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Fenole jako induktory niektorych oksydaz u Basidiomycetes.
Czesé 1I. Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym rozpuszczalnych bialek
i lakazy z mycelium grzyha Coriolus versicolor *

MeHoNbl KaK WHAYKTOPb!I HekoTopbix okcuAas y Basidiomycetes. Yacts 1l. dnektpogopes
Ha NONMAKPHUNAMHAOBOM rene pacTsopumbix 6enkos u nakase muuenws rpuba
Coriolus versicolor

Phenols as Inductors of some Basidiomycetes Oxidases. Part II. Electrophoresis
on Polycrylamide Gel of Soluble Protein and Laccase from the Mycelium
of Coriolus versicolor

Lakaza czesto wystepuje w kulturach grzybéw z grupy Basidiomycetes,
rozktadajacych drewno (1, 3, 5, 7, 13). W warunkach laboratoryjnych aktyw-
no$¢ tego enzymu wyraznie wzrasta po dodaniu do $rodowiska ligniny badz
jej fenolowych podjednostek (3, 14). W poprzedniej pracy wykazano, ze naj-
aktywniejszym induktorem lakazy u Coriolus versicolor byl kwas ferulowy (4).
Przy uzyciu radioaktywnych prekursoréw stwierdzono, ze podwyzszenie ak-
tywnosci lakazy na skutek oddzialywania kwasu ferulowego na mycelium
Coriolus versicolor poprzedzone bylo wzmozong synteza mRNA. To nastep-
stwo czasowe wystepowania mRNA i lakazy wskazywaloby na biosynteze la-
kazy de novo, a nie na przyklad na aktywacje istniejacego juz proenzymu.

Celem niniejszej pracy bylo prze§ledzenie przy pomocy elektroforezy na
zelu poliakrylamidowym zmian zachodzacych w skladzie bialek rozpuszczal-
nych i lakazy u Coriolus versicolor podczas dwugodzinnej inkubacji z kwasem
ferulowym. Z poprzedniej pracy wynika, ze w tym czasie okolo 2-krotnie (w
poréwnaniu z kontrola) wzrasta aktywno$¢ lakazy i kilkakrotnie zawartosé
mRNA (4). Niniejsza praca ma wyjaénié¢, czy podczas inkubacji wzrasta aktyw-
nos¢ tylko jednej frakcji lakazy, czy moze pojawiajg sie nowe frakcje tego
enzymu, podobnie jak to sie dzieje w przypadku peroksydazy u grzyba Inono-
tus radiatus (9,10).

MATERIAL I METODY

SZCZEP GRZYBOWY I ODCZYNNIKI

Czystg kulture grzyba Coriolus versicolor (L. ex. Fr) Quel nr 188 uzys-
kano z Muzeum Grzybowego w Paryzu. Szczep przechowywano na skosach

* Praca wykonana w ramach problemu wezlowego 09.3.1. Autor wyra2a wdziecznosé Prof.
Dr Jerzemu Trojanowskiemu za cenne uwagi dotyczace niniejszej pracy.
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sliwkowo-agarowych (6). Zrodta odczynnikéw do elektroforezy i kwasu feru-
lowego podano uprzednio (4). Blekit Coomasie B. B. uzyskano z firmy Colab.
Laboratories USA, *C-kwas asparaginowy (120 mCi/mM) otrzymano z Instytu-
tu Radioizotopéw w Pradze, “CuCl; (8,9 mCi/mg Cu) z Osrodka Produkcji i
Dystrybucji Izotopéw w Swierku.

HODOWLA GRZYBA

Hodowle grzyba wglebna, napowietrzana, w temp. 27° prowadzono w spo-
s6b juz opisany (4). Po 4 dniach hodowli mycelium sterylnie sgczono, przemy-
wano §wiezo przygotowang, sterylng pozywksa ,,a” (14) — zaleznie od wariantu
doswiadczenia — pozbawiong Cu lub zubozong o 50% w asparagine; przeno-
szono w 100 g porcjach do 50 ml kolb ptaskodennych, dodawano 100 ml zmo-
dyfikowanej pozywki ,,a” i w zaleznosci od wariantu doswiadczenia — 1 mg
aktidionu (cykloheksimidu), 100 pCi “C-kwasu asparaginowego lub 1 mCi *“Cu.
Kultury po wymieszaniu dopelniano do 247,5 ml zubozong w Cu lub aspara-
gine pozywksg ,,a” i preinkubowano z napowietrzaniem (ok. 100 ml sterylnego
powietrza na 1 min. na kolbg) w ciggu godziny w temp. 27°. Po preinkubacji do
czesci kolb dodawano po 2,5 ml 2X10°2 M kwasu ferulowego w pozywce ,a”
do koncowego stezenia w kolbie 4X107*M. Kolby kontrolne uzupetniano 2,5 ml
zubozonej pozywki ,,a” i napowietrzano w warunkach identycznych w czasie
2 godz.

