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ORI Lignin in lignifikacija

V clanku sta opisana dva modela na-
stanka ligninske makromolekule. Model
naklju¢nega povezovanja predpostavlja
nastanek lignina s slu¢ajnostnim pove-
zovanjem fenolnih monomernih radi-
kalov z ligninskim polimerom. Po mo-
delu proteinskega usmerjanja proces
ligninske polimerizacije v celoti vodijo
specifi¢ni usmerjevalni proteini, ki vodijo
nastanek posameznih vezi. Navedene so
kriticne sodbe in znanstvena mnenja o
obeh modelih.

In paper, two models of formation of
lignin macromolecule are described.
Random coupling model suggests lignin
formation process through coupling of
monomer radicals to growing lignin
polymer in a near-random fashion. Ac-
cording to the dirigent protein model,
process of lignin polymerization is fully
controlled by specific dirigent proteins
that direct formation of individual bonds.
Critical judgments and scientific opin-
ions of both models are given.

Klju¢ne besede: lignin, biosinteza,
modeli, lignani, radikalsko povezo-
vanje, usmerjevalni proteini

Keywords: lignin, biosynthesis, mod-
els, lignans, radical coupling, dirigent
proteins

Proces lignifikacije zajema biosintezo
monolignolov, njihov transport v ce-
liéno steno ter polimerizacijo fenil pro-
panskih molekul v kon¢no makromo-
lekulo lignina (Hatfield in Vermerris
2001). V energijsko zelo potratnem
biosinteznem procesu nastane hete-
rogeni ligninski polimer z visokim raz-
merjem C/H in C/O, kar se odraza v
visoki kalori¢ni vrednosti (Boudet
2000). Lignin je mogoce definirati s
kemijskega stalis¢a (kemijska zgradba)
ali funkcijskega, ki poudari njegovo
vlogo v rastlinskem tkivu. Kemijsko
gledano je lignin fenolni polimerni ma-
terial, sestavljen iz treh cinamil alko-
holov oziroma monolignolov: p-ku-
maril, koniferil ter sinapil alkoholov,
ki se razlikujejo po Stevilu metoksi
skupin (slika 1) (Adler 1977, Freuden-
bergin Sidhu 1961, Fengel in Wegener
1989, Sakakibara 1991, Dence in Lin
1992, Terashima 2000). Poleg tega so
v ligninski polimer vkljucene tudi dru-
ge komponente, npr. hidroksi cinamil
aldehidi, hidroksi cinamil acetati, hid-
roksi cinamil p-hidroksibenzoati,
hidroksi cinamil p-kumarati, hidroksi
cinamatni estri itd. (Sederoff in sod.
1999, Boudet 2000, Hatfield in Ver-
merris 2001, Raes in sod. 2003). Ker
tridimenzionalni ligninski polimer
nima pravilno razvr§¢enih in ponav-
ljajocih se enot, je mogoce njegovo
kompleksno strukturo predstaviti le z

modeli. S funkcijskega staliSca daje
hidrofobni lignin rastlinski celici ust-
rezno mehansko trdnost, zaradi hidro-
fobnih celi¢nih sten omogoca transport
vode v vaskularnih celicah, preprecuje
degradacijo polisaharidov itd. (Ralph
in sod. 1998, Boudet 2000, Onnerud
in sod. 2002, Raes in sod. 2003). Mo-
nolignoli se z rasto¢im oligomerom
(polimerom) oksidativno povezujejo
prek radikalov in tvorijo razli¢ne vezi
(slika 1b). V nativnih ligninih so najpo-
gostejse 8-O-4 vezi (50-70 %), pri
ligninih, pridobljenih in vitro z me3a-
njem koniferil alkohola, vodikovega
peroksida ter peroksidaze, pa 8-8 in 8-
5 vezi. Trenutno obstajata dve teoriji
oziroma modela, ki skuSata razloziti
nadzor in zdruZevanje radikalov ter s
tem nastanek ligninske makromo-
lekule (Adler 1977, Fengel in Wegener
1989, Guan in sod. 1997, Ralph in sod.
1998, Lewis 1999, Boudet 2000, Burlat
in sod. 2001, Donaldson 2001, Hat-
field in Vermerris 2001, Rouhi 2001).

