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Pojecie metabolitow pierwotnych i wtornych

Pierwszym, ktéry ponad 100 lat temu wprowadzit pojecie metabolitéw wtérnych,
byt Kossel. Twierdzit on, ze jakkolwiek metabolity pierwotne obecne sa we wszyst-
kich ro$linach, to wtornie pojawiaja si¢ jedynie sporadycznie i nie sa substancjami ko-
niecznymi do zycia ro$liny [18]. Zwiazkéw o znanej strukturze zaliczanych do meta-
bolitéw wtérnych jest obecnie ponad 27 tysigcy. Niektore z nich, zwane réwniez alle-
lochemikaliami, posiadaja cenne wlasciwosci [18]. Termin ,,0ddzialywania allelo-
chemiczne” oznacza aktywno$é produktéow naturalnych wplywajaca na rozwédj,
wzrost, zdrowie, rozmnazanie organizmoéw innych gatunkéw niz te, z ktérych wy-
dzielono te zwiazki. W charakterystyce tych zwiazkéw nalezy podkresli¢ ich zastoso-
wania lecznicze, aczkolwiek bywaja one takze szkodliwe dla czlowieka (np. maja
wiasciwosci antyzywieniowe). Alkaloidy mozna uznaé zatem za metabolity wtérne o
wlasciwosciach allelochemicznych [18, 21, 25].

Termin alkaloidy wywodzi si¢ od arabskiego stowa al-qualli. Od czasu identyfi-
kacji w 1806 r. przez Sertiirnera pierwszego alkaloidu — morfiny, wyizolowano po-
nad 3 tysigce tych zwiazkéw i okreslono ich strukture [25]. Jednakze ekstrakty roslin-
ne zawierajace alkaloidy stosowane byly juz w starozytnosci w formie eliksirow, le-
karstw czy trucizn. Wspomnie¢ tu mozna zgon Sokratesa po zazyciu $miertelnej daw-
ki koniiny, pochodzacej z nasion i lisci Conium maculatum. Innym przyktadem moze
by¢ stosowanie przez Kleopatre jako leku — ekstraktow zawierajacych atroping z Hy-
ocyamus muticus [12]. Alkaloidy izolowane z roslin, jak réwniez ich syntetyczne ana-

logi, s wsp6tczesnie stosowane jako leki, paraleki i odzywki.
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Rola metabolitéw wtérnych w roslinie

Obecnie znanych jest ponad 13 000 gatunkéw roslin majacych wiasciwosci lecz-
nicze, z czego okolo 25% wykorzystywanych jest bezposrednio w medycynie, w roz-
norodnej formie, jako leki zawierajace metabolity wtérne (np. ogélnie znane pochod-
ne morfiny czy kodeiny) [26]. Alkaloidy sa réwniez dobrze znanymi i uzywanymi sty-
mulantami, jak przykladowo kofeina zawarta w kawie i herbacie, czy tez nikotyna w
papierosach. Cho¢ obecnie duzo wiadomo na temat farmakologicznych efektow
dziatania tych zwiazkoéw, to stosunkowo mato jest informacji na temat regulacji ich
biosyntezy. W celu komercyjnego wykorzystania organizméw-producentow alkalo-
idow wazna jest mozliwos$¢ zarowno obnizenia, jak i podwyzszenia st¢zenia tych
zwiazkow w materiale biologicznym. Innym, niezwykle waznym zagadnieniem jest
funkcja, jaka pelnia alkaloidy w roslinie. W tym kontekscie dobrym, modelowym
obiektem badawczym jest fubin. Jedna z grup alkaloidow wystepujacych w tej roslinie
sg alkaloidy chinolizydynowe, ktére poza wasciwosciami antyzywieniowymi maja
rowniez cechy antybakteryjne i owadobojcze [27, 32].

Z danych literaturowych wynika, ze synteza alkaloidéw chinolizydynowych na-
stepuje w ciagu dnia w lisciach, w blonach tylakoidowych chloroplastéw (a zatem wy-
maga Swiatta) [30]. Wiadomo réwniez, ze najwyzsze st¢zenie tych zwiazkéw ma
miejsce w nasionach. Na tej podstawie sadzi sig, ze zachodzi skomplikowany proces
transportu alkaloidéw w roslinie — od miejsca biosyntezy do miejsca ich magazyno-
wania [27]. Wiadomo natomiast, ze w obrgbie komorki transport tych substancji kata-
lizowany jest przez specyficzne biatka blonowe. Energia potrzebna do przeprowadze-
nia tego procesu pochodzi od ATP-azy i potencjatu blonowego wytworzonego przez
jony K* [18].

