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Fenole jako induktory niektorych oksydaz u Basidiomycetes.
Cze$¢ 1. mRNA i lakaza u grzyba Coriolus versicolor *

MeHONLI KAK MHAYKTOPbI HeKOTOPbix oxcuaas y Basidiomycetes.
Yacts . MRNA u nakasa y rpuba Coriolus versicolor

Phenols as Inductors of some Basidiomycetes Oxidases.
Part I. mRNA and Laccase in the Fungus Coriolus versicolor

U wielu rozkladajacych drewno Basidiomycetes stwierdzono obecnosc
pozakomoérkowej lakazy (oksydoreduktazy p-dwufenol: O, EC 1.10.3.2.).
Enzym ten jest miedzy innymi wydzielany do srodowiska zwlaszcza przez
grzyby tzw. ,bialej zgnilizny” z podgrupy Hymenomycetes.

Fahraeus zauwazyl, ze wprowadzenie do hodowli grzyb6w niekté-
rych zwigzkéw fenolowych oraz amin aromatycznych powoduje wyrazny
wzrost aktywnosci lakazy (3, 4, 6). Autor ten wykazal, ze najbardziej
aktywnymi induktorami lakazy sg zwiazki, ktore zawierajg grupy po-
lozone w pozycji orto-, w przeciwienstwie do ich meta- i paraizomeréw.
L.vr (11, 12, 13, 14), a poézniejf Haider i Grabbe (8)i Grabbe
i wspétprac. (7) do badan nad indukcjg lakazy oprécz fenoli zastosowali
zwiagzki rozkojarzajgce procesy fosforylacji oksydacyjnych, takie jak np.
2,4 dwunitrofenol, pieciochlorofenol czy kwas jodooctowy. Okazalo sie, ze
zar6wno w przypadku dodania fenoli, jak i wymienionych inhibitor6w
wzrostowi aktywnosci lakazy w kulturze towarzyszylo znaczne obnizenie
procesow fosforylacyjnych (obnizenie P/O) i zahamowanie syntezy ATP.
Po pewnym czasie (ktéry mozna bylo skrocié dodajgc do kultury gluko-
ze) energetyczne procesy wracaly do normy przy jednoczesnym obnizeniu

* Praca wykonana w ramach problemu weztowego 09.3.1 koordynowanego przez
Polskqg Akademie Nauk. Autor wyraza wdzieczno§¢ Profesorowi Dr Jerzemu Tro-
janowskiemu za cenne uwagi dotyczgce niniejszej pracy.
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aktywnosci lakazy. Na podstawie powyzszych wynikéw autorzy sadza, ze
organizm grzybowy, bronigc sie przed czynnikiem rozkojarzajgcym, wy-
dziela lakaze, enzym, ktory moze detoksykowaé ten czynnik przez. utle-
nienie.

Nie znany jest natomiast sam mechanizm stymulujgcego oddziatywania
zwigzkow fenolowych na lakaze. Sekeris i Mergenhagen (10)
przyjmujg mozliwos¢é wplywania fenoli na zmiane powinowactwa pomie-
dzy istniejacymi juz podjednostkami enzymu, co powoduje jego aktywa-
cie. Grabbe i wspolprac. (7) nie potwierdzajg jednak przechodzenia
nieczynnej formy lakazy w aktywng. Autorzy ci zakladajg mozliwosé
biosyntezy lakazy de novo w warunkach indukcji zwigzkami fenolowymi.
Podobnego zdania s3g i inni autorzy (3, 8, 13), nikt jednak nie przedstawia
wystarczajagcych dowod6éw na to, ze jest to indukcja, ani nie probuje wy-
jasni¢ mechanizmu tego procesu.

W poprzedniej pracy ustalono, ze w warunkach inkubacji kultury grzy-
ba Pleurotus ostreatus z kwasem ferulowym wzrostowi aktywnosci laka-
zv towarzyszyla zwiekszona synteza mRNA; nie podano jednak szczeg6-
tow dotyczacych nastepstwa czasowego omawianych proceséow (10).

Celem niniejszej pracy jest dokladniejsze przesledzenie kolejno$ci
i czasu pojawiania sie mRNA i lakazy w kulturze Coriolus versicolor od
momentu podania kwasu ferulowego oraz wykazanie przy pomocy anty-
biotykow, ze lakaza pojawia sie na drodze biosyntezy de novo, a nie akty-
wacji istniejacego juz proenzymu. Gatunek grzyba i zwigzek fenolowy
wybrano eksperymentalnie. Z uwagi na zastosowanie miedzy innymi anty-
biotykami streptolidyginy, przeprowadzono przy uzyciu niektoérych pre-
kursoré6w RNA i DNA dodatkowe badania majgce na celu sprawdzenie,
czy ten inhibitor inaktywuje, podobnie jak u bakterii, rowniez grzybowa
polimeraze RNA, nie wplywajac na synteze DNA.

MATERIAL I METODY

SZCZEPY GRZYBOW I ODCZYNNIKI

Postuzono sie kulturami 28 czystych szczepéw grzybowych pochodzgcych z réz-
nych Zrédel. Kultury przechowywano na skosach $liwkowo-agarowych (9). Nazwy
i pochodzenie gatunkéw podano w tab. 1.

