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OKSYDAZY KONCOWE ROSLIN WYZSZYCH

Kiedy ksztattowaly si¢ pojecia o oddychaniu oparte na fundamentalnych
badaniach Lavoisiera, przez oddychanie rozumiano przewaznie procesy
pobierania tlenu powietrza i wydalanie dwutlenku wegla. Badania skupialy
si¢ glownie na réznych mechanizmach transportu tlenu czasteczkowego, na
obserwowaniu wielkosci wymiany w réznych warunkach, na zmiennosci
ilorazu oddechowego itp. Moglo sie wtedy zdawa¢, ze oddychanie jest funkcja
wylacznie zwierzgca, poniewaz u roélin proces oddychania byl maskowany
przez fotosynteze. Pézniej jednak udalo si¢ rozdzieli¢ oba te procesy i wykazac¢
u roélin bilans oddechowy podobnego rodzaju jak u zwierzat. Kiedy wresz-
cie na poczatku biezacego stulecia zrozumiano, ze oddychanie w dotychcza-
sowym zrozumieniu jest tylko objawem zewnetrznym procesoéw, ktére w ko-
moérce prowadza do znikania tlenu i produkcji dwutlenku wegla, zatarla sig
granica miedzy pojeciami oddychania i oksydacji skladnikéw ustroju. Oka-
zato sie wtedy, ze tak pojete oddychanie ma dtuzsza historig i jest lepiej po-
znane u roélin niz u zwierzat. Jeszcze w podreczniku chemii fizjologicznej
Parnasa wydanym w r. 1922 rozdzial o utlenianiach w przewaznej czgsci
opiera si¢ na znajomoéci utlenian u roélin. Juz jednak w okresie pierwszej
wojny $wiatowej rozpoczat sie szybki rozwéj badan nad oddychaniem komér-
kowym zwierzat, ktéry poprzez odkrycia Warburga, Wielanda, Thun-
berga, Keilina, Szent-Gyorgyi’ego doprowadzit w okresie migdzy-
wojennym do wzglednie dokladnego poznania procesu oddychania. Badania
nad biochemia komérki roslinnej, a takze nad jej oddychaniem, nie nadazaty
w réownym tempie i jeszcze do 1950 r. autorzy pracujacy w tej dziedzinie
ograniczali si¢ przewaznie do szukania u roélin proceséw chemicznych dobrze
juz poznanych u zwierzat. Dopiero w ostatnich latach jesteSmy $wiadkami
pewnej emancypacji w tej dziedzimie.

Odnaleziono u roélin wigkszo$¢ ciagéw reakcji skladajacych si¢ na od-
dychanie zwierzece i niepewno$¢ dotyczy raczej stopnia ich udzialu w meta-
bolizmie roslin. Najsilniejsza dyskusja toczy si¢ dookola zagadnienia oksy-
dazy koncowej u roslin.

Przez okreslenie oksydazy koficowej rozumiemy enzymy, ktére przenosza
uprzednio uwolnione elektrony bezposrednio na tlen. Sa one w ten sposob
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ostatnim ogniwem przeno$nikéw elektronéw uwalnianych w biologicznych
procesach oksydoredukcyjnych. Oksydazy korcowe mozna podzieli¢ na dwie
zasadnicze grupy, przyjmujac jako kryterium podzialu wrazliwo$¢ na cyjanki.
W ten sposob jedna grupe stanowi¢ beda enzymy wrazliwe na cyjanki; beda
to: oksydaza cytochromowa, tyrozynaza i oksydaza kwasu askorbinowego,
a druga — niewrazliwe na cyjanki samoutlenieniajace si¢ flawoproteidy i sa-
moutleniajace si¢ cytochromy grupy b.

Enzymy wrazliwe na cyjanki sa bardziej powszechne w tkankach roslin
i z tego wzgledu sa doktadniej zbadane. W 'tablicy 1 podano ogélna charakte-
rystyke ukiadéw oksydaz korncowych roélin.

Tablica 1
Charakterystyka oksydaz koncowych roslin

Objasnienie skrotow:

DPN
TPN

= nukleotyd dwufosfopirydynowy
= nukleotyd trdjfosfopirydynowy

DPNH = postaé zredukowana nukleotydu dwufosfopirydynowego
= posta¢ zredukowana nukleotydu trojfosfopirydynowego

TPNH

Oksydaza Grupa Zrodlo Inhibitory Wrazliwosé
kornicowa prostetyczna | elektronéw specyficzne na cyjanki
Oksydaza Fett = Fett+ Cco +
cytochromowa w zelazo- Cytochromy (inhibicja
porfirynie odwracalna
| | na Swietle) |
Tyrozynaza Cut = Cut+ o-dwuhy- | Cco +
droksy- (inhibicja
_ fenole nieodwracalna
i na $wietle)
I
Oksydaza Cut = Cutt Kwas Dwuetylodwu- | +
kwasu askorbinowy | tiokarbaminian
askorbinowego sodu
Flawo-proteidy J = DPNH nieznane .
AN ANVAY, 7 AN i TPNH
N N
I |
we flawinie
" Cytochrom b, k Fet+ = Fet*++ | Prawdopo- —
Cytochrom b, w zelazo- dobnie [
porfirynie DPNH i
i TPNH i
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Oksydaza cytochromowa (cytochrom a,)

Oksydaza cytochromowa jest enzymem katalizujacym reakcje utleniania
cytochroméw przez tlen. Keilin w klasycznych juz dzi§ badaniach w r. 1929
wykazal, ze enzym ten jest identyczny z szeroko rozpowszechnionym we wszyst-
kich prawie tkankach enzymem okreslanym wtedy jako oksydaza indofe-
nolowa.

