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Wstep

Jak wykazano ostatnio, cukier stanowi nie tylko wazne Zrdédio energii i
szkieletéow weglowych w procesie wzrostu i rozwoju roélin, ale moze tez pelnié
wazng role w regulacji aktywnos$ci metabolizmu [KOCH 1996; SMEEKENS 1998; YU
1999]. Metaboliczna regulacja ekspresji genéw uznawana jest powszechnie jako
gléwny mechanizm kontroli genéw we wszystkich stadiach rozwojowych roslin.
Prace JANG'A i SHEEN'A [1997] oraz SHEEN'A i in. [1999] wykazaly, ze cukier moze
byé regulatorem ekspresji licznych genéw w roélinach poprzez mechanizm repre-
sji katabolicznej, opisanej dla bakterii [SAIER 1989] i drozdzy [GANCEDO 1992]. Me-
chanizm ten polega na tym, ze przy dostepie cukru w komérkach hamowana jest
ekspresja genéw odpowiedzialnych za syntezg enzyméw katabolizujacych inne
substraty weglowe niz cukier (np. biatka, aminokwasy, tluszcze).

Jednym z enzyméw, ktérego aktywnosé wyraznie wzrasta przy braku cukru,
jest dehydrogenaza glutaminianowa (GDH) [ROBINSON i in. 1992; JAMES i in. 1993;
MORKUNAS i in. 2000]. GDH jest enzymem indukowalnym, ktérego ekspresja ujaw-
nia si¢ szczegblnie pod wplywem amoniaku i niektérych aminokwaséw [SRIVASTA-
VA, SHING 1987]. Zmiany w aktywno$ci GDH wywolywane s3 takze przez szereg
innych czynnikéw $rodowiskowych, takich jak: np. temperatura, zasolenie, stres
wodny, metale ciezkie czy atak patogenéw. Mimo, Ze kazdy z wymienionych
czynnikéw dziata w odmienny sposéb, przypuszcza sig, ze podstawowy mecha-
nizm odpowiedzi na niekorzystne warunki srodowiska jest podobny. W tym as-
pekcie GDH moze by¢ traktowana jako enzym markerowy, monitorujacy zmiany
w pierwotnym metaboliZmie roslin.

W prezentowanych badaniach poréwnywano wplyw cukru, kadmu (Cd) i
otowiu (Pb) na aktywno$¢ oraz spektrum form molekularnych GDH w izolowa-
nych osiach zarodkowych tubinu.

Material i metody

Dogwiadczenia przeprowadzono na osiach zarodkowych tubinu zéitego Lu-
pinus luteus 1. odmiany Juno. Nasiona poddawano wstgpnej sterylizacji powierzch-
niowej, zalewano sterylng woda i pozostawiano w termostacie (25°C). Po 6 godz.
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nasiona przenoszono do szalek Petriego i pozostawiano na 18 godzin dalszego
pecznienia. Ze specznialych nasion izolowano osie zarodkowe usuwajgc okrywe
nasienng 1 li§cienie. Wyizolowane osie zarodkowe umieszczano po 4 sztuki na
sterylnych podpérkach bibulowych, ktére wprowadzano do sterylnych probéwek
nad powierzchnig pozywki HELLER'A [1954] na 48 godzin. Stosowano dwa warianty
hodowli: osie zarodkowe hodowane na pozywce Hellera z sacharoza 60
mmol-dm-= (+8§ - kontrola, tzw. ,,osie odzywione”) oraz na pozywce Hellera bez
dodatku cukru (-S - tzw. ,,0sie glodzone”). Wplyw kadmu (Cd) badano dodajac
do pozywek Cd(SO,), w stezeniach 0 (kontrola), 10, 50, 100 i 500 pmol-dm=3. W
przypadku osi zarodkowych traktowanych jonami olowiu (Pb2+) inkubowano je
wstepnie 24 godziny na pozywkach z cukrem (+S) lub bez dodatku cukru (-S),
po czym przenoszono na kolejne 24 godziny na wodeg, wode z dodatkiem 150 i
350 mg Pb(NO,),:dm-2.

Aktywnoéé¢ GDH (EC 1.4.1.2-4) oznaczano we frakcji mitochondrialnej izo-
lowanej wg metody NISHIMURA i in. [1982]. Aktywno§¢ aminacyjng enzymu
(NADH-GDH) oznaczano spektrofotometrycznie wg DUKE'A i in. [1976]. W ozna-
czeniach aktywnosci dezaminacyjne] (NAD-GDH) stosowano metodg wg WATA-
NABE i in. [1992]. Aktywnoé¢ enzymu wyrazano jako ilos¢ pmoli NAD+ lub NADH
powstala w ciggu 1 minuty, przypadajaca na 1 mg biatka. Zawartod¢ biatka ozna-
czano wg BRADFORD [1976]. Analizy wzoréw izoenzymatycznych GDH wykonano
metodg elektroforezy w warunkach natywnych na 6% zelu poliakrylamidowym wg
LAEMMLI [1970]. Aktywno$é enzymu ujawniano na zelu stosujgc mieszanine inku-
bacyjna wg CZOSNOWSKIEGO [1974].