Prvi model, sprejet ze v 50 letih prej-
$njega stoletja, je model nakljucnega
povezovanja (ang. "random coupling
model"). Model predpostavlja nasta-
nek lignina z naklju¢nim povezova-
njem fenolnih monomernih radikalov
z rasto¢im ligninskim polimerom. Ko-
li¢ina in tip fenolnih monomerov raz-
polozljivih na mestu lignifikacije ter
njihovo radikalsko povezovanje je
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kemijsko nadzorovano. Radikale tvo-
rijo oksidacijski encimi (peroksidaze,
druge oksidaze) (Fengel in Wegener
1989, Hatfield in Vermerris 2001,
Rouhi 2001). Drugi model, ki je novej-
Siinse je pojavil ob koncu devetdesetih
let prejS$njega stoletja, je model prote-
inskega usmerjanja (ang. "dirigent pro-
tein model"). Proces ligninske polime-
rizacije v celoti vodijo specifi¢ni usmer-
jevalni (dirigentni) proteini z usmer-
janjem nastanka posameznih vezi
(slika 1). Glavni zagovorniki te teorije
Lewis, Davin in Sarkanen (Gang in sod.
1999, Lewis 1999, Davin in Lewis
2000) so prepricani, da narava ne bi
prepustila oblikovanja tako pomemb-
ne makromolekule, kot je lignin, zgolj
nakljucju in da mora pri nastanku lig-
nina iz monolignolov obstajati podo-
ben biokemic¢ni nadzor, kot je pri lig-
nanih.

Model nakljuénega
povezovanja

Do razlik med razporeditvijo vezi pri
in vitro ter in vivo ligninih naj bi prislo
zaradi neke vrste usmerjanega pove-
zovanja pri slednjih. Pri in vitro siste-
mu navkljub poskusom pocasnega
dodajanja monolignolov rasto¢emu
polimeru prevladuje dimerizacija mo-
nomerov (Hatfield in Vermerris 2001).
Situacija ne posnema dejanskega na-
stanka lignina in vivo, kjer je proces
odvisen od monolignolov, ki vstopijo
v stenski matriks in nato difundirajo
do mesta inkorporacije. Stenski ma-
triks naj bi vplival na oblikovanje lig-
nina (Guan in sod. 1997, Hatfield in
Vermerris 2001). Odlaganje lignina v
celi¢ni steni se najprej pri¢ne v zdru-
Zeni srednji lameli v Stevilnih posa-
mi¢nih mestih in se nadaljuje z doda-
janjem potoligninskih monomerov
rastoc¢im ligninskim molekulam. V se-
kundarni celi¢ni steni lignifikacija po-
teka z odlaganjem protoligninskih mo-
nomerov v smeri celuloznih mikro-
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O Slika 1. Glavni trije monolignoli v nativnih ligninih in potencialni
dimeri, ki bi jih usmerjevalni proteini morali tvoriti (Hatfield in

Vermerris 2001)

fibril, ki fiziéno omejujejo odlaganje
lignina v precni smeri (Donaldson
1994,2001). Ligninska polimerizacija
izzunanjih predelov celi¢ne stene proti
lumnu oziroma plazemski membrani
naj bi omogocila citoplazmi nadzor
nad zgradbo lignina ter njegovo mono-
merno sestavo v razli¢nih slojih celicne
stene (Burlat in sod. 2001). Porazde-
litev vezi pri in vitro ligninih sintetizi-
ranih s polisaharidi ali brez njih je raz-

