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DETOKSYKACJA | KOMPARTMENTACJA KSENOBIOTYKOW W KOMORKACH
ROSLINNYCH

WSTEP

Rosliny, podobnie jak inne organizmy, na-
razone sg na dziatanie wielu potencjalnie toksy-
cznych, naturalnych lub syntetycznych zwigz-
kéw chemicznych obecnych w otaczajagcym je
Srodowisku. Zwigzki te nazywane sa ksenobio-
tykami od greckiego stowa xenos — obcy, ponie-
waz zostaty wytworzone w innych organizmach,
gtowniejako tak zwane wtorne metabolity, badz
sg syntetycznymi zwigzkami wyprodukowany-
mi przez cziowieka. Szczegdlnie drastyczny
wzrost ilosci, a takze r6znorodnosci tych zwigz-
kéw wigze sie z rozwojem agrochemii i przemy-
stowym skazeniem Srodowiska. Na przykiad,
szacuije sie, ze w Swiatowym handlu dostepnych
jest obecnie ponad 3000 réznych produktéw z
grupy herbicydéw, insektycydéw, fungicydéw
oraz preparatow dziatajgcych jako regulatory
wzrostu. Do tej liczby nalezyjeszcze dodac ogro-
mna ilos¢ réznorodnych zwigzkéw chemicz-
nych pochodzenia przemystowego, wsrdd kto-
rych szczegolnie szkodliwe sgweglowodory poli-
cykliczne i ich chlorowcopochodne. Wiekszo$¢
ksenobiotykéw ma charakter lipofilowy, co
sprawia, ze tatwo wnikajg do bton i zaburzajg
ich strukture lub przenikajgc przez btony
przedostaja sie do wnetrza komoérki. Mozliwosé
przezycia komorki, a czestokroé¢ catego organi-
zmu, jest w takiej sytuacji uzalezniona od
sprawnosci biochemicznych mechanizméw de-
toksykacji oraz eliminowania z cytoplazmy tru-
jacych substancji.

Rosliny posiadaja odpowiednie ukiady enzy-
matyczne, ktore w wyniku okreslonych prze-
mian obnizajg lub znoszg toksycznos¢ obcych
zwigzkow, a takze usuwajg zmodyfikowane kse-
nobiotyki z cytoplazmy. Proces roslinnej deto-

ksykacji ksenobiotykéw obejmuje reakcje che-
micznej modyfikacji oraz procesy kompartmen-
tacji i magazynowania wewnatrz organizmu ro-
sliny. Tak wiec, w roslinnym metabolizmie kse-
nobiotykéw mozna zasadniczo wyrézni¢ trzy
etapy, a mianowicie: chemicznga modyfikacje,
koniugacje i kompartmentacje (Ryc. 1) (Cole-
man | wspoOtaut. 1997a, Kreuz i wspoétaut.
1996).

Etap | obejmuje reakcje prowadzgce do pod-
niesienia hydrofilnosci ksenobiotykéw, ktére
na ogdt polegaja na dodaniu lub wyeksponowa-
niu juz istniejacej grupy funkcyjnej, na przy-
ktad hydroksylowej lub karboksylowej. Reakcje
zachodzgce w | etapie moga by¢ pominiete jesli
ksenobiotyki posiadaja juz ktéras z grup wa-
runkujacych ich wejscie w kolejng faze prze-
mian.

W |l etapie ksenobiotyki, badZz metabolity
powstate w pierwszym etapie, ulegajg koniuga-
cji. Reakcje koniugacji prowadzg do utworzenia
potaczen z endogennymi hydrofilowymi zwigz-
kami i zablokowania w ten sposob grup fun-
kcyjnych ksenobiotykéw. U zwierzat zwigzkami
tworzacymi koniugaty z ksenobiotykami sag glu-
tation, glukuronian i siarczan, natomiast u ro-
slin oprocz koniugatéw glutationowych znane
sg jeszcze potaczenia z glukoza, malonianem i
niektorymi aminokwasami. Produkty Il etapu
sg znacznie lepiej rozpuszczalne w wodzie i
zazwyczaj sa juz nietoksyczne lub wykazujag
wyraznie zmniejszong toksycznoscia w poréw-
naniu z wyjsciowymi zwigzkami (Marrs 1996).
Reakcje Il etapu petnig wiec decydujaca role w
procesie detoksykacji ksenobiotykOw (COLEMAN
i wspotaut. 1997a).
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Ryc. 1. Schemat detoksykacji ksenobiotykéw w komérkach roslinnych. Proces obejmuje trzy zasadnicze
etapy: | — chemiczna modyfikacja; Il — koniugacja; Ill — kompartmentacja (wedtug Lu i wspétaut. 1997,

19980.