Keilin i Hartree (1939) badajac widmo absorpcyjne zwiazku tlenku
wegla z samoutleniajacym si¢ barwikiem z migénia sercowego, cytochromem
ay, zwrdcili uwage na identyczno$¢ jego z «czerwonym» enzymem oddecho-
wym Warburga. Chance (1953 a, b, ¢, d) w badaniach swoich nad widmami
cytochroméw a i a; u drobnoustrojow- dostarczyl ostatecznych dowodéw
na identyczno$¢ cytochromu a, z oksydaza cytochromowa.

Cytochromy a i a, wystepuja przewaznie razem i poniewaz nie udalo si¢
ich rozdzieli¢, istnieja przypuszczenia, ze jest to kompleks ztoZony z dwoch
grup prostetycznych zwiazanych z jednym biatkiem (Hartree 1957). Jednak
wedhug Chance’a (1953a) cytochromy te niekoniecznie musza wystgpowaé
razem 1 ich stosunek ilo$ciowy w komérce moze by¢ rdzny.

Cytochrom a, reaguje bezposrednio z tlenem i tworzy z tlenkiem wegla
potaczenie odwracalne na $wietle.

Obecno$é oksydazy cytochromowej stwierdzono w calym szeregu tkanek
ro§linnych (Bhagvat, Hill 1951, Hartree 1957, James 1957). Wykazuje
si¢ ja przewaznie poSrednio albo przez stwierdzenie charakterystycznych
widm cytochroméw, a, b, ¢, wzglednie przez manometryczny pomiar utle-
niania cytochromu ¢ w obecnoéci zwiazkéw redukujacych go, takich jak
hydrochinon lub p-fenylenodwuamina.

Tyrozynaza (fenolooksydaza)

Druga oksydaza koncowa u roélin jest tyrozynaza, ktéra katalizuje dwie
reakcje, utlenianie monofenoli do ortodwufenoli i ortodwufenoli do odpo-
wiednich chinonéw. Obydwie te reakcje bada si¢ zwykle na uktadach mode-
lowych uzywajac p-krezolu jako substratu dla aktywnosci monofenolazowej,
a katecholu dla aktywnosci polifenolazowej. Stad potocznie nazywa si¢ row-.
niez obie te aktywnosci odpowiednio krezolazowa i katecholazowa. Obydwie
reakcje katalizowane przez tyrozynaze, mianowicie wprowadzenie tlenu w po-
zycje orto do obecnej juz grupy hydroksylowej monofenolu (aktywnos$¢
krezolazowa) i odwodorowanie powstatego w ten sposoéb dwufenolu (aktyw-
nos$¢ katecholazowa) sa z chemicznego punktu widzenia zasadniczo rézne.
Pierwsza aktywnos$¢ okresla Mason (1957) jako ortofcnolohydroksylazowa,
a druga jako ortodwufenolodehydrogenezowa.
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Przypuszczano przez pewien czas, ze istnieja dwa rozne enzymy kazdy
katalizujacy inna z tych reakcji, ale teoria ta zostala zarzucona, gdyz nikomu
nie udalo si¢ rozdzieli¢ tych aktywnosci miedzy odrebne frakcje biatkowe.
Mallette i Dawson (1949) otrzymali z grzybow wysoko oczyszczony pre-
parat tyrozynazy o obydwu aktywnosciach i wykazali jego elektroforetyczna
jednorodno$¢. Wigcej zwolennikéw ma utrzymujaca si¢ do dzi$§ teoria uni-
tarna, ktéra obie aktywnosci przypisuje jednemu enzymowi.

W celu wyjasnienia obserwacji zwiazanych z utlenianiem monofenoli
przez tyrozynaz¢ stawiano caly szereg hipotez. Hipotezy te mozna podzieli¢
na dwie grupy, w zalezno$ci od enzymatycznego lub nieenzymatycznego
interpretowania obserwacji. Zostaly one zreferowane w ostatnich przegla-
dach z historycznymi i bibiliograficznymi szczegétami (Dawson, Tarpley
1951, Nelson, Dawson 1944, Lerner 1953, Mason 1955, 1956, 1957).
Pomijamy je tutaj, poniewaz maja one przewaznie charakter spekulatywny.

