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JERZY LOBARZEWSKI

PEROKSYDAZY ROSLINNE

1. Budowa i wlasciwosci peroksydaz roSlinnych

Peroksydazy roélinne i zwierzgce sa hemoproteinami (90). Komisja do Spraw
Enzymoéw zakwalifikowala ten typ biokatalizatora jako EC.1.11.1.7. oksydoreduk-
taza donor: nadtlenek wodoru. :

Mechanizm katalizowanej reakcji utleniania z udzialem peroksydazy propono-
wany przez Chance [15], a potem modyfikowany przez George [30] przebiega
jak nastgpuje: '

K,
Peroksydaza + H,0, = kompleks I
2
Ks
Kompleks I + AH, = kompleks II + AH"
4
Ks
Kompleks II + AH, == peroksydaza + AH-

(]

Kompleks I jest zdolny do przenoszenia dwoch rownowaznikow utleniajacych
podczas gdy kompleks II przenosi tylko jeden. AH, stanowi utleniajacy si¢ sub-
strat a AH" wolny rodnik tworzacy si¢ w tej reakcji. Schemat tej reakcji przypo-
mina mechanizm proponowany przez Fromma [24] typu ping-pong dla trzech
substratéow. Fenole stanowia dwa niezalezne substraty a H,O, jest trzecim substra-
tem. Rodniki fenoksy powstajace w tej reakcji mogg tworzy¢ si¢ w dwu oddziel-
nych stadiach [120]. Laczenie rodnikéw prowadzi do utworzenia dimeru. Jezeli-
by rodniki byly uwalniane do roztworu mozna by si¢ spodziewa¢ tworzenia mie-
szanin potaczonych produktoéw w rezultacie czego powstawatyby o,0’-dwufenol,
p,p-dwufenol i o,p-dwufenol. Do§wiadczalnie jednak stwierdzono tylko pojedynczy
produkt reakcji enzymatycznej (o,0-dwufenol) co sugeruje, ze rodniki pozostaja
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po{qczdhe z czgsteczka biatka [18]. Wynika stad, ze polaczenia te powstaja na po-

w1erzchn1 biatka a fenole powigkszaja efekt modyfikacji enzymu [18, 23].
Donoran'u wodoru' reakcji katalizowanej przez peroksydazg¢ moga by¢ fenole

-“i aminy aromatyczne o.bardzo zréznicowanym powinowactwie do enzymu (tab. I)
5 L

xy

Tabela I

Wlasmwosm Km peroksydazy z korzenia chrzanu [11] i peroksydazy grzybowej z Trametes versicolor [65]
: wobec donorow wodoru

Substraty + peroksydaza z chrzanu I_ Wartosci Km m mol 17
- - i — — !A__ ; .
. Kwas p-hydroksyfenylooctowy ' 5,00
. Kwas -o-hydroksyfenylooctowy 3,00
p-tyrozyna l 3,00
* Fenol ; | 0,90 ,
2,7-dwuhydroksynaftalen ' 0,13
1-naftalen 0,10 ;
| Seratohina - 0,10 i
" o-krezol 0,055 ;
‘Gwajakol 0,05 |
p-p’-dwufenol 0,05 |
" p-krezol . 0,04 |
. Kwas homowanilinowy 0,02
“ p-0’~dwufenol 0,02
2-naftol . | 0,01
m-krezol i 0,01
m-tyrozyna 0,006
Substraty + peroksydaza grzybowa
. Kwas ferulowy . | 0,25
Gwajakol _ : 1,17
Benzydyna ‘ [ 4,40
p-fenylenodwuamina _ 10,0
| o-dwuanizydyna | 0,006
<. Kwas wanilinowy ; 2,0 '

[, '65]. Najczesciej uzywanymi donorami wodoru s3: benzydyna, gwajakol 1 or-

- todwuanizydyna. Utlenianie tych zwiazkow katalizowane przez peroksydaz¢ w obec-

nosci H,O, prowadzi do tworzenia barwnych produktow reakcji.
Peroksydazy zawieraja grupg prostetyczna zbudowana z protohematyny IX.

 Powoduje to charakterystyczna absorpcje $wiatta. Maksimum absorpcji peroksy-

dazy znajduje si¢ migdzy 400—405 nm w tak zw. pasmie Soreta. Maksimum absor-

‘pcji w pasmie Soreta ulega przesunigciu do 420 nm, gdy do sSrodowiska zawiera-

3 jqcego peroksydaze wprowadzi¢ H,0,. Nadmiar H,O, hamuje szybkos¢ tworzenia

-si¢ kompleksu enzym-substrat.

Centrum aktywnym peroksydazy przy%aczajqcym H,0, jest zelazo ukladu he-
matynowego a donor wodoru wiaze si¢ z ta czescia biatka peroksydazy, w ktorej

" poblizu- znajduje si¢ ukiad hematynowy. Wyniki badan przy zastosowaniu rezo-
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nansu elektronowego ,,EPR” wykazaly, ze donory wodoru takie jak hydrochinon,
rezorcyna lub gwajakol tacza si¢ z reszta histydyny polozona w odlegtosci 1 nm
od atomu zelaza w czasteczce peroksydazy [46, 56, 93, 119]. Zaobserwowano row-
noczeénie zmiany planarnoéci zelazo-porfiryn.

Przesunigcic maksimum absorpcji peroksydazy z 400 do 420 nm uzyskuje si¢
w wyniku dziatania CO, CN- lub Na,S,0,. Cyjanki, tlenki wegla i azydki sa jed-
nocze$nie niespecyficznymi inhibitorami tego enzymu, tworzac kompleksy z Zze-
lazem hemowym peroksydazy. 2,3-dwumerkaptopropanol (BAL) powoduje inhi-
bicj¢ kompetycyjna peroksydazy chrzanu wspolzawodniczac z H,O, o centrum
aktywne tego enzymu [32]. Ten sam typ hamowania aktywnosci peroksydazy grzy-
bowej zaobserwowano pod wplywem glutationu [51].