Zinaktywowane, rozpuszczalne w wodzie
koniugaty sg usuwane z cytozolu i magazyno-
wane w wakuoli, bgdz po przetransportowaniu
do apoplastu moga sie wigza¢ z ligninami lub
innymi komponentami $ciany komorkowej
(Sandermann 1992). Ten Il etap detoksykacji
ksenobiotykdéw nie zawsze jest ostatnim etapem
ich metabolizmu. W wakuoli koniugaty moga
ulega¢ hydrolitycznej degradacji (Woif i wspot-
aut. 1996, Rea i wspétaut. 1998), a takze prze-
mianom, ktére, jak sie przypuszcza, umozliwia-
ja transport tych zwigzkéw do apoplastu (Cole-
man | wspotaut. 1997a).

Ro$linne enzymy uczestniczgce w metabo-
lizmie ksenobiotykéw sg znacznie stabiej po-
znane niz analogiczne uktady z tkanek zwierze-
cych. W obu przypadkach zwracajednak uwage
ogromne zréznicowanie izoform, a takze wielka
roznorodnos$¢ przemian katalizowanych przez
poszczegllne izoenzymy. Ta wielka roznorod-
nos¢ dotyczy szczegllnie monooksygenazy cy-
tochromu P450 — kluczowego ukiadu enzy-
matycznego funkcjonujgcego w pierwszym eta-
pie detoksykacji. W ostatnich latach opubliko-
wano Kilka prac przegladowych, ktére czescio-
wo porzadkuja stosunkowo liczne juz wyniki

badan eksperymentalnych tego uktadu enzy-
matycznego u roslin (Boiwell iwspotaut. 1994,
Schuler 1996, Chapple 1998).

Enzymem o podobnie zréznicowanej i wielo-
rakiej funkcji, budzgcym ciggle zywe zaintere-
sowanie biochemikow, j est transferaza glutatio-
nowa. lzoformy tego enzymu, oprocz syntezy
koniugatéw typu ksenobiotyk-glutation, ucze-
stniczaw wielu réznorodnych reakcjach obron-
nych bedacych odpowiedzig komoérki na rézne
czynniki stresowe (Pickett i Lu 1989, Wilce i
Parker 1994, Marrs 1996, Droog 1997, Dixon
i wspotaut. 1998a).

Uwage Czytelnika pragniemy takze zwrocié
na sklonowane z kilku roslin geny kodujgce
biatka transportujgce koniugaty ksenobioty-
kéw do wakuoli. Biatka te nalezg do nadrodziny
transporterow ABC (ang. ATP-binding cassette)
intensywnie badanych u bakterii i zwierzat (En-
dicott | Ling 1989, Higgins 1992, Linton i
Higgins 1998). W piSmiennictwie polskim pro-
blematyka zwigzana z badaniami zwierzecych
transporteréw ABC prezentowana byta w ostat-
nim czasie w pracach monograficznych (Bar-
tosz 1997, 1998).

CHEMICZNE MODYFIKACJE KSENOBIOTYKOW

W pierwszej fazie detoksykacji, obce dla or-
ganizmu zwigzki ulegajg przeksztatceniu pole-

gajacym na ich utlenianiu, redukcji lub hydro-
lizie. Hydroliza ksenobiotykow jest katalizowa-
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na przez amidazy i esterazy, jednak kluczowag
role w procesach odtruwania organizmu z ob-
cych dla niego substancji odgrywa uktad cyto-
chromu P450 (Coleman i wspétaut. 1997a).
Nazwa cytochrom P450 (P-pigment) pochodzi
stad, ze enzym w formie zredukowanej wigzac
tlenek wegla wykazuje maksimum absorpcji
przy 450 nm. Hamowanie aktywnosci przez CO
jest znoszone w wyniku naswietlenia preparatu
Swiattem o dtugosci 450 nm. Cytochrom P450
jest biatkiem zawierajacym hemowa grupe pro-
stetyczng zwigzang kowalencyjnie z resztg cy-
steiny potozonej w obrebie wysoce konserwa-
tywnego motywu (F- -G-R-C-G) zlokalizowane-
go w czesci C-kornicowej polipeptydu .