Element bezpos$redniego do$wiadczenia wniosly tu dopiero badania izo-
topowe. Mason, Fowlks i Peterson (1955b), aby zbada¢ t¢ reakcje, prze-
prowadzili enzymatyczna hydroksylacj¢ 3,4-dwumetylofenolu w $rodowisku
wodnym i w atmosferze tlenu, podajac tlen izotopowy *O, raz w fazie gazowej,
a drugim razem zwiazany w wodzie. Badania wykazaty, ze tlen wprowadzonego
hydroksylu pochodzil z fazy gazowej, a nie z wody. Nie stwierdzili oni row-
niez 'w tych do$wiadczeniach wymiany tlenu fazy gazowej z tlenem wody.
Z dos$wiadczen swoich wyprowadzili wniosek, ze przypuszczenia o nieenzy-
matycznym utlenianiu monofenoli w obecnosci tyrozynazy sa niestuszne.
Jedna bowiem z gléwnych podstaw nieenzymatycznej interpretacji tego
procesu, reprezentowanej jeszcze w 1952 r. przez Kertesza (1952) bylo
zalozenie, ze tlen wprowadzonego hydroksylu pochodzi z wody $rodowiska,
a nie z fazy gazowej. Zgodnie wiec z obserwacjami Masona i wspoélpra-
cownikéw utlenianie monofenoli w obecnosci tyrozynazy uwaza si¢ dzi$
za proces enzymatyczny.

Wobec tego, ze obie funkcje tyrozynazy uwaza si¢ dzi§ za enzymatyczng
aktywno$¢ jednego bialka, nasuwa si¢ zagadnienie jednego czy dwu centrow
aktywnos$ci. Wigkszo$¢ autoréw wraz z Masonem (1956) przyjmuje jedno
centrum, ktére kolejno z miedzia dwuwarto$ciowa ma aktywno$¢ polife-
nolazy, w postaci za$ zredukowanej z miedzia jednowartosciowa aktywno$¢
monofenolazy. Inna koncepcje wysunal Kendal (1949), wedle niego tyro-
zynaza jest pojedynczym enzymem lub kompleksem enzymatycznym posia-
dajacym dwa odrebne centra aktywnosci dla obu czynnoéci enzymatycznych.

Sugestie co do udziatu tyrozynazy w procesach oddechowych roslin mozna
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wyprowadzi¢ z badan prowadzonych w stosunkowo dawnych czasach
(Bertrand 1896, 1907, Bourquelot, Bertrand 1895, Palladin 1908).

W 1908 r. botanik W. Palladin (1908) przedstawil poglad, Zze u roslin
chinony powstate przez utlenianie fenoli dzialajg z kolei jako utleniacze in-
nych zwigzkéw obecnych w komorkach. Procesy oksydoredukcyjne zacho-
dzace przy tym sa enzymatyczne, a chinony sa ogniwami posrednimi w ukla-
dzie utleniafi biologicznych. Hipoteza Palladina w swojej istocie i nawet
pierwotnej formie do dzi§ nie stracila na aktualnosci.

Powigzanie tyrozynazy jako oksydazy koncowej z procesami oddecho-
wymi roslin pierwsi wykazali w r. 1944 Robinson i Nelson (1944). Zauwa-
zyli oni, ze w ukladzie zawierajagcym L-tyrozyne, kwas askorbinowy 1 tyrozy-
naze nie zachodzi utlenianie tyrozyny na melaniny do momentu, gdy cala ilo$¢
kwasu askorbinowego nie zostanie utleniona do kwasu dehydroaskorbinowego.
Dopiero po utlenieniu kwasu askorbinowego nastgpuje utlenianie tyrozyny
do ciemnych zwiazkéw melaninowych. Robinson i Nelson przyjeli, ze prze-
no$nikiem wodoru jest w tym przypadku powstala w wyniku utlenienia
tyrozyny 3,4-dwuhydroksyfenyloalanina (DOPA). Utlenienie DOPA do od-
powiedniego chinonu katalizowane jest rOwniez przez tyrozynazg (aktywnos$¢
polifenolazowa), za$ odtwarzanie DOPA z DOPA-chinonu zachodzi pod
wplywem kwasu askorbinowego az do chwili utlenienia calej ilosci kwasu
askorbinowego. W tym czasie utlenianie tyrozyny nie wychodzi poza DOPA-
-chinon, a ukfad DOPA/DOPA-chinon dziala jako przenos$nik wodorow
w reakcji utleniania kwasu askorbinowego. Opisany proces przedstawili
Robinson i Nelson w schemacie 1.

Schemat 1
L-tyrozyna
i
tymzynaza
Kwas dehydroaskorbinowy] > DOPA
Kwas askorbinowy 5 DOPA—(:hmon(J I——) H,0
tyrozynaza
+H.0
+
Melaniny

Objasnienie skrotu:

DOPA = 3,4-dwuhydroksyfenyloalanina

Schemat Robinsona i Nelsona utleniania w obecnosci tyrozyny i tyrozy-
nazy przyjmuje tyrozynaz¢ w roli oksydazy koncowej. W procesach oddecho-
wych wedle przedstawionego schematu moga by¢ utleniane réwniez inne
zwiazki. U roélin wystepuje wiele substancji o charakterze fenoli, ktore moze
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utleniaé tyrozynaza. Zwiazki te moga posredniczyé w procesach oksydo-
redukcyjnych zwiazanych z DPN lub TPN. Wskazuja na to badania Kubo-
witza (1937), ktoéry wykazat in vitro, ze utlenianie 6-fosfoglikozy moze prze-
biega¢ w ukladzie: 6-fosfoglikoza, dehydrogeneza 6-fosfoglikozy, TPN, ka-
techol i tyrozynaza.