Zawarto$¢ trojwartosciowego zelaza w czasteczce biatka peroksydazy o typowej
budowie hemoproteinowej, np. peroksydazy z korzenia chrzanu wynosi 0,127
Masa czasteczkowa peroksydazy w zalezno$ci od zZrédia enzymu miesci si¢ w gra-
nicach 30 000—54 000. Biatka peroksydaz ro§lin wyzszych i grzybow zawieraja
stosunkowo duzo kwasu asparaginowego i glutaminowego oraz seryny i treoniny
a niewiele tyrozyny i tryptofanu [51, 59, 78, 79, 97].

W oczyszczonej formie peroksydazy chrzanu (izozym katodowy), ktora sta-
nowi 50% enzymu, oznaczono sekwencj¢ aminokwasowa [112, 113]. Izozym ten
sktada sie z 308 aminokwasow i jednej grupy hamatynowej. Badany enzym zawierat
osiem reszt weglowodanowych potaczonych z asparagina. N-koricowym amino-
kwasem jest kwas glutaminowy zablokowany w postaci pyrolldanokarboksylowej
C-koncowym aminokwasem jest seryna luzno zwiazana z asparaging [113].

Peroksydazy ro$linne posiadaja ponadto komponent¢ cukrowa. Np. w pero-
ksydazie z rzodkiewki japoriskiej liczba reszt heksozamin wynosi 15, heksoz — 35,
a pentoz — 15, na ogdlng liczbg reszt aminokwasowych wynoszaca 348 [79].
Usunigcie komponenty weglowodanowej z biatka peroksydazy nie wplywa na ak-
tywnoéé enzymu [112, 114, 115]. Weglowodany zatem nie sa wigc istotnym skiad-
nikiem tego enzymu.

Czynnoé¢ katalityczna peroksydazy jest do$¢ zréznicowana. Peroksydaza z ko-
rzenia chrzanu w obecnoéci nadtlenku wodoru moze powodowaé demetylacje
metoksyfenoli jak réwniez polimeréw fenylopropanowych, jakim jest lignina, co
. prowadzi do tworzenia alkoholu metylowego [41]. Aktywnos¢ t¢ wykazuje rowniez
peroksydaza grzybowa [63]. Tworzenie metanolu jest poprzedzane utlenianiem
metoksyfenoli. Powstale wolne rodniki wystgpuja w dwoch formach mezomerycz-
nych, ktére moga stworzy¢ polaczenia dwumetoksyfenolowe. Zwigzek ten ulega
rozpadowi i przylaczajac czasteczke wody z jednoczesna utrata protonu powstaje
przejsciowe polaczenie, a nastgpnie dochodzi do oddzielenia metanolu i utworzenia
o-chinonu [41].

Zaobserwowano, ze peroksydaza zarowno in vitro, jak i in vivo katalizuje de-
karboksylacje kwasu syryngowego i wanilinowego [6].

Produktem dekarboksylacji kwasu syryngowego jest jak stwierdzono 2,6-dwu-
metoksybenzochinon [6]. Peroksydaza i H,O, katalizuja réwniez utlenianie kwasu
wanilinowego doprowadzajac do utworzenia dwu rodzajow dimeréw. Jeden z nich
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powstaje z jednoczesna dekarboksylacja, podczas gdy drugim produktem reakcji
enzymatycznej jest kwas dehydrowanilinowy.

Peroksydaza bierze tez udziat w demetylacji amin. Podczas peroksydacyjnego
utleniania metyloaminy powstaje formaldehyd [34]. Tlen powstajacego po demety-
lacji amin formaldehydu pochodzi z wody [34] a nie z nadtlenku wodoru, jak to
proponowano w odniesieniu do reakcji N-demetylacji z udzialem cytochromu Py,
[81]. Oméwiony schemat enzymatycznej demetylacji amin jest o tyle istotny, Ze
wskazuje na bardziej ogélny charakter tworzenia wolnych rodnikow podczas oksy-
dacyjnej N-demetylacji przy udziale zaréwno peroksydazy chrzanu, jak i innych
hemoprotein.

Peroksydaza wykazuje réwniez aktywno$¢ oksydazowa polegajaca na zdolnosci
do utleniania hormonu roélinnego TAA (kwas indolilo-3-octowy). Pomimo zasto-
sowania metod rozdzielczych jak np. chromatografii [44], elektroforezy i elektro-
ogniskowania [43, 45, 100] izoperoksydazy ro$linne wykazaty réwnoczesnie zdol-
noéé utleniania TAA i innych donoréw wodoru. Wydaje si¢ zatem, ze zdolno$¢
utleniania IAA jest jedna z wielu mozliwych czynnosci czasteczki peroksydazy.
Zdolnoéé¢ do utleniania TAA przez preparat peroksydazy zalezy jednak od Zrddia en-
zymu oraz stopnia jego oczyszczenia [44, 100]. Peroksydaza z korzenia chrzanu
moze, np. bez udziatu H,0, utleniaé kwas indolilo-3-octowy [44]. Podczas gdy pe-
roksydaza z miodych lisci pszenicy utlenia IAA w obecnosci fenolowych kofak-
toréow (2,4-dwuchlorofenol, kwas p-hydroksycynamonowy) [66]. W tym przypadku
dochodzi do tworzenia H,O, albo rodnikéw peroksyfenolowych, co umozliwia
utlenianie TAA.

Aktywno$é oksydazowa peroksydazy w tkankach grzybow wykazuje pewne
zroznicowanie. W mycelium niektérych gatunkéw grzybow utlenianie IAA przez
peroksydaze zachodzi bez udziatu H,O,, a nadtlenek wodoru wywotuje jedynie
stymulacje tej aktywnosci [51, 52]. W grzybni Trametes versicolor aktywno$¢ oksy-
dazowa peroksydazy nie daje si¢ wykry¢é mimo wysokiej aktywnosci wobec fenoli
i nadtlenku wodoru (substratow peroksydazy) [62]. Dopiero po wstgpnym oCzysz-
czeniu enzymu stwierdzi¢ mozna zdolno§¢ utleniania IAA. Byloby to zgodne z ob-
serwacja Hoyle [44] jak i Stoniera i in. [100] o inhibicji IAA oksydacyjnej aktyw-
nosci przez substancje towarzyszace jak np. zwiazki fenolowe obecne w materiale
biologicznym.