IZOLOWANIE ROZPUSZCZALNEGO BIALKA Z GRZYBNI

Po inkubacji kultury schitadzano w lodzie, grzybnie odsgczano z pozywki
i przemywano 3-krotnie mieszaning imidazolu i histydyny (0,01 M imidazol,
0,01 M histydyna, HCI1 do pH 7,2), po odsgczeniu grzybnie homogenizowano w
homogenizatorze ostrzowym, wirowano w chlodzie 10 min. 20 000Xg i powoli
wysalano (do 100% nasycenia) siarczanem amonu. Po wysoleniu i 2-godzinnej
inkubacji w siarczanie amonu w temp. 0° biatko wirowano (19 min. przy
20 000Xg), rozpuszczano w 3 ml 10-krotnie rozcienczonej mieszaniny imida-
zolu i histydyny, a nastepnie dializowano 3-krotnie do 1000-krotnej objetosci
tej samej mieszaniny w odstepach 40-minutowych. Tak otrzymany preparat
biatka grzybowego poddawano elektroforezie.

ELEKTROFOREZA

Osiem kolumn do elektroforezy o wymiarach 7X0,5 cm przygotowywano
na drodze polimeryzacji w rurkach szklanych mieszaniny zawierajacej 900 mg
akrylamidu, 45 mg bisakrylamidu, 30 mg nadsiarczanu amonu, 0,05 ml 10%
etanolowego roztworu TEMED i bufor Tris-boran (0,05 M Tris i HsBO: do pH
8,45) do ogolnej objetosci 15 ml. Rurki o dlugosci 9 cm z kolumnami poliakry-
loamidowymi umieszczano w naczyniu do elektroforezy, wypelnionym w obu
przestrzeniach elektrodowych wyzej wymienionym buforem Tris-boran. Na
kolumny nanoszono po ok. 200 ug biatka grzybowego po dializie, rozpuszczo-
nego w ok. 100 pl 15% sacharozy. Jako wskaznik migrujgcy podczas elektro-
forezy na czole frakeji biatkowej stosowano fluoresceine (5 ul na 1 kolumne
0,1% fluoresceiny rozpuszczonej w buforze Tris-boran). Elektroforeze przy
natezeniach pradu 2,5 mA na kolumne prowadzono do momentu osiggniecia
przez prazek wskaznika odleglo$ci 2 mm od konca kolumny.
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IDENTYFIKACJA FRAKCJI

Frakcje biatkowe na kolumnach identyfikowano przez wybarwianie foro-
gramoéw za pomocg blekitu Coomassie, biatko po ekstrakcji z zelu kwasem
mrowkowym oznaczano metodg Lowry (8). Lakaze na zelach identyfikowano
za pomoca barwnej reakcji z p-fenylenodwuaming oraz przez pociecie kolumny
na dyski (frakcje) i oznaczenie w nich radioaktywnosci pochodzacej z *Cu i
1C-kwasu asparaginowego.

Wybarwianie zeli blekitem Coomassie. Kolumny inkubowa-
no przez godzine z 0,15% roztworem Coomassie BB w mieszaninie zawierajacej
metanol, kwas octowy, glicerol i wode w stosunku 16:2:1:23, nastepnie wymy-
wano mieszaning metanolu, kwasu octowego, glicerolu i wody w stosunku
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Ryc. 1. Elektroforeza na 2elu poliakryloami-
dowym rozpuszczalnych biatek mycelium
Coriolus versicolor z kultur inkubowanych
bez kwasu ferulowego (a { b) oraz w obec-
nosci kwasu ferulowego (¢ i d); wywoly-
wacz: blekit Coomassie (a i c¢), parafenyle-
nodwuamina (b 1 d)
Electrophoresis on polyacrylamide gel of
soluble proteins of the Coriolus wversicolor
mycelium from cultures incubated without
ferulic acid (a and b) and in the presence
of ferulic acid (c and d); reagent: Coomassie
blue (a and c), paraphenylenediamine (c
and d)