Typowa reakcja z udzialem ukiadu cyto-
chromu P450 jest reakcja hydroksylacji, ktéra
ma nastepujacy przebieg:

XH + 02 + NADPH + H+ -4 XOH + H20 +
NADP+

XH — toksyczny substrat; XOH — utleniony
produkt.

W przedstawionej reakcji atom tlenu w gru-
pie hydroksylowej wprowadzonej do ksenobio-
tyku pochodzi z O2. Drugi atom z czasteczki
tlenu ulega redukcji do wody. Enzymy katalizu-
jace reakcje tego typu nazwano monooksygena-
zami lub oksygenazami o mieszanej funkcji.

Ostatnia nazwa pochodzi stad, ze czgsteczka O2
przyjmuje 4 elektrony, z ktérych dwa pochodzg
z NADPH, dwa natomiast z utlenianego sub-
stratu (Bolwell i wspétaut. 1994). Aktywacja
tlenu odbywa sie w wyniku przeniesienia ele-
ktronow z NADPH za posrednictwem flawopro-
teiny na cytochrom P450 lub w przypadku tak
zwanych nieklasycznych izoform — bezposred-
nio z NADPH na cytochrom P450.
Najpowszechniejszymi reakcjami katalizo-
wanymi przez cytochrom P450 sg reakcje hy-
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droksylacji pierscienia aromatycznego, badz re-
szty alkilowej w tancuchu alifatycznym. Na ry-
cinie 2 pokazano reakcje hydroksylacji znanego
herbicydu bentazonu bedace przyktadem wpro-
wadzenia tlenu do pierscienia benzenowego w
dwadch réznych pozycjach.

Oprocz reakcji hydroksylacji poszczegdlne
izoformy cytochromu P450 moga katalizowaé
caty wachlarz reakcji, takich chociazby jak
wprowadzenie atomu tlenu do podwéjnego wig-
zania miedzy atomami wegla, co prowadzi do
utworzenia grupy epoksydowej, czy tez reakcje
dealkilacji lub dezaminacji. Szczeg6towy prze-
glad reakcji katalizowanych przez izoformy cy-
tochromu P450, a takze ich miejsce w przemia-
nach wewnatrzkomérkowych zostat przedsta-
wiony w pracach przeglagdowych (Bolwell i
wspoétaut. 1994, Chapple 1998, Schuler 1996).
Warto podkresli¢, ze oprdocz reakcji modyfikuja-
cych ksenobiotyki, naleza tu réwniez reakcje
prowadzgce do syntezy posrednich zwigzkow w
szlakach syntezy lignin, steroli, terpenoidéw,
flawonoidéw, alkaloidéw, niektorych roslin-
nych hormonéw i szeregu innych zwigzkéw z
grupy wtérnych produktéw metabolizmu ko-
moérkowego.

Wiekszos¢ izoform cytochromu P450 stano-
wig biatka o masie czgsteczkowej 50-60 kDa
zwigzane z siateczkg Srdédplazmatyczng. Biatka

Ryc. 2. Reakcje hy-
droksylacji bentazo-
nu, katalizowane
przez monooksyge-
naze cytochromu
P450 (wedtug Lu i
wspoétaut. 1997,
1998).

te w N-koricowej czesci posiadajg hydrofobowa
domene, tworzaca strukture helisy a, za po-
Srednictwem ktérej enzym zakotwiczony jest w
btonie. Wieksza czes$¢ biatka pozostaje po stro-
nie cytoplazmatycznej siateczki srodplazmaty-
cznej. Za N-koricowa hydrofobowa helisg poto-
zony jest region bogaty w proline i glicyne
[(P/I)PGPx(G/P)xP], ktory jak wynika z badan,
jest istotny dla zachowania aktywnosci enzy-
matycznej. Przypuszcza sie, ze fragment ten ze
wzgledu na sktad aminokwasowy, destabilizuje
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strukture helisy a i dlatego przypuszczalnie
funkcjonuje jako ,.zawias” konieczny dla opty-
malnego utozenia enzymu wzgledem biony
(Chapple 1998).

