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AMONIAKO-LIAZA L-FENYLOALANINY (PAL). II. MECHANIZM REGU-
LACJI AKTYWNOSCI ENZYMU W ROSLINACH

Amoniako-liaza L-fenyloalaniny (PAL) (E. C. 4.3.1.5.) jest kluczowym enzymem
uczestniczacym w metabolizmie zwiazkéw fenolowych o szkielecie fenylopropano-
wym (Ce, C,). Aktywno$¢ tego enzymu regulowana jest przez $wiatlo, regulatory
wzrostu i rozwoju roslin oraz koricowe produkty szlaku kwasu sznklmowego takie
jak fenyloalanina, kwas trans-cynamonowy i jego pochodne.

Podczas kietkowania nasion i bulw, wzrostu izolowanych organéw takich jak
skrawki lisci, odcinki peddéw i bulw, niezaleznie od procesu fizjologicznego, aktyw-
nos¢ PAL poczatkowo wzrasta, osigga maksimum, a nast¢pnie spada. Na powyzszy
obraz zmian aktywnoéci PAL skladaja si¢ cykliczne (24-godz.), charakteryzujace
si¢ niewielka amplituda, okresy wzrostu i spadku aktywnoéci enzymu. Prowadzone
w wielu o$§rodkach badania zmierzaja w kierunku poznania mechanizmu i regulacji
tych zmian aktywnosci enzymu.

Dane literatury oraz wyniki wlasnych badan autorki (Szkutnicka 19?5) poz-
wolity na zaproponowanie schematu regulacji PAL na poziomie molekularnym
(schemat 1). W schemacie omdwionym szczegotowo w dalszej czgsciartykutuuwzgled-
niono trzy podstawowe aspekty tej regulacji przy udziale endogennych i egzogennych
czynnikéw regulujacych: synteze, inaktywacje i aktywacj¢ nieczynnej formy enzymu.

Wspomniany schemat zaproponowano przyjmujac hipotez¢ Engelsmy (1969)
i Zuckera (1968) zaktadajaca, ze w tkance ro$linnej odbywa si¢ synteza PAL i jej
inhibitora biatkowego (ryc. 1). Inhibitor ten moze tworzy¢ nieaktywny kompleks
z enzymem. Aktywnoé¢ PAL obserwowana w tkance ro$linnej stanowi wypadkowa
wymienionych powyzej procesdéw, a aktualna aktywnos$¢ enzymu zalezy od inten-
sywnosci przebiegu kazdego z nich.

1. Mechanizm regulacji aktywno$ci amoniako-liazy L-fenyloalaniny przy udziale
.zwiazkéw fenolowych

Jednym z podstawowych czynnikéw regulujacych aktywno$¢ PAL jest produkt
reakcji katalizowanej przez ten enzym — kwas trans-cynamonowy oraz produkty
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jego przeksztalcenia — kwasy trans-hydroksycynamonowe (Szkutnicka 1979).

Kwas trans-cynamonowy jest inhibitorem kompetycyjnym PAL (Walton 1968).
Hamujacy wplyw kwasu trans-cynamonowego i jego hydroksypochodnych na aktyw-
noé¢ tego enzymu in vivo nie moze by¢ jednak bezpo$rednim wynikiem kompety-
cyjnego hamowania enzymu. Swiadczy o tym obserwacja, ze potraktowanie rosliny
kwasami trans-hydroksycynamonowymi powoduje po pewnym czasie zahamowanie
wzrostu aktywnosci enzymu lecz aktywno$¢ ta nie spada ponizej poziomu obserwo-
wanego przed potraktowaniem rofliny tymi kwasami (Goldstein i inni 1972).

Wykazano, ze kwas trans-cynamonowy i jego hydroksypochodne moga regulo-
wa¢ aktywno$¢ PAL na zasadzie represji przez produkt reakcji. Druga proponowana
droga-dzialania nagromadzajacych si¢ zwiazkow fenolowych jest indukcja syntezy
bialek inaktywujacych PAL; prowadzi to do inaktywacji enzymu (por. schemat 1)
(Durst 1976, Engelsma 1968, 1972, 1974, Zucker 1965, 1968).