Skopoletyna (pochodna kumaryny) okazata si¢ allosterycznym niekompetycyj-
nym inhibitorem reakcji utleniania IAA przez peroksydazg z chrzanu [85]. Skopo-
letyna hamuje réwniez reakcje utleniania gwajakolu. Po oddzieleniu hematyny od
biatka peroksydazy utlenienie IAA przebiega bez zaktocer. Hamowana jest tylko
reakcja utleniania gwajakolu. Przypuszcza sig, Ze skopoletyna przylacza si¢ do
biatka peroksydazy w miejscu ,,peroksydazowym” i ,,oksydazowym” natomiast
TAA moégiby tworzyé kompleks z biatkiem tylko w miejscu ,,oksydazowym™. Struk-
tura peroksydazy jest wiec bardziej ztozona niz wynikaloby to tylko z obecnosci
hematyny jako centrum dominujacego.
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2. Kompartmentacja peroksydaz roSlinnych

Do niedawna uwazano, ze peroksydaza wystepuje w komorce roslinnej przede
wszystkim w formie rozpuszczalnej w cytozolu. Obecnie wiadomo, Ze cze§¢ tego
enzymu jest rozpuszczona w cytozolu za$ reszta tej aktywnosci izolowana z ko-
morki pochodzi np. z przestrzeni miedzykomérkowych [67] lub na skutek nie-
whadciwej techniki ekstrakcji §cian i blon komoérkowych dostaje si¢ do cytozolu
[14]. Nalezy tu zwrocié uwage, ze peroksydazy roSlinne wykazuja szczegélnie duza
heterogenno$é, co mogloby ttumaczy¢ wystepowanie niektorych izoenzymow w cy-
tozolu a innych w btonach lub $cianach komérkowych [4, 117]. W 1969 roku stwier-
dzono elektroforetycznie 24 izoperoksydazy w liSciach kukurydzy [39], podczas
gdy w 1977 roku stosujac elektroogniskowanie wykryto 42 izoperoksydazy w pre-
paratach peroksydazy z chrzanu [45]. Ze wzgledu na tak zlozony sklad izoenzymowy
peroksydaz wskazane bylo dokonanie wyst¢pnej ich klasyfikacji aby nast¢gpnie mo-
zna bylo przeprowadzi¢ poréwnania i ustalenia kompartmentacji poszczegdlnych
izozymow peroksydazy.

Logiczna wydaje si¢ wstepna klasyfikacja peroksydaz na cztery grupy [68,
69, 70, 71, 80]. Grupa G; to szybko wedrujace peroksydazy anodowe o punkcie
izoelektrycznym przy pH 4—4,5, podczas gdy grupa Gy wykazuje punkt izoele-
ktryczny przy pH 4,5—5,5. Grupa G,y (pH 6,5—7,5) i grupa G,y (pH 7,5—8,5)
stanowia katodowe izoperoksydazy odpowiednio wolno i szybko wedrujace podczas
elektrolizy. Podzialu tego dokonano na podstawie badania materialu pochodza-
cego z roznych tkanek tytoniu. W obrgbie wymienionych grup peroksydaz stwier-
dza sie zréznicowanie punktu izoelektrycznego izoperoksydaz. W grupie G; wys-
tepuje sze§¢ izoperoksydaz podczas elektroforezy na Zzelu poliakryloamidowym,
ale tylko dwie stwierdzono w czasie elektroogniskowania. W grupie Gy wykryto
cztery izoperoksydazy przy uzyciu elektroogniskowania, natomiast trzy izopero-
ksydazy w czasie elektroforezy. Nie bylo roéznic w liczbie izozyméw przy zasto-
sowaniu obu metod w grupach Gy (trzy izozymy) i Gyy (jeden izozym). Wymie-
nione grupy peroksydaz mozna bylo izolowaé z komorki po konwencjonalnej
homogenizacji mechanicznej, ale wtedy czgé¢ peroksydaz pozostawala w btonach
[69]. Ekstrakcj¢ jonowo zwigzanych peroksydaz ze Scian komorkowych przepro-
wadzono poprzez inkubacj¢ osadu po homogenizacji tkanek roSlinnych z 1 M NacCl.
Kowalentnie zwiazana peroksydaze ekstrahowano nastepnie przy udziale celulazy
i pektynoglukozydazy [7, 9, 69]. Nierozpuszczalne peroksydazy stanowia okoto

609, catej aktywnoéci tego enzymu w komorce [14], chociaz Méder [67] jest zdania,
7e tylko okoto 209, peroksydazy zawartej w komorce jest potaczone ze $ciang ko-
mérkowa. Peroksydazy Gy i Gy oprécz wystgpowania w $cianach komoérkowych
sa jeszcze zawarte w protoplascie [67]. Grupe G, szybkowedrujacych izoperoksy-
daz anodowych znajdowano we wszystkich skiadnikach komoérkowych ale wig-
kszoé¢ byla zawarta w cytozolu. Dla blizszego ustalenia wystgpowania tej grupy
izoperoksydaz w komérce zastosowano infiltracj¢ pod préznia tkanek tytoniu
w wodzie lub 0,2 M NaCl [67]. Po infiltracji stwierdzono obecno$¢ stosunkowo

duzej iloci peroksydaz grupy Gy w tym preparacie. Wydaje si¢ zatem, Ze peroksy-
3 — Wiadomoéci Botaniczne, t. XXV, z. 1 “W‘M
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dazy grupy G, sa obecne w $écianach i blonach komoérkowych oraz w przestrze-
niach miedzykomérkowych i poprzez swobodna dyfuzj¢ przechodza podczas in-
filtracji do roztworu. W podobnych doswiadczeniach z infiltracja mycelium grzyba
Trametes versicolor pod proznig stwierdzono, Ze niewielka zmiana pH 0,02 M buforu
octanowego od 5,4 do 4,0 powoduje dyfuzj¢ peroksydazy przez blong komoérkows.
Grzyby maja zdolno$¢ modyfikacji stezenia jonéw wodorowych podioza w tym
zakresie pH. Sadzi¢ zatem mozna, ze moglby to by¢ réwniez jeden z mozliwych
mechanizm6éw przenikania peroksydazy przez blony komoérkowe [61]. RoOwniez
w li§ciach soi stwierdzono peroksydaze zawarta w blonie mitochondrialnej, ktéra
latwo przenika do cytoplazmy podczas pecznienia mitochondrium [108].