Antybiotyki: aktynomycyne D, puromycyne i chloramfenikol uzyskano
z firm: Merck, Nutritional Biochemical Corporation i Parke-Davis, inhibitor po-
limerazy RNA — streptolidygine otrzymano dzieki uprzejmo$ci prof. P. Kaesberga
7 l.aboratorium Biofizyki Uniwersytetu Wisconsin (USA).

K wasy: protokatechowy, wanilinowy, kawowy i chlorogenowy uzyskano z fir-
my Fluka, podobnie waniline i aldehyd syryngowy. Kwas ferulowy i melilotol otrzy-
mano z Koch-Light, aldehyd i kwas weratrowy z ROTH Laboratorchemicalien,
kwas syryngowy z LOBA, alkohol koniferylowy z firmy T. Schuchard, a-koniden-
dryne z K.K. Laboratories. Dehydrodwuwaniling i koniferyne uzyskano dzigki
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uprzejmoS$ci prof. Lyra z Eberswalde (NRD) i prof. Freudenberga z Heidelbergu
(NRF).

Odczynniki do elektroforezy: akryloamid i N,N’-metyleno-bis-akry-
loamid otrzymano z BDH, TEMED z Fluka, biekit Coomasie BB z Serva.

Odczynniki radioaktywne: KHy2PO, o stezeniu promieniotwoérczosci
77 mCina 1 mg P w 1 ml roztworu uzyskano z O$rodka Produkcji i Dystrybucji
Izotopé6w IBJ w Swierku, “C-urydyne znakowang na wszystkich weglach o aktyw-
noéci specyficznej 400 uCi/mM i 2-1C-tymidyne o aktywnosci specyficznej 53 pCi/mM
otrzymano z firmy Chemapol w Pradze Czeskiej.

HODOWLE GRZYBOW

Grzyby przeszczepiano ze skoséw agarowych na ptynne podioze mineralne wa-
riantu a (20) w 500 ml kolbach Roux (150 ml pozywki) lub 100 ml kolbach stozko-
wych (25 ml pozywki). Sterylizacje pozywki i inkubacje kultur przeprowadzano jak
opisano poprzednio (10). Do niektérych eksperymentéw uzywano hodowli wgtebnej
napowietrzanej. 15 litréw pozywki wg Fahraeusa i Reinhammara (5) wprowadzano
do sterylnej 20-litrowej butli z tubusem i sterylizowano w autoklawie (1 godz.
1.2 Atm). Inoculum przygotowywano w kolbach stozkowych 250 ml z peretkami
szklanymi. Mycelium inoculum przed zaszczepieniem hodowli wytrzasano. Hodowle
inkubowano w temp. 27° napowietrzajac (ok. 5000 ml sterylnego powietrza na min.).

OZNACZANIE AKTYWNOSCI LAKAZY

Oznaczanie lakazy w odwirowanym homogenacie mycelium lub w po-
zywce wykonywano podobnie jak w pracy wczesniejszej (19), przy czym
2 M bufor octanowy do sporzadzania 0,1% roztworu p-fenylenodwuaminy
zastgpiono buforem octanowym 0,2 M réwniez o pH 5,2. Aktywnos¢ laka-
zy wyliczano ze wzoru:

380
A =_1cmXD
D.xt
co odpowiada ekstynkcji przy diugosci fali 550 nm dla tzw. zasady Ban-
drowskiego (19), uzyskanej przez utlenienie optymalnej ilosci p-fenyleno-
dwuaminy przez 1 ml preparatu enzymatycznego w ciagu 1 min. przy
grubosci warstwy optycznej 1 cm. W celu obliczenia ilosci lakazy wy-
dzielanej do danej objetosci pozywki przez dang ilosé mycelium stosowa-
no réwnanie:
b Axvon
Omyc
natomiast aktywnos¢ lakazy w mycelium w odniesieniu do ilosci biatka
na 1 ml homogenatu wyrazono wzorem:

A

10p

Aen=
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przy czym: E % oznacza mierzona ekstynkcje, A — aktywno$¢ lakazy,
A.y — aktywnos¢ lakazy pozakomorkowej, Aen — aktywnosc lakazy we-
wnatrzkomoérkowej, v — objetos¢ mieszaniny reakcyjnej w ml (= 7),
ve — objetos¢ enzymu w ml, v,, — objetos¢ kultury w ml, t — czas reak-
¢ji w min., Wnye — suchg mase mycelium w g, w, — ilo$¢ biatka w g na
1 ml preparatu enzymatycznego.

W zaleznosci od wariantu doswiadczenia aktywnosé lakazy wyrazano
w jednostkach A, A¢g lub Ae,.

OZNACZANIE BIALKA

Bialtko oznaczano metods cytowang w pracy wczesniejszej (19) przy
uzyciu jako standardu krystalizowanej albuminy wolowej.