Ostatnio Wosilait i wspdlpracownicy (1954 a, b) wykazali w nasionach
grochu, w korzeniach marchwi i wielu innych tkankach enzym redukujacy
p-chinon w obecno$ci DPNH. Doswiadczenia nad tym enzymem — reduk-
taza chinonowa — przeprowadzili w ukladzie zawierajacym DPNH, 1,2-nafto-
chinon, tyrozynaze i tlen. Reduktaza przenosi wodory z DPNH na nafto-
chinon, za$§ tyrozynaza potrzebna jest do regeneracji chinonu. Jakkkolwiek
stosowany przez nich fenol nie jest substancja fizjologiczna, to szerokie wyste-
powanie innych zwiazkéw o charakterze fenoli, oraz reduktazy chinonowej
i tyrozynazy w $wiecie roslinnym sugeruje mozliwo$¢ funkcjonowania takiego
ukladu jako uktadu oddechowego. Ogdlnie uktad ten przedstawia schemat 2:

Schemat 2
DPNH o-chinon j [H,O
DPN* ] -+ o-dwufenol
Reduktaza chinonowa Tyrozynaza

Na inng mozliwa role tyrozynazy i procesu powstawania chinonéw zwré-
cili uwage Szent-Gyorgyii Vietorisz (1931b). Zaobserwowali oni, zZe usz-
kodzona 'tkanka rolinna zuzywa 15 razy wigcej tlenu niz nie uszkodzona
i sugerowali, ze powstajace w tym przypadku chinony ze wzgledu na swoje
wlasnoséci bakteriobdjcze chronia rosling przed wtargnigciem bakterii.

Zwracano rowniez uwage na uklad tyrozynazowy z punktu widzenia mozli-
wosci dostarczania przez procesy oksydoredukcyjne, biegngce w tym ukia-
dzie, energii do réznych funkcji fizjologicznych rosliny. Badano zalezno$¢
procesOw pobierania wody oraz wzrostu od aktywnosci tyrozynazy (Hackett-
Schneiderman, 1953). Nie udalo si¢ jednak wykaza¢ zwigzku migdzy tymi
procesami a aktywno$cia tyrozynazy. Badanie zwiazku miedzy procesami
wzrostu a aktywnos$cia tyrozynazy przeprowadzano na koleoptylach owsa
i todygach grochu, u ktérych oddychanie hamowano réznymi inhibitorami.
Stwierdzono, ze chociaz cyjanki hamowaly wzrost badanych roslin, co wska-
zywaloby na udzial oksydazy cytochromowej, askorbinowej, wzglednie tyro-
zynazy, to jednak bardziej selektywne inhibitory w stosunku do tyrozynazy,
jak fenylotiomocznik, tiomocznik i tiouracyl nie hamowaly wzrostu.

Chociaz przy pomocy badan z inhibitorami tyrozynazy nie udalo si¢
stwierdzi¢ zahamowania wzrostu, to jednak istnieja pewne dane, ze tyrozynaza
moze wywiera¢ wplyw na wzrost poprzez dzialanie na zwiazki typu auksyn.



Oksydazy koricowe ro$lin wyzszych 73

Briggs i Ray (1956) wykazali, ze kwas indolooctowy jest inaktywowany
przez ekstrakty z lici paproci zawierajacych tyrozynazg, do ktérych dodano
katechol lub pirogallol. Proces inaktywacji ujeli oni w nastgpujacy schemat:

A0 ~~/OH
| — |l
=Y “=-\oOH
i Tyrozynaza

1/20,

Produkt utlenienia
kwasu indolooctowego

Kwas
indolooctowy

Inaktywacja polega wedlug nich na utlenianiu kwasu indolooctowego
przez tyrozynaze przy udziale chinonéw jako akceptoréw wodoru z kwasu
indolooctowego. Z przebadanych przez nich fizjologicznych fenoli ani tyro-
zyna, ani DOPA nie mogly zastapi¢ katecholu i pirogallolu. Przypuszczaja
wiec, ze w roélinach istnieje jaki§ inny fenol, bioracy udzial w tego rodzaju
procesach. '

Poparciem dla sugestii Biggsa i Raya co do roli tyrozynazy w procesie
inaktywacji auksyn moze byé zaobserwowany przez Wagenknechta i Bur-
risa (1950) fakt, ze ukltad inaktywujacy kwas indolooctowy w korzeniach
fasoli byt hamowany przez zwiazki wiazace miedz, i autorzy przypuszczali,
7e chodzi tu o enzymy zawierajace miedZ, do ktoérych nalezy tyrozynaza.

Istnieje réwniez wiele danych do$wiadczalnych wskazujacych na rolg
tyrozynazy w utlenianiu mono- i polifenoli prowadzacym do syntezy flawono-
idow i garbnikéw, jak rOwniez brazowienia nasion, owocoéw i kory. Za-
gadnienia te sa przedstawione przez Masona (1955, 1957) w artykutach
zbiorczych.