Podczas frakcjonowanego wirowania homogenatu z korzeni soczewicy wyka-
zano obecno$é aktywnoéci peroksydazowej we frakcji rybosomalnej [83]. Okazato
sie, ze sg to trzy izoperoksydazy: dwie stabo zasadowe (katodowe) i jedna wolno
wedrujaca anodowa.

U roélin nizszych i w mycelium grzybéw z klasy Basidiomycetes, jak wynika
ze wstepnych do$wiadczen wlasnych, rowniez czg$¢ peroksydazy wystepuje w blo-

nach komoérkowych jako jonowo zwiazane biatko [62].

' Obecne w blonach peroksydazy moga pelni¢ odpowiednie funkcje w postaci
enzyméw nierozpuszczalnych. Wydaje si¢ przy tym, Ze laczenie si¢ peroksydaz
z blonami i organellami komérkowymi jest procesem wybiorczym. Czgsto obser-
wuje si¢, z¢ w przemytych fragmentach pierwotnych $cian komorkowych roélin
wyzszych moze byé syntetyzowana lignina w obecnosci alkoholu koniferylowego
i H,0, [118]. Reakcja ta przebiega przy udziale jonowo lub kowalentnie polaczonej
ze $ciang komoérkowa peroksydazy. Peroksydaza ta stanowi skladnik Sciany i nie
jest uwalniana podczas przemywania. Powstajaca w podanych wyzej warunkach
lignina zostaje polaczona wiazaniami kowalencyjnymi z matryca weglowodanowa
§cian komérkowych i biatkami w niej zawartymi [117, 118]. Stwierdzono réwniez,
ze peroksydaza przy$piesza hydroksylacje proliny w biatkach §cian komérkowych.
Wplywa to na ich rozciagliwo$é regulujac tym samym przepuszczalno$¢ blon ko-
moérkowych [82].

3. Warunki biosyntezy peroksydazy

Okres pottrwania mRNA specyficznego dla peroksydazy w tkankach trzciny
cukrowej okreslono na 1,5 do 2 godzin [29]. Stwierdzono to przenoszac tkanki
trzciny cukrowej ubogie w peroksydaz¢ do wody. Wtedy nastgpowala gwaltowna
synteza peroksydazy. W warunkach intensywnej indukcji peroksydazy wprowadzono
aktynomycyng D, lub 6-metylopuryne, znane inhibitory syntezy kwaséw nuklei-
nowych, co pozwolito wyznaczy¢ potowiczny czas biosyntezy specyficznego mRNA
dla peroksydazy.

Kazda czasteczka peroksydazy wymaga do swej aktywno$ci komponenty he-
matynowej. U roélin zielonych nalezalo wyjasni¢ zatem problem, czy droga syn-
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tezy magnezoporfiryn jest identyczna ze schematem syntezy Zzelazoporfiryn. Enzy-
mem bezposrednio bioracym udzial w syntezie magnezoporfiryn jest dehydrataza
kwasu aminolewulinowego (EC 4.2.1.24) [50]. W bezchlorofilowych komorkach
hodowli tkankowych orzecha ziemnego (Arachis th.) obserwowano wysoki po-
_ziom tego enzymu podobnie jak w komoérkach zawierajacych chlorofil. Wzrost
aktywnoéci dehydratazy kwasu aminolewulinowego przebiegat réwnolegle podczas
tego doswiadczenia z synteza peroksydazy [50]. Synteza peroksydazy mogla by¢
jeszcze stymulowana przez wprowadzenie do hodowli tkankowych *C kwasu
y-aminolewulinowego [46, 47]. Pigtno izotopowe znaleziono w izozymach pero-
ksydazy, co wskazywaloby na wykorzystanie kwasu y-aminolewulinowego jako
* prekursora ukladu zelazo-porfirynowego peroksydazy. Van Huystee [47] sadzi
nawet, ze kwas y-aminolewulinowy poprzez. swoj udzial w syntezie peroksydazy
utrudnia syntez¢ chlorofilu.

4. Filogenetyczne i ontogenetyczne zmiany izozyméw peroksydaz

Mimo nie catkowicie wyja$nionej roli fizjologicznej peroksydazy sadzi¢ mozna,
ze poprzez adaptacje organizméw do §rodowiska zmienialy si¢ formy oraz funkcje
tego enzymu wraz z procesem ewolucyjnym. Dla okreslenia stopnia tych zalez-
noéci oznaczono sklad izozymowy peroksydaz z roSlin na réznym stopniu roz-
woju filogenetycznego, poczawszy od glonéw poprzez mszaki, paprocie, roSliny
nagozalazkowe i okrytozalazkowe (jedno- i dwuliScienne). Pewne rodzaje roSlin
zawieraja charakterystyczne izoperoksydazy o specyficznej, dla danej grupy roélin,
szybkoéci migracji podczas elektroforezy. I tak dla przykladu badane rosliny wyz-
sze zawieraja charakterystyczna izoperoksydaze¢ o Rm = 0,2. Natomiast mszaki
cechuje izoperoksydaza o Rm = 0,45 [5]. Dane te sugeruja mozliwo$¢ wystgpowania
izoperoksydaz charakterystycznych dla stopnia filogenetycznego rozwoju. Drugi
typ izoperoksydaz powstawalby w wyniku specyficznej adaptacji metaboliczne;.
Zaobserwowano rowniez inng prawidtowo$¢ zmian aktywnosci peroksydazy za-
lezna od rodzaju filogenetycznego, a mianowicie zréznicowana specyficzno$¢ sub-
stratowa wobec donoréw wodoru takich jak benzydyna, gwajakol i pirogalol.
Zmiennoé¢ specyficzno$ci substratowej moglaby stanowi¢ informacj¢ o stadium
filogenetycznym ewolucji danego gatunku roélin [31].