Mechanizmy obronne roslin
w stresie biotycznym i abiotycznym

Rosliny narazone sa na réznego rodzaju stresy (biotyczne i abiotyczne). Wytwo-
rzenie specyficznych mechanizméw obronnych jest naturalng odpowiedzia kazdego
Zywego organizmu na stres, natomiast odmienno$¢ mechanizméw reakcji na stres jest
funkcja réznorodnosci czynnikéw go wywotujacych. Do stresu biotycznego mozna
zaliczy¢ atak wszelkiego rodzaju patogenéw (np. grzyby, bakterie, wirusy, a takze
zwierzat, czy nawet mechaniczne uszkodzenie rosliny). Natomiast przyktadem stresu
abiotycznego moze by¢ niekorzystny poziom (niedobér lub nadmiar) jonéw metali,
np. zelaza [24], czy tez niekorzystne warunki fizykochemiczne, np. temperatura, wil-
gotnos¢.

Odpowiedzig na stres abiotyczny jest zazwyczaj synteza odpowiednich zwiazkow,
najczescie] biatek, ktérych funkcjq jest niwelowanie niekorzystnego wptywu $rodo-
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wiska. Przykladowo nadmiar zelaza w srodowisku moze byé czynnikiem stymu-
lujacym biosyntezg ferrytyny w roslinie — kompleksu zelazo-proteinowego zdolne-
go do magazynowania nadmiaru zelaza [4 i prace tam cytowane, 16, 24].

Stres biotyczny — funkcja regulatorowa dekarboksylazy lizynowe;
w mechanizmie biosyntezy alkaloidow chinolizydynowych

W wypadku stresu biotycznego rosliny wytworzyty wiele réznorodnych, zasadni-
czo odmiennych typéw reakcji. Jednym z charakterystycznych przyktadéw moze by¢é
morfologiczne przystosowanie roslin do niekorzystnych warunkéw biotycznych po-
przez wytworzenie cierni czy kolcow. Ten szczegdlny sposob zabezpieczenia chroni
zwykle te organy lub tkanki, ktére pelnig istotne funkcje warunkujace przetrwanie
badz reprodukcje (kwiaty, owoce, nasiona) [27].

Rosliny, ktére nie maja cech morfologicznych broniacych je przed potencjalnie
niekorzystnymi warunkami stresu biotycznego wykorzystaly diametralnie odmienny
mechanizm obronny, a mianowicie wytwarzajg toksyczne zwiazki, ktére moga by¢
uznane za swoistg ,,bron chemiczng”. Biosynteza metabolitow wtornych, takich jak
alkaloidy chinolizydynowe, jest tego doskonatym przykiadem. Z danych literaturo-
wych wynika, ze zwiazki te sa inhibitorami rozwoju wielu bakterii i grzybéw [27, 32],
a takze wirusa X ziemniaka [32]. Sg one réwnie toksyczne dla kregowcow i dla owa-
dow [27, 31]. Stezenie alkaloidow chinolizydynowych w roslinie jest do$¢ zréznico-
wane. W zaleznosci od tkanki wynosi od bardzo niskich wartosci (0,05 mmol - dm™ )
do relatywnie wysokich— S mmol - dm™. Wzrasta ono znacznie w momencie infekcji
czy tez zranienia rosliny, szczegélnie w tkankach epidermalnych [27, 32]. Rosliny za-
wierajace alkaloidy chinolizydynowe zwykle nie magazynujg w rownym stopniu in-
nych metabolitéw wtérnych. Jednoczes$nie rosliny niezawierajace alkaloidéw chino-
lizydynowych akumuluja w to miejsce toksyczne aminokwasy niebiatkowe, alkalo-
idy pirolizydynowe, cyjanogenne glikozydy i inhibitory proteaz petnigce réwniez wa-
zne funkcje obronne [27]. Podobnie jak w wypadku obronnych przystosowan morfo-
logicznych organy pelniace szczegdlnie wazna funkcje w roslinie (np. kwiaty, owoce,
nasiona, kietki) magazynuja alkaloidy chinolizydynowe w znacznych ilosciach. Prze-
chowywanie tych substancji w tkankach epidermalnych ma swoje uzasadnienie, gdyz
zwykle wlasnie te tkanki narazone sq w pierwszym rzg¢dzie na atak patogena. Poziom
alkaloidéw chinolizydynowych wzrasta wowczas w trakcie ,,inwazji” 2—4-krotnie
Przez pierwsze 3 godziny po zranieniu, czy tez w wyniku ataku czynnika patogenne-
g0. Powtdrne lub przedtuzone dziatanie czynnika stresowego zwielokrotnia efekt bio-
syntezy alkaloidow [7, 27, 32]. .