W niektérych tkankach rodlinnych i zwierzecych stwierdzono istnienie
nieaktywnej tyrozynazy (Horowitz 1955, Kenten 1955). Bodine ze wspot-
pracownikami (1945, 1954 a, b, c) opublikowat szereg prac nad nieaktywna
forma tyrozynazy u owadéw, ktéra nazywa protyrozynaza. Kenten (1955)
znalazl nieaktywna forme tyrozynazy w liSciach Vicia faba L. Z badan Bo-
dine’a przeprowadzonych na preparatach z jaj konika polnego Melanoplus
differentialis wynika, ze przejcie protyrozynazy w forme¢ aktywna mozna
uzyskaé dziataniem niektérych rozpuszezalnikéw lub detergentow, wzglednie
przez krétkotrwale ogrzewanie do ok. 70° lub krotkotrwale dzialanie alkalii
(pOH 4).

Kenten (1955, 1957, 1958) aktywowal nieczynng forme tyrozynazy
z Vicia faba dzialaniem enzymow proteolitycznych, kwaséw (pH 3—3,5)
lub zasad (pOH 2,5—3,0) lub anionowych zwilzaczy.

Stwierdzono réwniez u ro$lin, a mianowicie w miodych ziarnach zyta
(Szarkowski 1957a. b) istnienie nicaktywnej formy tyrozynazy tylko w sto-
sunku do monofenoli przy pelnej aktywnosci w stosunku do dwufenoli.
Uzyskiwata ona aktywno$¢ w stosunku do monofenoli pod wplywem trypsyny.
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Natura nieaktywnej formy tyrozynazy nie jest dotad wyjasniona. Wyniki
badan dotychczasowych sugeruja, ze jest to albo prekursor, albo kompleks
enzymu z inhibitorem natury biatkowe;j.

Oksydaza kwasu askorbinowego

Rola oksydazy kwasu askorbinowego jako oksydazy koncowej w pro-
cesach utleniania w tkankach roélinnych byla czesto dyskutowana przez
réznych autoréw (James 1953a, b, 1954a, b, 1955, 1957, Reifer, Solecka
1958, Waygood 1950).

James (1953a) podaje, Ze zuzycie tlenu przez klarowny dializowany
sok z lisci jeczmienia w obecnosci dwufosfoheksozy jest stymulowane przez
dodatek kwasu askorbinowego i DPN. Przebieg tej reakcji przedstawia sche-
mat 3.

Schemat 3
1/2 dwufosfo-heksoza

| 4
¥

fosfotrioza +[ Dy *‘l l"CUIH“ [Redu-][
DH, - + = cot < ktaza AH, - +

Objasnienia skrotow:
D; = dehydrogeneza fosfotriozy
AH, = kwas askorbinowy
ECu = oksydaza kwasu askorbinowego
Col = DPN*

-+ 2ECu* —| -+ 1/20,
ra

+
— 2ECutt H,O

Poniewaz kwas askorbinowy nie reaguje bezposrednio z DPNH, James przyj-
muje obecno$é¢ przenosnika (reduktazy) podobnego do znalezionego przez
Waygooda (1950) barwnika pszenicy, ktéry przechodzit w forme barwna
dopiero w obecnosci kwasu askorbinowego. Stwierdzono réwniez (Waygood
1950), ze preparaty pszenicy, do ktérych dodano DPN i kwas askorbinowy,
moga utlenia¢ kwas jabtkowy i alkohol.

Szent-Gyorgyi (1931a) w 1931 r. zwrdcit uwage na mozliwosé¢ funkcjo-
nowania ukladu glutacjon — kwas askorbinowy jako ukladu oddechowego.
Nastepnie Hopkins i Morgan (1936) stwierdzili, ze w odwracalnym utle-
nianiu kwasu askorbinowego redukcja kwasu dehydroaskorbinowego przez
glutacjon jest procesem enzymatycznym.

W $wietle prac Mapsona i wspotpracownikéw (1951, 1956) zagadnienie
to wydaje sie byé wyjasnione. Stwierdzili oni na preparatach z nasion grochu,
ze TPNH moze by¢ utleniany poprzez glutacjon i kwas dehydroaskorbinowy.
Stosowanie kwasu izocytrynowego jako substratu dla dehydrogenazy wspét-
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dziatajacej z TPN pozwolito im wskaza¢ na mozliwo$¢ powigzania oksydazy
kwasu askorbinowego z utlenianiami cyklu kwasoéw trojkarboksylowych.
Kolejne etapy utleniania kwasu izocytrynowego przedstawiaja si¢ nastepujaco:

Mt
—T?I-Z-II-; ]:: —+ 2 GSH + Kwas a-ketoglutarowy -+ CO,

2 GSH -+ Kwas dehydroaskorbinowy & GSSG + Kwas askorbinowy

Kwas askorbinowy -+ 1/2 O, —--[55—-——> H,O + Kwas dehydroaskorbinowy

Kwas izocytrynowy + GSSG

GSSG ———— postaé utleniona glutacjonu
GSH - — postaé¢ zredukowana glutacjonu.