Wszystkie biatka cytochromu P450, poza
konserwatywnym motywem w centrum katali-
tycznym, charakteryzujg sie ogromnym zrézni-
cowaniem sekwencji. Zréznicowanie to wydaje
sie by¢ oczywistym, zwazywszy na ogromng
liczbe substratéw ulegajacych przemianom w
reakcjach katalizowanych przez izoformy cyto-
chromu P450. Regiony o stosunkowo wysokiej
zmiennosci sekwencji okreslane sgjako miejsca
rozpoznania substratu — SRS (ang. substrate
recognition site). W klasyfikowaniu poszczegol-
nych izoform przyjeto kryterium 40% identycz-
nosci sekwencji aminokwasowej jako podstawe
do tworzenia poszczegélnych rodzin, a w obre-
bie rodzin poziom identycznosci nizszy niz 55%
stat sie podstawg do tworzenia podrodzin. Do-
tychczas opublikowano sekwencje ponad
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90 gendéw cytochromu P450 z r6znych roslin,
ktére tworzg az 26 rodzin (Chapple 1998, Schu-
ler 1996). Dla wiekszosci enzyméw kodowa-
nych przez te geny nie sa znane naturalne
substraty, a zatem nie jest rowniez znana ich
rola w przemianach komérkowych. Jedynym
genem znanym autorom, ktéry zostat sklono-
wany w oparciu o0 poznangwczesniej sekwencje
aminokwasowg 0czyszczonego enzymu jest gen
CYP71A1 cytochromu P450 z owocow awokado
(Bozak i wspdtaut. 1990, O’Keefe i Leto 1989).
Sklonowanie tego genu pozwolito na identyfiko-
wanie i klonowanie kolejnych cDNA z réznych
roslin metodami opartymi na hybrydyzacji oraz
wykorzystujacymi reakcje tancuchowa polime-
ryzacji (PCR). W ostatnich latach sklonowano
réwniez szereg nowych genow cytochromu
P450 poznanych u roslinnych mutantéw,
szczegllnie mutantéw Arabidopsis thaliana
(Chapple 1998).

KONIUGACJA KSENOBIOTYKOW

Ksenobiotyki posiadajgce dodang lub wy-
eksponowang grupe funkcyjng moga zostac
wigczone do nastepnego etapu procesu deto-
ksykacji. Najwazniejszymi enzymami zaangazo-
wanymi w reakcje detoksykacji Il etapu sg
glikozylotransferazy i transferazy glutationowe
(GST) (Marrs 1996).

Glikozylotransferazy sg enzymami katalizu-
jacymi przeniesienie reszty glukozy z UDP-glu-
kozy na ksenobiotyki badz ich pochodne po-

koza badz z malonianem. W tym ostatnim przy-
padku dawca grupy acylowej jest malonylo-
CoA.

Transferazy glutationowe tworza rodzine
enzymoéw katalizujgcych przylgczenie glutatio-
nu (y-glutamylocysteinyloglicyna) do réznych
endobiotycznych badz ksenobiotycznych, za-
zwyczaj cytotoksycznych komponentéw. Trans-
ferazy glutationowe katalizujg reakcje polegaja-
ca na nukleofilowym ataku atomu siarki gluta-

Ryc. 3. Reakcja glikozylacji zmodyfikowanego bentazonu (herbicyd), katalizowana przez glikozylotransferaze

(wedtug Lu i wspotaut. 1997, 1998).