Oprécz zmian iloéciowych w skladzie izoperoksydaz ro$linnych, w zaleznosci
od stadium filogenetycznego, obserwuje si¢ powszechnie zjawisko wzrostu aktyw-
nos$ci peroksydazy oraz zmian w liczbie izozyméw podczas rozwoju ontogenetycz-
nego. U grzybow nastepuje wzrost ogolnej aktywnosci peroksydazy oraz Zmiany
liczby izozymdéw peroksydazy (z trzech do pigciu), np. w mycelium Inonotus ra-
diatus hodowanych in vitro [59, 60]. W warunkach naturalnych w owocnikach
grzybow klasy Basidiomycetes wraz z wiekiem nastgpuje wzrost aktywnosci nie-
ktorych izoperoksydaz jak i ich liczby [77]. In vitro w miarg uptywu czasu hodowli

3
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grzybni Inonotus radiatus na podiozu plynnym roénie rowniez aktywno$¢ peroksy-
dazy wydzielonej do pozywki. Jednak nie wszystkie izozymy zawarte w mycelium
przedostaja si¢ do podtoza [59, 60]. Sadzi¢ mozna, Ze te izozymy sa specyficznie
syntetyzowane lub modyfikowane do czynnosci pozakomoérkowej i do kontaktu
ze §rodowiskiem [91]. Podobne sugestie wysunigto w przypadku peroksydazy z glo-
néw Nostoc [54]. .

U roélin wyzszych stwierdza si¢ zaréwno tkankowa jak i ontogenetyczng spe-
cyficzno$é izoperoksydazowa [73, 74, 75]. Najwyzsza liczb¢ izozymdéw peroksy-
dazy stwierdzono u kukurydzy we wczesnych stadiach wzrostu [76]. W innym ma-
teriale ro§linnym podczas rozwoju nasienia jabloni nie zmieniala si¢ aktywno$c
wolnowedrujacych izoperoksydaz anodowych, natomiast tworzyly si¢ de novo
dwie szybkowedrujace izoperoksydazy anodowe [89]. Zwracaja tez uwage zrozni-
cowane zmiany aktywnosci niektorych izoperoksydaz podczas dojrzewania i sta-
rzenia sic owocow. Aktywno$¢ rozpuszczalnych w cytozolu peroksydaz nie byla
zalezna od stopnia dojrzalo$ci owocow banandw [37]. Natomiast aktywnos$¢ pe-
roksydaz ,nierozpuszczalnych” — czyli zwiazanych ze $cianami komérkowymi,
owocOw banana wzrastala trzykrotnie na poczatku okresu dojrzewania aby zaczac
spada¢ w czasie starzenia si¢ tego materialu biologicznego [37].

W szpilkach §wierka (Picea abies) obserwowano zmiany izoperoksydaz w onto-
genetycznym cyklu rocznym. Wyrézniono w tym materiale dwie grupy anodowych
peroksydaz. Trzy do pieciu szybkowedrujacych anodowych (gr. I), sze$¢ do dzie-
sieciu wolnowedrujacych podczas elektroforezy (gr. IT) [20]. Miode szpilki zawie-
raly tylko grupe I izoperoksydaz. W lecie tworza si¢ izoperoksydazy grupy IL
. Grupa II izoperoksydaz z tego materialu moze petni¢ funkcje fizjologiczne w pro-
cesie réznicowania, biorac udzial w przemianach dojrzalych i starzejacych si¢
szpilek. Natomiast grupa II izoperoksydaz jest zaangazowana w biosyntezie lig-
niny we wczesnym okresie rozwoju tkanki.

Stosujac kultury tkankowe epidermy tytoniu zaobserwowano, ze podczas pow-
stawania innych tkanek wegetatywnych, takze korzenia i kalusa, dochodzi do zmian
w rozpuszczalnych izoperoksydazach. Zmianom ulegaly liczby izoperoksydaz za-
réwno anodowych, jak i katodowych. Aktywnos$¢ ogdlna peroksydazy nie zawsze
odzwierciedlaly zachodzace zmiany iloSciowe i jako$ciowe izozyméw podczas na-
mnazania komérek w tkankach. Kultury tkankowe réznicujace tkanke korzenio-
wa zawieraly duze iloci izoperoksydaz w poréwnaniu z kulturami tkankowymi
tworzacymi inne rodzaje tkanek [16]. W pierwszej fazie tworzenia korzeni wyste-
powala korelacja biosyntezy peroksydazy z lignifikacja 1 katabolizmem auksyn.
W dalszej fazie rozwoju korzeni nastgpowal wzrost aktywnoéci anodowych peroksy-
daz przy zmniejszonym przyro$cie aktywnosci izozyméw katodowych [28]. Zmiany
w liczbie izozymdw peroksydaz i ich aktywnosci sa, jak mozna sadzi¢, regulowane
na poziomie genomu, zatem sa one przyczyna réznicowania si¢ tkanek a nie jej
wynikiem [28].

Opisane zmiany }acza si¢ z aktywnoscia biologiczna i poziomem hormonoéw
roélinnych oraz ogélna zdolno$cia oddechowa tkanek roslinnych zalezna od onto-
genetycznego stadium rozwojowego.



37
5. Zmiany genetyczne w izozymach peroksydaz

Wyniki kilkuletnich badan nad izoperoksydazami w kilku odmianach kukurydzy
przedstawit Marsalek [73; 74, 75, 76]. Badano pierwszy, drugi i trzeci li§¢ oraz
ro§liny w okresie dojrzewania nasion przeprowadzajac krzyzéwki genetyczne i po-
koleniowe F, i F,. Spektrum izoperoksydaz wykazuje specyficzno$¢ genotypowa,
tkankowa i ontogenetyczna [76]. We wszystkich badanych genotypach przewa-
zaja peroksydazy katodowe. Hybrydy wykazuja zréznicowanie w liczbie izozymow
peroksydazy w poréwnaniu z formami rodzicielskimi [75]. W odmianach zmuto-
wanych niektére izozymy peroksydazy zanikaja a powstaja inne [74]. Marsalek
[74] analizujac wlasne do$wiadczenia polowe stwierdzit tendencje do predominacji
spektrum izozymowego jednej linii genetycznej i kodominacji w innych genotypach.
Uzyskane wyniki jak i wykazane u watrobowcoéw mozliwosci klasyfikacji gatunku
na podstawie sktadu izozymowego peroksydaz moglyby stanowi¢ wygodny test
taksonomiczny [53, 76].