Zgodnie z hipoteza Zuckera (1968) przedstawiong na ryc. 1 synteza enzymu
poprzedza syntez¢ inhibitora biatkowego, indukowana za posrednictwem kwasu
trans-cynamonowego. W miar¢ wzrostu ilo$ci inhibitora biatkowego zwigksza si¢
szybko$¢ inaktywacji i ro$nie pula nieaktywnego enzymu. UwazZa si¢ to za przyczyng
obserwowanego spadku aktywnoSci PAL po osiagnigciu charakterystycznego dla
danej tkanki maksimum (Durst 1976, Engelsma 1968, Szkutnicka 1975, Thor-
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Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy hipotez¢ rozdzielonej w czasie syntezy amoniako-liazy L-fenyloalaniny
(PAL) i inhibitora bialkowego tego enzymu (wedlug Zuckera, 1968)

pe i inni 1971, Walton 1968, Zucker 1965). Wykazanie niskiej aktywno$ci PAL
w tkankach o wysokim poziomie kwasow trans-hydroksycynamonowych popiera
te hipoteze (Durst 1976, Engelsma 1968, 1970, Engelsma i Maijer 1965).

Stwierdzono, ze $wiatto niebieskie i ultrafioletowe (UV) powoduje wzrost aktyw-
nosci PAL (Attridge i Smith 1973, 1974, Attridge i inni 1974, Engelsma 1967,
1969, 1974, Hadwiger i Schwachau 1971, Nitsch i Nitsch 1966, Wellman
1971). Engelsma (1974) stwierdzit, ze zarowno UV jak i §wiatto niebieskie powoduje
przeksztalcenie kwasdéw trans-hydroksycynamonowych (kwasu p-kumarowego
1 ferulowego) do formy cis, ktoére nie hamuja aktywnosci PAL. Proces ten umozliwia
wzrost aktywno$ci PAL w wyniku na$wietlania. Zahamowanie wzrostu aktywnosci
PAL pod wplywem UV lub §wiatla niebieskiego przez podanie cykloheksimidu
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Schemat 1. Mozliwe drogi regulacii aktywnosdci amoniako-liazy L-fenyloalaniny (PAL) w ro§linach. INH —
inhibitor biatkowy PAL

pozwala na wnioskowanie, ze kwasy trans-hydroksycynamonowe powoduja repre-
sje syntezy de novo bialka enzymu (Engelsma 1974) zgodnie ze schematem 1.

Hamujacy wplyw L-fenyloalaniny — substratu PAL — stwierdzony przez Crea-
sy (1968), Engelsme (1968), Szkutnicka (1975), Szkutnicka i Lewaka (1975),
Thorpe 1 innych (1971) i Waltona (1968), przypisywany jest rowniez dziataniu
kwasu trans-cynamonowego, ktéry powstaje w wyniku dezaminacji tego amino-
kwasu zgodnie ze schematem 1.

Dotychczas omawiano endogenne zwiazki fenolowe biorace udziat w regulacji
aktywnosci PAL. W poprzedniej pracy (Szkutnicka 1979) przedstawiono sty-
mulujacy wplyw stereoizomeru substratu tego enzymu — D-fenyloalaniny — jako
inhibitora kompetycyjnego in vivo. Prowadzone przez autorke niniejszego artykutu
badania wykazaly, ze D-fenyloalanina moze by¢ poérednio zaangazowana w regu-
lacji syntezy de novo biatka PAL i jej inhibitora biatkowego.

Swiadczy o tym wzmozone wlaczanie “C-leucyny do biatka enzymu stwierdzone
w oczyszczonych metoda chromatografii powinowactwa preparatach z zarodkéw
jabtoni, hodowanych w obecnosci D-fenyloalaniny (SzkutnickaiLewak w druku).

Wzrost aktywnosci PAL w obecno$ci D-fenyloalaniny moze by¢ rowniez wyni-
kiem zahamowanej syntezy de novo inhibitora biatkowego enzymu przez ten ami-
nokwas. Przypuszczenie to popieraja wyniki uzyskane przez autorke (zlozone do
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druku) ktére wykazaty, ze usunigcie D-fenyloalaniny ze Srodowiska hodowli zarod-
kéw jabtoni prowadzi do szybkiego spadku aktywnosci enzymu w ciagu 12 godzin,
a inhibitor biosyntezy biatka — cykloheksimid — zapobiega temu spadkowi.

Zgodnie z przedstawiong powyzej hipoteza, D-fenyloalanina hamujac kompety-
cyjnie in vivo PAL ogranicza powstawanie kwasu trans-cynamonowego. Synteza
de novo inhibitora biatkowego PAL indukowana jest przez kwas trans-cynamonowy,
co oméwiono szczegblowo powyzej. Zatem D-fenyloalanina po$rednio uniemozliwia
synteze¢ inhibitora, a tym samym inaktywacj¢ enzymu (por. schemat 1).