wstate w wyniku chemicznej modyfikacji
(Ryc. 3). W wyniku tych reakcji powstajg pota-
czenia typu O-, N- lub S-glikozydbéw, a w nie-
ktérych przypadkach moga réwniez powstawacd
koniugaty estrowe. Grupami funkcyjnymi sg
wiec najczesciej grupy: hydroksylowa, aminowa
i karboksylowa. Aktywnos¢ glikozylotransferaz
stwierdzono u wielu gatunkow roslin (Pfiugma-
cher i Sandermann 1998), jednak jak na razie
brakuje szerszej biochemicznej charakterystyki
tej rodziny enzymow. Pierwotne koniugaty gli-
kozylowe moga tworzy¢ wtérne koniugaty z glu-

tionu na centrum elektrofilowe substratu (Pic-
kett i Lu 1989, Wilce i Parker 1994). Utworze-
niu koniugatu glutationowego na ogot towarzy-
szy obnizenie toksycznosci ksenobiotyku, cho-
ciaz sa znane niektore zwiazki (aminofenole,
chlorowcopochodne alkenéw, hydrochinony),
ktérych koniugaty glutationowe wykazujg wy-
7573 toksycznoscé.

Aktywnos¢ transferazy glutationowej ziden-
tyfikowano po raz pierwszy okoto 28 lat temu
badajac u kukurydzy metabolizm herbicydu
atrazyny ulegajacego detoksykacji w wyniku
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utworzenia koniugatu z glutationem (Ryc. 4)
(Frear i Swanson 1970, Shimabukuro i wspot-
aut. 1970). Z czasem okazato sie, ze rosliny
posiadajg kilka podklas transferazy glutationo-
wej funkcjonujgcych w przemianach, ktore w
warunkach stresowych sag jednymi z wielu re-
akcji obronnych zwigzanych z wniknieciem do
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Geny kodujgce GST typu | sg indukowane
w warunkach obronnych jako odpowiedz na
atak patogenu, zranienie, a takze w warunkach
starzenia. Transferazy z tej grupy uczestniczg
w usuwaniu produktow peroksydaciji thuszczéw
(Dudler iwspotaut. 1991, Zhou i Godlsbrough
1993). Typ | reprezentowanyjest tez przez 5 izo-

Ryc. 4. Reakcja koniugacji atrazyny (herbicyd) z glutationem, katalizowana przez transferaze glutationowg

wedtug Lu i wspétaut. 1997, 1998).

komoérki metali ciezkich, z atakiem patogenu
czy stresem oksydacyjnym. GST funkcjonujag
tez w przemianach wtérnych metabolitow ta-
kich jak kwas cynamonowy czy antocjany (Ed-
wards i Dixon 1991, Marrs i wspétaut. 1995).

Zwierzece izoformy GST klasyfikowane na
podstawie ich specyficznosci substratowej, se-
kwencji aminokwasowej, liczby intronéw i eks-
ondéw w genie oraz wlasciwosci immunologicz-
nych dzielone sg na 5 klas oznaczonych grecki-
mi literami: pi, mu, alfa, teta, zeta (Wilce i
Parker 1994). Wiekszo$¢ poznanych dotych-
czas roslinnych enzyméw wykazuje podobien-
stwo do klasy teta, chociaz sa réwniez transfe-
razy podobne do innych klas zwierzecych enzy-
moéw (Droog 1997).

Roslinne transferazy glutationowe klasyfi-
kowane sa tez wedtug innych kryteriéw. Propo-
nowany podziat na 3 typy oparto na podstawie
stopnia identycznosci sekwencji aminokwaso-
wej oraz potozenia intronéw i egzonéw, nato-
miast bez uwzgledniania specyficznosci sub-
stratowej i witasciwosci immunologicznych
(Marrs 1996, Dixon i wspétaut. 1998a).

form GST oczyszczonych i sklonowanych z ku-
kurydzy, a badanych intensywnie giéwnie w
aspekcie detoksykacji herbicydéw (Dixon i
wspotaut. 1998b).

Geny kodujace GST typu Il z kwiatéw
gozdzika sa indukowane przez etylen i starze-
nie. Te izoformy wykazujg podobienistwo do
klasy alfa zwierzecych GST (Meyer i wspdlaut.
1991, Itzhaki i Woodson 1993).

