloem exudatumanak, hogy a levegd oxigénjének hatasira
gclesedik, a fehérjék egy része diszulfid-hidakkal Osszekapcesolodik. A gélesedés
szulthidril-reagensekkel (B-merkaptoetanollal) meggatolhato.

Mas fajok (nem a Cucurbitaceae csaladba tartozok) exudatuma normalisan
nem tartalmaz P-proteint, a filamentumok megjelenését az exudatumban a rostacso
elemek roncsolddasabol eredd szennyezdodésnek tekintik. Az oldhato, mobilis fehérjék
ugy tinik dltalanosan eléforduld alkotorészei a transzlokdacios dramlasnak. Ezekre a
fajokra jellemzé fehérje koncentracio: 0,1-2,0 mg/ml, és ez az exudacié folyaman

megkozelitoleg allando.

Bar a fehérjék jelenlétét a phloem exudatumban régen felismerték, a biokémiai
vizsgalatok elsdsorban a P-proteinekre, és a tokfélék phloem exudatumara korlatozod-
tak (enzimaktivitasokat, lektineket mutattak ki), a tobbi faj mobilis phloem fehérjéit

illetGen kevés megbizhaté adat all rendelkezésre.



-

CELKITUZES

A Ricinus communis L. egyike azoknak a ritka novény fajoknak, melyekbdl
tiszta phloem nedv, rostacsé exudatum nyerhetd, amely nem tartalmaz P-protein fila-
mentumokat. A csiranévény phloem exudatuma megfelel azoknak a kritériumoknak,
melyek igazoljak, hogy valamennyi komponense a rostacsovek transzlokacids
aramabdl ered, nem pedig a kornyezd szovet sériilésébdl szarmazik.

A ricinus csiranovény egyrészt ezért alkalmas és kozkedvelt modell objektum
a phloem fiziologiai vizsgalatok szamara, masrészt a csiranovény (6 napos) en-
dospermiumba dgyazott sziklevelének epidermiszét nem boritja kutikula, az en-
dospermiumot eltavolitva képes kiilonféle szubsztratok felvételére, igy tanulmanyoz-
hat6 az anyagok bejutasa a phloembe, a phloem elemek elektrofiziologiai reakcioi, az
exudatumban vizsgalhatd a sziklevélen keresztiil a phloembe jutott anyagok meg-

jelenése.

A ricinus csirandvény phloem exuddtuma mobilis fehérjéket tartalmaz, azon-

ban ezek fiziologiai szerepe, jelentosége ismeretlen.

Kisérleteink célja az volt, hogy ezt a fehérjetartalmat kiilonféle gélelektro-
foretikus eljarasokkal komponenseire szétvalasszuk, kidolgozzuk a kétdimenzios (2D)
elvalasztasuk technikai részleteit, ennek segitségével meghatarozzuk a fehérjekompo-
nensek szamat, pl értékét és molekulasilyat.

A 2D elvalasztas segitségével az egyedi fehérjekomponensek tovabbi analizise
lehetséges (poliklonalis ellenanyag eldallitasa, N-termindalis aminosav-szekvencia
meghatarozasa stb.). Kisérleteink tovabbi célja volt, hogy a laboratériumunkban ren-
delkezésre all6 modszerek (Id. Kisérleti anyagok és modszerek c. fejezet) fel-
haszndlasaval funkciondlisan azonositsunk néhany fehérjét, ami az elsé 1€pést

jelentené a phloem mobilis fehérjéinek élettani szerepének felderitésében.
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KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK

A novényi anyag

Kisérleteinkben a ricinus két tenyészvaltozatanak, - Ricinus communis L. cv
Carmencita és R. communis L. cv sanguineus -, steril koriilmények kozott, hidroponi-
kusan nevelt 6 napos csiranévényeit ill. tiveghazban nevelt kifejlett, viragzo vagy a

termésképzés korai fazisaban levd példanyait hasznaltuk (1).

Phloemexudacio: rostacsd nedv gydijtése csirandovénybdl

A 6 napos csiranévény hypocotyljanak elvékonyodo szakaszat, kézvetleniil a
kamponal, -3 cm-re az endospermium mogott éles zsilettpengével keresztiilmetszet-
tiilk. Az igy kapott hajtas-szegmentet, mely az endospermiummal fedett sziklevelekbdl
¢és a hypocotyl kis darabjabél all, az endospermiummal lefelé 10 ml-es f6zGpoharba
helyeztiik, melyet el6zdleg desztillilt vizzel nedvesitett Vermiculittal toltottiink meg.
Az exudiciot fokozza, ha az elsd metszést kovetGen 10 percen beliil tjabb metszést
ejtiink a hypocotylon, 3-5 mm-re az el6z6tél. Az igy elSkészitett csirandvény-szeg-
mentet plexitetvel fedett vizfiirdoben inkubaltuk, ami biztositotta a magas relativ
paratartalmat, és az dllandé hémérsékletet. A metszési feliileten megjelend rostacsé

exudatumot 10 és 50 pl-es liveg mikrokapillarisokat hasznalva gydjtottiik ossze (1).

Rostacsonedyv gyiijtése Kifejlett novénybol

Erre a célra viragzo, ill. a termésérlelés korai fizisiban levs egyedeket
hasznaltunk. A virdgzati tengelyt keresztiilmetszve 50 pl-es mikrokapillarisokkal
gyUjtottiink phloem exudatumot. Az exudacié csokkenésekor a metszést 1-2 mm-re az

el6z6 mogott megismételtiik. Az gy(jtott exudatumot lefagyaszva taroltuk, 20 °C-on.

Az exudatum fehérjetartalmanak koncentrildsa

A csirandvényekbdl nyerhetd rostacsé exudatum fehérjetartalma 1 mg/ml alatti
alacsony érték. A vizsgalatok egy részéhez kis oldattérfogat mellett magas
fehérjetartalom sziikséges, azonban az exuddtum egyéb komponenseinek Kkon-
centriciojat névelni nem kivanatos. Centricon-3 jeld mikrokoncentrator csovek
(Amicon) alkalmasak a fehérje tartalom tizszeres novelésére, az egyéb, 3 kD-ndl

kisebb molekulasilyi komponensek koncentracidjanak valtozatlanul hagyasa mellett.
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A fehérjék mindegyikének nagyobb a molekulasilya 3 kD-ndl, ezért egyetlen

komponens sem tinik el a koncentralas soran.