2. Fotoregulacja amoniako-liazy L-fenyloalaniny

Na aktywno$é PAL, wptywa $wiatlo ultrafioletowe (UV), $wiatlo niebieskie,
§wiatlo w calym zakresie widzialnym, a takze $wiatlo czerwone i daleka czerwien
(Zucker 1972).

Swiatto stymuluje aktywno$é PAL, lecz nie jest czynnikiem niezbgdnym do poja-
wienia si¢ tej aktywnosci. Spadek aktywnosci enzymu po osiagnigciu charakterystycz-
nego dla danej tkanki maksimum obserwowany jest zaréwno na $wietle jak i w ciem-
noéci. Badania nad wpltywem nieprzerwanego o§wietlenia $wiatlem bialym na aktyw-
noé¢ PAL wykazaty wystepowanie cyklicznych, 24-godzinnych, zmian aktywnosci
tego enzymu (Bopp i Meier 1974, McClure 1974, Podstolski i Brown 1974).
Powyzsze dane sugeruja, ze §wiatlo jest czynnikiem wplywajacym gtownie na zmiang
réwnowagi pomigdzy aktywnym enzymem a systemem inaktywujacym.

Wiyniki badan prowadzonych przy zastosowaniu D,O (Iredale i Smith 1973,
Sacher i inni 1972, Schopfer i Hock 1971) i ¥C-aminokwaséw wiaczajacych sig
do biatka PAL (Szkutnicka 1975, Zucker 1969, 1970, 1971) wykazaly wzmozona
syntez¢ enzymu na $wietle oraz mniej intensywna syntezg tego biatka w ciemnosci.
Wazrost aktywnoéci enzymu pod wplywem $wiatla obserwowany jest po 1,5—2,5 —
godzinnym okresie zwloki (Smith i inni 1977).

Roéwnolegle przeprowadzono szereg badan przy zastosowaniu inhibitoréw bio-
syntezy biatek na poziomie translacji takich jak cykloheksimid (Amrhein i Zenk
1971, Creasy 1968, Engelsma 1967, Goldstein i inni 1972, Hyodo 1971, Mi-
namikawa i Uritani 1965, Riov i inni 1969, Thorpe i inni 1971, Walton
1968, Zucker 1968), puromycyna (Minamikawa i Uritani 1965, Risslend
i Mohr 1967, Walton 1968) i etionina (Walton 1968, Zucker 1965) oraz inhibi-
torow transkrypcji takich jak aktynomycyna D) (Huault i inni 1971, Hyodo
1971, Walton 1968). Wspomniane badania wykazaly, ze podanie tych inhibitorow
- powoduje zanik zmian aktywnosci enzymu w tkance.

Stwierdzono wzrost aktywnosci PAL w czasie inkubacji liSci rzepienia na $wietle
biatym. Wylaczenie §wiatta powodowalo natychmiastowy spadek aktywnosci enzy-
mu (ryc. 2) (Zucker 1969). Podanie cykloheksimidu zapobiegato jednak zaréwno
dalszemu wzrostowi aktywnoéci enzymu na §wietle, jak rowniez jej spadkowi w ciem-
noéci. Badania innych autoréw prowadzone na réznym materiale roSlinnym po-



197

12 AN
— N
b §
a
N L ]
3 8r
Q »
§ Po 48 godz. inkubacji krqizkdw w Swie -
By tie w roztworze sacharozy przenoszo-
f__‘ Lk no je do ciemnosci (—e— ) (ub do

Yy roztworu CH o steteniu 10ug/mi
(—a—) na okres 24 godz.,
(——0—) krqzki inkubowane w roztwo-

rze sacharozy w Swietle.

N

2 48 72
czas (godz.)

L=
o

Ryc. 2. Wplyw cykloheksimidu (CH) i éwiatta na aktywnos$¢ amoniako-liazy L-fenyloalaniny (PAL) w kraz-
kach lisci rzepienia wg Zuckera, 1969

twierdzaja te zalezno$¢ (Engelsma 1967, Walton i Sondheimer 1968, Zucker
1968, 1971).