li¢na. Z nadzorovanjem stopnje difuzije
kot potencialne vloge celicnega ma-
triksa le-ta vpliva na oblikovanje lig-
nina s postopnim povezovanjem mo-
nolignolov z rasto¢im polimerom. Lig-
nin naj bi po tej teoriji nastal predvsem
s kontinuiranim dodajanjem monoli-
gnolov rasto¢emu polimeru, ne pa s
povezovanjem monolignolovv dimere,
kakor to predpostavlja model protein-
skega usmerjanja. Z dimerizacijo ko-
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niferil alkoholov naj bi nastal bodisi
8-8 dimer (pinoresinol) ali pa dimer z
nenasiceno stransko verigo (8-5 ali 8-
O-4 dimer). Pri iglavcih vsi ti dimeri
skupaj predstavljajo najvec 6 % lignina.
Po Adlerju (1977) pa okrog 95 % ligni-
na ne nastane iz dimerizacijskih re-
akcij. Doslej identificirani usmerje-
valni proteini, ki so jih dolo¢ili, naj bi
le uravnavali povezovanje monolig-
nolovv dimere. Po modelu nakljucne-
ga povezovanja tip ter koli¢ino mono-
lignolov na mestu lignifikacije nadzo-
rujejo oblikovanje lignina (Sederoff in
sod. 1999, Hatfield in Vermerris
2001). Ta model predpostavlja difuzijo
monolignolov in vodikovega pero-
ksida skozi stenski matriks do encimov
(peroksidaze, druge oksidaze in
lakaze) kot katalizatorjev, pri cemer
nastane monolignolni radikal. Novo
nastali radikal potem najprej difundira
do ligninskega polimera, kjer se z
radikalom poveze na polimer (slika
2). V primeru, da na ligninskemu
polimeru ni radikala, monolignolni ra-
dikal prenese svoje visoko oksidacijsko
stanje na polimer in prosto difundira
nazaj do encimov, kjer pride do ponov-
ne oksidacije in nato do nastanka nove
ligninske vezi (Hatfield in Vermerris
2001).

Westermark (1982) in kasneje Onne-
rud in sod. (2002) so predlagali neko-
liko drugacen koncept kemijsko nad-
zorovane ligninske polimerizacije, kjer
encimi niso v neposrednem stiku z lig-
ninskimi monomeri. Po Westermar-
kovi (1982) naj bi bil primarni oksi-
dant za fenolne skupine na ligninu in
monolignolih kompleks Ca,+ in su-
peroksidnega aniona, ki naj bi ga tvoril
redoks encim. Onnerud in sod. (2002)
so sintetizirali ligninske oligomere, pri
¢emer se je manganov oksalat najprej
oksidiral iz Mn(II) v Mn(III) s perok-
sidazo, nato pa se ponovno reduciral
do Mn(II) s simultano oksidacijo lig-
ninskih monomerov do radikalovmed

Les 57(2005) 7-8



raziskave in razvoj

seboj povezanih s kovalentnimi vezmi
(slika 3). Manganove peroksidaze so
sprozile polimerizacijo monolignolov
brez neposrednega stika med encimom
in monolignolom. Mn(II) oksalat naj
bi rabil kot nekaksen nosilec redoks
potenciala. Uporabljena manganova
peroksidaza je encim gliv, vpletenih v
biodegradacijo lignina. Obstoj tak§nih
encimov v rastlinah ni potrjen. V
poskusu so ugotovili, da je priSlo do
polimerizacije lignina z mehanizmom
radikalskega prenosa. Manganov ion
naj bi bil zelo verjeten za radikalski
nosilec, saj je eden najobilnejsih kovin-
skih ionov v lesu in je porazdeljen dokaj
homogeno v lesnih celicah (Onnerud
in sod. 2002). Mozni kandidat je tudi
superoksidni anion v kompleksu s kal-
cijevim ionom, verjetni pa so Se drugi
kovinski ioni kakor tudi organske mo-
lekule (Westermark 1982, Onnerud in
sod. 2002).