U wigkszosci roslin stwierdza si¢ obecnos§¢ trzech grup peroksydaz (dwie ano-
dowe i jedna katodowa) [96] lub czterech grup (dwie anodowe i dwie katodowe)
[69]. Grupy te roznia si¢ od siebie znacznie wlasciwosciami np. punktem izoelek-
trycznym sugerujacym rozny sklad aminokwasowy czasteczek biatkowych [69].
Wskazywaloby to na kodowanie tych grup peroksydaz przez odrgbne geny. We-
wnatrz grup obserwuje si¢ dalsze zroéznicowanie na izoenzymy, ktére maja zbli-
zona strukture pierwszorzedowa umozliwiajaca, by¢ moze, wykorzystanie tej sa-
mej matrycy RNA do ich syntezy [96]. Udalo si¢ w kilku przypadkach ustali¢
geny kontrolujace syntez¢ peroksydaz [10, 21, 39], przy czym niektére wykryte
Jloci” koduja oproécz peroksydazy rowniez inne enzymy np. fosfatazy i esterazy
[87].

Szerszy poglad na to zagadnienie przedstawit Tyson i in. [107]. W odmianach
genomorficznych Inu L™ i ,,S” zajeto si¢ tylko dwoma izoperoksydazami anodo-
wymi (Rm 0,074 i 0,16). Obie te formy w badanych odmianach byty kontrolowane
przez dominujace i recesywne allele. Odmiana Inu ,L” byla homozygota domi-
nujaca. Stwierdzono molekularne réznice pomigdzy badanymi dwoma peroksyda-
zami w odmianach ,,L” i,,S”. Roznica polegala na zawartosci komponenty weglo-
wodanowej w izozymie o Rm 0,074 i 0,16, przy zblizonych masach czasteczkowych.
W obu odmianach Inu ,,L” i ,,S” izozym peroksydazy o Rm 0,074 zawieral 249,
weglowodanéw a izozym o Rm 0,16 — 149, komponenty weglowodanowej. Znacz-
ny procent weglowodanéw w badanych izozymach peroksydazy z lnu wykazuje,
7e synteza czasteczki peroksydazy jest w duzym stopniu uzalezniona od genow
zaangazowanych w syntezie bialek katalizujgcych przemiany weglowodanéw. Drugi
zespol genow byt odpowiedzialny za efektywna synteze biatka peroksydazy. Bu-
dowa peroksydazy wykazuje zatem, ze co najmniej trzy systemy genow struktu-
ralnych sa odpowiedzialne za biosyntezg peroksydazy.
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6. Wplyw hormon6éw na aktywnos$¢ peroksydaz roSlinnych

Wiekszo$¢ hormonéw roélinnych regulujac wzrost ro§lin moze regulowaé bio-
synteze peroksydaz [33]. I tak np. giberelina (GA,) i benzyladenina stymulowaty
aktywnoéé grupy szybkowedrujacych izozyméw anodowych. Sadzi¢ mozna, Ze sa
to izoperoksydazy biorace udzial w procesie rozwoju zarodkoéw jabtoni [89]. Kwas
indolino-3-octowy nie wywierat wplywu w tym do$wiadczeniu. TAA jak si¢ okazuje,
reguluje poziom aktywno$ci dwu izoperoksydaz katodowych zwigzanych z rybo-
somami [22, 83]. Efekt dzialania TAA na peroksydaze moze by¢ wyjaSniony po-
przez jego dziatanie na poziomie ekspresji genu wiasciwego dla tych peroksydaz.
Nie jest to jednak dziatanie wybidrcze, gdyz TAA wyzwala roéwniez biosynteze
innych bialek w komorce [22, 83, 98]. Jednoczes$nie nie nalezy zapominaé o mozli-
wosci katalizowania przez peroksydaze utleniania TAA. Ilos¢ TAA" w komorkach
ro$linnych zalezna jest od stopnia wzrostu i rozwoju, a takze moglaby by¢ regulo-
wana przez ten rodzaj aktywnosci peroksydazy [43, 45, 86, 101]. Ilo$¢ endogennego
TAA wzrasta w strefie uszkodzenia tkanek, poniewaz jest to konieczne do ekspresji
wzrostu komérek. IAA w tym czasie kontroluje aktywnos§¢ peroksydazy, co po-
twierdzono podajac IAA z zewnatrz. Gdy ilo$¢ IAA spada do poziomu fizjologicz-
nego zaczyna wzrastaé aktywno§¢ peroksydazy [12]. Nie jest wigc catkiem jasne
czy spadek zawartosci IAA w komoérkach jest wywotany obecnoscig peroksydazy,
czy tez na skutek zmniejszenia stezenia IAA jest mozliwa przySpieszona synteza
peroksydazy [2]. Bez wzgledu jednak na zalezno$¢ przyczynowg w tym wzgledzie
izoperoksydazy anodowe, ktére jak stwierdzono wykazuja aktywno$¢ IAA oksy-
dazowa moga byé enzymem kontrolujacym wzrost i zmiany morfologiczne w ko-’
morce poprzez regulacje poziomu IAA [101, 107].

U roélin nizszych, np. u grzybéw, nie stwierdzono obecnosci cytokinin ani
auksyn [52]. Jednak IAA jest niezbedny zwlaszcza do wzrostu sporangioforow
[12]. Trudno sobie wyobrazi¢ aby IAA byt jedynym czynnikiem hormonalnym ros-
lin nizszych. Mozna zatem sadzi¢, ze niektore zwiazki fenolowe szeroko rozpow-
szechnione w przyrodzie pelnilyby bezpoérednio lub posrednio funkcje regulacyjne
w tych organizmach [57, 58, 64, 105]. Jak wykazano w do$wiadczeniach wlasnych,
kwas ferulowy i wanilinowy indukuja aktywno$¢ niektorych izoperoksydaz wply-
wajac na aparat biosyntezy biatka grzybéw z klasy Basidiomycetes. Z szeSciu izo-
peroksydaz zawartych w mycelium Trametes versicolor dwie sa indukowane przez
te fenole wykazujac jednocze$nie najwyisze powinowactwo wobec induktoréw
[61, 65]. Jednocze$nie peroksydazy grzybowe moga inaktywowa¢ np. IAA poprzez
jego utlenianie, co mogloby stanowié istotny efekt patogenny tych organizmow
wobec ro$lin wyzszych [43, 86].