Geny kodujgce GST typu lll sg indukowane
przez auksyny, etylen, metale ciezkie, szok ter-
miczny, a takze w nastepstwie infekcji patoge-
nem (Marrs 1996).

Roslinne GST funkcjonujg zazwyczaj jako
homo- lub heterodimery polipeptydéw o masie
czasteczkowej od 23 do 30 kDa. Wiekszos¢
izoform GST znajdowano w cytoplazmie, acz-
kolwiek sa réwniez doniesienia wskazujgce na
lokalizacje btonowa oraz obecnos¢ enzymu w
apoplascie (Frury i wspo6taut. 1996). Transfera-
za glutationowa z tytoniu (NtParA) indukowana
przez auksyny zlokalizowanajestwjgdrze (Abel
i Theologis 1996). Przypuszcza sig, ze funkcja
tej ostatniej GST moze polega¢ na detoksykacji
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produktéw degradacji DNA powstajgcych w wy-
niku stresu oksydacyjnego.

Obie podjednostki homo- lub heterodimeiy-
cznych GST posiadajg centra aktywne utworzo-
ne przez dwa charakterystyczne miejsca, miej-
sce G wigzagce glutation oraz miejsce H wiazace
elektrofilowe substraty (Reinemer i wspotaut.
1996, Neuefeind i wspétaut. 1997a, b). Bada-
nia struktury roslinnych GST wskazujg ponad-
to, ze podobniejak enzymy zwierzece, posiadajg
wysoko konserwatywne N-terminalne reszty ar-
gininy oraz seiyny, ktdére uczestniczg w wigza-
niu glutationu i utlatwiajg tworzenie anionu
sulfidowego. Poza regionem N-terminalnym izo-
formy GST wykazujg niski stopien identyczno-
sci, zazwyczaj nie przekraczajacy 25-35%. Tak
duze zréznicowanie sekwencji mozna wigzac,
podobnie jak w przypadku cytochromu P450, z
ogromna réznorodnoscig zwigzkoéw tworzacych
koniugaty z glutationem. Oprocz klasycznych
transferaz glutationowych znane sag enzymy,
ktére posiadajg dodatkowo aktywnos¢ peroksy-
dazowag (Bartling i wspétaut. 1993). Swoistg
grupe transferaz glutationowych tworzg tak
zwane ligandyny, ktére wigzg i przenosza rozne
ligandy na przykiad auksyny czy tetrapirole
(Marrs 1996).

Badania roslinnych transferaz glutationo-
wych, zainicjowane przed ponad c¢wieréwie-
czem, ukierunkowane byty gtéwnie na Sledzenie
reakcji prowadzacych do detoksykacji herbicy-
déw. Od tego czasu wiozono wiele wysitku w
identyfikowanie izoform GST odpowiedzialnych
za tolerancje roslin na okreslone herbicydy.
Efektem tych badan sg obserwacje stwierdzajg-
ce, ze selektywnos$¢ herbicydéw moze zalezeé
miedzy innymi od mozliwosci ich metabo-
lizowania przez okreslone gatunki roslin, w tym
rowniez od mozliwosci tworzenia koniugatow z
glutationem badz glukozg. Eksperymentalnie
wykazano, ze obecnos¢ odpowiedniej transfera-
zy syntetyzujacej koniugaty okreslonego herbi-
cydu w wielu przypadkach warunkuje opornosc¢
rosliny wzgledem temu herbicydowi (Hatton i
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wspoétaut. 1996, Andrews i wspétaut. 1997). |
tak, kukurydza i sorgo sg oporne na atrazyne,
poniewaz zawierajg wysoki poziom odpowied-
niej izoformy GST katalizujgcej tworzenie ko-
niugatu glutationowego. Groch, owies, pszeni-
ca, jeczmien nie posiadajg takiej izoformy GST
i dlatego nie wykazujg opornosci wzgledem
atrazyny. Jak dalece selektywnosc¢ roslin wzgle-
dem okreslonych herbicydéw jest zalezna od
obecnosci okreslonych izoform GST, moga
Swiadczy¢ wyniki badan prowadzonych na ku-
kurydzy. Wszystkie poznane izoformy GST w
kukurydzy utworzone sa z 3 polipeptydéw o
masie czgsteczkowej 29 kDa, 27 kDa i 26 kDa,
ktére mogg tworzy¢ 5 izoform GST bedacych
homo- bgdz heterodimerami. Homodimery zbu-
dowane z polipeptydu 29 kDa (GST I-I) badz 26
kDa (GST IlI-ll) sa aktywne wzgledem 1-chlo-
ro-2,4-dinitrobenzenu i alachloru. Indukowana
przez ,ochraniacze” izoforma GST II-Il jest ho-
modimerem zbudowanym z podjednostki 27
kDa aktywnym wzgledem metalochloru i ala-
chloru, ale nieaktywnym wzgledem 1-chloro-
2,4-dinitroberrzenu (Irzyk i Fuerst 1993).