Ryc. 2. Elcktroforeza na zelu poliakryloami-
dowym rozpuszczalnych bilatek mycelium
Coriolus versicolor z kultur inkubowanych
bez kwasu ferulowego (a) i z kwasem fe-
rulowym (b); wywolywacz: bitekit Coomassie
Electrophoresis on polyacrylamide gel of
soluble proteins of the Coriolus wversicolor
mycelium from cultures incubated without
ferullec acid (a) and with ferulic acid (b);
recagent: Coomassie blue
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8:2:1:29. Wybarwione zele fotografowano i densymetrowano przy uzyciu filtru

670 nm. Wyniki ilustruja ryc. 1i 2.

Oznaczanie "C. Wybarwione btekitem Coomassie zele cieto gilotynka
wykonang z zyletek zamocowanych w ramce na 40 dyskow. Dyski umieszczano
kazdy osobno w naczyniu scyntylacyjnym, dodawano 0,5 ml 90% kwasu mréw-
kowego, inkubowano 12 godz. w temp. pokojowej, nastepnie odparowywano
w temp. 60°, dodawano 5 ml scyntylatora toluenowego (7) i oznaczano radio-
aktywnosé¢ w liczniku scyntylacyjnym firmy Packard. Wyniki podano na ryc. 3.

Oznaczanie biatka. Dyski pochodzgce z pociecia $§wiezych zeli (po
10 analogicznych dyskéw z rownoleglych elektroforez) inkubowano 12 godz.
z 90% kwasem mréowkowym (0,5 ml na dysk) w temperaturze pokojowej, na-
stepnie odparowywano w temp. 60° do sucha. Po usunieciu wysuszonego zelu
pozostato$¢ rozpuszczano w 1n NaOH, dodawano 0,1 ml 5% deoksycholanu
sodu i uzupetniano do 1 ml wodg i 1 n NaOH do uzyskania 0,5 n stezenia NaOH.
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Ryc. 3. Elektroforeza bialek Cortolus versi-
color z kultur inkubowanych w obecnosci
uUC-kwasu aspsraginowego bez kwasu feru-
lowega (a), z kwasem fcrulowym (b), z
kwasem ferulowym i aktidionem (c)
Electrophoresis of Cortiolus versicolor pro-
teins from cultures incubated in the pre-
sence of MC-aspartic acid without ferulic
acid (a), with ferulic acid (b), with ferulic
acld and actidione (c)
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Ryc. 1. Elektroforeza biatek Cortolus versi-
color z kultur inkubowanych w obecnosci
®Cu bez kwasu ferulowego (a), z kwasem
ferulowym (b), z kwasem ferulowym i akti-
dionem (c)
Llectrophoresis of Coriolus wversicolor pro-
teins from cultures incubated in the pre-
sence of “Cu without ferulic acid (a), with
ferulic acid (b), with ferulic acid and acti-
dione (¢)
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Do roztworu dodawano 4 ml 2% Na:COs, inkubowano 10 min., dodawano 0,5
m] 0,5 M odczynnika Folina i po 30 min. inkubacji w temperaturze pokojowej,
mierzono ekstynkcje przy 670 nm. Ilo§¢ biatka odczytywano z krzywej kalibra-
cyjnej wykonanej dla albuminy wolowej uzyskanej z firmy Miles (USA).

Wybarwianie zeli parafenylenodwuaming. Kolumny po
elektroforezie przeptukiwano 0,2 M buforem octanowym o pH 3,5, nastepnie
inkubowano w temperaturze pokojowej z 1% roztworem p-fenylenodwuaminy
w tym samym buforze, az do uzyskania intensywnego zabarwienia frakcji utle-
niajagcych p-fenylenodwuamine. Natychmiast po wybarwieniu zele fotografo-
wano (ryc. 1 b i d).

Oznaczanie *Cu. Wybarwione p-fenylenodwuaming zele cieto na
dyski, ktore umieszczano (kazdy osobno) w naczyniu scyntylacyjnym, suszono
w temp. 60°, dodawano po 5 ml scyntylatora toluenowego i mierzono radio-
aktywnos¢ w liczniku jak poprzednio. Wyniki ilustruje ryc. 4.