ODDZIALYWANIE ROZNYMI ZWIAZKAMI FENOLOWYMI NA GRZYBA
CORIOLUS VERSICOLOR

Zwiazki fenolowe o stezeniu wyjsciowym 2 X 10—2 M w roztworach
lub zawiesinach w pozywce wprowadzano sterylnie do stacjonarnych kul-
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Ryc. 1. Aktywno$é¢ lakazy: 1 — wewnatrzkomoérkowej, 2 — pozakomoérkowej w za-
lezno$ci od zwigzku fenolowego wprowadzonego do 50 ml kultury Coriolus versi-
color w stezeniu 2 X 10—¢ M po 4 dniach hodowli; aktywno$¢ lakazy mierzono po
12 godz. inkubacji ze zwigzkiem fenolowym
The laccase activity: 1 — intracellular, 2 — extracellular, depending on the phenol
compound introduced to 50 ml Coriolus versicolor culture at a concentration of
2 X 10-¢ M after 4 days of culture; the activity of laccase was measured after 12
hours incubation with phenol compound
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tur Coriolus versicolor po 4 dniach hodowli w temp. 20° do koncowego
stezenia fenolu 2 X 10~* M. Kultury kontrolne uzupeiniano odpowiednig
iloscia wody. Po 24 godz. inkubacji w temp. 20° w grzybni i pozywce
oznaczano aktywnos¢ lakazy. Wyniki ilustruje ryc. 1, z ktérej wynika,
ze zwigzkiem fenolowym najaktywniej indukujacym lakaze u Coriolus
versicolor jest kwas ferulowy. Do dalszych doswiadczen uzywano wiec
jako induktora wylgcznie kwas ferulowy.

ODDZIALYWANIE KWASEM FERULOWYM NA KULTURY STACJONARNE
ROZNYCH GATUNKOW GRZYBOW

Kwas ferulowy (w roztworze pozywki 2X10—2 M) wprowadzano ste-
rylnie do kultur w momencie, kiedy mycelium danego szczepu zarastato
w przyblizeniu polowe powierzchni. Kultury kontrolne uzupetniano odpo-
wiednig iloscig pozywki. Koncowe stezenie kwasu ferulowego po delikat-
nym wymieszaniu wynosilo 2 X 107¢ M. Dalej postepowano podobnie jak
opisano wyzej w przypadku réznych zwigzkow fenolowych. Wyniki poda-
no w tab. 1, z ktorej wynika, ze grzybem najobficiej produkujacym laka-
z¢ w wyniku oddzialywania kwasu ferulowego jest Coriolus versicolor.

SZYBKO ZNAKUJACY SIF, RNA I AKTYWNOSC LAKAZY U CORIOLUS VERSICOLOR
W ZALEZNOSCI OD CZASU INKUBACJI KULTURY Z KWASEM FERULOWYM
I ANTYBIOTYKAMI

Szybko znakujgcy sie RNA oznaczano na drodze wlgczania do RNA
grzybowego 3P (KH,*PO,) poprzez 3-minutowa inkubacje mycelium z
radioaktywnym prekursorem i pomiaru radioaktywnosci wyizolowanego
z grzybni 3P-RNA. Streptolidygine i inne antybiotyki wprowadzano do
kultury bez uprzedniej aktywacji blony komérkowej mycelium. #¥C ury-
dyne, KH,3?PO, i !4C tymidyne uzywano jako prekursoréw RNA i DNA,
ktére podawano do kultury razem ze streptolidyging w celu sprawdzenia
oddzialywania tego antybiotyku na metabolizm grzyba.

Inkubacja: Strzepki mycelium w postaci kulek z hodowli wglebnej
tuz po uformewaniu sie kulek (po ok. 3 dniach inkubacji) w ilosci 10 g na
probke trzykrotnie ptukano delikatnie na gazie, w zaleznosci od podawa-
nych pozniej radioaktywnych prekursoréw, pozywka a (dla 4C-urydyny
i 4C-tymidyny) lub pozywka a! (dla 3P), w ktérej bufor fosforanowy
zastgpiono 0,01 M buforem octanowym o pH 5,5. Nastepnie do cze$ci pro-
bek po godzinnej inkubacji w 20 ml pozywki a lub a! wprowadzano anty-
biotyki w réznych wariantach stezen i czasu oraz kwas ferulowy do steze-
nia 2 X 1074 M. Probki kontrolne uzupelniano odpowiednig iloscig po-
zywki bez kwasu ferulowego. Po okreslonym czasie inkubacji w obu
wariantach prébek oznaczano szybko znakujacy sie RNA i lakaze. Wyniki
ilustruja ryc. 2—1.
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Ryc. 2. mRNA i aktywno$¢ lakazy wewngtrzkomérkowej u Coriolus versicolor w za-
leznosci od czasu inkubacji z kwasem ferulowym; czas oddzialywania P na my-
celium — 3 min.,; 1 — 2P RNA (mRNA) w obecno$ci kwasu ferulowego, 2 — 32P
RNA kontrola bez kwasu ferulowego, 3 — aktywno§¢ lakazy w obecno$ci kwasu
ferulowego, 4 — aktywnoéé lakazy bez kwasu ferulowego
mRNA and intracellular laccase activity in the Coriolus versicolor depending on the
incubation time with ferulic acid: the incubation of 2P with the mycelium — 3
mins.; 1 — 2P RNA (mRNA) in the presence of ferulic acid, 2 — P RNA control
without ferulic acid, 3 — the activity of laccase in the presence of ferulic acid, 4 —
the activity of laccase without ferulic acid