Kolejnym hormonem ro$linnym, ktéremu przypisuje si¢ zdolnos¢ indukeji pe-
roksydazy jest etylen. W celu wyjasnienia istoty dziatania etylenu na aktywno$¢
peroksydazy poddawano dziataniu tego zwigzku w stezeniu 1 pl/litr skrawki ba-
tatéw. Obserwowano nie tylko wzrost ogdlnej aktywnosci peroksydazy w tym ma-
teriale ale réwniez znaczny wzrost aktywnosci wszystkich izozymow 1 zawartej
w nich “C leucyny. Blastocydyna S hamowata biosynteze peroksydazy i inkorpo-
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racje *C leucyny w obecnoéci etylenu. Wskazywatoby to wigc na syntezg de novo
peroksydazy pod wplywem etylenu [95]. Réwnocze$nie etylen syntetyzowany jest
w malych iloSciach we wszystkich tkankach rolinnych z metioniny przy udziale
peroksydazy i HyO, [72], zmniejsza on odporno$¢ roélin na zakazenie patogenne.
Roéliny tatwo ulegajace zakazeniu tworza duzo wigcej etylenu niz ro$liry odporne
na zakazenie [94]. Wplyw etylenu na aktywno$¢ peroksydazy nie jest jednoznaczny.
W batatach powodowat on stymulacje aktywnosci tego enzymu podczas gdy w tkan-
kach tytoniu oraz w korzeniach marchwi nie zmienial poziomu aktywnosci peroksy-
dazy [9]. W dalszych badaniach Bireckiej i Millera [9] stwierdzono, Ze etylen
w zakresie stezefi 5—80 pl-1-! hamuje wydtuzanie migdzyweZli u grochu i stymu-
luje ich pecznienie, ale nie zmienia w istotny spos6b aktywnosci peroksydazy [14].
Stwierdzone réznice ilo§ciowe w aktywnosci peroksydazy zalezne sa raczej od wieku
roéliny niz od poziomu gibereliny (GA;), czy etylenu [88]. Ostrozniej jest wigc
uzna¢ wplyw etylenu na aktywnos$¢ peroksydazy jako efekt uszkodzenia chemicz-
nego tkanek, ktory manifestuje si¢ na przyktad w poblizu miejsc zranienia tkanki,
przez wzrost aktywnosci niektérych katodowych i anodowych peroksydaz [1, 25].
To zréznicowane dzialanie etylenu zalezy takze od rodzaju roSliny czy tez uzytej
tkanki [14, 17, 38].

7. Rola fizjologiczna peroksydaz

Aktywnos§¢ peroksydazy wyrazana przez utlenianie zwigzkéw o charakterze
fenoli, metoksyfenoli i pochodnych fenylopropanu z udziatem H,O, zwraca w pier-
wszym rzedzie uwage na mozliwosé udziatu peroksydazy w procesie lignifikacji
i delignifikacji. H,;O, konieczny do dziatania peroksydazy jest obecny w duzych
iloéciach np. w ksylemie i korze drzew [92]. Peroksydaza ze $cian komérkowych
chrzanu moze réwniez katalizowaé tworzenie H,O, w obecnosci NADPH-H [19]
lub NADH +H+* [36]. Wobec tego aktywne dzialanie peroksydazy w warunkach
biologicznych jest mozliwe.

Lignina stanowi 20—359%, $cian komoérkowych drzew lisciastych i szpilkowych.
Dalsza czeéé $cian zbudowana jest w 40%, z celulozy i w 309, z chemiceluloz. Lig-
nina jest heteropolimerem zwiazkéw pochodnych alkoholu cynamonowego [33].
Dwa enzymy uwazane sa za podstawowe w przemianach ligniny, sa to: lakaza
(EC 1.10.3.2) i peroksydaza (EC 1.11.1.7) [35, 40, 103, 104, 105]. Nie wszystkie
izozymy peroksydazy biora udzial w tych procesach ze wzgledu na ich lokalizacje
w komérce. Wylaczone sa z aktywnoéci lignolitycznej peroksydazy zawarte w blo-
nie mitochondrialnej [108] i w rybosomach [83]. Peroksydazy zawarte w $cianach
komorkowych i przestrzeniach migdzykomérkowych stanowia podstawowa grupg
izozymow aktywnych w reakcjach utleniania, demetylacji lub dekarboksylacji me-
toksyfenoli [6, 41, 42, 69, 104] i powstawania aktywnych rodnikow [13, 122, 123]
umozliwiajacych zaréwno rozklad ligniny, jak i przemiany odwrotne — syntezy
nierozpuszczalnych fenylopropanowych polimerow.

Jest mozliwe, ze podczas degradacji ligniny wywolanej przez grzyby, aldehyd
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wanilinowy powstaje z kwasu wanilinopirogronowego przy udziale peroksydazy
i H,0,. Tworzacy si¢ aldehyd charakteryzuje si¢ stanem elektronowo wzbudzonym
[123]. Dalsza konsekwencja tego wniosku bylaby sugestia, ze- aromatyczne piro-
groniany bylyby nos$nikami energii w systemach biologicznych. Podobny elektro-
nowo wzbudzony stan méglby powstawaé z aldehydéw aromatycznych, takich
jak aldehyd indolilo-octowy lub aldehyd acetofenylowy [49, 121]. Wowcezas rola
peroksydazy w procesach rozkladu ligniny mialaby szczegélnie duze znaczenie
fizjologiczne.

Czy w procesie tym biora udziat tylko peroksydazy anodowe trudno w tej chwili
da¢ jednoznaczna odpowiedz, mimo sugestii Gaspara i in. [26, 27]. U grzybow
nadrzewnych wystgpuja peroksydazy anodowe o wysokiej specyficznosci substra-
towej wobec monomeréw ligniny [65]. Peroksydazy te sa indukowane przez fenole
takie jak kwas ferulowy i wanilinowy oraz zwiazki lignino-pochodne (kwasy ligno-
sulfonowe [61]. Sugerowaloby to udzial tej grupy izoform peroksydazy w odbu-
dowie ligniny ro$lin wyzszych. Jest to mozliwe dzigki swobodnemu przenikaniu
niektérych peroksydaz przez blony, a wtedy enzym wykazywatby aktywnos¢ w Sro-
dowisku poza komérka [55, 59, 61]. Produkty rozkiadu ligniny moglyby by¢ nas-
tepnie przyswajane przez grzyby.