Model proteinskega
usmerjanja

Po teoriji proteinskega usmerjanja je
edina razlaga za visok deleZ 8-O-4 vezi
v ligninu prisotnost specifi¢nih usmer-
jevalnih proteinov. Usmerjevalni pro-
teini naj ne bi bili katalitsko aktivni
med biosintezo lignanov, pac pa naj bi
zgolj usmerjali povezovanje dveh mo-
nomernih radikalov in s tem tvorili di-
mere z enojno regio- in stereo- konfi-
guracijo, iz ¢esar naj bi nastali opticno
aktivni produkti (Lewis 1999, Davin
in Lewis 2000). Lignanom in ligninom
so skupni zgoraj omenjeni prekurzorji,
sicer pa so njihove fizioloSke vloge raz-
licne. Heterogeni lignini so strukturne
komponente celi¢nih sten vaskularnih
tkiv, medtem ko so lignani vkljuceniv
razlicne obrambne mehanizme rastlin
inimajo lahko antioksidativne, protivi-
rusne, bakteriocidne, antifungicidne in
citotoksi¢ne lastnosti (Davin in Lewis
2000, Burlat in sod. 2001). Lignani so
navadno opti¢no aktivni. Vplivajo lah-

ko na trajnost rastlinskega tkiva, barvo
in kvaliteto. Lignani so tipi¢ni dimeri
(pogoste 8-8 vezi, ravno tako 8-5 in 8-
O-4vezi), pa tudivisji oligomeri (Gang
insod. 1999, Ralph in sod. 1998, Bur-
lat in sod. 2001, Rouhi 2001). Lewis
(1999) se zaveda, da so lignini in ligna-
ni produkti razli¢nih metabolnih poti.
Vendar pa bi moral biti njihov bioke-
mizem podoben, glede na to, da tudi
pri drugih procesih, kjer delujejo enaka
nacela proteinske kemije, iz identi¢nih
monomerov nastanejo mnogovrstni
produkti. Donaldson (1994, 2001) je
pri ultrastrukturnem proucevanju lig-
nificirajocih celi¢nih sten traheid pri
boru Pinus radiata zasledil, da se od-
laganje lignina pri¢ne v Stevilnih dis-
kretnih mestih, najbolj oddaljenih od
plazemske membrane v diferencira-
jocise celicni steni. Lignifikacija se je
koncala z dodajanjem ligninskih mo-
nomerov rasto¢im ligninskim delcem,
dokler se niso zdruzili. Ligninska bio-
sinteza se je pri boru Pinus radiata zace-
la v blizini prvotne celi¢ne plosce v
zdruZeni srednji lameli. Zacetna mesta
je bilo v kasnejsih fazah lignifikacije
zaslediti tudi v primarni in sekundarni
celi¢ni steni (Donaldson 1994). Na
podlagi teh spoznanj so Gang in sod.
(1999) sklepali, da je nadzor ligninske
biosinteze v bliZini teh diskretnih mest
zacetek odlaganja lignina. Zacetek lig-
ninske polimerizacije bi lahko bil nad-
zorovan z razporeditvijo monolignol-
nih ali oligolignolnih radikalskih ve-
zalnih mest, ki naj bi dolo¢ala mono-
merno sestavo in zaporedje povezav
med enotami (Gang in sod. 1999,
Sederoff in sod. 1999). Ta mesta naj bi
nastala v celi¢ni steni med oblikova-
njem primarne celi¢ne stene. Tak$no
prostorsko in ¢asovno lokalizacijo v
nastajajoci celi¢ni steni naj bi bilo za-
slediti tudi za Stevilne proteine (Gang
in sod. 1999, Lewis 1999). Skozi
podoben osnovni mehanizem, odgovo-
ren za regio-in stereo- specifiéno mo-