Badania selektywnosci herbicydow majg
Scisty zwigzek z badaniami tak zwanych ochra-
niaczy herbicyddw (safeners). Ochraniacze sg
zwigzkami nietoksycznymi podobnymi pod
wzgledem strukturalnym do herbicyddéw (Fara-
GO i wspdtaut. 1994). Ich dziatanie, jak to wy-
kazano eksperymentalnie, moze polega¢ miedzy
innymi na indukowaniu ekspresji genéw cyto-
chromu P450, GST badz glikozylotransferaz, co
w efekcie prowadzi do podniesienia efektywno-
Sci detoksykacji herbicydéw. Na przyktad, rosli-
ny charakteryzujgce sie niska tolerancjg wzgle-
dem metalochloru i alachloru, potraktowane
wczesniej ochraniaczami takimi jak flurazol,
dichlormid czy benoksakor staja sie roslinami
0 znaczaco podniesionej tolerancji na te herbi-
cydy na skutek selektywnej indukcji ekspresiji
GST (Wiegand i wspétaut. 1986, Dean i wspot-
aut. 1990, Irzyk i Fuerst 1993, Jepson i wspo6t-
aut. 1994).

KOMPARTMENTACJA KSENOBIOTYKOW

Ksenobiotyki, a wsrdd nich réwniez leki,
usuwane sg z komérek zwierzecych za posred-
nictwem specjalnych biatek transportujacych
nazywanych transporterami ABC. W organi-
zmach ssakéw miejscem intensywnego usuwa-
nia koniugatéw ksenobiotykéw sg regiony bton
hepatocytow potozone najblizej kanalikéw z6t-
ciowych, poprzez ktére zwigzki te wydalane sg
do zokci. W pismiennictwie polskim, poszczegol-
ne rodziny zwierzecych transporteréw ABC

omawiane sgw pracach przeglagdowych opubli-
kowanych w ostatnich latach w KOSMOSIE i
Postepach Biochemii (Bartosz 1997, 1998).