Wyniki tych badari nasuwaja przypuszczenie, ze wzrost aktywnosci PAL na
§wietle jest wynikiem ciaglej syntezy de novo enzymu, natomiast spadek aktywnosci
enzymu w ciemnosci bylby wynikiem jego inaktywacji przy udziale specyficznego
inhibitora biatkowego podobnie jak to si¢ dzieje pod wplywem kwasu trans-cynamo-
nowego i jego pochodnych (por. tez rozdz. 1). Cykloheksimid hamuje syntez¢ oby-
dwu typéw bialek tzn. enzymu i inhibitora zaréwno na §wietle jak i w ciemnosci
(por. schemat 1). Ostatnio stwierdzono, ze indukowany przez $wiatto wzrost aktyw-
noéci PAL w komoérkach pietruszki jest wynikiem syntezy de novo enzymu w nastgp-
stwie indukowanego przez $wiatto wzrostu iloéci dostgpnego do translacji m-RNA
na polisomach (Ragg i inni 1977, Schrdder i inni 1976).

Wyniki badafi nad wplywem $wiatla monochromatycznego na aktywno§¢ PAL
wykazaty rolg $wiatla czerwonego w fotoregulacji i sugeruja, ze aktywnos¢ tego enzy-
mu regulowana jest przy udziale fitochromu.

O udziale fitochromu w regulacji aktywno$ci PAL $wiadczy indukcja aktywnosci
tego enzymu przez krotkie naSwietlanie siewek gorczycy (Durst i Duranton
1970, Durst i Mohr 1966, Mohr 1972, Mohr i inni 1968, Rissland i Mohr
1967, Weidneriinni 1968, 1969), grochu (Attridgei Smith 1967, Smithi Attrid-
ge 1970, Bellini i Van Poucke 1970) i rzodkiewki (Huault i inni 1971, Klein-
-Eudeiinni 1971) $éwiatlem czerwonym. Krotkie na$wietlanie daleka czerwienia
powoduje spadek aktywnos$ci enzymu, podczas gdy nieprzerwane nadwietlanie daleka
czerwienig prowadzi do statego wzrostu aktywnosci PAL. Stwierdzono tez korelacje
wzrostu aktywnosci PAL ze zmianami iloéci fitochromu (Huault i inni 1971 a,
Klein-Eude i inni 1971, Larcher i inni 1971).
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Zmiany aktywnosci PAL pod wplywem na$wietlania czerwienia i dalekg czerwie-
nig wystgpuja dopiero po 60—90 min. zwloki (Hopkins i Orkwiszewski 1971,
Mohr i inni 1968). Wzrost aktywno$ci enzymu pod wplywem dalekiej czerwieni
moze byé zahamowany przez potraktowanie roslin cykloheksimidem (Klein-Eude
i inni 1971). Uwaza si¢ to za dowdd, ze obserwowany wzrost aktywno$ci PAL jest
wynikiem regulowanej przez fitochrom syntezy de novo enzymu. Zastosowanie *H,O
w badaniach nad regulacja aktywnoSci PAL przy udziale fitochromu wykazalo, ze
P, zwigksza tempo syntezy de novo tego enzymu (Acton i Schopfer 1975, Well-
man i Schopfer 1975, Wu-Fu Tong i Schopfer 1976). Autorzy ci stwierdzili,
ze w miare zwiekszania si¢ puli enzymu wzrasta tempo jego degradacji. Ze wzgledu
na fakt, ze tempo syntezy enzymu przewyzsza znacznie tempo degradacji obserwuje
si¢ wzrost aktywno$ci PAL pod wplywem fitochromu.

Wyniki badan nad mechanizmem regulacji aktywnoéci PAL i syntezy antocyja-
néw w siewkach gorczycy przy udziale fitochromu z jednoczesnym badaniem zawar-
tosci RNA i syntezy bialek wykazaly, ze P;, odblokowuje transkrypcje potencjalnie
aktywnych genéw (Lange i inni 1967, Mohr 1966, Schopfer 1967) (model przed-
stawiajacy hipoteze zréznicowanej aktywacji i represji genow i szczegélowy mechanizm
udziatu fitochromu w tym modelu znajdzie czytelnik w dwoch przegladowych arty-
kulach Schopfera (1972, 1972a). '

Szereg autor6w sugeruje, ze fitochrom (Pg) zmieniajac wlaSciwosci bion cyto-
plazmatycznych utatwia transport wielu metabolitow komérkowych, a wéréd nich
kwasu trans-cynamonowego i produktow jego przeksztalcenia (por. rozdz. 1),
z miejsca syntezy do wakuoli (Boudet i inni 1971, Engelsma 1967a, 1974, Taylor
i Zucker 1966). Stymulujacy wplyw §wiatta czerwonego na aktywno$¢ PAL pole-
galby zatem na zapobieganiu represji syntezy de novo enzymu przez produkt reakcji
enzymatycznej oraz jego hydroksypochodne. Rowniez i ta droga regulacji zostala
umieszczona na schemacie 1.