Oznaczanie szybko znakujacego sie RN A. Strzepki
mycelium zawieszone w zaleznosci od wariantu doswiadczenia w pozywce
a lub a! inkubowano przez okreslony czas z KH,3%2PO,, 4C-urydyng lub
HC-tymidyng o koncowym stezeniu promieniotworczosci odpowiednio
10 pCi/ml dla P i po 0,2 pCi/ml dla nukleozydéw. Po inkubacji z 3P
strzepki grzybni natychmiast trzykrotnie przemywano schtodzonym do 0°
0.1 M KH,PO, pH 5,5 i trzykrotnie mieszaning chlodnego 0,01 M octanu
sodu i 0,1 M chlorku sodu o pH 5,5. W przypadku nukleozydéow grzybnie
trzykrotnie przemywano 0,1 M roztworem zimnej urydyny lub tymidyny
w octanie — chlorku sodu jak wyzej oraz 3 razy w octanie — chlorku sodu.
Po odsgczeniu ostatniego buforu strzepki homogenizowano przez 15 min.
w temp. 4° w aparacie Pottera z domieszka 100 mg/ml aluminy (typ 305
firmy Sigma) w obecnosci 1% SDS (siarczanu dodecylo-sodowego) i 0,5%
PVS (siarczanu poliwinylu). Do homogenatu wariantéw z 3P i 4C-ury-



Fenole jako induktory niektérych oksydaz u Basidiomycetes... 17

90
o—e -
©—o0
0—0 -
A—aA
a—p -

o e ™ a
L ol

A\
/]

|
7

- ounts/mia
\eo
>,
.
L

mputsy/min ?
L]
»
o
SRlewnoiC lakaly =achivily ol tacesie

0 1 ? u 10 20 60
kwas ferulowy  antybiotyky qod

ferulic acd anhihiohes P

Ryc. 3. Oddzialywanie chloramfenikolu i puromycyny na mRNA | lakaze wewnatrz-
komérkowg u Coriolus versicolor inkubowanego z kwasem ferulowym; 1 — 3P
RNA, 2 — 2P RNA w obecnosci puromycyny (20 ug/ml), 3 — 2P RNA w obecnosci
chloramfenikolu (5 pg/ml), 4 — aktywno$¢ lakazy, 5 — aktywnos¢ lakazy w obec-
no$ci puromycyny (20 pg/ml), 6 — aktywno§é lakazy w obecnoSci chloramfenikolu
(5 pg/ml)
The effect of chloramphenicol and puromycin on mRNA and intracellular laccase
in the Coriolus versicolor incubated with ferulic acid; 1 — 3P RNA, 2 — 32P RNA
in the presence of puromycin (20 pg/ml), 3 — 3P RNA in the presence of chlo-

ramphenicol (5 pg/ml), 4 — laccase activity, 5 — laccase activity in the presence
of puromycin (20 pug/ml), 6 — laccase activity in the presence of chloramphenicol
(5 ug/ml)

dvng dodawano takg samg ilos¢ fenolu nasyconego SSC. (0,15 M chlorek
sodu i 0,015 M cytrynian sodu), energicznie wytrzasano przez 15 min.
w temp. 4° i wirowano. Faze fenolowa ekstrahowano jeszcze za pomoca
wytrzasania i wirowania z 0,5 obj. SSC. Polgczone fazy wodne ekstraho-
wano, podobnie jak poprzednio, takg samg iloscig fenolu nasyconego SSC.
RNA z fazy wodnej wytracano podwéjng iloScig 0,1 M octanu potasu
w 96% etanolu, trzymano przez 1 godz. w —20°, nastepnie suszono w stru-
mieniu powietrza i rozpuszczano w 1 ml 10 mM Tris — 1 mM MgSO,
"pH 17,4. Roztwor inkubowano przez 30 min. w temp. 20° z 2 pg/ml DN-azy

2 Annales UMCS, sectio C, vol. XXIX
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Ryc. 4. Oddzialywanie aktynomycyny D i streptolidyginy na mRNA i lakaze we-
wnatrzkomérkowg u Coriolus versicolor inkubowanego z kwasem ferulowym; 1 —
2P RNA, 2 — 3P RNA w obecno$ci aktynomycyny D (2 pug/ml), 3 — 32P RNA w
obecnoéci streptolidyginy (60 pug/ml), 4 — aktywno$¢ lakazy, 5 — aktywno$¢ lakazy
w obecnosci aktynomycyny D (2 pg/ml), 6 — aktywnoséé lakazy w obecnosci strepto-
lidyginy (60 pg/ml)
The effect of actinomycin D and streptolydigin on mRNA and intracellular laccase
in the Coriolus versicolor incubated with ferulic acid; 1 — 3P RNA, 2 — 3P RNA
in the presence of actinomycin D (2 pg/ml), 3 — 3P RNA in the presence of strepto-

lyvdigin (60 pg/ml), 4 — laccase activity, 5 — laccase activity in the presence of
actinomycin D (2 pg/ml), 6 — laccase activity in the presence of streptolydigin
(60 pg/ml)

4 razy krystalizowanej (firmy Worthington). Po inkubacji nierozpuszczal-
ne zanieczyszczenia wirowano i z supernatantu wytrgcano RNA 0,1 M
CH,COOK w etanolu (jak poprzednio). Osad sgczono przez krazki bibuty
Whatman 3 MM @ 15 mm, przemywajac osad alkoholem — CH,COOK,