nolignolno radikalsko povezovanje pri
biosintezi lignanov, naj bi razporejeni
usmerjevalni proteini usmerjali tudi
primarno strukturo zametka ligninske
verige. Med nastankom ligninov in lig-
nanov naj bi bila klju¢na konceptualna
razlika: usmerjevalni proteini naj bi pri
ligninih usmerjali nastanek makromo-
lekulske konfiguracije za razliko od
usmerjevalnih proteinov, vkljucenih v
nastanek dimernih lignanov. Ko je
zametek ligninske verige oblikovan, le-
ta ne more difundirati stran od diri-
gentnih mest, pac pa se z dehidroge-
nativno vkljucitvijo ustreznih monoli-
gnolov v t.i. "Sablonski polimerizaciji"
replicira (Guan in sod. 1997, Gang in
sod. 1999). Do sedaj so odkrili Stevilne
gene, ki nosijo zapis za te proteine v
razli¢nih rastlinah (Lewis 1999, Davin
in Lewis 2000). Vendar pa so le pri
enem izmed dolocenih proteinov uspeli
dokazati njegovo aktivnost predvsem
pri tvorbi 8-8 dimera (pinoresinola)
(Lewis 1999). Protein, ki bi usmerjal
nastanek najpogostejsih 8-O-4 vezi
med monolignoli v ligninu, zaenkrat
ni poznan. Ravno tako ni nobenega
dokaza o obstoju proteinov, ki bi us-
merjali oblikovanje lignina. Ce bi bilo
povezovanje radikalov v procesu lig-
nifikacije resni¢no biokemi¢no us-
merjano s proteini, bi po tej teoriji
moral za vsako vez med dvema mono-
lignoloma in rasto¢im ligninskim poli-
merom obstajati specifi¢ni usmer-
jevalni protein (slika 4). Za vse vezi v
ligninu, vklju¢no z monolignoli, bi po-
tem potrebovali ve¢ kot 50 proteinov
(Hatfield in Vermerris 2001). Ko je
zacetni polimer lignina Ze oblikovan,
naj bi le-ta deloval kot Sablona za
radikale, nastale iz monolignolov, ki
bi se polimerizirali, in tvorijo ligninsko
verigo (Guan in sod. 1997, Gang in
sod. 1999, Burlat in sod. 2001). Prepis
primarne ligninske verige s Sablonsko
polimerizacijo naj bi omogocal ligninu
rast izzunanjega podrocja celi¢ne stene
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proti plazmalemi, ¢eprav o tem ni no-
benih dokazov (Sederoff in sod. 1999).
Ce je t.i. "sablonska hipoteza" pravilna,
bi moral iz dodanega homopolimerav
in vitro sistemu nastati sinteticni lig-
ninski polimer, sestavljen le iz enega
monolignola z enim tipom vezi oziro-
ma vsaj s polimerom s kratkimi ponav-
ljajo¢imi se enotami. Dodajanje razlic-
nih tipov monolignolov na sam sistem
ne bi smelo vplivati, saj bi Sablona
morala izbrati le monolignol, iz katere-
ga bi nastal izvirni homopolimer
(Rouhi 2001, Hatfield in Vermerris
2001).

Primerjava obeh
teorij

Po drugi teoriji naj bi bilo torej na-
stajanje lignina z vodenjem usmerje-
valnih proteinov visoko stereo- in
regio- nadzorovana sinteza z opti¢no
aktivnimi enotami. Vendar pa Stevilni
fragmenti iz naravnih ligninov ne ka-
Zejo nobene opticne aktivnosti (Ralph
in sod. 1998, Sederoff in sod. 1999).
Torej bi morala obstajati Se druga sku-

pina usmerjevalnih proteinov z na-
sprotno stereo- in regio- specifi¢nostjo,
s ¢imer bi nastala racematna zmes ozi-
roma racemat med seboj povezanih
produktov v ligninski molekuli (Ralph
in sod. 1998, Lewis in Davin 2000).
Za vse vezi v ligninu bi tako rastlina
potrebovala kar dvakrat ve¢ usmer-
jevalnih proteinov, kar bi lahko pome-
nilo prednost pri obrambni funkciji.
Alternativno bi lahko v okviru Sab-
lonske hipoteze naslednji polimer ka-
zal natan¢no nasprotno opti¢no aktiv-
nost, s cimer bi nastala racematna zmes
(Ganginsod. 1999, Lewis 1999, Lewis
in Davin 2000). Po Lewisu (1999)
specifi¢na povezava med dvema mo-
nomeroma (8-O-4) kaZe na regioselek-
tivnost, ki ne more biti pojasnjena s
staro teorijo. Drugi trdijo, da je regio-
selektivnost mogoce doseci v kemij-
skem sistemu (Sederoff in sod. 1999,
Hatfield in Vermerris 2001, Rouhi
2001). Selektivnost zahteva le rastlin-
ski skrbni nadzor nad preskrbo z mo-
nomeri (vklju¢no z encimi) v lignifici-
rajocem se obmocju celi¢ne stene in/