Dzialaja tu kolejno: (1) dehydrogenaza wspdtdziatajaca z TPN, (2) reduktaza
glutacjonu, 3(3) reduktaza kwasu dehydroaskorbinowego i jako oksydaza
koncowa (4) oksydaza kwasu askorbinowego.

Wypada wspomnie¢, ze badanie oksydazy kwasu askorbinowego natrafia
na duze trudnoéci. Kwas askorbinowy moze by¢ utleniany nieenzymatycznie
przy wszystkich pozorach reakcji enzymatycznej, jak to wykazali Reifer
i Solecka (1958) na przykladzie preparatow z kietkow pszenicy.

Samoutleniajace si¢ cytochromy grupy b i flawoproteidy

Badania Jamesa i wspolpracownikéw (1950, 1955) nad niewrazliwym
na cyjanki oddychaniem kolb kwiatostanowych Arum wskazaly zasadniczo
na mozliwo$¢ istnienia innych niz wyzej omoéwione trzech oksydaz konco-
wych. Nie udato im si¢ wykaza¢ w kolbach kwiatostanowych Arum ani oksy-
dazy cytochromowej, ani fenolooksydazy. Endogenne oddychanie okazalo
sie calkowicie niewrazliwe na stosunkowo wysokie stgzenie cyjankéw, dwu-
etylodwutiokarbaminianu sodu, jak réwniez na wysokie ci$nienie tlenku wegla.
Ekstrakt wolny od komorek katalizowal szybkie utlenianie dwufosfoheksozy
i na reakcje t¢ réwniez nie mialy wplywu inhibitory. Frakcja mitochondrialna
wyizolowana z kolb kwiatostanowych utleniata kwas cytrynowy, a-ketoglu-
tarowy i bursztynowy. Dodatek cyjanku nie hamowatl tych utlenian. Z do-
$wiadczen tych autorzy wyciagneli wniosek, ze oksydaza koncowa sa samo-
utleniajace si¢ flawoproteidy.

Pézniejsze badania Bendalla i Hilla (1956) przeprowadzone na kolbach
kwiatostanowych Arum maculatum wykazaly, ze utlenianie moze przebiegaé
poprzez samoutleniajacy si¢ cytochrom grupy b, mianowicie poprzez cyto-
chrom b,. Nie ma dowodéw na to, czy cytochrom b, jest bezpo$rednim ak-
ceptorem elektronéw dehydrogenaz, czy tez posrednim. Cytochrom b, jest
intensywnie redukowany przez bursztynian, a przez jablczan tylko w niewielkim
stopniu.
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Martin i Morton (1955) badajac frakcj¢ mikrosomalna szypulek lisci
Beta vulgaris wskazuja na mozliwo$¢ istnienia niewrazliwej na cyjanki drogi
oddechowej poprzez rézny od b, samoutleniajacy si¢ skladnik cytochromow
grupy b, mianowicie cytochrom bs. Frakcja ta katalizuje redukcj¢ cytochromu
b, przez DPN i TPN. Poniewaz cytochrom b, jest do$¢ szeroko rozpowszech-
niony w roslinach, jego powigzanie z procesami oddechowymi niewrazliwymi
na cyjanki zastuguje na dalsze badanie.

Udzial samoutleniajacych si¢ flawoproteidéw jako oksydaz koncowych
w procesie oddychania roslin przyjmuje si¢ na podstawie prac nad oddy-
chaniem niewrazliwym na cyjanki (James i wspotpracownicy 1950, 1955a, b).

Ostatnio James i Elliott (1958) wyosobnili z mitochondriow kolb kwia-
tostanowych Arum i czgsciowo oczyscili flawoproteid, ktérego grupa proste-
tyczna jest dwunukleotyd flawinoadeninowy. Flawoproteid ten wykazywat
zdolno$¢ samoutleniania sie, jak réwniez zdolno$¢ redukowania cytochromu
¢ w obecnosci DPNH. W ten sposéb mogtby on odgrywac rolg reduktazy
cytochromu c¢, jak réwniez oksydazy koncowej w utlenianiach biegnacych
w tej tkance. Poniewaz, jak wykazano dawniej (Hackett, Simon 1954,
James, Beevers 1950, James, Elliott 1955b) oddychanie kolb kwiatosta-
nowych Arum jest niewrazliwe na cyjanki, flawoproteid ten wydaje si¢ spel-
niaé raczej role oksydazy koncowe;.

James i Elliott ttumaczac jego rolg¢ w oddychaniu przyjmuja, ze w tkan-
kach kolb kwiatostanowych Arum moga byé obecne pewne niewielkie ilo$ci
cytochromu ¢ i oksydazy cytochromowej, utlenianie tkankowe moze zatem
przebiega¢ przy udziale tego flawoproteidu rowniez droga poprzez oksydaze
cytochromowa.