Z danych literaturowych wynika, ze alkaloidy chinolizydynowe stanowig swoisty
chemiczny system obronny tubinu [18, 12, 27, 32]. Poparciem tej tezy moga by¢ uzy-
skane wyniki z do§wiadczalnej hodowli tubinéw wolnych od alkaloidéw réwnolegle
z formami dzikimi tych ro$lin bogatych w alkaloidy. W przeprowadzonych badaniach
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Rysunek 1. Przeksztalcenie lizyny do alkaloidow chinolizydynowych: sparteiny i lupaniny,
(wskazana jest funkcja LDC); 1 — lizyna, 2 —kadaweryna (r6zne konformacje), 3 — zwiazek
przejsciowy, 4 —sparteina (X = Hz), 5— lupanina (X = O); LDC — dekarboksylaza lizynowa

zaobserwowano selektywna eliminacje przez pasozyty roslin pozbawionych systemu
obronnego w postaci alkaloidéw (odmiany niskoalkaloidowe).

Stymulacja biosyntezy alkaloidéw chinolizydynowych, jako wynik stresu bio-
tycznego, jest jednym z wielu przykltadéw wytworzenia systeméw obronnych w ro$li-
nach. Stanowi jednak spektakularny, a zarazem istotny przyktad roli i znaczenia meta-
bolitéw wtérnych.

Bardzo niewiele, jak do tej pory, wiadomo — podobnie jak w wypadku innych al-
kaloidéw — na temat mechanizméw regulujacych biosynteze tych zwiazkéw. Droga
przemian prowadzaca do wytworzenia alkaloidéw chinolizydynowych (rys.1) pro-
wadzi od lizyny poprzez kadaweryne do sparteiny i lupaniny [29], a w swym pierw-
szym etapie przeksztalcen katalizowana jest przez dekarboksylaze lizynowa (LDC —
lysine decarboxylase) [20]. Uwaza si¢, ze enzym ten moze pelnié szczegdlnie wazna
rol¢ w regulacji poziomu alkaloidow. Na podstawie przeprowadzonych badan wias-
nych i danych literaturowych sugerujemy, ze niska zawarto$é alkaloidéw w formach
,»stodkich” lubinu moze by¢ spowodowana znacznym obnizeniem aktywnos$ci dekar-
boksylazy lizynowej [30, Astriab — dane niepublikowane].