Fehérijekivonas novényi szovetekbaol

A phloem exudatum fehérjéinek Gsszehasonlitd vizsgalata kapcsin sziikséges
volt a csirandvény kiilonbozo részeibdl (gyokérbol, a hypocotyl alsé és felso részébol,
a sziklevélbdl) szarmazd fehérje kivonat elddllitisa. Az lemért tomegd novényi
szovetdarabot folyékony N,-nel megfagyasztottuk, eldhitott dorzscsészében por-
ratortiik. Extrakcios puffert adtunk hozza Eppendorf-csében, majd felolvadni hagytuk.
Intenziv keverés (vortex) utin Eppendorf-centifugaval iilepitettiik. A kivonat fe-

hérjetartalmat meghataroztuk, -20 °C-on taroltuk (1).

A fehérjekoncentracio meghatarozasa

Erre a célra a Bradford-mddszeren alapulé Bio-Rad Micro Protein Assay-t
hasznaltuk (1), mely a 0-25 pg/ml tartomanyban alkalmas a fehérje koncentricié

gyors fotometrids meghatarozasara.

Elektroforetikus eljarasok

SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A fehérjék denaturalo jellegd, molekulasily szerinti elvalasztasat Schiigger &
von Jagow eljarasa alapjan végeztiik (1), mely alkalmas a 1-100 kD, de kiilondsen az
5-30 kD molekulasilyu fehérjék szeparalasira. Az elektroforézishez Mini-Protean II
Dual Slab (Bio-Rad) fliggbleges elrendezést cellat, és EPS 500/400 (Pharmacia LKB)
tipegységet hasznaltunk. A 80 x 70 x 0,75 mm formatumu gélek 10mm hosszuisagi

4%(T)-os stacking gélt tartalmaztak a 10%(T)-os szepardld gél f6lott.

Nativ izoelektromos fokuszalas (IEF)

Az nativ izoelektromos fokuszilas (IEF) a fehérjék izoelektromos pontjanak
(pl) meghatarozasara szolgal, urea hozzdaadasa nélkiil. A gélben carrier ampholyte-ok-
kal, ill. a kivant pH tartomanyt kézrefogé katod-, és andd-puffer alkalmazasdval létre-
hozhaté €s stabilizalhaté a pH-gradiens. A carrier ampholyte-ok a gélstrukturaban
nem kovalensen rogzitettek, igy a pH-gradiens stabilitasa nem éri el az Immobiline-
gradiensekét, azonban hasznélatuk egyszerd, a pH-gradiens a futtatas megkezdésekor

spontan kialakul. A futtatas végpontjat (itt az daramerdsség 0-hoz kozelit) tillépve a
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pH-gradiens eltorzulhat (cathodic drift, az ampholyte molekulak gélbeli elmozduldsa
miatt). A gélre lehetséges két alkalommal fehérjemintat felvinni: a futas megkezdése
utan 20 perc elteltével a zseb tartalma kicserélhetd, ilymédon a gél fehérjetartalma
megkétszerezhetd.

Kisérleteinkben 5%(T)-os, 80 x 70 x 0,75 mm formatumi géleket, Servalyt
ampholyte-ot, Bio-Rad Mini-Protean II Dual Slab vertikalis elrendezés- cellat és EPS

5007400 (Pharmacia LKB) tapegységet hasznaltunk (1).

Kétdimenziods poliakrilamid gélelektroforézis (2D)

L. Médszertani eredmények c. fejezetet.

Fehérjék elektroforetikus transzfere NC, PVDF membrianra

Valamennyi géltipusbol a fehérjék atviheték NC (nitrocelluléz) vagy PVDF
(polivinilidén-difluorid) membran feliiletére. A transzfert (semidry blotting) a
Multiphor II rendszerhez kapcsolhato NovaBlot egységgel végeztiik. Transzfer-
pufferként borat puffert (pH 9,0) hasznaltunk, mely az andd oldalon 10%, a katéd
oldalon 5% metanolt tartalmazott. A gélt transzfer-pufferben aztattuk, ezutan
helyeztiik el a pufferrel szintén telitett transzfer-szendvicsben. Az elektroforetikus
transzfert 1 mA/cm? dramerGsséggel végeztiik, 60-90 percig, a transzfert kovalensen

festett marker fehérjékkel ellendriztiik, ill. a blot megfestésével (1).

Western-blot

Specifikus antitestekkel egyedi fehérjék azonosithatok a PVDF, vagy NC
membrdnra atvitt fehérjék kozott. Az eljaras lényege, hogy elsé 1épésben a primer
antitesttel a keresett fehérjét jeloljiik meg, majd pedig a megkotott primer antitestet
egy lgG specifikus, enzimmel kapcsolt szekunder antitesttel. Ilymodon a keresett fe-
hérje végiil is szinreakcioval azonosithatd. Az eljards: i) elektroforetikus transzferrel a
fehérjéket a gélbdl NC, vagy PVDF membranra vittiik at; ii) a membran maradék fe-
hérjekotd kapacitasat telitettiik blokkolo-oldattal; iii) friss blokkolé-oldatban hoz-
zdadtuk a primer antitestet (fehérjespecifikus poliklonalis nyul antitest; iv) blokkolo-
oldattal mostuk a membrant, majd hozzaadtuk a szekunder antitestet (pl. Sigma Goat
Anti-Rabbit 1gG) (peroxidiz vagy alkalikus foszfatiz konjugatumot); v) pufferrel

oblitettiik, majd Na-acetatban inkubaltuk; vi) elvégeztiik a szinreakciot (1).
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Poliklondlis antitestek eldallitdasa

Tisztitott exudatum fehérjék ellen poliklondlis antitesteket tartalmazo
szérumot allitottunk eld nydlban. Diano mddszerét adaptaltuk (1). A mddositott
eljaras elonyei, hogy kiméletes a nyul szamara, mivel nem hasznaltunk Freund-
adjuvanst az immunizalas soran, ill. kismennyiségii fehérje is elegendd az antitest
termelés kivaltasahoz.

A Kkivdlasztott fehérjét 2D elektroforézissel tisztitottuk, NC membranra
(Millipore) transzferaltuk (immobilizaltuk). A megfestett foltokat a membranbél
kivagtuk. A kb. 10 pg fehérjét tartalmazé NC darabkakat 1 ml pufferben tobbszor
megfagyasztottuk és felolvasztottuk, majd ultrahanggal (60-100 W) finom
szuszpenziova poritottuk. A szuszpenzidt két részre osztva a nyul hiatbdre ald
injektaltuk mindkét oldalon. A véreztetés a fiil centrdlis artéridjan keresztiil tortént, 8-
15 ml vér alkalmanként. A vért dllni hagytuk szobahémérsékleten 1 drin dt, majd a
szérumot centrifugalassal kiilonitettiik el. A szérumot Eppendorf-csévekbe szétosztva,

ill. liofilizalt formaban taroltuk -20 °C-on.

Radioaktivitas detektalasa

Autoradiografia

A radioaktiv jelolést hordozo fehérjéket gélelektroforézissel elvalasztottuk, és
NC vagy PVDF membranra blottoltuk. A kazettaban rogzitettiik, és Kodak X-OMAT
AR filmet helyeztiink ra. Dupont Cronex Lightning Plus JI intenzitasnéveld lemezzel

noveltiik az érzékenységet.

A radioaktivitas mérése

A mintak radioaktivitasat szcintillicios méromuszerrel (Tri-Carb Packard
2500TR Liquid Scintillation Analyzer) szcintillaciés folyadékban (Rotiszint 2211)
mértiik. A folyadékmintdt kdzvetleniil a szcintilliciés koktélba adagoltuk. A fe-
hérj¢hez kotott radioaktivitas meghatdrozdsakor a fehérjéket szilrSpapir korongra

precipitaltuk, és szaritas utan szcintillaciés koktélban mértiik.

Protein-kinaz aktivitas detektaldsa

A protein-kinizok az ATP terminalis foszfatjanak transzferét katalizaljak

szamos fehérje szerin, treonin, vagy tirozin aminosavara. A fehérjefoszforilaciot a [y-
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BZPIATP-b6I sziarmazo 32P beépiilésének mérésével mutattuk ki, magnézium jelenlé-
tében. A foszforilalt fehérjéket a jelolt prekurzortol a fent leirt filter-precipitacios el-
jardssal, ill. gélelektroforézissel kiilonitettiik el, a 32P jelolést szcintilliciés méréssel,
ill. autoradiografiasan detektaltuk. A protein-kinaz reakcié szubsztratjaként defoszfo-
rilalt, parcidlisan hidrolizalt kazeint (Sigma) hasznaltunk, ill. kontroll enzimként

Sigma protein-kinaz katalitikus alegységet (1).

Ca-ko6td fehériék kimutatasa Stains-all festéssel

Ca-koto fehérjék, calsequestrin, calmodulin, troponin C, kékre festédnek, ha
egy kationos karbocianin festékkel, Stains-all-lal festjiik meg az SDS-gélt.

A fehérjéket tartalmazo SDS-minigélt izo-propanolban egy éjszakan at fixal-
tuk, majd izo-propanollal alaposan mostuk, hogy eltiavolitsuk az SDS-t a gélbol. A
gélek festését Stains-all-lal 48 oran at, sotétben végeztiik. A hatteret izo-propanollal

szintelenitettiik (1).

N-terminalis aminosav szekvencia meghatarozasa

A vizsgalt fehérjét 2D elektroforézissel preparaltuk és PVDF membranra
(Immobilon-P, Millipore) transzferaltuk, Coomassie Brilliant Blue G-250-nel festet-
tik. A szekvenalast az Applied Biosystems Inc. Model 437A szekvenitoraban végez-

tiik, 6-8 ciklust.

[35S]-L-metionin felvétele

A radioaktiv metionin a tobbi aminosavhoz hasonléan felveheté a 6 napos
ricinus csiranovények szamdra a sziklevélen dat. Az [33S]-metioninnal a szintetizal6do
fehérjék megjelolhetdk. Az intakt 6 napos ricinus csirandvények sziklevelét 1 6ran at
szacharozt, L-glutamint, K,HPO,, [*S]-L-metionint tartalmazé oldatban inkubaltuk,
majd phloem exudatumot gydjtottiink. Ezt SDS-minigélben futtattuk, a jelolt fe-

hérjéket autoradiografiaval tettiik lathatova (1, 2).



AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA (TEZISEK)

A rostacsé exudatum fehérjéket tartalmaz

(STEPs: sieve tube exudate proteins)

Az exudicid sebessége

A 6 napos csiranovények a kétszeri metszést kovetden kb. 4 6ran at folyama-
tosan exudaltak. Az exudacio dtlagos sebessége 20(£5) pl/h volt. Az exudacié az elsé
10 percben gyorsabb volt (kb. 30 pl/h), majd az atlagérték koriil stabilizalédott, kb. két
oran at valtozatlan volt, vagy lassan csokkent 16(£2) pl/h értékre. A 4. 6ra koriil az
exudacio sebessége meredeken csokkent és ledllt.

A felndtt novények exuddcidjinak sebessége altalaban meghaladta a
csiranovényekét, azonban a nagyfoki egyedi variabilitds miatt ez atlagértékkel nem
jellemezhetd. Az exudacid gyorsan ledllt (10-30 perc), fenntartdsiahoz tobbszor ismé-
telt metszés volt sziikséges.

A csirandvények exudatuma viztiszta, atlatszo. A levegd oxigénjének hatasara
gélesedés, ill. precipitacio nem volt tapasztalhaté. A Cucurbitaceae exudatumok
mindegyike a levegdn halozatot formal, mely része egy védekezd mechanizmusnak.

Az exudatum pH értéke 7,55 volt (1, 2).

A rostacsoO exudatum fehérjetartalma

A fehérjék folyamatosan jelen vannak a tiszta rostacsé exudatumban. A 0,5
mM CaCl, oldatban nevelt 6 napos ricinus csirandvények exudatumaban a fehérje
koncentracio 0,15 pg/ul korili érték volt, mely az exudacid soran allando volt. A
Vermiculiton nevelt csirandovények exudatumaban a fehérjekoncentracidé magasabb
volt, 0,25 pg/pl, ez azonban kisebb exudacios sebességgel parosult, 11(£5) pl/h. Igy az
oranként exudalt fehérjemennyiség megkozelitden azonos volt, kb. 3 pg/h. A bemet-
szést kovetben az exudatum elsd 5 pl-€ben a fehérjekoncentracid a roncsolt sejtekbol
szarmazé fehérje szennyezés miatt magasabb volt, 0,3-0,4 pg/ul. Az elsé 2 pl
exudatum eltavolitasa elegendd, de az altalunk alkalmazott 8 pl két részletben tortént
eltavolitasa feltétleniil biztositotta, hogy az exudatum szennyezd fehérjéktSl mentes
legyen. Az exudatum fehérjetartalma a nem Cucurbitaceae csaladba tartozé fajokéval

azonos nagysagrendbe esik: Oryza, 0,15-0,20 pg/ul; Tilia, 0,31 pg/pl, Triticum, 0,10-
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0,41 pg/ul. Azonban nagyon kiilonbozik a Cucurbita, 10-15 pg/ul phloem exudatumok

jellemzéen magas fehérjetartalmatél (1, 2).

A rostacsoé exudatum fehérjéi molekulasily szerint elvalaszthatok: SDS-PAGE

A fehérjék molekulasilya

A rostacsd exudatum fehérjetartalma molekulasily szerint kb. 26 megkiilon-
boztethetd savra valt szét a Schigger & v. Jagow szerint készitett minigélben.
Valamennyi komponens belefutott a szepardld gélbe, a zsebek aljan, ill. a stacking
gélben fehérjék nem maradtak. A fehérjék a 10-100 kD tartomanyban jellegzetes
elrendezédést mutatnak. A savok fehérjetartalma eltérd, a 18-20 kD régioban hdarom
nagy denzitasu sav lathato. Az Osszes tobbi sav denzitasa ezeknél a f6 savokénal
kisebb. A fehérjesdv-mintdzat hirom részre bonthaté: i) az alsé régid, mely 6 sdvot
tartalmaz; ii) a centrdlis régi6, mely a 3 £6 savbol all; iii) a felsé régid, melyben 17
viltozatos denzitdsi sdv talalhatd. A R. communis L. rostacsé exuddtum fehérjetar-
talma jellemzden kis molekulasilyd (10-80 kD) komponensekbdl all, a tobbség 30kD-
ndl kisebb, a minor komponensnek tekintett legnagyobb molekulastlyu fehérjék sem
haladjak meg a 80 kD-t. A fehérjemintazat vizsgdlata soran nem taldltunk P-protein
filamentumokat ill. aggregatumokat, melyek a Cucurbitaceae csalad exudatumanak

jelentds hanyadat alkotjak (1, 2).

A rostacsé exuddtum fehérjemintdzata dllando az exudacid soran: i) mindegyik fehérje

osszetevo folyamatosan jelen van a phloem nedvben, nem latszanak szennyezésbdl
szarmazo, és az exudacio eldrehaladtaval felhigulé komponensek; ii) a sebzés dltal
indukalt de novo fehérjeszintézisbdl eredd Uj savok nem lathatok. A sebzési exudatum
magasabb fehérjetartalma, mely a sériilt parenchyma sejtekbdl szarmazik, a felsé
régid  finom sdvozottsagiban jelenik meg, a nagyszami minor komponens
molekulasilya 20 kD-ndl nagyobb. Az alsé régidban nem figyelheték meg szennyezd
fehérjék. Az exudatum jellegzetes savjai ezekben a mintakban is jol felismerhetdk (1,
2).

A 4 6ran it szobahémérsékleten inkubalt exudatum fehérjemintazata valtozat-
lan: 1) nem jelentek meg Uj savok a magasabb molekulasilyd régioban, azaz az
exudatumban nem kovetkezett be gélesedés, ill. a fehérjemolekulak aggregalodasa,

kovalens kapcsolodasa; i1) nem tintek el nagy molekulasilyu savok, és nem jelentek
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meg ujabbak az alacsonyabb molekulasilyd részben, azaz protedzaktivitds a nativ
rostacsd exudatumban nem észlelhet6. Ennek az oka az, hogy a phloem exudatum

protedz inhibitort tartalmaz: egy cisztein tipusi proteazokat gatlo proteint, a cisztatint.

Szulfhidril-reagens valtozast okoz az SDS-PAGE fehérjemintizatban

A szulfhidril-reagensek, igy a B-merkaptoetanol (ME), a polipeptidlancokat
Osszekoto diszulfid-hidakat felbontjak. Az intermolekularis cisztein-hidak felhasaddsa
ME hatdsdra, szabadda teszi a fehérjealegységeket, a gélben nagy molekulastlyd
sav(ok) tinik el, egyidejileg egy vagy tobb alacsonyabb molekulasilyi sav jelenik
meg. Az intramolekularis diszulfid-hid felbomldsa esetén a fehérjesav a magasabb
molekulasily iranyaba tolédik el.

Megvizsgaltuk az SDS-PAGE fehérjesivmintdzat valtozasat B-merkaptoetanol
(ME) hatasara. ME nélkil a 18, 19 kD-os két fésav lathat6, mely ME jelenlétében a
jellegzetes 3 fosdvra valik szét, a 19 kD-os sav egy része (ez a denzitas csokkenésébdl
jol latszik) a 20 kD-os savba vandorol. A helyén maradé 19 kD-os komponens
valoszindleg nem azonos a 20 kD-os fehérjével, feltételezve, hogy az alkalmazott
kisérleti koriilmények kozott valamennyi diszulfid-hid felbonthatd. A fehérjék kétdi-
menzios elvilasztiasa a késébbiekben magyarazatot ad az elsésorban a fehérjesavok
inhomogenitasabol adodo kérdésekre (1, 2).

A fehérjemintazatban nem talaltunk tobb olyan sdavot melynek helyzete
megviltozott volna ME hatdsiara. Az is megallapithatd, hogy a nativ rostacsd
exudatumban nincsenek diszulfid-hidakkal stabilizalt nagy molekulasalyd aggregdtu-

mok, melyeknek molekulasilya meghaladna a 100 kD-t.

Phloemspecifitas

A rostacsé exudatum fehérjéinek SDS-PAGE elvilasztisaval demonstralhato,
hogy az exuddtum fehérjemintazata nem azonos a csiranovény kiilonbozé szerveibdl
nyert fehérje extraktumok fehérjemintizataval. Ha a rostacsé exuddtum fehérjéit
osszehasonlitjuk azonos mennyiségl, a hypocotylbdl, ill. a sziklevélbdl nyert extrak-
tumok fehérjemintazataval, lathaté, hogy a szdvetkivonatok fehérjéi a 30 kD-ndl
nagyobb molekulasuily tartomanyban vannak, mig az exudatumban a kisebb moleku-
lasulyd fehérjék domindlnak. Azonos fehérje mennyiséget tekintve a szovetkivonatok--

ban nem taldlhatok az exudatuméhoz hasonlé nagy denzitdsi (erds festédési) savok.
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A szovetkivonatok megnovelt fehérjemennyiséggel létrehozott savmintazatanak az
exudatum mintazataval valo 6sszehasonlitdsa azt mutatja, hogy a rostacsé exudatum
fehérjetartalmanak molekulasuly szerinti megoszlasa, és az egyes savok fehérjetar-
talma (denzitasa) kiilonbozik mindegyik szovetkivonattdl, a fehérjemintazat phloem-
specifikusnak tekinthets. Azonban az, hogy az egyes fehérjék kizarélag a phloemben
fordulnak elé nem donthetd el, mivel a megnovelt fehérjetartalmi mintakban, pl. a
sziklevélben, és a hypocotylban feltiinnek olyan fehérjesavok, melyek az exuddtum

egyes savjaival azonos magassagban helyezkednek el (1, 2).

A rostacsé exudatum fehérjéi pl értékiik szerint elvalaszthatok: IEF

Az IEF soran alkalmazott pH gradiens elég stabil volt ahhoz, hogy a fehérjék
elérjck a pl értékiiknek megleleld equilibrium pH-t. A pH gradiens a pH 3-9 tar-
tomanyban értékelhetd felbontdsa volt, a pH 4-06 értékek kozott kiilondsen jo elvalast
adott. A R. communis L. cv Carmencita 6 napos csirandvények rostacsé
exudatumanak fehérjetartalmat 34 kiilonbozd pl értékd fehérjesavra sikeriilt felbon-
tani. A savok zome a pl 4,6-5,9 (gyengén savas) régioban helyezkedik el, de talalhato
sav a pl 3,7, 1ll. a pI 9 értékeknél is.

Az IEF mintazatban 6 kiilonosen intenziv festédésu sav lathato pl 5, pl 5,9 és
pl 9 koriili értékeknél. A savok tilnyomo része kozepes, vagy gyenge festodési.
Nagyobb fehérjemennyiség (20-40 pg) volt sziikséges ahhoz, hogy a savmintazat
értékelhetd legyen, valdszind, hogy a savok szama tobb mint 34. A nagy denzitdsi
savok nem feltétleniil azonosak az SDS-PAGE mintazat f{Gsavjaival, ez a

kétdimenzios elvalasztasbol eldonthetd (1, 2).

Osszehasonlité vizsgdlatok

Megvizsgaltuk a két Ricinus tenyészvaltozat 6 napos csiranovényébdl és
kifejlett novényébdl szarmazod rostacso exuddtumok SDS-PAGE, IEF siavmintazatat.
Az dsszehasonlito vizsgalatok célja az volt, hogy megallapitsuk azt, hogy: i) valtozik-
e az exudatum fehérjemintazata az egyedfejlodés sordn; ii) a genetikailag kiilonb6z6
tenyészvaltozatok (R. communis L. cv Carmencita, ill. cv sanguineus) exudatumanak

fehérjemintazata milyen kiilonbségeket mutat.
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Az egyedfeilodéssel vatozik a fehérjemintizat

Az egyedfejlodés két egymastol idoben tavoli stadiumaban levé egyedekbdl
nyert rostacsé exuddatumok SDS-PAGE mintazata azt mutatja, hogy a csiranévények
¢és a kifejlett novények exudatuma azonos savokra bonthaté fel, azonban az egyes
sivok denzitdsa eltér. Ugy tinik, az egyedfejlddés sordn bizonyos fehérjék
mennyisége megnod, masoké csokken: az alsé régié 5. savjanak fehérjetartalma
megnott, a fosavok a centrilis régidban vesztettek fehérjetartalmukbdl a felndtt nové-
nyekben. Az IEF mintazat valtozasa hasonloképpen jellemezhets: azonos a siavok
helyzete, azonban a denzitas (fehérjetartalom) kiilonbozhet: a pl 5 értékhez kozel esd
savok. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a phloem exudatum egyedi fehérjéi meg-
hatarozott, azonban eddig felderitetlen élettani feladatot latnak el, mely az egyed-
fejlodés soran valtozhat (1, 4, 9).

Tenyészvaltozatok exudatumanak SDS-PAGE, IEF savmintidzata

A két tenyészvaltozat (Carmencita és sanguineus) habitusa jelentGsen eltér.
Megvizsgalva a csiranovények rostacsd exudatumanak SDS-PAGE sdvmintazatat a
két minta gyakorlatilag azonos savelrendezédést mutat, a felsé régié minor kompo-
nensei kozott fedezhetok fel csekély eltérések, a felsd régio 17 jellegzetes savja azo-
nosithatd. Az IEF mintazat jol tiikrézi a genetikai kiilonbségeket, eltérései szem-

betlinobbek. A pl 6 érték kozelében (j savok lathatdk a sanguineus exuditumaban (1).

A rostacs6 exudatum 115 egyedi fehérjét tartalmaz: 2D-PAGE

A modszertani eredményekhez sorolhatd, hogy kidolgoztuk egy olyan kétdi-

menzios elektroforetikus elvalasztds technikai részleteit (futtatasi paraméterek, gél-
equilibralas a 2. dimenzidt megel6zéen), mely elsé dimenzioként egy carrier ampho-
[yte tipusu izoelektromos fokuszalast (IEF), masodik dimenzioként a Schiigger & v.
Jagow szerinti SDS-poliakrilamid-gélelektroforézist (SDS-PAGE) foglal magaba. Az
eljdras jellemzoi: 1) nagymértékben reprodukalhatd; ii) megfeleld felbontast ad, nagy
valoszintiséggel egyedi fehérjékre bontja fel az exuddtum fehérjetartalmat (1).