Wyniki

Stwierdzono, ze pod wplywem jonéw Cd2+ i Pb2+ nastepuje wyraZne ogra-
niczenie przyrostu $wiezej masy osi zarodkowych zaréwno odzywionych (+S), jak
1 poddanych glodzeniu cukrowcowemu (-S), (rys. 1). Dotyczylo to szczegdlnie jo-
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Rys. 1. Przyrost $wiezej masy ($w.m.) osi zarodkowych tubinu, rosnacych na
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Fig. 1. Accumulation of fresh matter (FM) for embryos of lupine grown in vitro on

medium with sucrose (+8) or without sucrose (-S) and treated with Cd (1A)
or Pb (1B)
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NADH-GDH - dchydrogenaza glutaminianowa (aktywno$¢ aminacyjna); glutamatc dchydroge-
nase (aminating activity)
NAD-GDH ~ dehydrogenaza glutaminianowa (aklywno§¢é dezaminacyjna); glutamate dehydro-

genasce (deaminating activity)

Rys. 2. Zmiany aktywnosci NADIH-GDH i NAD-GDH w osiach zarodkowych fubinu,
rosngcych w obecnosci Cd na pozywkach z cukrem (+SS) — A i bez cukru (-S)
~ B oraz w obecnosci Pb na pozywkach z cukrem (+S) ~ C oraz bez cukru
-S)-D

Fig. 2. Changes in NADH-GDH and NAD-GDII activity in embryos of lupine grown
on mecdia with sugar (+S) or without sugar (-S) and treated with Cd (A, B)
and Pb (C, D)

néow Cdz+, ktére w stgzeniu 500 pmol-dm= w obu wariantach pozywek
powodowaty okoto 50% spadek masy osi. Toksyczno$é obu jonéw przejawiala sie
takze w deformacjach morfologicznych rosnacych osi, ktére w zakresie wyzszych
testownych stgzent Cd (500 pmol-dm=) i zawartosci Pb (350 mg-dm=) byly znacz-
nic skrécone 1 zgrubiate. Przeprowadzone oznaczenia aktywnosci enzymu wykaza-
ly, 7¢ obcenosé cukru w pozywee (+S5) obniza aktywno$¢ NADH-GDII i NAD-
GDIH do ok. 60% w stosunku do pomiaréw w osiach gtodzonych (-S). Po poda-
niv do obu wariantéw pozywek jonéw Cd?* lub Pb?* obserwowano wyrazny, ale
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Analizy elektroforetyczne wykazaly, 7e cukier modyfikuje takze wyraZnie
spektrum izoenzymatyczne GDH (rys. 3). W osiach zarodkowych rosngcych na
pozywce Heller'a bez dodatku cukru (-S) stwierdzono obecnoé¢ ok. 22-23 izoen-
zyméw GDH. W osiach zarodkowych 0d1yw10nych (+S) spektrum to bylo redu-
kowane do ok. 14 prazkéw. Potraktowanie osi Zarodkowych odzyw1onych (+9)
jonami Cd?+ lub Pb2+ indukowato 5-6 dodatkowych izoenzyméw lokalizujgcych
si¢ w katodalnej czgsci Zelu, czyli tych, ktére zanikaly w obecnosci samego cukru
w pozywce. W osiach glodzonych modyfikacje te obejmowaly raczej zmiany jakos-
ciowe niz iloSciowe, przejawiajgce si¢ zwiekszong intensywnoscig wybarwienia ka-
todalnej czedel spektrum. Najwyzsze z testowanych zawartoéci Pb (350 mg-dm?)
nadal powodowato indukeje nowych izoenzyméw GDH, podczas gdy przy najwyz-
szym testowanym stgzeniu Cd (500 pmol-dm=) obserwowano wyraZnie redukcje
iloéci form GDH.

Dyskusja

W literaturze spotyka si¢ szereg doniesien na temat zaréwno regulacji eks-
presjii genéw  rodlinnej GDH, jak réwniez réznych mozliwosci modulacji
aktywnodci juz wytworzonego enzymu. Otrzymane przez autordw pracy wyniki
wskazujg, ze gléd weglowodanowy indukowal dehydrogenaze glutaminianowg w
osiach zarodkowych tubinu zéltego. Dotyczy to zaréwno aktywnosci enzymu, jak 1
form izocnzymatycznych. Usuniecie cukru z pozywki moglo spowodowaé uwolnie-
nie genéw GDH spod represji katabolicznej, czego przejawem byt wzrost aktyw-
nosci enzymu 1 pojawianie sie nowych izoenzyméw GDH. Indukcj¢ GDH obser-
wowano lakze po potraktowaniu osi zarodkowych rosnacych na pozywce z cuk-
rem (+8) jonami Cd?+ lub Pb2+. W tym przypadku wzrost aktywnosci ammacy]-
nej enzymu (NADH GDII) moze posrednio wskazywac na nagromadzanic si¢ w
tkankach osi zarodkowych amoniaku. Amoniak uznawany jest za jeden z gléw-
nych induktoréw aktywno$ci GDH [SRIVASTAVA, SHING 1987]. Wzrost aktywnosci
enzymu moze byé wige powodowany udziatem GDH w asymilacji amoniaku w
miejsce mnicj cfektywnego w tych warunkach szlaku GS/GOGAT. Poparciem tej
hipotezy moze byé stwiedzony m.in. przez BOuUssaMa i in. [1999], GOUIA i in. [2000]
hamujgcy wplyw kadmu na aktywno$¢ syntetazy glutaminowej (GS). Jednoczesnie
zmiany aktywnosci enzymu skorelowane byly ze zmianami w spektrum form mo-
lekularnych enzymu. Stwicrdzono, Ze obecno§é Cd i Pb indukowala pojawianie
sie nowych form izoenzymatycznych w spektrum GDH. Regulacja aktywnosci
enzymiu moze byé kontrolowana na réznych poziomach. Zmiany we wzorach
form molckularnych sg raczej wynikiem zréznicowanej ekspresji gendéw dla posz-
czegdlnych podjednostek enzymu. Jak dotad opisano szereg gendw fotosyntetycz-
nych, ktérych ckspresja nasila si¢ w obecnosci jondw metali cigzkich. Byé moze
takze 1 geny kontrolujgce ckspresje biatek GDH podlegajg bezposrednio lub pos-
rednio takiej modulacji.