Zestawiajac swoje poglady z sugestiami Bendalla i Hilla (1956) co
do roli cytochromu b, jako.oksydazy koncowej w oddychaniu kolb kwiato-
stanowych Arum, James i Elliott proponuja ponizej umieszczony schemat
oddychania tej tkdnki z udzialem trzech oksydaz koncowych:

(=

Kwas bursztynowy + cytochrom b, <

—— ————————

oksydaza
cytochrom ¢ ——— 2 31 0,
3 cytochromowa

4 o
Ry Jolkowy * & o gy PPN S g T o W
i inne kwasy )
dh
FP
[

dehydrogenaza
flawoproteid
elektrony

Nie ma jeszcze pewnosci co do dwoch drég utleniania flawoproteidu,
poniewaz preparat otrzymany przez Jamesa i Elliotta nie jest czysty i sami
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autorzy przypuszczaja, ze moze maja do czynienia z dwoma réznymi flawo-
proteidami, z ktérych jeden ma wiasnosci reduktazy cytochromu c, tj. przenosi
elektrony z DPNH na uktad cytochromowy, drugi za$ przenosi atomy wodoru
bezposrednio na tlen.

Badanie roli flawoproteidowych oksydaz koncowych natrafia na szcze-
golne trudnoéci ze wzgledu na brak selektywnych inhibitoréw dziatajacych
na te grupe, ktére by nie zatruwaly rownoczesnie flawoproteidéw utleniaja-
cych si¢ za posrednictwem ukladu cytochromowego.

Wspéldzialanie oksydaz koncowych

Istnieja dane, ze w jednej tkance roslinnej moga funkcjonowaé réwno-
cze$nie rézne oksydazy koricowe (James 1953b, James, Boulter 1955a,
Mikhlin, Kolesnikov 1947, Thimann, Yocum, Hackett 1954, James
1953a). '

Wyniki uzyskane in vitro na preparatach oksydaz korficowych daja nam
tylko jako$ciowa orientacj¢ co do roli tych enzyméw w Zzywej tkance. Badanie
iloéciowego udzialu oksydaz koficowych w Zywej tkance roslinnej jest za-
gadnieniem bardziej zlozonym. Przeprowadza si¢ je mierzac intensywno$¢
oddychania tkanki, do ktérej wprowadzono odpowiednie inhibitory oksy-
daz koncowych. Inhibitory oddechowe, jak cyjanki, azydki, dwuetylodwu-
tiokarbaminian sodu itp. podawane w niewielkich stgzeniach tkance roslinnej
in vivo, ograniczaja tylko czgéciowo oddychanie, a pozostata cz¢$¢ oddycha-
nia jest juz niewrazliwa na zwigkszone stezenie danego inhibitora. Stad krzywe
zalezno$ci intensywno$ci oddychania od stezenia podawanego inhibitora
w pewnym zakresie jego st¢zeri maja przebieg horyzontalny (James, Boulter
1955 a).

Stosowanie inhibitoréw in vivo nie zawsze daje dobre i jednoznaczne
rezultaty ze wzgledu z jednej strony na brak rzeczywiscie selektywnych in-
hibitoréw poszczegdlnych oksydaz, i z drugiej strony ze wzgledu na trudnosci
z wprowadzeniem inhibitora do komoérki. Pierwsza wad¢ kompensuje do pew-
nego stopnia fakt, ze rézne oksydazy wykazuja réznice we wrazliwosci na
poszczegdlne inhibitory. Np. dwuetylodwutiokarbaminian sodu w stgzeniu
milimolarnym hamuje w caloéci oksydaz¢ kwasu askorbinowego jeczmienia,
a oksydaze cytochromowa w 259%. Obnizenie st¢zenia do 0,2 mM powoduje
spadek inhibicji tych enzyméw odpowiednio do 90 i 99,. Takie podwyzsze-
nie stosunku hamowania aktywnos$ci dwéch obok siebie dzialajacych enzy-
moéw pozwala dokladniej okredli¢ ich procentowy udzial w ogélnym oddy-
chaniu (James, Garton 1952). Jednak uzyskane zahamowanie nie musi
byé pelng miara ilosciowego udziatu danego enzymu w ogélnym oddychaniu,
poniewaz przy zahamowaniu jednego ukladu drugi moze wzmagaé swoj
udzial.
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Obserwuje sie réwniez, ze te same inhibitory w stosunku do tych samych
enzyméw réznych niezniszczonych tkanek rodlinnych nie zawsze dzialajg
w réwnym stopniu hamujaco, a czasami w ogéle nie wywieraja wptywu ha-
mujacego. Na przyklad oksydaza kwasu askorbinowego dyni jest unieczyn-
niana przez tlenek wegla, podczas gdy jad ten nie hamuje jej aktywnosci
w kietkach jeczmienia (James 1946). Fenolooksydaza jablek i ziemniakow
jest w réznym stopniu hamowana przez cyjanek (Sutter 1936, Wieland
Sutter 1930). Najogélniej réznice te mozna tlumaczy¢ odmienna struktura
tkanek u réznych roélin, co moze mie¢ wplyw na przenikanie inhibitora
do wnetrza lub innego rodzaju wplyw ochronny tkanki. Poza tym u réz-
nych gatunkéw mozemy mie¢ do czynienia z zasadniczo réznymi enzymami,
jakkolwiek dzialaja na identyczne substraty i daja jednakowe produkty,
a wiec wedlug terminologii enzymatycznej nosza jedna i t¢ sama nazwe.
Na przyklad dehydrogenaza kwasu mlekowego mig$ni jest silnie hamowana
przez 0,01 M kwas jodooctowy, podczas gdy kwas jodooctowy w tym sa-
mym stezeniu stabo hamuje enzym drozdzowy. Pisal o tym w 1937 roku
Dixon (1937). Dzisiaj wiemy, ze sa to dwa enzymy o r6znej budowie i roz-
nych grupach prostetycznych.

W celu hamowania ukladu oksydazy cytochromowej stosuje si¢ azydki
i cyjanki, wzglednie w przypadku réwnoczesnej obecnosci fenolooksy-
dazy — tlenek wegla. Zaznaczy¢ nalezy, ze o ile w przypadku oksydazy
cytochromowej i askorbinowej do zahamowania ich aktywnos$ci wystarcza
najczeéciej stezenie cyjanku 0,001 M (Hopkins, Morgan 1936, James,
1953b, Srinivasan 1936), o tyle w przypadku tyrozynazy stosowac nalezy
stezenie dziesigciokrotnie wyzsze (Sutter 1936).

W nieobecnosci tyrozynazy udzial oksydazy kwasu askorbinowego w ogdl-

" nym oddychaniu mozna bada¢, stosujac inhibitory wigzace miedz. Najczgsciej
uzywany jest dwuetylodwutiokarbaminian sodu (dieca).

Albert i Gledhill (1947) badali zdolno$¢ wigzania r6znych metali
przez dieca. Stwierdzili oni, Ze dieca w warunkach zblizonych do fizjologicz-
nych (pH 7,0, temp. 37°) daleko atwiej wigze miedz dwudodatnia niz zelazo
dwu- jak i tréjdodatnie. Dobierajac odpowiednio stgzenie mozna uzykac
hamowanie oksydazy kwasu askorbinowego bez wyraznego hamowania
oksydazy cytochromowej (James 1953a, b, James, Boulter 1955a).

Tak wiec okre$lenie udzialu poszczegdlnych oksydaz kofcowych w od-
dychaniu tkanki roslinnej wymaga najczesciej stosowania kilku inhibitoréw,
jak réwniez przebadania calego szeregu stezen.

Udziat w ogélnym oddychaniu oksydaz koncowych niewrazliwych na
cyjanki oznacza si¢ z réznicy intensywnoéci oddychania ogdlnego i pozosta-
lego, po zahamowaniu oksydaz metalicznych cyjankiem.

Wprowadza¢ inhibitor do tkanki roslinnej mozna albo przez infiltracje
prézniowa sposobem Kursanova (1941), lub tez wytrzasajac badang tkanke
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w roztworach buforowych inhibitora przez okre$lony przeciag czasu (James
1953b). _

Dobér pH roztwordw inhibitora wprowadzanych do tkanki musi uwzgled-
nia¢ zaréwno trwalo§é inhibitora w danym pH, jak rowniez wplyw pH na
intensywnos$¢ oddychania badanej tkanki. James (1953b) np. dla inhibito-
réw takich, jak dieca i azydek, ktore maja wlasnosci stabych kwaséw, przy
badaniu ich wplywu na oddychanie korzeni jeczmienia stosowal roztwory
buforowe o pH 5,0. Mikhlin i Kolesnikov (1947) infiltrowali do lidci jecz-
mienia roztwory cyjanku o pH 6,81. Kwasota $rodowiskowa moze mie¢
rowniez wplyw na sam proces przenikania inhibitora przez blony komoérkowe.

W oparciu o dzisiejsze sposoby badania i wyniki trudno jest nawet nie-
kiedy odpowiedzieé, czy dana oksydaza stwierdzona w tkance roslinnej gra
praktycznie role w jej oddychaniu. Odnosi si¢ to giéwnie do oksydaz mie-
dziowych, tj. do oksydazy kwasu askorbinowego i tyrozynazy, ktorych rola
jako oksydaz koncowych jest przez niektorych autoréw kwestionowana
(Eichenberger, Thimann 1957, Levy, Schade, Bergmann, Harris
1948, Reifer, Solecka 1958).

Jak widzimy, wyjaénianie udziatu poszczegoélnych oksydaz lub ich wspét-
dzialania jest zadaniem trudnym i nie zostalo dotad w zadowalajacy sposob
opracowane. Metody, ktérymi si¢ dzi§ postugiwa¢ mozemy, pozostawiaja
bardzo wiele do zyczenia. Dalszy postep w tej dziedzinie wymaga niewat-
pliwie udoskonalenia metod badawczych i lepszego poznania dzialajacych
enzyméw. Poza tym nalezy si¢ liczy¢ z mozliwoscia, ze obraz moze sig zmie-
nia¢ zaleznie od stadium rozwojowego roéliny. Nalezy wigc nie tylko udosko-
nali¢ metody badawcze, ale réwniez dazy¢ do Scistego ustalenia stanu roz-
wojowego 1 wieku fizjologicznego roéliny lub jej badanej czgdci.
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