W regulacji aktywno$ci PAL zaangazowane s3 réwniez ro$linne regulatory
wzrostu i rozwoju. Wplyw tych substancji na aktywno$¢ PAL zostala szczegolowo
oméwiona w poprzednim artykule (Szkutnicka 1979). Bioragc pod uwage przedsta-
wione we wspomnianym artykule dane do$wiadczalne jak réwniez mechanizm
dziatania hormonéw roélinnych i udziat fitochromu w tym mechanizmie mozna zato-
zyé, ze substancje te reguluja aktywno$¢ PAL na poziomie syntezy de novo enzymu
jak to zaznaczono na schemacie 1.

-

3. Inhibitor bialkowy amoniako-liazy 'L-fenyloa]aniny. QOdvracalna inaktywacja
enzymu ’

Hipoteza Engelsmy (1969) i Zuckera (1968) o istnieniu biatkowego inhibitora
PAL zapoczatkowala badania nad regulacja aktywnosci tego enzymu in vivo (Att-
ridge i Smith 1974, Attridge i inni 1974, Attridge i inni 1974a, Blondel
i inni 1973, Chu i Widholm 1972, Engelsma 1970, 1970a, Hadwiger 1968,
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Johnson i inni 1973, Klein-Eude 1 inni ‘1974, Szkutnicka 1975). Badania te
doprowadzily do stworzenia modelu odwracalnej inaktywacji PAL.

W literaturze brak kompletnych danych charakteryzujacych inhibitor biatkowy
PAL. Wykazano jednak, ze inhibitor ten jest biatkiem o cigzarze czasteczkowym
okoto 14000 (Attridge iinni 1974). Ze wzgledu na nietrwatos¢ in vitro, jego badanie
jest trudne, za$ o mechanizmach inaktywacji i aktywacji PAL z jego udzialem mozna
wnioskowac¢ tylko posrednio ze skapych danych doswiadczalnych.

Wyniki prowadzonych wczesniej badan wskazywaly na wplyw $wiatfa na regu-
lacje aktywnosci PAL przy udziale swoistego inhibitora (por. rozdz. 2). Wobec tego
podjeto proby wyjasnienia wplywu §wiatta na mechanizm inaktywacji enzymu sto-
sujac naswietlanie roslin $wiatlem o roznej dlugosci fali. Jednoczes$nie zastosowanie
cykloheksimidu oraz zréznicowanie temperatury inkubacji roélin w czasie do$wiad-
“czen stworzylo mozliwoéé czesciowego wyjasnienia probleméw zwigzanych z inhibi-
torem biatkowym PAL. <

Naswietlanie rosnacych w ciemnos$ci siewek ogorka $wiatlem niebieskim w tem-
peraturze 25°C prowadzi poczatkowo do wzrostu, a nastgpnie do spadku aktywnosci
PAL (Engelsma 1967b). Jednak jezeli tak traktowane ro$liny poddano dziataniu
temperatury 4°C w ciemno$ci, obserwowano pojawienie si¢ drugiego maksimum
aktywnoéci enzymu. Cykloheksimid podany siewkom po traktowaniu ich niska tem-
peraturg nie hamuje juz wzrostu aktywnosci PAL w temperaturze 25°C lecz op6Znia
w czasie jej spadek (Engelsma 1969). _

Na podstawie tych wynikow zaproponowano, ze w temperaturze 25°C w ciemno-
éci tworzy si¢ nieaktywny kompleks enzymu z inhibitorem biatkowym. Niska tempe-
ratura prowadzi do uwolnienia aktywnego enzymu z kompleksu (Por. schemat 1).