Rozwazajac kwesti¢ regulacji biosyntezy alkaloidéw chinolizydynowych, nie
sposob pomina¢ korelacji miejsca ich syntezy i magazynowania oraz rozmieszczenia
w réznych czgsciach ro$liny. Intensywne badania tego problemu prowadzone byty juz
w latach osiemdziesiatych w laboratorium Winka [28]. Badat on aktywno$¢ enzyma-
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tyczna dekarboksylazy lizynowe;j i syntazy 17-oksosparteinowej, izolowanych z roz-
nych organ6éw L. poliphyllus, w korelacji z zawarto$cig alkaloidow. Rezultatem pro-
wadzonych prac bylo stwierdzenie obecnosci alkaloidéw we wszystkich badanych
czgsciach rosliny. Najwyzsze stezenie alkaloidow w stosunku do wszystkich alkalo-
1déw w roélinie obserwowano w korzeniach (38-45%). Najwigksze nagromadzenie
tych zwiazkow wykazano w zielonych czesciach roslin, a w szczegélnoéci w lisciach
(600 pg - g~ $wiezej masy) i gornych czesciach todyg (1300 ug - g~' $wiezej masy). W
poréwnaniu z roslmq zielong najwigksza zawartos¢ alkaloidéw wystepuje w nasio-
nach (10 mg - g™’ suchej masy). Ciekawe jest, jak si¢ wydaje, wykazanie podobnych
zaleznosci w stosunku do dekarboksylazy lizynowej. Jakkolwiek obecnosé LDC wy-
kryto we wszystkich czg¢sciach rosliny, zaskakujace byto stwierdzenie najwyzszej ak-
tywnosci specyficznej tego enzymu w korzeniach. Rezultaty te s3 interesujace row-
niez W powiazaniu z innymi wynikami, a mianowicie wskazanie miejsca syntezy
LDC w btonach tylakoidowych chloroplastow, oraz wykazanie korelacji miedzy za-
wartoscig chlorofilu w lisciach a aktywnoscia dekarboksylazy lizynowej [28]. Z da-
nych literaturowych oraz wtasnych badan wynika, ze etap dekarboksylacji lizyny do
kadaweryny ma decydujace znaczenie, a dekarboksylaza lizynowa moze pelié tu
funkcj¢ regulatorowa [1, 20, 30]. Zaleznos¢ migdzy stopniem zazielenienia lisci i ak-
tywnoscig LDC, a co za tym idzie — biosynteza alkaloidéw chinolizydynowych, ob-
serwowano wykonujac inng seri¢ eksperymentéw. Rosliny przetrzymywane w ciem-
nosci przez 10 dni przeniesiono do warunkéw naturalnych, tj. w okresie dnia wysta-
wiono na dziatanie $wiatta. Po 5 dniach zaobserwowano zazielenienie lisci tych ro-
Slin. Podczas okresu ciemnosci zostal obnizony poziom alkaloidéw, ktéry nastepnie
wzrost wraz z biosynteza chlorofilu w lisciach [20]. Jako dodatkowg obserwacje od-
notowano zalezno$¢ migdzy zawartoscia chlorofilu w lisciach a aktywnoscia dekar-
boksylazy lizynowej, co pozostaje w zgodnosci z faktem umiejscowienia biosyntezy
alkaloidéw chinolizydynowych i LDC w chloroplastach.

W kolejnych eksperymentach przeprowadzono hodowle ré6znych odmian tubinu:
»gorzkich” 1,,stodkich” (z odpowiednio wysoka, czyli ok. 2-3%, i niskg zawartoscia
alkaloidéw, ponizej 0,1%); otrzymano dane pozwalajace okresli¢ pozytywna zalez-
nos¢ pomig¢dzy poziomem alkaloidow a aktywnoscia specyficznych enzyméw odpo-
wiedzialnych za ich synteze. Pozwolito to na stwierdzenie, ze niska zawartosé alkalo-
idéw w formach ,,stodkich” tubinu moze by¢ spowodowana obnizong aktywnoscia
enzymatyczng (np. LDC), a konsekwencja tego zjawiska jest zredukowany poziom
syntezy tych zwiazkéw [20]. Podobne konkluzje wynikaja z badan przeprowadzo-
nych nad genetycznymi formami ,,stodkich” tubinéw. Niska zawartos$¢ alkaloidéw
thumaczona jest tu genetycznym zablokowaniem syntezy enzyméw (np. dekarboksy-
lazy lizynowej i syntazy 17-oksosparteinowej) odpowiedzialnych za szlak metabo-
liczny alkaloidéw [2, 20].

W pracach, w ktérych poréwnywano aktywnos¢ specyﬁcznej LDC, izolowanej z
réznych czesci L. albus (korzen, todyga, liScien), stwierdziliSmy wystepowanie naj-
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Rysunek 2. Pordwnanie aktywnosci specyficznej i catkowitej LDC izolowanej z réznych

cze¢sci rosliny; liczby w poszczegolnych czesciach rysunku (na wykresie powyzej) odpowia-

daja wyznaczonej aktywnosci specyﬁcznej [u-pg ] LDC odpowiednio w korzeniach, tody-
dze i liScieniach; podane s3 one w przyjetej przez nas jednostce aktywnosci (ilo$¢ pmoli otrzy-