ali nad stopnjo nastajanja radikalov
(Ralph in sod. 1998, Hatfield in Ver-
merris 2001). S tem naj bi rastlina sa-
ma usmerjala proces lignifikacije ce-
li¢nih sten, kar je zmetabolnega stalis-
¢a tudi bolj smiselno. Hatfield in Ver-
merris (2001) dvomita, da bi rastlina
tako skrbno nadzorovala strukturo
lignina z usmerjevalnimi proteini na-
mesto s preprostim kemijskim nad-
zorom. Proteinski nadzor bi zahteval
nenehno tvorbo razli¢nih prekurzor-
jev, kar bi bilo za rastlino potratno
(Sederoffin sod. 1999). Znanstvenika
(Hatfield in Vermerris 2001) menita,
da bi oblikovanje lignina z naklju¢nim
in neurejenim povezovanjem enot za
rastlino pomenilo prednost pri obram-
bi pred patogenimi organizmi, saj
ravno zaradi tega glive in insekti niso
sposobni razviti hidrolitskih encimov
za njihovo degradacijo.

Teorija specifi¢nih usmerjevalnih pro-
teinov je kljub pomanjkanju neposred-
nih dokazov o resni¢nem nadzoru pro-
teinov na kemijsko strukturo Ze ome-
njena v novejsih knjigah (npr. Taiz in
Zeiger 2002). Temu rastlinski fiziolog
Hatfield (Rouhi 2001) ostro naspro-
tuje, saj naj bi ljudje s pomanjkljivim
znanjem biokemije in kemijske zgrad-
be celi¢ne stene te teorije ne jemali
enakovredno stari teoriji, pa¢ pa spre-
jeli kot novo teorijo. Proces oblikova-
nja lignina po prvi teoriji naj ne bi za-
hteval popolnega nadzora, saj je mo-
goce s tipom monolignola ter dodajanja
monolignolov rasto¢emu polimeru
brez tezav razloziti strukturne lastnosti
lignina. Pri sintezi monolignolov ter
njihovem transportu v celi¢no steno naj
bi obstajal metabolni nadzor. Modela
nakljucnega povezovanja kljub novim
ugotovitvam ter teorijam zaenkrat ni
mogoce ovreci. Zanimivo je, da so raz-
licna tkiva v rastlini sposobna doseci
razlike v sestavi lignina. Ali je to rezul-
tat razlicne ekspresije ligninskih bio-
sinteznih genov, nadzora nad transpor-
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tom monolignolov skozi citoplazmo
ali nadzora nad kemijskimi pogoji v
celi¢ni steni, zaenkrat ni mogoce odgo-
voriti. Proteinsko dirigentna teorija je
zanimiva hipoteza, vendar pa so za
njeno dokonc¢no potrditev in sprejetje
potrebni kljucni eksperimentalni do-
kazi za potrditev vloge usmerjevalnih
proteinov pri oblikovanju ligninskih
polimerov. Brez dokazov pa je razSiri-
tev lignanske dirigentno proteinske te-
orije na lignine brezpredmetna. Doslej
znani rezultati kaZejo na to, da je lig-
nin prej produkt kemijsko ne pa bio-
kemijsko nadzorovanih reakcij radi-
kalskega povezovanja. Z nadaljnjimi
raziskavami bi bilo mogoce razloziti
dejansko vlogo usmerjevalnih prote-
inov, ki je lahko dosti SirSa kot le obli-
kovanje lignanov. V celi¢ni steni je na
stotine proteinov, katerih funkcija ni
poznana, zato bi za resni¢no vpletenost
proteinov bilo treba dokazati nujnost
in zadostnost dolo¢enega proteina za
specificen korak v procesu lignifika-
cije. Rastline so ve¢ kot o¢itno razvile
zelo prefinjen proces oblikovanja lig-
ninskih polimerov brez neposrednega
strukturnega nadzora in ne le z natanc-
nim uravnavanjem dovoda monolig-
nolov do mest lignifikacije (Ralph in
sod. 1998, Sederoff in sod. 1999, Hat-
field in Vermerris 2001, Rouhi 2001).
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