Kétdimenzios poliakrilamid gél elektroforézis (2D)

A kétdimenzios elektroforézis technika alkalmas a komplex fehérje elegyek
komponenseinek szétvalasztisara. Az elsé dimenzioként alkalmazott izoelektromos
fokuszalas (IEF) a fehérjéket eltérd pl értékiik alapjan savokba rendezi. Egy-egy ilyen

sav a gélen rendszerint tobb fehérjekomponenst tartalmaz. A masodik dimenzié SDS-
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poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-PAGE), ami a molekulasily alapjan nagy
valoszindséggel egyedi fehérje pontokka bontja az IEF savjait. Ilymédon akar 1000
polipeptid komponens is elvalaszthato.

Az IEF a fent leirt médon tortént. A masodik dimenzié Schiigger & v. Jagow
szerinti SDS-PAGE (10%T) volt a fenti osszetételben, azonban a futtatashoz 125 x
260 x 0,5 mm gél-formatumu horizontalis elrendezési Multiphor I (Pharmacia)
rendszert hasznaltunk, EPS 500/400 (Pharmacia LKB) tapegységgel.

A vékony gélt (0,5 mm) GelBond PAG film (Pharmacia) feliiletére
polimerizaltuk, a hidrofil oldalra, ha a megfestett gélre volt sziikség, a hidrofob oldalt
hasznaltuk egyéb preparativ feladatokhoz (blot), ahonnan a gél kénnyen levalaszthaté
volt. A horizontdlis gélek 35 mm stacking gélt, és 80 mm hosszisdgu szeparald gélt
tartalmaztak.

MintaelGkészités a 2. dimenzichoz

Az 1. dimenzioban (IEF) elvalasztott fehérjéket nem elualtuk a gélbdl, hanem
gélben megtartva oket, a gélszeletet equilibraltuk SDS tartalmu pufferrel. Equilibrald
oldat: 0,05 M Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 2% B-merkaptoetanol, 11% glicerin. A
gélszeletet szobahdmérsékleten kb. 10 ml oldatban 2x10 percig equilibraltuk,
félidoben az oldat felét frissre cseréltiik. Az igy elGkészitett gélszeletet a horizontalis
SDS gélre helyeztiik Ggy, hogy kb. 10-15 mm szabad stacking rész maradjon eldtte.

A molekulasily standardot oldatként vittiik fel a gélre helyezett Whatman
3MM papirszeletre.

Elektroforézis-paraméterek

A 2. dimenzids géleket Multiphor II tankban, szobahémérsékleten, de
hitélapon futtattuk. A gélt az elektrod-pufferekkel Whatman 3MM papir-hidakkal
kotottik ossze. Amig a Coomassie Brilliant Blue G-250-nel jelolt front el nem érte a
szeparalo gél hatarat (kb. 70 perc) a maximalt fesziiltség 200 V (17 mA) volt. A sze-

paralo gélben a futds: max. 30 mA (500 V). A futds idStartama kb. 4 6ra.

A rostacsd exudatum fehérietartalmanak 2D elvalasztisa

A R. communis L. cv Carmencita 6 napos csirandvényeinek rostacsé
exudatuma 115 fehérjepontra volt felbonthaté. Megfigyelhetd, hogy az SDS-PAGE
[Gsdvjai nagyszamu egyedi fehérjére bomlottak, a savok zome valéban inhomogén

volt az egydimenzios géleken. A fehérjék molekulasilyat és pl értékét meghataroztuk,
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ez a szamozds szolgdl a késobbi vizsgilatokban az egyes fehérjék megnevezésére,
azonositasara (STEP 1-115). A fehérjemintazat jellegzetessége, hogy a komponensek
nagy része a pl 4,6-5,9 tartominyba esik, ill. az azonos molekulasilyu egyedi fehérjék
eltérd izoelektromos pont szerint erésen szorédnak. A R. communis L. phloem
exudatum kétdimenzids fehérjemintazata rendkiviili hasonldésigot mutat a biza
phloem exudatum fehérjék kétdimenzios eloszldsaval. A buiza phloem exudatuma tobb
mint 100, tobbségében 30 kD alatti molekulasilyu fehérjét tartalmaz. A két tavoli faj
rostacso exudatum-fehérjéinek rendkiviil nagyfoki hasonlésaga azt mutathatja, hogy a
magasabbrendd névények mobilis fehérjéinek eléfordulasa dltalanos, és élettani
szerep tulajdonithat6 ennek a fehérjefrakcionak (1, 2).

Az STEPs korlatozott mennyisége ellenére sikeriilt a 2D elvilasztast meg-
oldani, az egyedi fehérjekomponenseket szepardlni. Ez alapvetd jelentGségil a késobbi

kisérletekhez.

A [33S]-L-metionin beépiil a STEPs-be

Kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a rostacsé nedv folyamatosan jelen levd
fehérjéi vajon egy raktarozott fehérje-pool lebontasabdl szarmaznak-e, vagy a fehérjék
allandoan szintetizalédnak.

A csirandvény képes aminosavakat felvenni a sziklevélen keresztiil, ha
elézéleg a zart endospermiumot eltiavolitottuk. [3S]-metioninnal a frissen szin-
tetizalodo fehérjék in vivo megjeldlhetok. Az SDS-PAGE autoradiografian lathato,
hogy a radioaktiv metioninnal tértént 1 6ras inkubdaciot kovetden az exudacio elsé 30
percében gyujtott rostacsé nedv mar tartalmaz jelolést, azaz de novo szintetizalt fe-
hérjéket. A 20 kD-os fésav kiilonosen intenziven jeldlt, a 19 kD-os fésav is lathat6. A
késobbiek sorin, a kovetkezé 50 percben, és ez exudiacié 3. odrdjaban gyujtott
exuddtumban a sdvmintdzat egyre t6bb fehérjéje valt jeloltté, kiilonosen a magasabb
molekulasalyd savokban. A 18 kD-nal nem észlelhetd jelolés, ott, ahol Coomassie-
festéssel az egyik fosav talalhatd. Ez magyarazhaté azzal, hogy a fehérje lassan szin-
tetizalodik, vagy nem tartalmaz metionint.