Podsumowujac mozna stwiedzié, ze zaréwno gléd weglowodanowy, jak i
obecno$¢ metali cigzkich (w tym Cd i Pb) wywotujg u rodlin szereg reakgji streso-
wych. W czasie stresu ograniczeniu ulega fotosynteza. Wynikajace z tego ogra-
niczenic cukrowcdw 1 zahamowanie syntezy bialek moze prowadzi¢ do nadmier-
nego nagromadzania si¢ jondéw amonowych. W tym aspekcie oba stosowane przez
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nas czynniki stresowe mogly prowadzi¢ do uruchomienia wspélnych lub podob-
nych przemian metabolicznych, ktérych efektem koficowym byla indukcja GDH.
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Stowa kluczowe:  dehydrogenaza glutaminianowa, tubin Zlty, izoenzym, kadm,
oléw, represja kataboliczna

Streszczenie

Celem pracy bylo poréwnanie wplywu cukru i metali cigzkich (kadmu i oto-
wiu) na aktywno$¢ oraz spektrum form molekularnych dehydrogenazy glutami-
nianowej (GDH). Do$wiadczenia przeprowadzono na izolowanych osiach zarod-
kowych tubinu zéttego, rosnacych w kulturze in vitro (48 godz.). Stosowano dwa
warianty hodowlane: pozywka Heller'a z sacharoza (tzw. ,osie odzywione” i po-
zywka Heller'a bez sacharozy (tzw ,,0sie glodzone). Oba warianty traktowano jo-
nami kadmu i olowiu. Oznaczenia aktywnos$ci NADH-GDH (aminacyjnej) i
NAD-GDH (dezaminacyjnej) wykazaly, ze cukier wyraznie hamuje aktywnos¢ en-
zymu w stosunku do wariantu glodzonego. Potraktowanie osi jonami zaréwno
kadmu, jak i olowiu indukowalo w osiach odzywionych gtéwnie aktywnosc
NADH-GDH, za$ w osiach glodzonych wzrastala aktywno$¢ NAD-GDH. Analizy
elektroforetyczne wykazaly, Z w obecnodci cukru nastgpowala redukcja spektrum
zoenzymatycznego GDH z ok. 22 form (osie gtodzone) do ok. 14 from (osie od-
zywione). [zoenzymy te byly indukowane ponownie w osiach odzywionych po do-
daniu do pozywki kadmu lub otowin. W osiach glodzonych efektem obu metali
byly zmiany w intensywnosci wybarwienia poszczegdlnych izoenzymow. Uzyskane
wyniki omawiane sg w oparciu o mechanizm represji katabolicznej powodowanej
przez. cukier.
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Summary

Embryos of lupine (Lupinus luteus 1..) deprived of cotyledons wcre cultured
for 48 h in Heller medium with or without sucrose. Cd and Pb stress were impo-
sed by adding Cd(SO,), and Pb(NO,), to the nutrient solutions at various con-
centrations. The metal’s effects on the glutamate dehydrogenase activity (GDH)
were analysed in comparison to trophic conditions. Sucrose starvation of embryos
increased the total activity of GDH as well as the isoenzyme pattern. Some
isoenzymes were negatively affected by catabolic repression and induced by car-
bon starvation. Repression affected mainly the more cathodic bands which were
predominant in non-repressed conditions. Exposure of sucrose fed (+S) and su-
crosc starved (-S) embryos to Cd and Pb treatment increased significantly the
total activity of GDH (aminating and deaminating activities, NADH-GDH and
NAD-GDH respectively). Additions of metals to sucrose fed (+S) embryos resul-
ted in a marked enhancement of activity of cathodal isoenzymes of GDH. There
were no significant changes in the number of isoenzymes between sucrose star-
ved (-S) embryos treated either with Cd or Pb. The possible physiological role of
GDH in regulation of metabolism of lupine embryos under stress conditions is
disscused.
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