manej kadaweryny w 1 pg biatka zawartego w badanej probie); liczby ponizej oznaczaja odpo-
wiednio catkowita aktywnos¢ LDC [u] (aktywnos¢ specyficzna x catkowita ilo$é biatka)

wyzszej aktywnosci specyficznej LDC w korzeniu (rys. 2) [1]. Konsekwencja tej ob-
serwacji jest przyjecie hipotezy o transporcie enzymu z korzeni do chloroplastéw dla
najbardziej efektywnej biosyntezy alkaloidéw. Jednakze pamigtaé nalezy, ze LDC
uczestniczy takze w innych procesach metabolicznych, a znaczaca aktywnos$¢ LDC
wykrywana w czesciach zielonych moze by¢ w pelni wystarczajaca na potrzeby bio-
syntezy alkaloidow chinolizydynowych.

W naszym laboratorium poréwnano réwniez aktywnosé LDC w zaleznosci od ga-
tunku i wiekuro$liny. W wypadku siewek 7-dniowych obserwowano brak aktywnosci
w preparatach pochodzacych z L. luteus (tubin stodki) i bardzo niska aktywno$é (0,14
u- ug™') w preparatach pochodzacych z L. albus (tubin gorzki). ROwniez preparaty z
30-dniowych roslin z L. luteus odznaczatly si¢ niska aktywnoscig LDC (1,2 u - g'1 ).
Najwyzszg specyficzng aktywnos¢ tego enzymu wykryto w korzeniach L. albus z
30-dniowych roslin, co potwierdza wyniki wczesniej przeprowadzonych ekspery-
mentow [2]. Brak aktywnosci LDC w materiale pochodzacym z siewek 7-dniowych
mozna thumaczy¢ m.in. wystgpowaniem nieaktywnej formy LDC na tak wczesnym
etapie rozwoju rosliny. W tym okresie wigkszos¢ potrzebnych substancji czerpana jest
z materialow zapasowych nasion, ktére zawieraja wéréd wielu innych komponentow
takze alkaloidy w relatywnie wysokim stezeniu.

Pomimo stwierdzenia przez wielu badaczy znaczace;j roli roélinnej dekarboksyla--
zy lizynowej w procesie biosyntezy alkaloidéw chinolizydynowych nie ma do tej
pory doniesienia 0 wyizolowaniu tego biatka w formie homogennej i okreslenia jego
sekwencji. W literaturze znanych jest jedynie kilka sekwencji LDC bakteryjnych [5,
6,8,9,10,11, 13, 14, 15,17, 19, 22, 23, 33], z ktérych najbardziej kompletna jest se-
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kwencja pochodzaca z E. coli (tab. 1). Klopoty z oczyszczeniem tego biatka pocho-
dzenia roslinnego (i okresleniem jego sekwencji) sa prawdopodobnie spowodowane
labilno$cia LDC oraz trudnoscia z uzyskaniem wymaganej ilosci wysoce aktywnego
homogennego preparatu. Opracowana przez nas metodyka oczyszczania oraz uzyski-
wanie wysokiej aktywnosci oczyszczanego preparatu pozwolity nam na otrzymanie
homogennej LDC oraz na okreslenie sekwencji N-koncowej tego biatka (tab. [1].

Tabela 1. Podstawowe informacje na temat znanych sekwencji LDC

Organizm Liczba Kofaktor NCBI accession
aminokwasow number

Vibrio cholerae 160 — AAD46096
Eikenella corrodens 709 — AADI18126
Eubacterium 172 — CAA76648
acidaminophilum

Synechocystis sp. 483 — BAA16789
Bacillus subtilis 490 PLP AAC24937
Salmonella 715 — AAB41260
thryphimurium

Hafnia alvei 739 PLP P05033
Escherichia coli 715 PLP B41842
Lupinus albus — sekwencja PNDXDDLLXLIE Fe'? PLP, M. Astriab, dane
N-koncowa DTT niepublikowane
— brak danych.

Podobienstwo mechanizmu aktywnosci LDC ro$linne;j
z innymi dekarboksylazami

Poliaminy s to polikationowe czasteczki odgrywajace zasadnicza role w procesie
roznicowania i wzrostu komoérki. Putrescyna, bedaca prekursorem poliamin, wytwa-
Izana jest u zwierzat jedynie poprzez dekarboksylacje ornityny przy udziale dekar-
boksylazy ornitynowej (ODC). Mechanizm tego procesu jest odmienny w poszcze-
g0lnych krolestwach: roslin, zwierzat i bakterii. W wypadku mikroorganizmoéw,
oprocz wspomnianej drogi, istnieje alternatywny szlak metaboliczny. Putrescyna
moze by¢ wytwarzana bowiem na drodze dekarboksylacji argininy katalizowane;
Przez dekarboksylaze argininowg (ADC). U roslin poliaminy wytwarzane obiema
drogami metabolicznymi sa waznymi modulatorami reakcji biologicznych i odpo-
wiedzi na stres (np. osmotyczny). Mimo tak duzego znaczenia tych zwiazkow
doktadny mechanizm regulacji ich biosyntezy nie jest znany. Tak jak w wypadku bio-
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syntezy alkaloidéw chinolizydynowych w celu zrozumienia proces6w regulacyjnych
1 biologicznej roli poliamin duze znaczenie ma doktadna komoérkowa lokalizacja en-
zymow odpowiedzialnych za ich synteze¢. Zgodnie z obecnymi danymi na ten temat, u
roslin dekarboksylaza ornitynowa zlokalizowana jest zardwno w jadrze, jak i w cyto-
plazmie. Podobnie jak w wypadku dekarboksylazy lizynowej wiedza na temat komor-
kowej lokalizacji dekarboksylazy argininowej jest niewielka. Cechg charaktery-
styczna obu enzymow jest takze ich obecnos¢ we wszystkich czgsciach roéliny. Wia-
domo rowniez, ze wiele fizjologicznych reakcji stymulujacych i stresowych ma
wplyw na aktywnos¢ enzymow uczestniczacych w biosyntezie poliamin. Jakkolwiek
niewiele wiadomo na temat metabolicznej i molekularnej regulacji biosyntezy tych
zwiazkow, zaobserwowano, ze aktywnos¢ ADC w komorkach tytoniu ulega pelne;j
represji przez egzogenna spermidyng lub sperming, bez wyraznego wptywu na ak-
tywnos¢ ODC [3]. W obu wypadkach dokladny mechanizm regulacji aktywnosci i in-
hibicji jest, jak dotad, nieznany. W wypadku poliamin wiadomo, ze w warunkach nor-
malnych, gdy poziom ornityny nie jest ograniczony, synteza putrescyny katalizowana
jestprzez ODC. Wowczas, gdy stgzenie ornityny spada, synteza putrescyny (w swym
pierwszym etapie) nastgpuje poprzez dekarboksylacj¢ argininy (uwarunkowanej ak-
tywnoscig ADC). W komoérkach roslinnych regulacja tego szlaku metabolicznego
moze by¢ zalezna, np. od kompartmentacji komorki, czynnikéw posredniczacych czy
wreszcie specyficznej aktywnosci enzymow uczestniczacych w biosyntezie. W celu
zrozumienia molekularnego mechanizmu regulujacego ekspresje genéw ADC wyko-
nano seri¢ doswiadczen, wykorzystujac przeciwciata poliklonalne w stosunku do de-
karboksylazy argininowej [3]. Na podstawie otrzymanych rezultatéw sugerowano, ze
spermina wptywa na syntez¢ ADC przez hamowanie proteolitycznych proceséw po-
sttranslacyjnych nieaktywnego prekursora ADC, w konsekwencji zmniejszajac pule
aktywnej formy tego enzymu. W innym istotnym eksperymencie, przy zastosowaniu
metod immunochemicznych, wskazano membrany tylakoidowe chloroplastéw jako
miejsce syntezy dekarboksylazy argininowej. Na podstawie przeprowadzonych do-
swiadczen mozliwe stato si¢ réwniez zaproponowanie modelu biosyntezy putrescyny
(i poliamin) w aktywnych fotosyntetycznie tkankach [3].

Berlin i Foster prezentuja inne podejscie eksperymentalne, w ktérym probuja wy-
jasni¢ rolg dekarboksylazy lizynowej w procesie biosyntezy alkaloidéw chinolizydy-
nowych [6, 17]. Badali oni ekspresj¢ genu bakteryjnej dekarboksylazy lizynowe;j oraz
transport LDC do chloroplastéw transgenicznego tytoniu. Wykorzystali oni dwie stra-
tegie. Pierwsza z nich opierata si¢ na badaniu ekspresji bakteryjnego genu ldc w cyto-
plazmie, umieszczonego pod kontrola promotora Tr pochodzacego z plazmidu Ti
Agrobacterium tumefaciens. W kolejnych eksperymentach koncentrowali sie na celo-
wanym przeniesieniu LDC do chloroplastow, wykorzystujac wklonowanie genu ldc
za promotorem rbcS z ziemniaka, a nastgpnie jego fuzje do regionu kodujacego rbcS
peptydu tranzytowego. Oba konstrukty genu ldc wprowadzili do tytoniu za posrednic-
twem A. tumefaciens, gdzie za pomoca metod hybrydyzacji Southern i Northern wy-
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kazali integracj¢ z genomem roslinnym i transkrypcje. Wzrost aktywnosci enzyma-
tycznej LDC stwierdzili jedynie w roslinie, w ktérej zachodzita translacja mRKNA,
przebiegajaca pod kontrola pierwszego uktadu modelowego. Ekspresje i transport
bakteryjnej LDC do chloroplastéow transformowanego tytoniu potwierdzono po-
przez obserwacj¢ znacznego wzrostu ilosci kadaweryny w lisciach. Wskazali row-
niez na silng korelacj¢ pomigdzy wzrostem poziomu kadaweryny a aktywnoscia
LDC. Co ciekawe, w zadnym z badanych wypadkéw nie stwierdzili akumulacji
biatka LDC w transformowanym uktadzie. Przyczyne tego autorzy upatrujg w nis-
kiej aktywnosci translacyjnej mRNA i/lub w specyficznych procesach degradacyj-
nych zlokalizowanych w cytoplazmie [9]. Choé wyniki prowadzonych badan nie
przesadzaja o regulatorowej roli LDC w procesie biosyntezy alkaloidéw, sa one jed-
nak silnym argumentem $wiadczacym o niewatpliwie waznej roli tego bialka w pro-
cesach regulatorowych.

Perspektywy i wnioski

Nowe kierunki badan oraz mozliwosci uzytkowania tubinu stanowia obecnie cen-
trum zainteresowania dla wielu grup badawczych. Zaawansowane sa prace zaréwno
nad ekstraktami tubinowymi i produktami odgoryczania, jak réwniez nad procesami
regulatorowymi, w ktérych uczestnicza biatka tubinowe, np. ferrytyna i LDC [2 i pra-
ce zawarte w tym opracowaniu].

Na podstawie posiadanych informacji z literatury oraz wynikéw wiasnych prac
eksperymentalnych mozna jednoznacznie stwierdzié, ze dekarboksylazy pehnig za-
sadnicza rol¢ w procesach regulatorowych biosyntezy alkaloidéw. Wiedzac, ze en-
Zym ten jest istotnym czynnikiem determinujacym poziom tych waznych metaboli-
tow w roslinie, celowe jest podjgcie prob regulacji ich biosyntezy. W wypadku gdy al-
kaloidy wystepuja w roslinie jako substancje antyzywieniowe, mozliwe jest zastoso-
Wwanie np. strategii antysensu dla obnizenia wydajnosci procesu ich biosyntezy. Nato-
miast zwigkszenie efektywnosci i podwyzszenie stezenia alkaloidéw moze byé ocze-
kiwane w odniesieniu do preparatéw cennych i waznych farmakologicznie. Zwigk-
szenie liczby genéw dekarboksylazy powinno zaowocowac¢ nadprodukcja enzymu, a
w konsekwencji intensyfikacja syntezy alkaloidéw. Z pewnoscia modelowy uktad de-
karboksylazy lizynowej stwarza wyjatkowo ciekawe mozliwosci poznawcze i nalezy

mie¢ nadzieje, ze takze aplikacyjne.
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The function of lysine decarboxylase in quinolizidine
alkaloids biosynthesis regulation
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Summary

Lysine decarboxylase is a key enzyme of quinolizidine alkaloids biosynthesis.
These alkaloids are characterized by either the properties of antinutritive food com-
ponents and those of common drugs. The concentration of alkaloids in plants de-
pends on biotic and abiotic stress. Alkaloids are often considered as a plant’s “che-
mical weapon”.
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