WYNIKI I DYSKUSJA

Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym rozpuszczalnych bialek grzyba
Coriolus versicolor w ukladzie Tris-boran, pH 8,45, dawala 3 lub 4 wyraznie
zaznaczone frakcje biatkowe w zaleznosSci od tego, czy mycelium przed elek-
troforezg inkubowano bez kwasu ferulowego (ryc. la, ryc. 2a), czy w obec-
nosci tego kwasu (ryc. lc, ryc. 2b), pozostale frakcje byly rozmyte. Po pocie-
ciu zeli na dyski, frakcje biatka ostro zaznaczone koncentrowaly sie w drugim,
czwartym i czternastym dysku elektroforezy bialka z mycelium nieindukowa-
nego (tab. 1, ryc. 2a) oraz w drugim, czwartym, czternastym i dwudziestym
6smym dysku dla biatka mycelium indukowanego kwasem ferulowym (tab. 1,
ryc. 2b). Po nalozeniu na kolumny $rednio po ok. 166 ng biatka pochodzacego
z mycelium indukowanego kwasem ferulowym i 155 ng biatka z mycelium kon-
trolnego dyski 1—40 wariantu kontrolnego i dyski 1—40 wariantu indukowa-
nego po odjeciu biatka dysku 28 zawieraly w przyblizeniu identyczna ilos¢
biatka, rowna ok. 155 pg. Srednie zawartoici biatka w poszczegélnych frak-
cjach obu wariantow elektroforezy byly rowniez bardzo zblizone, z wyjatkiem
frakcji 28 (tab .1). Z powyzszego wynikaloby, ze nowa bialkowa frakcja, poja-
wiajaca sie w rezultacie oddzialywania na grzybnie kwasem ferulowym, nie
powstaje kosztem innych rozpuszczalnych biatek mycelium.

W celu wstepnej identyfikacji frakcji 28 ekstrakty biatkowe obu wariantow
mycelium analizowano przed elektroforeza na zawartosé lakazy metoda opisa-
na poprzednio (4). Sredni wynik z kilku pomiaréw wskazywal, ze w mycelium
indukowanym znajdowalo sie w przeliczeniu na biatko prawie 3-krotnie wiecej
lakazy niz w mycelium kontrolnym (tab. 2). Chcac sprawdzié, czy nowa frak-
cja 28 jest biatkiem lakazy, inkubowano forogram z czesto stosowanym dona-
torem wodoru dla lakazy — p-fenylenodwuaming. We wszystkich probach w
przypadku wariantu kontrolnego uzyskiwano na zelu jeden barwny prazek,
za$ w wariantach stymulowanych dwa prazki. Prazek znajdujacy sie w wyz-
szej czeSci kolumny odpowiadat biatkowej frakcji 14 i wystepowat w obu wa-
riantach elektroforezy, natomiast prazek potozony nizej wystepowal jedynie w
wariancie indukowanym i pokrywatl sie z biatkowg frakcjg 28 (ryc. 1). Mozna
wiec przypuszczaé, ze frakcja 28 jest nowo syntetyzowanym biatkiem lakazy,
z uwagi jednak na niska specyficzno$¢ p-fenylenodwuaminy jako donatora
wodoru lakazy utlenianie tego zwiazku na zelu nie moze byé dostatecznym do-
wodem na to, ze czynnikiem utleniajgcym jest enzym lakaza.
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Tab. 1. Zawartosé¢ rozpuszczalnego biatka z mycelium grzyba Coriolus versicolor we

frakcjach z elektroforezy na zelu poliakrylamidowym *

The soluble protein content from the fungus Coriolus versicolor in fractions from

electrophoresis on polyacrylamide gel

Mycelium Mycelium Mycelium Mycelium

o bez kwasu z kwasem A Lez kwasu z kwasem

N(r d;.'rS?(l:l(;Jl ferulowego ferulowym N(r d;‘:}‘(ﬁ“ ferulowego ferulowym

No. of Mypelium Mycelium_ No. of _Mycelium Mycelium

fraétion without with ferulic fraétion without ferulic with ferulic

ferulic acid acid acid acid
ng g ug ng
1 18,0 200 21 4,0 3.0
2 8.0 8.0 22 3.0 2,0
3 3,0 1.0 23 2.4 1,6
4 14,0 13.0 24 2,0 1,0
5 5.0 5.6 25 1.8 1,0
6 4,0 4,0 [ 26 1,6 1,0
1/ 4,0 4,0 | 21 14 3.0
8 6,0 5,0 | 28 1.0 110
9 7.0 60 | | 29 0.8 3,0
10 7.0 6.0 30 0.6 0.6
11 7.0 6,0 | 31 0.6 0,5
12 7.0 7.0 32 0,6 04
13 2.0 5.0 33 0,6 0,4
11 15,6 17,0 21 0,4 0.3
15 4,0 Ay 3 0.4 0.3
16 4.4 5 ' 36 0,4 0.3
N 4,4 5,0 37 0.4 0,3
18 3.4 ¥Ry | 38 0.2 0.4
19 36 4.0 | 39 0,4 0.4
20 44 A 10 0,4 0.2
W sumie — Altogether 154 8 165,9

* Biatko ekstrahowano tgcznie z analogicznych frakcji dziesieciu kolumn. W ta-
beli podano wyniki po podzieleniu przez 10.

.

Protein was extracted together from analogical fractions of ten columns. In

the table there were given results after dividing by 10.

Tab. 2. Aktywnos¢ lakazy w mycelium Coriolus versicolor po 2 godz. inkubacji w wa-

runkach kontrolnych i z kwasem ferulowym

Tre laccase activity in the mycelium of the Coriolus versicolor after 2 hours incuba-

tion in control conditions and with ferulic acid

Kontrola — Kwas ferulowy —
) X aktywnoéé¢ lakazy aktywnosé lakazy
PoI\ivetorzz‘?;ue Control — Ferulic acid —
BS laccase activity laccase activity
A (4) Acn
I 8 25
I 7 23
111 9

27

W celu ostatecznej identyfikacji lakazy wykorzystano fakt, ze w czasteczce
tego enzymu znajdujg sie 4 atomy miedzi oraz prawie 3-krotnie wiecej kwasu
asparaginowego jak innych aminokwasow (1). C-kwas asparaginowy i *“Cu
wprowadzano do obu wariantéw mycelium in vivo podczas 2-godzinnej inku-
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bacji w temperaturze pokojowej. Okazalo sie, ze oba radioizotopy znakowaly
prawie wylacznie frakcje 28 i to tylko podczas inkubacji mycelium z kwasem
ferulowym (ryc. 3b i 4b), natomiast frakcja lakazy wystepujgca w dysku 14
znakowana byla w obu wariantach inkubacji tylko w nieznacznym stopniu
(ryc. 3a i 4a). Aktidion wprowadzony do kultury razem z kwasem ferulowym
obnizal wlaczanie obu radioizotopéw do poziomu wariantow kontrolnych (ryc.
3c i 4c). Wyniki powyzsze, potwierdzajac otecnosé¢ lakazy we frakeji 28, wska-
zywalyby jednocze/nie na biosynteze tej frakcji w warunkach przeprowadzo-
nego doswiadczenia.

W literaturze znsne jest wystepowanie dwoch frakeji lakazy tzw. ,izozy-
méw A i B” w hodowlach Polystictus (Coriolus) versicolor indukowanych
wprawdzie nie metolisyfenolem, lecz 2,5-ksylidyna. Oba izozymy zostaly wyizo-.
lowane z indukowanych kultur i dosy¢ dokladnie scharakteryzowane (1, 2, 11,
12). Brak jest natomiast danych dotyczacych heterogennosci lakazy w kultu-
rach nie indukowanych. Wyniki niniejszej pracy, potwierdzajac wystepowanie
w hodowlach indukowanych kwasem ferulowym dwu frakcji lakazy, sugeruja
jednoczesnie homogennos$é tego enzymu w kulturach nie indukowanych.
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PE3IOME

Mpumensn 3nekTpodopes HA NONMAKPHNAMMAOBOM rene, asTOP NpoCnNeawn PAacTBo-
prmeuie Benkw u naxasy y Coriolus versicolor so spems 2-uacoBol WHKYGauumu KyneTypbl
C PepynoBoi KWCNOTOW. YCTAHOBNEHO, YTO B 3TMX ycnosuax obpalyercs HoBas pPaKuma
Naka3bl NPW NOCTORHHOM KAUECTBEHHOM W KONW4YECTBEHHOM coctase ApYrux Genkos.

SUMMARY

Using electrophoresis on polyacrylamide gel, soluble proteins and laccase were
investigated in the Coriolus versicolor during two-hour incubation of the culture, the
medium containing ferulic acid. It was revealed that under these conditions a new

laccase fraction appears. 3