Ryc. 6. Oddzialywanie streptolidyginy na wlgczanie 4C-urydyny do RNA Coriolus
versicolor; 1 — 4C RNA z mycelium kultury indukowanej kwasem ferulowym, 2 —
14C RNA z mycelium kultury kontrolnej
The effect of streptolydigin on the incorporation of C-uridine into Coriolus versi-
color RNA; 1 — “C RNA from the mycelium of culture induced with ferulic acid,
2 — 1C RNA from control culture
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Ryc. 5. Oddzialywanie roznych stezen streptolidyginy na wigczanie 2P do RNA
Coriolus versicolor; 1 — 32P RNA z mycelium kultury indukowanej kwasem feru-

lowym, 2 — %P RNA z kultury kontrolnej

The effect of various concentrations of streptolydigin on the incorporation of 2P
to the Coriolus versicolr RNA; 1 — 3P RNA from the mycelium of culture incubated
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Ryc. 7. Oddzialywanie streptolidyginy na wlaczanie “C-tymidyny do mycelium Co-
riolus versicolor, 1 — radioaktywno$é¢é nukleoproteidowej frakcji kultury indukowa-
nej kwasem ferulowym, 2 — radioaktywno$¢ nukleoproteidowej frakcji kultury
kontrolnej
The effect of streptolydigin on the incorporation of MC-tymidine to the Coriolus
versicolor mycelium; 1 — the radioactivity of nucleoproteid fraction of the culture
induced with ferulic acid, 2 — the radioactivity of nucleoproteid fraction of the
control culture

kryzki z osadem suszono, umieszczano w naczyniu scyntylacyjnym, zale-
wano 5 ml scyntylatora (3 g PPO i 0,1 g POPOP w 1000 ml toluenu) i ozna-
czano radioaktywnosé w liczniku scyntylacyjnym firmy Packard. Homo-
genat wariantu z 4C-tymidyng wirowano przez 10 min. przy 10000 X g,
supernatant nanoszono na krazki bibuly, suszono, wysuszone krazki inku-
bovzano 15 min. z 10% TCA (kwas trojchlorooctowy), 15 min. gotowano
w 5% TCA, 15 min. inkubowano z zimnym 5% TCA, przemywano miesza-

ning alkohol—eter 1:2, nastepnie eterem, suszono i oznaczano radioaktyw-
nos¢ jak poprzednio.

Ryc. 9. Ultrawirowanije preparatu RNA izolowanego z mycelium Coriolus versi-
color kultury indukowanej kwasem ferulowym; oznaczenia 1 i 2 patrz ryc. 8, 3 —
preparat po dzialaniu RN-azy
Ultracentrifugation of RNA preparation isolated from the Coriolus versicolor my-
celium of a culture induced with ferulic acid; denotations 1 and 2 see Fig. 8, 3 — pre-
paration after RN-ase action
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ROZDZIAL SZYBKO ZNAKUJACEGO SIE RNA METODA ULTRAWIROWANIA

Do preparatu 3P RNA w buforze Tris-Mg pH 7,4 po inkubacji z DN-
-aza i odwirowaniu zanieczyszczen dodawano te samg objetos¢ 2,5M
K,HPO,, 0,05 obj. 33,3% H;PO, i 1 obj. 2-metoksyetanolu. Po wytrzasnig-
ciu i oddzieleniu faz warstwe wodna (gérng) wytrgcano etanolem —
CH;COOK. Osad RNA wirowano, rozpuszczano w 0,1 M octanie sodu do
stezenia ok. 25 jedn. optycznych na 1 ml, wytrgcano 0,5 obj. 1% CTAB
(oromku cetylotrojmetyloamoniowego) i ultrawirowano jak opisano po-
przednio (10). Stopien odbiatczenia preparatu przed ultrawirowaniem usta-
lano przez pomiar gestosci optycznej przy dlugosciach fali §wietlnej 260
i 280 nm. Preparat uwazano za odbialczony, gdy iloraz Ejg/Ezg nie byt
nizszy niz 1,8. Wyniki ultrawirowania roznych wariantow preparatow
RNA ilustrujg ryc. 81 9.
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Ryc. 10. Elektroforeza na kolumnle z Zelu poliakrylam!dowego preparatu RNA izo-
lowanego z mycelium Coriolus versicolor kultury nie indukowanej kwasem feru-
lowym; 1 — gestoéé¢ optyczna, 2 — radioaktywnos$é
Electrophoresis on the polyacrylamide gel column of an RNA preparation isolated
from the Coriolus versicolor culture mycelium not induced with ferulic acid; 1 —
optical density, 2 — radioactivity
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ROZDZJAL SZYBKO ZNAKUJACEGO SIE RNA METODA ELEKTROFOREZY NA 2ELU
POLIAKRYLOAMIDOWYM

Elektroforezie poddawano preparat 3P RNA przygotowany identycz-
nie jak do ultrawirowania (patrz poprzedni rozdzial). Uzywano kolumn
sporzadzonych z 2,4% zelu poliakryloamidowego, umieszczonych w rurkach
pleksiglasowych o dtugosci 10 cm (1). Srednica zewnetrzna rurek wyno-
sita 7 mm, dlugos¢ stupka zelu — 6 cm. Natezenie pragdu 5 mA na ko-
lumne, czas elektroforezy 90 min. Bufor 3 E nie zawieral SDS. Na ko-
lumne nanoszono jedng jednostke optyczng RNA, tj. ok. 40 pg w 10 pl
buforu E (bufor 3 E trzykrotnie rozcienczony) zawierajgcego 10% sacha-
rozy. Elektroforogramy wywolywano trzema metodami:

1. Kolorymetrycznie — przez ok. jednogodzinng inkubacje zeli z 0,1%
biekitem toluidynowym w mieszaninie kwas octowy — metanol — woda
1:25:175. Tlo odbarwiano rozpuszczalnikiem dla bilekitu toluidynowego.
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Ryc. 11. Elektroforeza na kolumnie z zelu poliakrylamidowego preparatu RNA
izolowanego z mycelium Coriolus versicolor kultury indukowanej kwasem ferulo-
wym; 1 — gesto§é optyczna, 2 — radioaktywnos$é
Electrophoresis on the polyacrylamide gel column of an RNA preparation isolated
from the Coriolus wversicolor culture mycelium induced with ferulic acid, 1 —
optical density, 2 — radioactivity
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Ryc. 12. Nalozone na siebie radioaktywnos$ci z ryc. 10 i 11; czas inkubac}i mycelium

z 2P = 3 min.; oznaczenia radioaktywno$ci patrz ryc. 10 i 11

Superimposed radioactivities from Figs. 10 and 11; incubation time of mycelium with
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3P = 3 minutes. Denotations of radioactivity see Figs. 10 and 11
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i Ryc. 13. Nalozone na siebie radioaktyw-
‘ no$ci z elektroforezy preparatu RNA izo-
lowanego z mycelium Coriolus versicolor
indukowanego z 2P w ciggu 6 min.; ozna-
czenia radioaktywno$ci patrz ryc. 10 i 11
Superimposed radioactivities from the
electrophoresis of RNA preparations isola-
{ o 3 " ted from Coriolus versicolor mycelium in-
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tations of radioactivity see Figs. 10 and 11
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2. Densytometrycznie — sporzadzajgc profile gestosci optycznej przy
dtugosci fali 670 nm za pomocg densytometru.

3. Przez pomiar radioaktywnosci: elektroforogramy zamrazano z su-
chym lodem i cieto gilotynkg (zestaw zyletek umocowanych w staltych
odleglosciach od siebie) na 1,5 mm odcinki. Po przeniesieniu do naczyn
scyntylacyjnych i wysuszeniu dodawano scyntylator i mierzono impulsy
2P w liczniku scyntylacyjnym. Wyniki przedstawiono na ryc. 10—13.

WYNIKI I DYSKUSJA

Z 27 przebadanych szczepow u 6 zaobserwowano wyrazng stymulacje
aktywnosci lakazy po dodaniu kwasu ferulowego (tab. 1). Byly to: Corio-
lus versicolor, Polystictus versicolor (oba badane szczepy), Pholiota muta-
bilis, Armillariella mellea (jeden szczep z dwu przebadanych) i Poria
albidofusca. U Coriolus versicolor efekt byt najwyrazniejszy zaréwno w
odniesieniu do lakazy wewnetrz- jak i pozakomorkowej i ten szczep wy-
brano do dalszych badan.

Badajgc wplyw roznych zwigzkow fenolowych na aktywnos¢ endo-
i egzolakazy u Coriolus versicolor (ryc. 1), postuzono sie o-dwufenolami
lub o-metoksyfenolami z lancuchami bocznymi lub grupami funkcyjnymi
w pozycji para- do grupy fenolowej (tego typu zwiazki wystepujg w ligni-
nie i w produktach jej utlenienia). Wiekszos¢ przebadanych substancji
prdwyzszala aktywnosé¢ lakazy, i w mycelium, i w pozywce, przy czym
najaktywniejszym induktorem okazat sie kwas ferulowy (jest to najcze-
Sciej spotykany metabolit biologicznego rozkiadu ligniny). Pozostale zwiaz-
ki fenolowe, z wyjatkiem kwasu syryngowego, indukowaly lakaze tylko
w niewielkim stopniu.

W zwigzku z powyzszym dalsze badania dotyczyly wylacznie kwasu
ferulowego. Podczas gdy wzrost aktywnosci lakazy mierzonej w zalez-
nosci od czasu oddzialywania kwasu ferulowego zauwazalny jest dopiero
po 2 godz.,, mRNA pojawia sie juz po 20 min. inkubacji mycelium z kwa-
sem ferulowym (ryc. 2). Antymetabolity biosyntezy biatka, takie jak chlo-
ramfenikol i puromycyna, obnizaja aktywnosé lakazy, podwyzszaja nato-
miast zawartos¢é mRNA (ryc. 3), co jest prawdopodobnie zwigzane z jego
akumulacja, podobnie jak u bakterii (17). Podobnie prawidlowo oddzialuje
aktynomycyna D oraz inhibitor polimerazy RNA streptolidygina (2, 18).
W obu przypadkach zahamowaniu ulega zaréwno biosynteza mRNA, jak
i lakazy (ryc. 4). Oddzialywanie chloramfenikolu, puromycyny i aktyno-
mycyny D na biosynteze lakazy i peroksydazy badane byto juz uprzednio
na przykladzie dwéch gatunkow grzybowych: Pleurotus ostreatus (10)
i Inonotus radiatus (15), przy czym w odniesieniu do lakazy wyniki uzys-
kane w niniejszej pracy nie odbiegaja w zasadzie od cytowanych. Nie
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Tab. 1. Aktywno§é lakazy wewnatrzkomérkowej i pozakomérkowej w wybranych

kulturalnych kontrolnych i stymulowanych 2X10-4‘M kwasem ferulowym * \

The intracellular and extracellular laccase activity in selected control and stimulated
by 2X10-*M ferulic acid cultures

Aktywno$é Aktywnoséé
lakazy wewnatrz- lakazy poza-

komoérkowej A., komoérkowej A,
Nr muzeum

s Activity of Activity of
A . u intracellular extracellular

e > Biochemii laccase A¢p laccase A,

Szczep i jego pochodzenie No. of

Strain and its origin collection = =
in Dept. 5 & E re
of Bio- 39 =1%)
A ] b «© G
chemistry ° 3 - o ° e - o
B 5 n = s 5 n o
e 5 © 3 ] )
S o e Gl Gt
X O MR X O M R

Armillariella mellea (Vahl. ex Fr.)

P. Karst: HMJPC nr 5040 14 72,0 49,2 60.85 43,88
Armillariella mellea (Vahl. ex Fr.)

P. Karst: HMJPC nr 3557 27 31,0 65,4 27,30 58,04
Clitocybe connata (Schum.) Fr:

IBL nr 0320 28 0,0 0,0 0.0 0,0
Clitocybe nebularis (Batsch. ex

Fr.) Kumm: IBL nr 0976 29 9.0 142 7,36 9,30
Collybia velutipes Orvelet: Greis-

wald, NRD 6 0,0 0,0 0.0 0,0
Coriolus versicolor (L. ex Fr.)

Quel: Muzeum grzyb6w. Paryz

nr 188 2 8,3 99,9 6,1 69,85
Inonotus obliquus (Pers. ex Fr.)

Pil: HMJPC nr 5042 19 1,42 1,53 1,36 1
Inonotus radiatus (Sow. ex Fr.)

P. Karst: HMJPC nr 4335 15 1,92 3,2 1,8 2,5
Lentinus lepidus Fr. (Cartwright):

KMR nr 12 39 0,0 0.0 0,0 0,0
Merulius lacrimans Wulf Schum:

Greiswald, NRD 5 1,2 14 0,98 0,99
Ophiostoma acoma Nannf: KMR nr 37 40 12,3 13,2 11,7 8,35
Phellinus igniarius (L. ex Fr.) Quel:

Eberswalde, NRD 34 3,2 3,9 2,34 2,21
Pholiota mutabilis (Scheff ex Fr.)

Quel: IBL 1 10,2 45,6 7.49 39,79

Piptoporus betulinus (Bull. ex Fr.)
P. Karst: HMJPC nr 5213 24 7.2 6.9 5,52 4,95
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Polyporus adustus Fr: J. F. O. Osaka,

Japonia nr 5307 11 5,21 5,34 4,39 4,39
Polyporus sulfureus: Greiswald, NRD 8 13,2 15,7 12,72 14,63
Polystictus abietinus Cooke: 1.F.O.

Osaka, Japonia nr 4950 10 6,2 7,1 4,88 4,94
Polystictus versicolor Fr: 1.F.O. Osa-

ka, Japonia nr 4937 9 12,6 72,9 11,38 54,04
Polystictus versicolor (L.) Fr. (C.B.S.):

KMR nr 10 38 11,2 96,4 9,58 57,44
Poria albidofusca Doman: HMJPC

nr 4509 23 114 32,7 10,4 27,92
Poria crustulina Bres: HMJPC

nr 4473 22 g 3.7 2,16 2,84
Schisophyllum commune: Eberswalde,

NRD nr 72 12 3.2 54 1,93 2,6
Stereum sanguinoletum Alb. et Schw.

(Bavendamm): KMR nr 12 31T 2.4 38 1,52 1,62
Tricholoma flavovirens (Per s. ex

Fr.) Lund: IBL nr 0349 32 54 6.9 4,59 3,75
Tricholoma potentosum (F r.) Quel:

IBL nr 0866 33 59,2 63,4 54,32 54,60
Xanthochrous pini (Thore ex Fr.) s

P at.: Muzeum grzyb6éw, Paryz 3 0,0 0,0 0.0 0,0
Xanthochrous pini (BL) 1: Zaklad

Biochemii, Lublin 4 0,0 0.0 0,0 0,0

* Objetos$é kultur 50 ml, czas inkubacji z kwasem ferulowym 12 godz.
* The volume of cultures 50 ml, time of incubation with ferulic acid 12 hours.

badano natomiast dotychczas wptywu chloramfenikolu, puromycyny i ak-
tynomycyny D na biosynteze mRNA. Po raz pierwszy réwniez dzialano
na material grzybowy streptolidyging. W zwiazku z powyzszym przepro-
wadzono uzupelniajgce badania nad anabolizmem 32P, ¥C-urydyny i 14C-
-tymidyny u Coriolus versicolor w obecnosci streptolidyginy: Okazalo sie,
zce antybiotyk ten, podobnie jak u bakterii, blokuje wiaczanie do grzybo-
wego RNA 3P i 4C-urydyny, nie oddzialujagc na biosynteze DNA (nieza-
klocona inkorporacja 4C-tymidyny). Podobne wyniki uzyskano w warian-
cie kontrolnym kultury i po podaniu kwasu ferulowego (ryc. 5, 6 i 7).
Mozna wiec przyjaé, ze streptolidygina w stezeniach 10=% 4o 1075 M blo-
kuje biosynteze mRNA, inaktywujac prawdopodobnie grzybowsa polime-
raze RNA. Wyniki s3 porownywalne z danymi dla bakterii (18).

W celu identyfikacji mRNA (szybko znakujgcego sie RNA) rozfrakcjo-
nowano cytoplazmatyczny kwas rybonukleinowy dwoma metodami: na
drodze ultrawirowania (ryec. fl3 i 9) oraz elektroforezy na zelu poliakrylo-
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amidowym (ryc. 10—13). Materialem wyjsciowym do preparacji RNA byta
grzybnia kontrolna i po inkubacji z kwasem ferulowym. Profile ultrawi-
rowania zblizone sg do publikowanych juz wczeSniej wynikéw z ultrawi-
rowania cytoplazmatycznych kwasoéw nukleinowych izolowanych z grzy-
ba Pleurotus ostreatus (10, 21). Na densytogramie mozna rozrézni¢ RNA
obu podjednostek rybosomowych oraz tRNA. Wariant ,fenolowy’ (ryc.
9) w poréwnaniu z kontrolg (ryc. 8) charakteryzuje widoczna wyzsza za-
wartos$¢ szybko znakujgcego sie RNA (mRNA). Podobne wyniki uzyskano
na drodze elektroforezy. Na fotografie elektroforograméw (ryc. 10 i 11)
natozono profile gestosci optycznych oraz odpowiadajgce im radioaktyw-
nosci w impulsach na minute 32P. Podobnie jak poprzednio, podczas 3-mi-
nutowej inkubacji z 3?P w warunkach ,fenolowych” wiecej syntetyzuje
sie szybko znakujgcego sie RNA niz w kontroli bez kwasu ferulowego.
Widaé¢ to wyraznie na ryc. 12 ilustrujgcej nalozone na siebie radicaktyw-
nosci. Podwyzszenie czasu inkubacji mycelium z 32P prowadzi juz do cze-
Scicwego znakowania sie rybosomowego RNA (ryc. 13), co mogloby spo-
wodowa¢ zawyzenie danych ilosciowych. Wydaje sie wiec, ze 3-minutowa
inkubacja mycelium z 3P jest czasem optymalnym dla syntezy mRNA
do celow analitycznych.

Wykazana w niniejszej pracy kolejnosé nastepowania po sobie bio-
syntezy mRNA i lakazy w wyniku oddzialywania kwasu ferulowego na
mycelium grzyba mogtaby wskazywaé¢ na specyficzng aktywacje genu la-
kazy przez ten zwiazek fenolowy. Z nie opublikowanych jeszcze danych
wynika, ze w warunkach inkubacji z fenolem syntetyzowany jest wylgcz-
nie tylko jeden z izozymow lakazy, roznigcy sie od gléwnej komponenty
szvbkoscia migracji w polu elektrycznym. Analiza frakcji biatkowych
przed i po krotkiej inkubacji z kwasem ferulowym wskazuje na wysokg
specyficzno$¢ biosyntezy tej indukowanej frakcji lakazy, co potwierdza-
loby hipoteze oddzialywania kwasu ferulowego na biosynteze lakazy po-
przez aktywa®tje genu.
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PE3HOME

M3 uccneposarHbix rpuboe Basidiomycetes u ¢heHONOBbIX COEAUHEHUN

Hanbonee oTHETNMBYIO MHAYKUMIO nakasbl sbidbiBana y rpuba Coriolus ver-
sicolor depynesas kucnota. mMRNA u3 kyneTyp, HHAYUMPOBaHHLIX (epyne-
BOM KMCNOTOH W KOHTPOAMPOBAHHBIX, MAEHTUDULMPOBAHO NYTEM YnbTpa-
LeHTPUYPHPOBAHUS M 3neKkTpodope3a Ha nonwakpunoamuaosom rene. On-
TMManeHOe Bpema mHKyBauun mycelium us 32P k cuHtesy Buictpoobo3Haua-
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towerocs RNA ¢ aHanutuueckummn yensmu 6uino pasHo 3 MuHyram. Boa-
pencrame Ha cuHTes mMRNA u nakasbl epyneBoi KWCNOTbI, @ TAKKe TaKuX
AHTUBUOTHKOB KaK aKTMHOMMWUMH D, cTPENTONMAUIUH, XNOPaMPEHUKON U Ny-
POMMUUMH cBMAETenbcTBOBanO 06 akTMBaumn BuMOcMHTE3a nakasel Ha ypoOBHE
rexa.

SUMMARY

From among the series of examined Basidiomycetes species and phenol
compounds, the most distinct laccase induction in the fungus Coriolus
versicolor was caused by ferulic acid. mRNA from the culture induced
by ferulic acid and control ones, was identified by ultracentrifugation and
electrophoresis on polyacrylamide gel. The optimal time of the incuba-
tion of mycelium with 32P to the synthesis of rapid labelled RNA for ana-
lytical aims was determined as 3 mins. The effect of ferulic acid and
antibiotics such as: actinomycin D, streptolydigin, chloramphenicol and
puromycin on the synthesis of mRNA and laccase proved the activation
of laccase biosynthesis on the gene level.