A hypocotyl és sziklevelek fehérjéi eltéré jelolési mintazatot mutatnak. A
sziklevelek fehérje-kivonataban talalt sok radioaktiv sav intenziv fehérjeszintézist mu-
tat, a hypocotyl fehérje extraktuma alig tartalmazott radioaktivitast az exudacio 4.

ordjaban.

22



Az eredményekbdl megdllapithatd, hogy a rostacsé exudatum fehérjéinek
tobbsége folyamatosan szintetizalodik. Az exudatum fehérjék szintézisének ismereté-
ben kizdrhato az a fehérjék eredetére vonatkozo feltevés, hogy a novényben lejatszodo
élettani folyamatok valtozasdaval, mas-mas “hulladék” képzddik, azaz mas-mas
exudatum fehérjekomponensek jelennek meg, kizarhaté tovabba, hogy a phloem
mobilis fehérjéi egy raktarozott fehérje-pool (pl. protein body) lebomlasabol szar-

maznak (1, 2).

Poliklonalis antitesteket tartalmazé szérum elGallitisa a STEP 29 jeli
exudatum fehérje ellen

A fehérjék 2D elvilasztisa lehetévé tette az exudatum egyedi fehérje kompo-
nenseinek preparativ tisztitasat. A STEP 29 jeld az egyik “legnagyobb” mennyiségben
eléforduld fehérjekomponens a rostacsé exudatumban; az egydimenzids SDS-PAGE
mintazat kozépsé fésavjanak része.

Az NC membranra immobilizalt fehérjével végzett immunizalds sikeres volt.
A nyulbol nyert szérum 1:100 higitasban j6 eredményt adott. A STEP 29 fehérje elleni
poliklondlis szérum az exuddtum két savjaval reagilt: a 19 kD os savban, melynek
része a STEP 29 és a 70 kD sdavban. A sziklevél és a hypocotyl fehérje extraktumaban
a 19 kD-os savban latszik specifikus jelolddés. A blot-on megjelent tobbi halvany sav
nincs osszefliggésben a STEP 29 fehérjével, mivel ezek a savok a preimmun szérum-
mal is lathatok voltak (1).

Az eldillitott poliklonalis antitesteket tartalmazo szérum felhaszndlhaté mas
kutaték altal vizsgalt novényfajok phloem exudatumaban immunolégiailag hasonlo

fehérjék kimutatasara.

Exudatum fehérjék immunologiai hasonlésag alapjan azonosithatok:
Western-blot

Kiilonféle, ismert fehérjével specifikusan reagalé poliklonalis antitesteket tar-
talmazé szérummal kerestiink pozitiv reakcidot add fehérje komponenseket a rostacsé
exudatum SDS-PAGE mintazataban. Olyan fehérjéket valasztottunk ki, amelyek
rendkiviil konzervativ szerkezetiek, és az é161ények széles korében megtalalhatok.

Ubiquitin

Mivel a rostacsd elemekben az érésiik sordn jelentds mértékd proteolizis zajlik

le, megvizsgaltuk, vajon jelen vannak-e az exudatumban az ubiquitin-fliggé protein



lebontd rendszer komponensei: pl. az ubiquitin, az ubiquitin-konjugdlé enzimek,
proteasome. Az ubiquitin-antitest kiilonosen erds jelet adott a phloem exudatum poli-
peptidjeivel. A jelolt fehérje molekulasilya 10 kD, ami megfelel a tiszta, monomer
ubiquitin molekulasilyanak. A jelolés az SDS-PAGE mintazat alsé régidjanak 1.
savjaban van, ami a 2D mintazat alapjan megallapithatéan egyetlen fehérjekompo-
nensbol all, a 2D mintazat STEP 1 jeld fehérjéje ubiquitinként azonosithaté (a STEP 1
pl értéke is megfelel az ubiquitinének: pI > 7,83). Az ubiquitin a tébbi fehérjéhez
viszonyitva jelentés mennyiségben fordul elé az exudatumban szabad monomerként,
az osszes STEP kb. 10%-a. Az exudatumban 20 kD molekulasilyi komponens reagalt
az Ubi-antitesttel, ez valdészintleg ubiquitindlt fehérje. Az UBC4 és proteasome szé-
rum nem adott pozitiv eredményt a phloem fehérjékkel. Ez azt mutatja, hogy a rosta-
elemekben az ubiquitin fiiggd fehérjelebontas nem miksdoképes (1, 4, 9, 10).

Chaperonok: HSP 70, GroEL, RBP

A R. communis L. rostacsé exudatumaban poliklonalis antitestekkel kimutat-
tunk harom fehérjét, melyek a chaperonok csoportjaba tartoznak.

A HSP 70 fehérje-csalad képvisel6i normal koriilmények kozott is megtalal-
hatok a novényekben, megjelenésiik fiiggetlen lehet stressztol, azonban az egyes HSP-
k elGforduldasa szovetspecifikus lehet, vagy a sejt bizonyos fejlddési allapotahoz
kotddhet. A prokaryota GroEL elleni antitest az eukaryotak HSP 60 fehérjéivel ad
keresztreakciot. Ezek a chaperonok (HSP 70, HSP 60) megkonnyithetik a fe-
hérjetranszportot, a fehérjék membranon, plazmodezmakon valé atjutasat (az alacsony
SEL ellenére). Ezek a fehérjék képesek mas fehérjék konformacidjat ideiglenesen
megvaltoztatni, unfolding-folding reakcidt katalizalni, fenntartani a fehérje unfolded
allapotat mindaddig amig a fehérjetranszlokacido végbemegy a membrin két oldala
kozott.