Wryniki badan ostatnich lat (Attridge i Smith 1973, 1974, Attridge i inni
1974, 1974a, Weissenbock 1971) sugeruja, ze wzrost aktywnosci PAL w siewkach
ogorka po naswietleniu ich §wiatlem niebieskim lub daleka czerwienia, podobnie
jak po potraktowaniu temperatura 4°C, jest skutkiem dysocjacji tworzacego si¢
wczeSniej w ciemno$ci nieaktywnego kompleksu enzym — inhibitor biatkowy. -

Jak wspomniano poprzednio (rozdz. 2), $wiatlo moze uczestniczyé w procesie
inaktywacji i aktywacji PAL. Wyniki badann z zastosowaniem cykloheksimidu
sugeruja, ze zarowno w okresie wzrostu aktywnosci PAL jak i w okresie spadku tej
aktywnosci zachodzi ciggla synteza de novo bialka, a proces ten jest pod kontrola
swiatta (UV. $wiatlo niebieskie, czerwien, daleka czerwien, $wiatto w calym zakresie
widzialnym). '

Badania autorki niniejszego artykutu nad regulacja aktywnosci PAL w zarodkach
jabloni przy zastosowaniu cykloheksimidu (Szkutnicka i Lewak, w druku) wyka-
zaly zroznicowang wrazliwo$¢ syntezy tego enzymu na stosowany antybiotyk. Autorzy
ci stwierdzili, ze wplyw cykloheksimidu na aktywno$¢ PAL zalezy od aktualnej ak-
tywnosci enzymu w tkance roélinnej, stezenia antybiotyku i warunkoéw $wietlnych
(ryc. 3).

W zarodkach jabloni hodowanych na $wietle (ryc. 3, A) cykloheksimid hamuje
aktywno$¢ PAL proporcjonalnie do stezenia, podany w okresie gdy aktywnos$¢
enzymu jest jeszcze niska. W pdZniejszym okresie efekt ten jest mniej wyrazny, nato-
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Ryc. 3. Zmiany aktywnoéci amoniako-liazy L-fenyloalaniny (PAL) pod wplywem cykloheksimidu (CH)
po 3, 517 dniach hodowli na $wictle (A) i w ciemnosci (B) spoczynkowych zarodkow jabtoni (wg Szkutnic-
kiej, 1975)

miast w okresie maksymalnej aktywno$ci PAL cykloheksimid nie tylko zapobiega
spadkowi lecz powoduje wzrost aktywnosci.

Cykloheksimid podany na poczatku hodowli zarodkéw w ciemnosci hamuje
aktywno$¢ PAL niezaleznie od stgzenia. W poZniejszym okresie tylko niskie stgzenia
cykloheksimidu hamuja aktywno$§¢ PAL, wyzsze natomiast stymuluja aktywno$¢
tego enzymu (ryc. 3, B). Stymulacj¢ aktywnosci PAL pod wplywem cykloheksimidu
obserwuje si¢ wcze$niej w zarodkach hodowanych w ciemnosci niz na $wietle.

Dalsze badania autorki(SzkutnickaiLewak, wdruku) nad mechanizmem inak-
tywacji i aktywacji PAL w zarodkach jabloni hodowanych w ciemnosci, prowadzono
oczyszczajac enzym. Stosowano w tym celu metode chromatografii powinowactwa
na kolumnie z Sepharose 4B zwiazanej z L-fenyloalaning. Wykazano elektroforetycz-
nie, ze oczyszczony preparat enzymu z zarodkéw jabloni hodowanych zaréwno
w obecnosci cykloheksimidu jak i w kontroli zawiera jedna gtowna frakcje biatka
(R, = 0,31) o aktywnosci PAL. Wyniki oméwione w dalszej czgsci tekstu sugeruja,
7e oczyszczony preparat zawiera aktywny enzym oraz kompleks enzymu z inhibito-
rem biatkowym. Wydaje si¢, ze kompleks enzymu z niskoczasteczkowym biatkiem
inhibitora (ok. 14000 (Attridge i inni 1974)) wykazuje minimalng, niewykrywalna
w zelu réznice w ruchliwosei elektroforetycznej.

Stwierdzono, ze radioaktywno$¢ biatka we frakcjach z kolumny jest zdecydowanie
obnizona, gdy uzyte-do wyodrebniania enzymu zarodki jabtoni hodowano w obecnosci
cykloheksimidu. Zawarto$¢ biatka w tych frakcjach jest rowniez nizsza w preparatach
oczyszczonych z zarodkéw traktowanych tym antybiotykiem niz w kontroli. Nato-
miast aktywno$¢ PAL w tych samych frakcjach jest wyzsza w preparatach oczyszczo-
nych z zarodkéw hodowanych w obecnosci cykloheksimidu niz w kontroli.
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Jednocze$nie aktywno$¢ whasciwa enzymu w preparatach oczyszczonych z zarod-
kow traktowanych cykloheksimidem jest duzo wyzsza niz w kontroli. Radioaktyw-
no$¢ wlasciwa tego biatka jest zdecydowanie obnizona w preparatach z zarodkow
jabloni traktowanych cykloheksimidem w stosunku do kontroli.