W komorkach roslinnych koniugaty kseno-
biotykéw sa transportowane przez tonoplast do
wnetrza wakuoli lub mogg by¢ usuwane do
apoplastu, gdzie tgcza sie z ligninami, chemice-
lulozami i innymi komponentami $ciany ko-
morkowej (Rea i wspoétaut. 1998). Juz pierwsze
prace poswiecone badaniom kompartmentacji
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ksenobiotykow wskazywaty, ze transport ko-
niugatéw do wnetrza wakuoli zalezny jest od
ATP (Martinoia i wspotaut. 1993). Jednak juz
te pierwsze, podobnie jak szereg pdzniejszych
eksperymentow, nie potwierdzaty pierwotnych
przypuszczen zaktadajacych, ze transport kse-
nobiotykdw jest zalezny od gradientu elektro-
chemicznego. Jak wiadomo, transport do wne-
trza wakuoli niektérych cukréw, aminokwa-
s6w, organicznych i nieorganicznych anionow
oraz niektérych kationéw uzalezniony jest od
gradientu elektrochemicznego (Martinoia
1992). Gradient elektrochemiczny na tonopla-
Scie jest generowany przez wakuolarne pompy
protonowe, a mianowicie H+ATPaze (V-ATPaze)
i H+pirofosfataze (H+-PPaze) (Kowalczyk 1992).
Tworzony w wyniku hydrolizy ATP lub pirofo-
sforanu gradient protonowy (ApH), zamieniany
na tak zwang site protonomotoryczna, umozli-
wia z kolei aktywny transport wspomnianych
wyzej zwigzkéw. W przypadku transportu ko-
niugatdw okazato sie jednak, ze zwigzki roz-
przegajace gradient H+ lub jonowy, takie jak
karbonylocyjanek p-(tréjfluorometoksy)feny-
lohydrazonu, gramicydyna D czy NHACI, nie
hamujaich wnikania do wakuoli. Transport nie
jest réwniez hamowany przez bafrlomycyne-
znany inhibitor V-ATPazy, natomiast ulega za-
hamowaniu przez orto-wanadan, inhibitor
ATPaz typu P. Obserwacje powyzsze jednozna-
cznie wskazywaty, ze transport koniugatéw nie
jest zalezny od gradientu elektrochemicznego
natomiast moze by¢ zwigzany z bezposrednig
“energizacja biatka” transportujacego, ktéra to-
warzyszy hydrolizie ATP (Li i wspdtaut. 1995,
Kiein iwspotaut. 1996, Blake-Kalffi Coleman
1996, Coleman i wspoétaut. 1997b, Li i wspot-
aut. 1997). Mechanizm transportu ksenobioty-
kéw do wakuoli przypomina zatem usuwanie
koniugatéw z komorek zwierzecych, transpo-
rtowanych przez btone plazmatyczng. Sugestie
powyzsze zostaty w ostatnim czasie potwierdzo-
ne w badaniach molekularnych. Efektem tych
badan byto najpierw sklonowanie i zsekwen-
cjonowanie z A. thaliana, ziemniaka i jeczmie-
nia genow, ktorych produkty sg homologiczne
z biatkami opornosci wielolekowej MDR (ang.
multidrug resistance) (Dudler i Hertig 1992,
Wang | wspétaut. 1996, Davies i wspoétaut.
1997). Biatka MDR stanowigjedna z wielu pod-
rodzin grupy bialek transportujacych, tak zwa-
nych transporteréw ABC tworzgcych liczng
nadrodzine biatek btonowych, zawierajgcych
domene wigzgca ATP (ang. ATP binding casset-
te) (Endicott i Ling 1989). Sklonowane z roslin
geny koduja biatka o zblizonej wielkosci do
zwierzecych glikoprotein-P zawierajgcych dwie
domeny wigzace ATP oraz 2 domeny transbito-
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nowe utworzone z 12 hydrofobowych fragmen-
tow przezbtonowych. Zadne z biatek kodowa-
nych przez sklonowane geny nie zostalo, jak
dotychczas, scharakteryzowane pod wzgledem
biochemicznym, tym niemniej, podobienstwo
sekwencji aminokwasowej z poznanymi wczes-
niej biatkami zwierzecymijest na tyle znaczace,
ze pozwala przypuszczaé, ze réwniez ich funkcje
moga by¢ podobne.

W ostatnich dwdch latach z A. thaliana sklo-
nowano nowe geny kodujace biatka homologi-
czne z inng grupa transporterow ABC nazywa-
nych biatkami zwigzanymi z opornoscig wielo-
lekowg MRP (ang. multidrug resistance-asso-
ciated protein). Gen AtMRPI (Lu i wspdtaut.
1997) koduje biatko o masie czasteczkowej 181
kDa charakteryzujgce sie 36% identycznoscig
sekwencji aminokwasowej z poznanymi wczes-
niej biatkami podrodziny MRP z drozdzy i czto-
wieka (Leier i wspoOtaut. 1994, Szczypka I
wspotaut. 1994). Kolejny gen z A. thaliana na-
zwany AtMRP2 koduje biatko zbudowane z
1623 aminokwasow, ktérego stopien identycz-
nosci sekwencji aminokwasowej z biatkiem
AtMRPI siega 87% (Lu i wspétaut. 1998). Podo-
bny do AtMRPI jest réwniez sklonowany ostat-
nio gen AtMRP3 (Tommasini i wspétaut. 1997,
1998). