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Roman Gondko

HEMOGLOBINY BAKTERII

Niniejsza praca prezentuje wyniki badann dotyczgce hemoglobiny ba-
kterii Vitreoscilla. Jest to pierwsza bakteryjna hemoglobina o po-
znanej sekwencji i wlasciwosciach fizykochemicznych. Hemoglobina ta
posiada najwiekszg homologie (24%) =z leghemoglobing tubinu, ktérej
wtasciwoéci réwniez oméwiono. W sSrodowisku mikroaerofilnym hemoglobi-
na chroni bakterie wigZac tlen (rezerwuar) badZz posredniczac w jego
utatwionej dyfuzji.

ROZPOWSZECHNIENIE BTALEXK ODDECHOWYCH

Do barwnikéw oddechowych zaliczamy bialka zardéwno transportu-
jace, jak i magazynujgce tlen, a tym samym spelniajqce istotng
role w oddychaniu (metabolizmie) organizméw aerobowych. Biailka
oddechowe obejmujg zwigzki nader réznorodne tak pod wzgledem che-
micznym, jak i biologicznym. Ich wspdélna wyrdzniajgcag cecha,
najwazniejsza z biologicznego punktu widzenia, jest 2zdolno$é do
odwracalnego wigzania tlenu. 0gélng charakterystyke tych biatek
przedstawiono w tab. 1.

Wszystkie biatka oddechowe s metaloproteinami. 2 wymienio-
nych w hemoerytrynach - Fe, a w hemocyjaninach - Cu, sj bezpos$red-
nio potgczone 2z biaikiem. W pozostaiych zdolno$é wigzania tlenu
posiada zelazo grupy prostetycznej (hemu). Grupa ta lub metal
sprawiajg, Ze wymienione biailka (tab. 1) majg czerwona, niebieska
(hemocyjanina) 1lub zielong (chlorokruoryna) barwe. Dlatego tez
nazwano je réwniez barwnikami oddechowymi.

U kregowcéw jedynym biaikiem oddechowym obecnym we krwi jest
hemoglobina, a w migSniach - mioglobina. Kregowce majg hemoglo-

[3]



Roman Gondko

z 000 £Z way eM0YIQWONZIJBUMBM BI[TOSOSI3TA aulfaajyeq
[ 4 000 O€ way BMONIOWONZIJRUMBA uNTqOZTYY Aurqot Sowsy
Azpzoap
1 000 0S BUTABTS + Way amoyIowoyziJtuman AutqoTSouwsy
amoyT143 | (81 - AurqoyrBouw
-oWATU 3I03YATU T | -ay8s[) SUUITS
1 000 91 way proiajjeq amojTAjow Lurysox | -ox AurqoySowsy
9 000 0SY% BMONIoWONZIJRuMaZ 180ouome3g
00T Q0T X § (I1) nOZ THezo3T | (oH) AuruelLoowsy
(eTusdIw) THUEYI t8ouoctustwey ‘I¥eIM | Aulijfasowsyory
8 000 OTT (II) 24z BMOYIOWONZIJBUMBM -Y1§ ‘eomoBowzarN | (IH) AulijLisowsy
(weyq
0Z1-0L 0T X 1°€-8°C | -oaonajoaoTyd) amoyjiowoyzijtumez £3920ZSOTaTH AufioniyoioTyn
S WayIoTYo
auzoAiswip
Kpemp ‘20m08 e (IH-%01gp1e
z-1 000 SE-000 LT way (tusdru) Tyueys | -dayzeg ‘eomoSery| _OFW) Suzodieu
e % -ouow AurqoySowsy
ueyl 18ouomelg (3g-Aukzonay
amoy1owoyzZijtumez ‘IYeZOBTN “9OTUBTOS |-013419) BduzdLIauw
0L ooﬂ way amojiowoyzijbumam | -19Td ‘IyeTulomiard | -1Tod AurqoyBowey
(qQH) @uzdLiau
% 000 S9 way amojIoWozIJBuMem | (20M0831)) @omouniig |-ea3e3 AurqoTBowsy
s st el ERGTESIRED (2033E30%) eloezrTeyo] atuemodd3sdy oNferqg

osfatm eqzo1]

esew eupdT18zy

umijuad aumiINy

TElTeoqe]

yokmoyosppo YeFerq TOSOMTOsEEM 2uTo8Q




Hemoglobiny bakterii 5

bine zageszczong 1 zamknietga w jadrzastych 1lub Dbezjgdrzastych
erytrocytach. Ws8réd bezkregowcdédw najbardziej rozpowszechnionymi
biatkami oddechowymi s3 hemoglobiny i hemocyjaniny. Przy tym he-
moglobina bywa zageszczona w erytrocytach lub rozpuszczona w
tkance naczyniowej. Dlatego hemoglobiny bezkregowcéw podzielono
na komérkowe (intracellularne) i pozakomérkowe (ekstracellularne).
Hemocyjaniny sa zawsze rozpuszczone w piynnej tkance 16 T 1 8
18].

U wielu bezkrggowcéw obok barwnika krwi, hemolimfy czy piynu
celomy, obecny jest w tkankach dodatkowych barwnik oddechowy. W
wigkszosci przypadkéw wystepuje on w migsSniach nadajgac im cha-
rakterystyczng brazowa badZ czerwong barwe. Barwnikiem tym jest
hemoproteina lub mioglobina i bardzo rzadko miohemoerytryna. Na-
tomiast wspdéitowarzyszacy barwnik naczyniowy bywa rézny (hemoglo-
bina, erytrokruoryna, hemoerytryna, hemocyjanina).

Fizjologiczna rola barwnika tkankowego jest rdéwnie wazna jak
krazacego naczyniowego. Swiadczy o tym chociazby fakt jego obec-
nosci w tkankach zwierzat, ktérych krew czy hemolimfa nie zawiera
biatek oddechowych. Wiele bezkregowcéw nie posiada tez ukladu
naczyniowego czy oddechowego, a réwnoczesnie w ich tkance nerwo-
wej czy mieSniowej znajduje sie barwnik. Bialka te moga byé zlo-
kalizowane takze w innych tkankach (organach), ktérych zapotrze-
bowanie na tlen jest bardzo duze. W takich przypadkach w tkance
wystepuje hemoproteina, stad tez ich ogélna nazwa - hemoglobiny
tkankowe [1, 9].

Prawie wszystkie strunowce posiadajg wewngtrzkomérkowg tetra-
meryczng hemoglobing (68 KD). Do nielicznych wyjatkéw nie posia-
dajacych we krwi hemoglobiny nalezy lancetnik, forma larwalna mi-
noga oraz niektére gatunki ryb antarktycznych z rodziny Chaenich-
thyidae.

W przeciwienstwie do strunowcéw biatek oddechowych nie wykryto
dotychczas u wielu bezkregowcéw (tab. 1). W kolejnosci: pierwot-
niaki, gabki, jamochZony, mszywioly, ramienionogi, szkariupie nie
majg biatek oddechowych. 2wierzeta te charakteryzuje niski meta-
bolizm, maie rozmiary cia*a, a w miejscach ich bytowania spoty-
kamy korzystne dla nich stezenie tlenu. Tylko w nielicznych przy-
padkach wsréd pierwotniakéw i szkariupni spotykamy zwierzeta ma-
jace hemoglobine (np. Paramecium caudatum, Cucumaria minia).
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Obecno&é niektérych barwnikéw ograniczona jest do niewiel-
kiej liczby grup. I tak zielona chlorokruoryna wystepuje w dwéch
rodzinach: sabellidae 1 Serpulidae. Hemoerytryny znaleziono wsréd
przedstawicieli Ppriapulida, Sipunculida i w Jjednej rodzinie pier-
Scienic - Magelonidae. Hemocyjaniny wystepuja u niektérych mig-
czakéw i strunowcéw [17, 18]. U bezkregowcéw zdarzaja sie ga-
tunki, u ktérych wystepuja réwnoczesnie dwa, a nawet trzy rdine
chemicznie bialtka oddechowe. Nalezy =zaznaczyé, 2e wystepowanie
biatek oddechowych u bezkregowcédw nie jest zbyt czeste.

Dotychczas najlepiej poznanymi biatkami oddechowymi pod wzgle-
dem strukturalnym i funkcjonalnym sa hemoproteiny kregowcéw. Bu-
dowa przestrzenna tetramerycznych hemoglobin kregowcéw, a dokiad-
niej ich podjednostek i mioglobiny jest prawie identyczna i
14].

Bardziej zréznicowane pod wzgledem budowy i funkcji okazaily
sig biatka oddechowe bezkregowcédw [14+5% 87 ‘9,218,

Obok podstawowej funkcji transportera tlenu niektére biaika
oddechowe charakteryzuja sie dodatkowymi wtasciwoSciami. Miedzy
innymi wykazujg rézne aktywnosci enzymatyczne, uczestniczac np. w
utlenianiu siarki czy redukcji H202. Stanowig rezerwuar tlenu
(biatka), a tym samym determinuja pojemnosé tlenowa tkanek. Hemo-
proteiny w organizmie stanowia réwniez zapas hemu i 2elaza. Bial-
ka oddechowe odpowiedzialne s za ubarwienie (kolor), a czasami
takze wykazuja wtasciwosci fotorecepcyjne. Biorag udziai w wigza-
niu tlenu w nieenzymatycznej reakcji hydroksylacji kolagenu. Moga
regulowaé tez zanurzenie zwierzat w wodzie [9, 32]. Te dodatkowe
funkcje nie wydaja sie speiniaé tak znamiennej fizjologicznej ro-
1li, jaka jest ich uczestnictwo w transporcie tlenu.

Zaskakujgcym faktem byto wykrycie hemoglobin w Swiecie ro$lin.
Jest to jeszcze jeden (obok chlorofilu) z niepowtarzalnych dowo-
déw jedno$ci zywej materii. Rola hemoglobin ro$linnych tylko po
czgSci zostata wyjasniona. Nadal sporo pytan dotyczacych ich
struktury i wlasciwosci pozostaje bez odpowiedzi [1, 15]. Nie-
oczekiwanym takze odkryciem by%o stwierdzenie hemoglobiny w wolno
zyjacych kulturach tlenowych bakterii Rhizobium 1 Vitreoscilla [3,
28]. Natomiast hemoglobina wykryta w drozdzach okazata sig¢ biai-
kiem zXozZonym o m.cz. 50 kD, w ktérej obok hemu wystepuje flawina
[19]. obecnosé hemoglobiny w organizmach jednokomérkowych takich



Hemoglobiny bakterii 7

jak bakterie, pierwotniaki czy drozdze, a w szczegbélnoSci ich
funkcje, pozostaje nadal nie wyjasniona.

Ostatnio w kregu szczegélnego zainteresowania badaczy znajdujg
sie hemoglobiny ro§linne 2zwane leghemoglobinami (Lg), posrednio
uczestniczace w procesie redukcji azotu atmosferycznego Y
15, 16, 22].

Leghemoglobiny wystepuja gidéwnie w brodawkach korzeniowych u
przedstawicieli co najmniej 6 rodzin motylkowatych i powstajg w
wyniku symbiozy roslin =z bakteriami tylko rodzaju Rhizobium. Cie-
kawe, ze bialko globinowe kodujg geny roslinne, a za synteze hemu
odpowiada drugi z symbiontéw. Leghemoglobing wykryto tez w bro-
dawkach korzeniowych Parasponia, Leucaena 1 Dalea niemotylkowa-
tych roslin z Ulmacea (Wigzowate), wigzacych azot na drodze
symbiozy z Rhizobium. Bialko wigzgce tlen podobne do leghemoglo-
biny wystepuje réwniez w brodawkach korzeniowych utworzonych
przez promieniowce Frankia 2z ro$linami 15 rodzajéw innych niz
motylkowe [15].

Leghemoglobinie przypisywano pierwotnie udziaX w transporcie
elektronéw. Dzi§ wiemy, Ze biatko to przyigczajgc tlen peini zna-
mienng role w przyswajaniu azotu atmosferycznego. Przeniesienie:
tej formy przyswajania azotu na ro$liny niemotylkowe bedzie ogrom-
nym sukcesem bioinzynierii przekraczajgcym znaczne rozmiary zie-
lonej rewolucji. Stad tez powdd szeroko zakrojonych badan usta-
lajacych obecnoéé i wiasciwoSci hemoglobin w organizmach jednoko-
mérkowych, a w szczegdlnosci u bakterii. Ostatnio, duzym zainte-
resowaniem cieszy sie hemoglobina wolno 2yjgcych bakterii Vitreo-
scilla, natomiast mniej mamy danych o hemoglobinie wolno zyjacych
Rhizobium.

Jak dotychczas, tylko hemoglobina vVitreoscilla jest jedyna he-
moglobing bakteryjna o rozszyfrowanej sekwencji i scharakteryzo-
wanych ogélnych wiasciwoSciach fizykochemicznych. W dalszej cze-
§ci pracy bialku temu poswigcono szczegdlng uwage.

FIZYKOCHEMICZNE WEASCIWOSCI BacHb

Nie podlega obecnie dyskusji fakt, ze hemoglobina wolno zyjag-
cych bakterii vitreoscilla (BacHb, VitHb) nie jest bialkiem bXo-
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nowym ani terminalng oksydazg, jak to do niedawna sgdzono. Ten
czerwony barwnik odkryto w komérkach vitreoscilla do&é dawno i
nie utozsamiano go 2z hemoglobing lecz terminalng oksydaza. W je-
go Swiezych preparatach wykrywano bowiem nietypowe dla oksyhemo-
globiny tréjwartoSciowe zelazo. Dalsza trudnosScia we wiasciwej
identyfikacji tego biatka, jak sie pdéZniej okazalo, byio duze po-
dobienistwo 2z widmem absorpcyjnym cytochromu c. Dopiero,gdy w ko-
mérkach vitreoscilla zidentyfikowano zwiazany z biong cytochrom c,
drugg hemoproteine poddano szczegéiowym badaniom. Stwierdzono,
2e ilo8¢é hemu w komérkach Vitreoscilla jest uzaleZniona od wa-
runkéw ich wzrostu, i czynnika limitujqcego stezenie tlenu w me-
dium. W miare wzrostu i podziatu komérek (tj. zuizycia tlenu)
obserwowano w bakteriach ponad 50-krotny przyrost hemu. Tak duzy
przyrost oksydazy blonowej bez naruszenia integralnosci membra-
ny, byiby maio prawdopodobny. W tym wzgledzie eksperymentum crucis
okazata sie reakcja fotooksydacji. W zachodzgcym procesie rekom-
binacji 2z tlenem nie obserwowano utlenienia zelaza hemowego. Taki
wynik ma miejsce tylko w przypadku hemoprotein przenoszacych
tlen, nigdy jednak w przypadku oksydaz (np. oksydazy cytochromu
& " {31,259

Hemoglobina Vvitreoscilla (VitHb) o masie czgsteczkowej. 27 000
Da jest homodimerem. Kazda podjednostka posiada grupe hemowg i
mase 13 000 Da okre§long elektroforetycznie, a 15 775 Da ustalo-
ng na podstawie sktadu aminokwasowego. Podobng wielkoscia T 8
30 000 Da) charakteryzuje sie hemoglobina wolno 2zyjacych bakte-
rii Rhizobium [2, 3, 24].

Maksimum pochaniania tego biatka w zakresie widzialnym przy-
pada na diugosci: 419; 535 i 570 nm. Metoda spektroskopii w pod-
czerwieni (IR) wykryto wigzanie tlenu przez VitHb przy 1134 cm'{
Wigzanie CO w IR charakteryzowaio sie maksimum przy 1964 cm'1
nieco réznigc sie od gidéwnego maksimum HbCO (1951 cm-l) i Mbco
(1946 cm'l). Na podstawie przebiegu wigzania cyjankéw do utle-
nionego bialka (241aza) wuznano, %e hemy zachowaly sie w tym
przypadku jak niezalezne miejsca wigzace, gdy tymczasem wigzanie
CO miato charakter kooperatywny.

Okazato sie, ze podjednostki Hb-vitreoscilla 2znacznie rdznig
sig¢ wartoscia potencjaiu redox. Jedna 2z podjednostek (hem) ma
niski potencjatr poidwkowy wynoszacy =122 mV, natomiast druga wy-
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soki, bo +118 mv. Taka rdéznica 240 mv jest niespotykana wsréd
hemoprotein i swiadczy o kooperatywnych wiasciwosciach heméw [25].
Wazniejsze wiasciwosci tej hemoglobiny zebrano w tab. 2.

Tabela 2
Wiasciwosci VitHb [32)

Wzgledna masa czgsteczkowa 32 783
Masa podjednostki na podstawie sktadu 15 775
Grupa prostetyczna: protohem IX

Potencjat redox

podjednostka (hem) o wysokim potencjale +118 mV

podjednostka (hem) o niskim potencjale =122 mV
Wigzanie ligandéw

forma utleniona-2 mole cyjankéw/mol Hb n=1

forma zredukowana-2 mole CO/mol Hb n=2

Maksima absorpcji form(nm)

utlenionej 403, 500, 625
zredukowanej 432, 555

co 419, 535, 566
utlenowanej 414, 543, 576
sktadnik D 418, 548, 576

Podczas miareczkowania VitHb(II) obserwowano tworzenie w sto-
sunku stechiometrycznym skiadnika D-, tetrameru o masie 50 000 Da.
Byé moze ta forma hemoglobiny jest prekursorem hemoglobin tetra-
merycznych ssakéw czy form polimerycznych Hb bezkregowcéw. Wpraw-
dzie zakwestionowano te jego role, poniewaZ tworzy sie on tylko w
niskich temperaturach [26].

ROLA UNIERUCHOMIONYCH BIALEK ODDECHOWYCH

Wiasciwosci funkcjonalne i fizjologiczne znaczenie kragzacych
biatek oddechowych sa poznane do$¢ dobrze [2, 14], natomiast rola
i znaczenie unieruchomionych barwnikéw oddechowych u ros$lin i
organizméw jednokomérkowych pozostaje nadal przedmiotem spornych
dyskusji. Sugerowano, Ze unieruchomione barwniki biorg udziail
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nie tylko w wigzaniu tlenu, ale speiniajgq szereg dodatkowych funk-
cji. I tak leghemoglobina posiada aktywno$§é pseudoperoksydazy i
oksydazy kwasu indolooctowego [20, 21]. Mioglobina i VitHb majag
wiasciwosci reduktazy hydroksyloaminy [5, 32]. Mamy tez przekonu-
jgce dowody o udziale Lg i Mb w uZatwionej dyfuzji [33, 34].
Wiele kontrowersji powstalo wokéi leghemoglobiny. Hemoproteina ta
o masie 16 000 Da poSrednio uczestniczy w przyswajaniu azotu
atmosferycznego. Bialko to wigzac sie z tlenem utrzymuje jego
stezenie w Srodowisku na niskim poziomie i tym samym nie dochodzi
do inhibicji nitrogenazy - gidéwnego enzymu w procesie przyswajania
azotu. Réwnoczesnie ilosé zwigzanego tlenu z leghemoglobing (Lgog
jest wystarczajgca dla Rhizobium, a 2zatem namnazanie bakteroidu
nie jest ostabione. Mimo 2%e stezenie hemu w bakteroidzie jest
bardzo niskie - 10 nM, to leghemoglobina w procesie utatwionej
dyfuzji tlenu =zabezpiecza przebieg fazy fosforylacji w  Rhizobium
z duza wydajnoscig. Ulatwiona dyfuzja ma znaczenie tylko wéwczas,
jezeli stezenie Lgo2 przekroczy znqcznie zawarto§é wolnego tlenu
w brodawkach, co w tym przypadku ma miejsce. Stezenie leghemo-
globiny w brodawkach korzeniowych jest skorelowane ze zdolnosScig
wigzania azotu i wszystkie symbionty z Rhizobium wymagaja obec-
nosci Lg [15, 32, 34]. Nie wiadomo jednak czy leghemoglobina
nie bierze bezpoéredniego udziaiu w wigzaniu azotu.

Poréwnujgc stale szybkoSci wigzania tlenu przez hemoglobiny
roélinne 2z innymi hemoproteinami (tab. 3) widaé, 2e Lg soi i Hb

Tabela 3
Reakcja hemoglobin z tlenem [32]

k,x107° k_ Ky x 10°
Hemoglobina :1 -1 i

(M 587 ) @) (M)
1g sl 116 5,55 0,047
Hb Parasponia (niemotylkowe) 165 14,8 0,089
Lucina (symbiont mieczaka) 155 55 0,36
HbI-Glycera (robak) 190 2800 14,7
Mb-konia 14 11 0,77
Hb Candida (drozdze) 850 17 0,020
Hb Vitreoscilla 78 5600 72
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Parasponii maja bardzo wysokie powinowactwo tlenowe, co wynika z
szybkiej reakcji asocjacji i bardzo niskiej wartosSci statej dy-
socjacji. Odsionigta wneka hemowa jest jedynym wytlumaczeniem
tej wysokiej wartosci stalej asocjacji.

Vitreoscilla stercoraria, bakterie rodziny Beggiatoa, sa bez-
wzglednymi tlenowcami i wymagaja do swojego wzrostu okreslonych
aminokwaséw, sa natomiast niezdolne do utylizacji wigkszosci cu-
kréw. Vitreoscilla sp. szczep Cl, hodowany w fermentatorze z na-
powietrzaniem o réznym poziomie tlenu, charakteryzowal sie wyisza
aktywnoscia syntazy kwasu &-aminolewulinowego (ALAS) i zawarto-
§ciq hemu, kiedy stezenie tlenu w Srodowisku bylo nizsze (tab. 4).

Tabela 4
Wptyw tlenu na synteze hemu u Vitreoscilla [32)

Warunki hodowli Aktywnosé ALAS Zawartos¢ hemu
(% - 0y) (mol/h/mg biatka) (umol/g mokrej masy)
20 h'='75 0,01 5
10 h - 50 0,11 11
10 h - 25 0,20 13
12 h - 10 0,27 24
22 h - 10 0,23 48
32 h - 10 0,07 53

Ten wzrost zawartoSci hemu by} skorelowany ze zwigkszong zawar-
toécia hemoglobiny w komérkach [32].

Podobne wyniki uzyskano w przypadku Rhizobium japonicum. Komdr-
ki tych bakterii inkubowane Ww mikroaerofilnych warunkach zawie-
raty 10-krotnie wigcej hemu i podobnie podwyzszong aktywnogé
dwéch pierwszych wymienionych enzyméw szlaku hemowego [32]. W wa-
runkach anareobowych bakteroidy (symbiontanty) 2atwiej syntety-
zowaly protoporfiryne od wolno zyjacych bakterii, co jest dowodem
na utlenianie koproporfirynogenu przez NADP. Stanowilo to réwno-
czesnie argument, ze grupg prostetyczng leghemoglobiny-hem, syn-
tetyzuja bakterie. Ciekawe, z2e hemoglobine wykryto tylko w ko-
mérkach Rhizobium hodowanych w warunkach tlenowych, natomiast w
hodowli beztlenowej byia nieobecna [32]. wWynik ten pozostaje w
sprzecznosci z danymi, jakie wuzyskano w przypadku Vitreoscillia
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i znacznie komplikuje zrozumienie roli hemoglobin bakteryjnych.
Uwzgledniajgac nawet fakt, 2e w hodowli areobowej stezenie Hb w
komérkach Rhizobium stanowi zaledwie 1/20 steZenia Hb Vitreoscilla.

Bakterie gatunku Vvitreoscilla bytuja w S&rodowisku ubogim w
tlen, tj. w bezodptywowych stawach, rozktadajgcych sie jarzynach,
starym nawozie bydlecym. Jednym z mechanizméw adaptacji do warun-
kéw ograniczonego poboru tlenu moze byé wzrost zawartos$ci termi-
nalnej oksydazy w membranie komérkowej. Przystosowanie takie nie
moze tu mieé jednak miejsca, bowiem biony bakteryjne s wrecz na-
sycone biatkami. W wiekszoSci bion zwierzecych stosunek biaiko :
: lipid wynosi 1:1. Wewnetrzne membrany mielinowe charakteryzuja
sie stosunkiem 1:5. Tymczasem enzymatycznie aktywne biony, w tym
biony bakteryjne, mitochondrialne, lamelle chloroplastéw majg wy-
soka zawarto§é biatka do 1lipidéw, tj. 3:1 [23]. Tak wiec do-
datkowy przyrost oksydazy koncowej mégiby spowodowaé destabiliza-
cje membrany bakteryjnej, natomiast cytoplazma komérkowa moze byé
wysycona biatkami oddechowymi bez naruszenia jej funkcji. Na
przykiad stezenie Hb w cytoplazmie erytrocytdéw ssakéw  wynosi
84%, a Lg stanowi do 20% rozpuszczalnych biatek brodawek ro$lin
motylkowych.

Slodkowodny §limak Planorbis corneus posiadajgcy w hemolimfie
polimeryczna hemoglobine moze przebywaé do 20 min w warunkach
beztlenowych. Czerwone larwy Chironomus sp., jedne z nielicznych
owadéw, ktérych hemolimfa zawiera hemoglobineg, bytujg w mule w
warunkach wrecz anareobowych. Powyzsze przyktady Swiadczg dobitnie,
2e nie tylko mioglobina, ale takze hemoglobina funkcjonuje jako
rezerwuar tlenu. Mozna zatem przypuszczaé, ze zwigkszajgce sie
stezenie hemoglobiny u Vitreoscilla w warunkach ograniczonego do-
stepu do tlenu stanowi tym samym zabezpieczenie komérek w tlen.
Jednakze ilos§é hemoglobiny u Vitreoscilla nie Jjest wystarczajjca
do pierwszoplanowej roli magazynu tlenu. Maksymalne stezenie hemu
w komérkach vitreoscilla wynosi okoio 50 uM, jest wiec niepo-
réwnanie mniejsze od np. 3 mM Lg w brodawkach korzeniowych, a
jej iloéé =zapewnia oddychanie w warunkach beztlenowych przez za-
ledwie kilka sekund [32]. Pytanie, jaka role peini hemoglobina
bakteryjna, nadal pozostaje bez odpowiedzi.

Hipoteza o powierzchniowej lokalizacji hemoglobiny w  Rhizobium
pomigedzy membrang plazmatyczng i $ciang komérkowg tiumaczyioby
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role BacHb. 2 jednej strony bowiem biaiko oddechowe znajdowaloby
sig najblizej Srodowiska zawierajacego tlen, =z drugiej byioby w
poblizu terminalnej oksydazy usytuowanej w wewnetrznej blonie.
Umiejscowienie hemoglobiny pomiedzy bionami w postaci cienkiej
warstwy stwarza idealne warunki do procesu ulatwionej dyfuzji
tlenu. BezpoSrednich dowodéw eksperymentalnych przemawiajacych
za t3 hipoteza jeszcze nie znaleziono. Uwalnianie Hb Vitreoscilla
przez traktowanie lizozymem 2z dodatkiem EDTA po lizie osmotycznej
posSrednio éwiadczy za powyzsza koncepcjg.

Rozwazmy jeszcze, czy proces wigzania tlenu desygnuje BacHb
do speinienia przypisanej roli. Poréwnujac state dysocjacji, to
Kd VitHb jest wieksza od wartosci Kd leghemoglobiny o trzy rzedy
(tab. 3), gdy tymczasem stale asocjacji (tworzenia) sg takie sa-
me. Tym samym BacHb moze funkcjonowaé jako pulapka tlenu ze
znacznie wyzsza wydajnoscig. Niezwykle wysoka stala dysocjacji
moze utatwié szybki przepiyw tlenu do enzyméw Zancucha oddecho-
wego. Ponadto mogioby tworzyé sie wigeksze cisnienie tlenu ko-
rzystne dla bezwzglednych tlenowcéw.

Dla zapewnienia podstawowej funkcji hemoglobiny niezbedne sg
dwa enzymy. Jednym z nich jest reduktaza katalizujaca redukcje
2elaza, jak to czyni klasyczna reduktaza methemoglobinowa erytro-
cytow [12]. Rzeczywiscie potwierdzono bardzo niskg aktywnosé re-
duktazowa w przypadku oczyszczonej VitHb. Podobng aktywnosé po-
siada oczyszczona reduktaza MetHb ery;rocytéw zawierajgca w swym
sktadzie FAD. Aktywnos§é ta ulegia spotggowaniu po dodaniu do
mieszaniny reakcyjnej cytochromu b-5.

MetHb-reduktaza hemoglobiny Vit oraz flawoproteina z duzg
wydajnoscia katalizuje redukcje Met VitHb w surowym ekstrakcie.
Tym samym nasuwa sSie przypuszczenie o obecnosci w nie oczyszczo-
nym ekstrakcie komérkowym dodatkowego skiadnika oddzialujgcego na
przebieg powyzszej reakcji.

Drugim niezbednym enzymem jest peroksydaza, ktdéra rozkada
(utlenia) nadtlenek wodoru powstaly w trakcie autooksydacji zre-
dukowanej hemoglobiny. Nadtlenek wodoru powstaje wolno w obecno-
Sci reduktazy i dla Beggiatoa pozbawionych tej aktywnosci jest
to bardzo istotne. W warunkach tlenowych, jak wiadomo, nadtlenek
wodoru powoduje zatrucie komérek [23].
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BUDOWA PIERWSZORZEDOWA VitHb

Najdokladniej przebadana zostata ewolucja hemoglobin, a w
szczegbélnoSci Hb kregowcédw. Niezbitych dowodéw wspdlnego pocho-
dzenia hemoglobin ros$linnych i zwierzecych dostarczyta analiza
struktury i sekwencji [27]. 2atem poznanie sekwencji hemoglobin
bakterii mogtoby mieé pierwszoplanowe znaczenie w wySwietleniu
ewolucji hemoglobin. Dla pordéwnania w tab. 5 zestawiono sekwen-
cje 146 reszt VitHb 2z pierwszorzedowa strukturg niektérych hemo-
globin. W zestawieniu tym jest uderzajace podobienstwo sekwencji
VitHb do sekwencji LgI Zubinu zlotego (LLg). Stwierdzamy tu 35
reszt wspdlnych w 153 aminokwasach Lg, co stanowi 24% identyczno-
Sci. Oprécz tego podobnych jest jeszcze 20 reszt: Glu/Asp, Ser/Thr,

Tabela 5
Sekwencje Hb Vitreoscilla (VHb) i niektérych Hb oraz leghemoglobiny (LLg) [27]

Reszta  Helix Hemoglobina
R R HHb o HHb B SWMb GHb LLg VHb

1 v G

2 NA1 v H v G A

3 NA2 L L L L L

4 Al S T S S T

5 A2 P P E A E

6 A3 A E G A S

7 A4 D E E Q Q

8 A5 K K W R A

9 A6 T S Q Q A M*
10 A7 N A L v s L
11 A8 v v v 1 v D
12 A9 K T & A K Q
13 A10 A &L H A S Q
14 All A v T S T
15 A12 W W W W W I
16 Al3 (¢ G A K E N
17 Al4 K K K D E I
18 Al5 v v \ 3 F 1
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Tabela 5 cd.

Hemoglobina

SWMb

Helix
(H)

Reszta

LLg

GHb

HHb B

HHb o

(R)

Al6
AB1

19
20
21

A%

22
23

Bl

B2

24
25
26

p*

B3

B4

B5

27

B6

28
29

B7

B8

30
31

B9
B10
Bll
B12
B13
Bl4
B15
B16

32
33

34
35
36
37

Vs
T+

38
39

Cl

c2
C3

40

41

Y+

C4
C5

42
43

K*

C6

44

L*

c7
CD1
CD2
CD3

45

F*+

46
47

48

H+

CD4
CD5
CD6
CD7

49

50

51

52
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Tabela 5 cd.

Hemoglobina

SWMb

Helix

Reszta

VHb

LLg

HHb

HHb a

(H)

(R)

CD8

53

D1

54
55

D2

D3

56

D4

57

D5

58

D6

59
60
61

D7

El

E2

62
63

E*

E3

S+

64
65
66
67

E5

E6

E7

68

E9
E10
Ell

69

70
71

L+

E12
E13
El4

72
73
74
75
76
77

Vi

E15
El6
E17
E18
E19
E20

EF1

Ax+
A%+

78
79
80
81

- = > B

82
83
84
85

EF2

86
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Tabela 5 cd.

GHb LLg

Hemoglobina

HHb B SWMb

Helix
(H)

Reszta
(R)

87

EF3

A%

EF4

89
90
91

EF5

EF6

EF7

92

93
94

V+

F1

K*

F2

95

F3

96
97

I+

F4

F5

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115

F6

F7

H*

F8

F9
F10
FG1
FG2

G*

£

FG3

FG4

V4

AX

Gl

G2

A%

G3

H*

G4

Y+

G5
G6

P*

G7
G8

116
117
118
119
120

Vie

G9
G10
Gl1

E+?
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Tabela 5 cd.

LLg

GHb

Hemoglobina

HHb B SWMb

HHb o

Helix
(H)

Reszta
(R)

L+

G12
G13
G13
G15
G16
G17
G18
G19
GH1
GH2

121
122
123

L*

124
125
126

T*4+
K*

E*

127
128

V*

129
130
131
132

G*

GH3
GH4

GH5

133
134
135
136
137

H1

H2

H3

H4

H5

138
139
140
141

H6

A%

H7

w*

H8

H9
H10
H1l

142

143
144
145
146
147
148
149
150
151

At
Yo

H12

H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19

I+
A%

V¥

F+

152
153
154

H20
H21
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Tabela 5 cd.
Reszta Helix Hemoglobina

LD HHb o HHb B SWMb GHb Llg VED
155 H22 K K K G E Y
156 H23 Y o iy L M E
157 H24 R H K E D A
158 H25 E s D D*
159 L A L
160 HCl G A y
161 HC2 Y A
162 HC3 Q Q
163 HC4 G A
164 *
165 8

R - aminokwas w kolejnosci od N-korica, H - poloZenie w heliks mioglobiny,
HHba, HHbR - czlowiek, SWMb - mioglobina wieloryba, GHb - Hb Glycera, LLg -
leghemoglobina tubinu.

%
Konserwatywne hydrofobowe reszty.

Leu/Val/Ile, Phe/Tyr. Tak duza homologia miedzy tymi dwoma biax-
kami sugeruje istnienie strukturalnego i ‘funkcjonalnego podobiern-
stwa. Liczby identycznych reszt pomigdzy globinami przedstawiono
w tab. 6.

a8l @A 6
Liczba identycznych reszt [27]

Hemoglobina Hb o HbB |Mb-wieloryba | Hb-Glycera| Lg-tubinu
Hb o
Hb B 60
Mb-wieloryba 38 33
Hb-Glycera 30 29 32
Lg-1ubinu 23 23 26 23
VitHb 16 16 14 20 34
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Stwierdzona homologia (25%) jest prawie taka sama jak pomie-
dzy sekwencja Mb wieloryba olbrotowca i %afncuchami ludzkiej Hb
(tab. 6).

Powszechnie przyjeto, 2e a-tancuch Hb kregowcéw, to wynik du-
plikacji genu mioglobiny wywodzacego sie 2z hemoglobinowego genu
bezkregowcédw. Uwaza sie tez, ze gen leghemoglobiny przetranspor-
towany zostat do ros$lin z zewnatrz (Eukaryota). Obecno$é leghemo-
globin w co najmniej 6 réznych rodzinach motylkowych, a takze w
ro$linach niemotylkowych i duza homologia w sekwencji 2z hemoglo-
binami kregowcéw przemawiaiyby za tym, Ze jednak geny leghemoglo-
biny s3 w ro$linach od chwili rozdziatu ros$lin i zwierzat, tj.
miliarda lat temu i pochodzg od wspélnego genetycznego przodka.

Hemoglobiny wykryto takZe w organizmach jednokomérkowych, np.
w drozdzach i Paramecium. Préby skorelowania obecno$ci hemoglo-
biny w drozdzach z ich metabolizmem s nie zadowalajgce. 2aréwno
oddychanie komérkowe, 3jak 1 stan utlenienia cytochroméw w mito-
chondriach przy niskim stezeniu tlenu nie byly powigzane z obec-
noécig badZ nieobecnoscig w nich hemoglobiny [19]. Ponadto obec-
no$é kilku réznych hemoglobin w tym samym organizmie (Paramecium)
przemawia za tym, Ze gen hemoglobiny byt obecny u prymitywnych
Eukaryota. Tymczasem wykrycie Hb u vitreoscilla sugeruje, ze gen
ten pojawil sie przed Eukaryota, ewoluujgc z Procaryota.

Ostatnio gloszony jest poglad, ze globiny wywodzg sie z cyto-
chroméw typu b [32]. Oparto go na podobieristwie sekwencji glo-
bin kregowcéw i bezkregowcdw z sekwencjami cytochroméw b-5 i b-2
oraz oksydazy siarkowej kurczgt. Dla obu tych klas biaiek postu-
lowany jest wspdélny ligand dystalny, lecz proksymalna histydyna
w cytochromach =zostaje zastgpiona inng. Tym tXumaczy sie fakt
odwrécenia heméw w globinach i cytochromach [16]. W rozwazaniach
powyzszych nie uwzgledniono jednak obecnosci hemoglobin bakteryj-
nych W Rhizobium 1 Vitreoscilla. Mozna by przyjac¢, zZe geny hemo-
globiny do bakterii przeniesione zostaty 2z ro$lin lub zwierzat.
Nadal tez, podstawowe zalozenie, 2e globiny pochodzg z cytochro-
mu bakteryjnego typu b pozostaje w mocy. Jakkolwiek 2z drugiej
strony obecno$é dwéch intronéw w genach Lg soi, dokladnie w
tych samych miejscach co w genach hemoglobin 2zwierzat, stanowi
argument przeciwko wspélnemu Procaryotycznemu pochodzeniu wyzZszych
hemoglobin.
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Dane o pierwszorzedowej strukturze Hb bakterii przemawiajg za
tym, Ze pordéwnywanie sekwencji biaiek tak réznych grup jak  Euca-
ryota 1 Procaryota nie bardzo ma sens. Dane te nie mogg by¢ tez
uzyte do konstrukcji drzewa filogenetycznego globin. Kiedy dwa ho-
mologiczne biatka osiggna granice zmian, zakre$Slong przez struk-
turalno-funkcjonalne zaleznos$ci, to wsteczne i réwnolegie mu-
tacje sa tak czeste, iz rdéznice w sekwencji nie odzwierciedlaja
liczby mutacji. Tym samym nie ma mozliwogci zidentyfikowa-
nia bakteryjnego prekursora hemoglobin Eucaryota.

W éwietle powyzszego mozna przyjaé dwie drogi rozwoju hemo-
globin. Jedna 2z nich to poddanie organizméw anareobowych ekspo-
zycji na tlen. Druga mozliwosé to taka, 2e organizmy areobowe
rozwijaly sie przypadkowo w Srodowisku ubogim w tlen. W pierwszym
przypadku organizm wymagail ochrony przed tlenem i syntetyzowal
protohemoglobing, ktéra wigzac tlen utrzymywata niskie jego ste-
s2enie w komérce. Ten mechanizm mégiby byé efektywny tylko wéw-
czas, kiedy ekspozycja na tlen byia rzadka, ciSnienie tlenu ni-
skie, a stezenie komérkowej Hb duze. W drugim bardziej prawdo-
podobnym zdarzeniu, biatko ewoluowaio do funkcji magazynu tlenu,
pozwalajac organizmom rozwijaé sig lepiej w warunkach ubogich w
tlen.

PROGNOZA

Za sprawa potrzeb cziowieka sSwiat roslin czeka po "zielonej"
jeszcze jedna tym razem 'czerwona" rewolucja. Od dawna marzy sie
ludzkoéci rozszerzenie poza Swiat mikroorganizméw zdolnosci asymi-
lacji azotu atmosferycznego na jednoliscienne i dwuliscienne ro-
§liny uprawne. Tym samym nie byXaby potrzebna kosztowna i szkod-
liwa produkcja nawozdéw azotowych.

Symbioza - Rhizobium: (ro$lina motylkowa) jest procesem wielce
z¥ozonym i obejmujgcym wiele etapow. Bakterie brodawkowe zakaza-
ja korzenie roslin motylkowych tworzac brodawki korzeniowe, w
ktérych wystepuje redukcja azotu atmosferycznego. Symbiotyczne
wigzanie azotu to proces ziozony i nadal niewiele wiadomo o na-
turze rozpoznania specyficznego rosSliny przez Rhizobium, zakazenia
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tej rosliny, mechanizmie infekcji oraz kontroli genetycznej te-
go procesu.

W obecnos$ci bakteryjnego enzymu nitrogenazy nastepuje w bakte-
roidzie redukcja gazowego azotu do amoniaku. Enzym ten katalizuje
jeszcze kilka innych reakcji redukcyjnych, a testem stuzacym do
wykrycia nitrogenezy jest przeksztaicenie acetylenu w etylen
(6, 15].