Wyniki te mozna wyja$ni¢ zaktadajac, ze w czasie caltego cyklu zmian aktywnosci
PAL odbywa si¢ synteza enzymu i jego inhibitora biatkowego. Pewna ilo$¢ enzymu
tworzy kompleks z inhibitorem, a proces ten przebiega wczesniej i szybciej w ciem-
nosci niz na $wietle. W okresie spadku aktywno$ci PAL dominuje synteza inhibitora,
ktory tworzy z enzymem nieaktywny kompleks. Zahamowanie syntezy biatka przez
cykloheksimid w tym okresie powoduje zmniejszenie liczby czasteczek inhibitora.
W ten sposob dochodzi do utrzymania w stanie aktywnym powstatych poprzednio
czasteczek enzymu. Zatem cykloheksimid wpltywa posrednio na stan réwnowagi
pomigdzy kompleksem enzym-inhibitor i jego skladnikami, a inaktywacja enzymu
nie odbywa si¢ w obecnosci cykloheksimidu.

Z drugiej strony, bardzo wyrazny wzrost aktywnos$ci PAL (ryc. 3, B) w zarodkach
jabloni hodowanych w obecnosci cykloheksimidu w poréwnaniu z zarodkami
kontrolnymi, jak réwniez wigksza aktywno$¢ wlasciwa enzymu w preparatach
oczyszczonych z zarodkow traktowanych cykloheksimidem sugeruje, ze mozliwa
jest dysocjacja powstalego wezesniej w ciemnosci kompleksu enzymu z inhibitorem
bialkowym. Warunkiem tej dysocjacji jest zahamowanie syntezy de novo
biatka.

W ten sposdb cykloheksimid staje si¢ z jednej strony po$rednim czynnikiem unie-
mozliwiajacym inaktywacje enzymu, z drugiej za$ czynnikiem prowadzacym do akty-
wacji nieczynnego kompleksu.

Biorac pod uwage powyzsze dane mozna przypuszczaé, ze udziat Swiatla w regula-
cji aktywnosci PAL odbywa si¢ na podobnej drodze, jak to wykazano w badaniach
z zastosowaniem cykloheksimidu (por. schemat 1). Na mozliwo$¢ wystgpowania
nieaktywnej formy PAL oraz podobny mechanizm udziatu $wiatla w jej aktywacji
wskazuja réwniez wyniki innych autoréw (Blondel i inni 1973, Creasy i inni 1974,
French i Smith 1975, Klein-Eude i inni 1974). Ostatnio stwierdzono rowniez
obecnoéé inhibitora biatkowego PAL w siewkach rzodkiewki (Faye 1977, Smith
i inni 1977), i w liéciach truskawki (Creasy 1976). Lamb (1977) sugeruje réwniez
obecnoé¢ m-RNA kodujacego inhibitor biatkowy PAL w bulwach ziemniaka.

Przedstawiony w niniejszym artykule przeglad danych literatury o regulacji aktyw-
nosci amoniako-liazy L-fenyloalaniny stanowi obszerny materiat wyjasniajacy wiele
aspektow regulacji syntezy zwiazkow fenolowych w roslinach. Podsumowanie istnie-
jacego w tej dziedzinie stanu wiedzy stanowi zaproponowany przez autorke schemat 1.
Szczegotowa analiza poszczegdlnych elementow schematu, przeprowadzona w ni-
niejszym artykule, pozwolila jednocze$nie przedstawi¢ glowne kierunki badan
prowadzonych nad mechanizmem regulacji aktywno$ci amoniako-liazy L-fenyloala-
niny. Ostateczne wyjasnienie mechanizmu regulacji aktywnosci tego enzymu i syn-
tezy zwiazkow fenolowych wymaga jednak dalszych badan, tym bardziej zastuguja-
cych na uwage, ze amoniako- liaza L- fenyloalamny stanowi dogodny model w bada-
niach nad mechanizmem regulacji aktywnos$ci enzymow roélinnych in vivo.
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