A phloem exudatumban, hasonléan a sziklevélbdl és hypocotylbdl szarmazo
fehérjekivonatokhoz pozitiv reakciot talaltunk HSP 70-antitesttel, minden esetben 70
kD-ndl. A GroEL szérum 90 kD-nél adott erésebb jelet, azonban 60 kD-ndl is meg-
jelent egy halvany szignal. Az RBP-antitest (Rubisco binding protein) tiszta, erds

jelélést adott a varhaté 60 kD-nal (1, 3, 8, 10).
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A rostacsé exudiatum Ca-kotd fehérjét tartalmaz

Stains-all festéssel megfeleld kisérleti koriilmények kozott specifikusan kékre
festodnek a Ca-kotd fehérjék. Az SDS-PAGE minigél fehérjemintazataban pozitiv
festodést talaltunk. A 18 kD-os (alsd) fésavban az egyik fehérje komponens kékre
festodott. A sav molekulasily szerint a calmodulinnak felel meg. A 2D mintazatban
azonosithatd olyan fehérje (STEP 27), amely molekulasilya (M,:18,35 kD) és
izoelektromos pontja (pl 3,87) alapjan megfelel a calmodulinnak. A calmodulin-anti-

testtel végzett Western-blot ezt megerdsitette (1).

Protein-kinaz aktivitas detektalhaté az exudatumban

Vannak elézetes eredményeink 33P-foszfat in vivo beépiilésérdl az exuditum
fehériéibe. A fehérick egy része valoszintleg foszforilalt, ami egy lehetséges
szerinti erds szorodasinak.

Azonban a ¥P-foszfit felvételét kovetden az exuddcié olyan csekély volt
(<30ul), hogy az ebbdl futtatott 2D autoradiogrammjan (1 honap expozicio) csak alig
voltak észlelhetSk a foltok, és valdszind, ez csak egy része volt a ténylegesen jelolt
fehériéknek. A 33P-beépiilés a 18-20 kD-os sivok régidjaban volt. A fehérjetartalom-
ban kotott radioaktivitas mért értéke alig haladta meg a hatteret, a fehérjékre becsiilt
alacsony specifikus aktivitds, és a 3P-nak a 32P-ndl amigy is kisebb energidji
sugarzasa miatt.

Nativ rostacsé exudatumban sikeriilt protein-kinaz aktivitast detektdlni. Az

exudatum a kontrolként alkalmazott protein-kinaz katalitikus alegységhez hasonléan
képes volt a defoszforilalt és parcidlisan hidrolizalt kazein szubsztritot a [y->"P]-ATP
v-foszfatjaval foszforilalni. A protein-kinaz katalitikus alegység csak igen kevéssé
foszforilalja az exudatum fehérjéit. (Hosszabb, 3 napos expozicioval az SDS-PAGE
mintazat fésavjaiban, és a felsé régié nagyobb fehérjetartalmi savjaiban jelent meg
32p_jelslés.) Az exudatumhoz [y-">P]-ATP-t adva, 3 napos expozicidt kovetden viltak
lathatova az exudatum jellegzetes savjai. Valamennyi jelentdsebb fehérjetartalmi sav
lathato volt az autoradiogrammon. Tehat az exudatum protein-kinazanak szubsztratja
lehet az exudatum t6bbi fehérjekomponense. Az exudiatumban kimutatott prolein;

kindz sokléle fehérje-szubsztratot képes foszforilalni, defoszforilalt kazeint, az
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exuddatum valészintdleg valamennyi fehérje-komponensét. A protein-kindz a szerin-
treonin kindazok csoportjaba tartozik. Egyiittes el6fordulasa a rostacsé exudatumban a
calmodulinnal azt jelzi, hogy protein-kindz aktivitasa Ca-calmodulin-fiiggd lehet (1,

3, 8).

N-terminalis aminosav szekvencia meghatarozisa: blokkolt N-terminalis

A rostacso exudatum 2D mintdzataban a két legnagyobb mennyiségben jelen-
levé fehérjekomponenst: a STEP 29 ¢és STEP 40 jeldeket vilasztottuk ki
szekvendlasra, €s 2D elvalasztassal dllitottunk el megfelelé mennyiséget (kb. 10 pg).

Az N-terminalis aminosav szekvenilids eredménye azt mutatja, hogy a fehérjék
nem rendelkeznek szabad amino-terminalissal, ezért az aminosav szekvencia egy
részletének felderitéséhez sziikséges a molekulak eldzetes specifikus hasitasa. A
blokkolt (tobbnyire acetilalt) N-termindlis fizioldgiai €rtelemben is védetté teszi a fe-
hérjeket, meggatolja proteolitikus szignal hozzdkapcsolasat az amino-terminalishoz

(1).
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A phloem rostacsé elemei hosszi idon at életben maradnak, akar évekig
mukodoképesek lehetnek. Mivel sejtmagjuk nincs, fehérjeszintetizalé apparatusuk az
érés  folyamdn degradalodik, valoszind, hogy a rostaelemek muikodésének
fenntartasahoz intercellularis fehérje transzport sziikséges, melyben lényeges szerepet
toltenek be a phloem nedv mobilis fehérjéi.

A fehérjeszintézis valoszin helye a kisérésejt. Mikroautoradiografids
vizsgalatok bizonyitjak, hogy a STEPs szintézise soran elsGsorban a kisérGsejtek fe-
hérjéi jelolodnek. A kisérésejtek €s rostacsé elemek kozott talalhaté specialis plaz-
modezmak valoszintdleg lehetévé teszik, hogy 10kD-nal nagyobb [ehérjék is at-
jussanak rajtuk egyik sejtbdl a masikba, noha ezek a molekuldk meghaladjak a plaz-
modezma SEL értékét. Virusfehérjek (TMV P30 fehérjéje) novénybeli mozgdsaval
kapcsolatos vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy a plazmodezmadk szerepet
jatszanak a fehérjék, ill. mRNSek sejtek kozotti forgalmaban. A chaperonok ennek a
rendszernek a lehetséges elemei. Ez az irdny a plazmodezma kutatds felé vezet.

Ez azonban a kimutatott 115 fehérje toredéke, nem tudunk egységes képet
alkotni a mobilis fehérjét funkcidjardl. Az immunoldgiai azonossagra épité Western-
blot-tal valé fehérjeazonositas a jovoben is tovabb folytatodik, azonban a “fegyvertar”
génszintl technikaval egésziil ki. Mar elkésziilt a hypocotylbdl, sziklevélbdl szarmazo
cDNS konyvtar. A géneket expresszaltatva a STEPs-antitestekkel kihalaszhatok a
phloem mobilis fehérjéit kodolod szekvenciak. A thioredoxint és cisztatint mar ezzel a

modszerrel azonositottak.
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