Nitrogenaza otrzymana z ponad 30 rdéznych mikroorganizméw, nie-
zaleznie od Zrédia, okazala sie prawie identyczna. Biatko to
jest zXozonym kompleksem. Jedna 2z podjednostek zawiera molibden
(2-atomy), siarke (30 atoméw), 2elazo (32 atomy) i skiada sie
z dwéch tancuchéw polipeptydowych o i B potgczonych w tetramer
“282' Druga podjednostka zawiera zelazo (4 atomy) i siarke
(4 atomy) bedac tetramerem typu ay. Tetrameryczne biatko (-MoFe)
zawiera Zzelazowo-molibdenowy kofaktor FeMoCO, uwazany za miejsce
redukcji azotu. Nitrogenaza ma bardzo zlozona strukture i jest
niezwykle trudnym obiektem badawczym ze wzgledu na wyjatkowa
wrazliwo$¢é nawet na $ladowe iloSci tlenu. W warunkach tlenowych
ulega szybkiej inaktywacji tracac aktywno§é redukcyijng.

Redukcja azotu jest niezwykle energochlonna. Na jedng cza-
steczke azotu przeksztatconego w amoniak =zostaje zuzytych 12-15
czgsteczek ATP. Obok duzego zapotrzebowania energetycznego naj-
wazniejszym ograniczeniem asymilacji azotu jest konieczno$é ochro-
ny nitrogenazy przed inaktywacja przez tlen. W tym wzgledzie mi-
kroorganizmy wigzgce azot problem ten rozwigzaily réznorodnie.

Przede wszystkim posiadajg one bialko w postaci leghemoglobi-
ny, chronigce przed dopiywem tlenu lub specjalne izolujgce
struktury wewngtrzkomérkowe albo biony nieprzepuszczalne dla tle-
nu, lub biatka zuzywajgce tlen do innych proceséw metabolicznych
(Hb?). Moze tez nastapié czasowe oddzielenie azotu od dziaXania
oksygenaz, jak ma to miejsce u bakterii fotosyntetycznych oraz
kompartmentyzacja nitrogenazy w heterocystach i brodawkach [3, 6,
15]. :

Powazniejszym osiagnieciem biologéw w tej dziedzinie byio
przeniesienie w 1971 r. zespotu gendw-nif (nitrogen fixation) z
gatunku Klebsiella pneumoniae Wwzglednego beztlenowca do gatunku
bakterii tlenowych, np. Escherichia coli. Tu geny te nie ulegaja
ekspresji, ale sag replikowane, co pozwolilo na zbadanie ich stru-
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ktury. Zespét nif przeniesiono m. in. do E. coli (1972), Kleb-
siella aerogenes (1974), Agrobacterium tumefacies (1979), Erwinia
herbicola (1980). Stwierdzono metodami inzynierii genetycznej, ze
zespétr nif sktada sig z 17 gendéw uiozonych w 8 operonach obej-
mujacych 23 kb. Czeéé =z tych genéw koduje nitrogenaze, czesé
peini role regulacyjna, a funkcja niektérych nie zostaia poznana
[6, 15]. Regulacja ekspresji genéw nif jest skomplikowana. od-
dziatuja na nia amoniak i inne zwigzki azotowe (aminokwasy). Tlen
takze hamuje transkrypcje genéw. 2espéi nif Rhizobium ma podobng
strukture do zespoiu obecnego u wolno 2yjacych bakterii Klebsiella
pneumoniae. Plazmidy zawierajg geny warunkujace powstanie broda-
wek na korzeniach ro$lin. Brodawki te sj tkank§, w ktérej znaj-
duja sie bakterie. Komérki brodawek syntetyzuja leghemoglobine
odgrywajaca jedna 2z waznych rél w ochronie nitrogenazy przed tle-
nem. Ekspresja gendéw nif i aktywnoS¢é nitrogenazy zachodzi tylko
w warunkach beztlenowych.

W ostatnich latach nasilono badania zmierzajgce do przenie-
sienia regionu nif do genomu ros§lin zbozowych. W przypadku sukce-
su ros§liny statyby sie niezalezne od dostarczonego z zewnatrz
azotu. Mechanizmy kontroli wyrazania sig genu w jgdrach Eucaryota
bardzo réznia sie od Procaryota. 2Zagadnienie to jest niesiychanie
2iozone. Wydaje sie, ze wraz z proba przeniesienia genéw nif
winno sie przenies$é gen leghemoglobiny. Przyswajajgce azot zielo-
ne rosliny musza produkowaé czerwony barwnik ~ leghemoglobing.
Synteza tego bialka to przykiad symbiozy na poziomie molekular-
nym. Roélina syntetyzuje biaiko-globing, bakteria odpowiedzialna
jest za syntezg grupy prostetycznej. Synteza Hemu w wolno zyjacych
bakteriach Rhizobium zachodzi juz wczeéniej;‘bowiem jest on nie-
zbedny do utworzenia hemoglobiny bakteryjnej. W tym Xkontekscie
nalezatoby jak najszybciej podjgé badania hemoglobiny Rhizobium. 2
chwila utworzenia bakteroidu moze mie¢ miejsce przetaczenie syn-
tezy hemoglobiny na korzysé leghemoglobiny. Takie = przeiaczenie
spotykamy w rozwoju osobniczym cziowieka, kiedy zahamowana zostéje
do §ladowych ilo$ci synteza HbF na rzecz HbA [10, 11].

Przeniesienie genu leghemoglobiny badZ hemoglobiny (bakteryj-
nej) wraz z genem nitrogenazy wydaje sie by¢é jedynym racjonal-
nym postepowaniem w kreowaniu nowych gatunkéw roslin wigzacych

azot atmosferyczny.
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THE BACTERIAL HEMOGLOBIN
The aim of this paper is to summarize the publications concerning the

bacterial hemoglobin (Vitreoscilla). This is the first bacterial hemoglobin

to be sequenced and physicochemical properties are determined. It showed the



26 Roman Gondko

maximum sequence homology (24%) with lupin leghemoglobin (Lg) which pro-
perties also have been presented.

Bacterial hemoglobin may function to enable the organism to survive in
oxygen-limited environments by acting as an oxygen storage-trap or to facili-
tate oxygen diffusion.