W miodych i rozwijajacych si¢ tkankach rodlin wyzszych gdzie intensywnos¢
lignifikacji jest niewielka rownocze$nie obserwuje si¢ obnizony poziom aktywnosci
anodowych izoform peroksydazy [102]. W miar¢ dojrzewania tworzona jest lig-
nina w $cianach komoérek miekiszu i rownolegle wzrasta aktywno$¢ nierozpusz-
czalnych form peroksydazy [4]. Peroksydazy te katalizuja reakcje tworzenia sil-
nych wigzah pomiedzy monomerami ligniny i polisacharydami budujac od podstaw
strukture lignino-celulozowa komorki [116, 118]. Niejednokrotnie wzrost procesu
lignifikacji moze byé wywolany przez uszkodzenie lub infekcje bakteryjna lub
wirusowa tkanki roélinnej i w tym przypadku zachodzi indukcja syntezy peroksy-
dazy oraz takich enzyméw jak amoniako-liaza fenyloalaniny (PAL), ligaza kwasu
hydroksycynamonowego i CoA (EC 6.2.1.12) a wigc enzymow szeregu przemian
zwiazkéw fenolowych [111]. W zwiazku z ta obserwacja sugeruje si¢ udziat w li-
gnifikacji nie pojedynczych enzyméw ale kompleksow enzymatycznych [35, 110].
PAL i ligaza kwasu hydroksycynamonowego katalizuja reakcje tworzenia fenoli
z fenyloalaniny. Natomiast pierwszym etapem utleniania fenoli przy udziale pe-
roksydazy jest szybkie jednoelektronowe utlenianie substratow (donoréw wodoru),
tworzenie rodnikéw fenoksy i wreszcie chinonéw. Reakcje te moga by¢ posrednia
droga transformacji ligniny w zwiazki humusowe (proéchnicowe) w glebie [122].

Zakazenie roSlin wyzszych czynnikami patogennymi (grzyby, bakterie) wywoluje
zmiany W poziomie aktywnosci peroksydazy [99]. Zar6wno w odmianach wrazli-
wych na zakazenie jak w odmianach odpornych aktywno$¢ peroksydazy rosnie
[3, 94]. Nie wszystkie izozymy peroksydaz zwigkszaja swa aktywno$¢ podczas
zakazenia. Mozna by to wyjasnié poprzez bezpo$rednie hamujace dzialanie nie-
ktorych izoperoksydaz na wzrost organizméw patogennych np. grzybow [94].
Odporno$¢ na choroby wzrasta gdy organizm zabezpieczy si¢ tworzac odpowiednia
ilo§¢ ligniny w komérce, co wplywa uszczelniajaco na $ciany komorkowe. Ligni-
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fikacja w szczepach roslin odpornych jest szybsza i koncentruje si¢ w Srodku miejsca
zakazenia. W szczepach wrazliwych na zakazenie lignifikacja postgpuje wolniej,
a rozwdj czynnikow patogennych stwierdzono réwniez poza miejscem zakaZzenia
[35, 84, 111]. Gdy tkank¢ poddano dziataniu inhibitora syntezy biatka (cykloheksi-
mid) synteza ligniny i enzymow zwiazanych z lignifikacja byla hamowana a tkanki
z latwoscia ulegaly zakazeniu grzybowemu [111]. Birecka i in. [8] zwracaja jednak
uwage na czgsto nieostrozng interpretacje dziatania cykloheksimidu, znanego in-
hibitora biosyntezy bialka. Cykloheksimid w pewnych stezeniach moze modyfi-
kowaé metabolizm komoérki ograniczajac odporno$¢ organizmu na zakazenie [8].

Peroksydaza moze zwigksza¢ odporno$¢ roslin wyzszych na zakazenia rowniez
bakteryjne [109]. Stwierdzono, ze peroksydaza z chrzanu w obecnosci nadtlenku
wodoru i jodku potasu hamuje wzrost bakterii bedacych czynnikiem patogennym
fasoli (Xantomonas phaseoli var. sojensis). Po 30 minutach inkubacji z enzymem
i nadtlenkiem wodoru obserwuje si¢ spadek ilo$ci zywych komoérek z 106 do 10*/ml.
Dzialanie peroksydazy mogly wzmaga¢ fenole utleniane do chinonéw [122]. Pow-
stajace chinony poza dzialaniem bakteriobojczym inaktywuja rowniez RNA wi-
rusow roélinnych [109]. Powszechnie wystepujaca u ro$lin oksydaza kwasu askor-
binowego utleniajac swoj substrat tworzy H,O, niezbedny do dziatania peroksydazy
[108]. Zespot — peroksydaza fenole i H,;O, obecne w komoérkach roslin wyzszych
stanowi wiec jak si¢ wydaje jeden z fizjologicznych mechanizméw ochrony roslin
przed zakazeniem.

8. Uwagi koncowe

Peroksydazy to enzymy nie tylko szeroko rozpowszechnione u roélin ale row-
niez wykazujace zlozona budowe izozymowa. W ostatnich latach zaznaczyt si¢
duzy postep w badaniach nad tym enzymem, co rozszerza wiadomosci zar6wno
o strukturze jak i o wlasciwoéciach fizyko-chemicznych i biologicznych tego en-
zymu.

Funkcja fizjologiczna peroksydazy, ktoéra jednocze$nie wykazuje aktywnos¢
oksydazy kwasu indolilo-3-octowego jest ztozona i nie w pelni jasna. Dos¢ szeroko
poznano rol¢ peroksydazy w lignifikacji i delignifikacji. Aktywno$¢ peroksydazy
jest istotna w czasie stan6w stresowych i podczas zakazeri patogenami rolin wyz-
szych. Synteza peroksydazy moze by¢ regulowana przez hormony ro$linne, ale
réwniez i peroksydaza moze wplywa¢ na poziom niektérych hormondéw roslinnych.
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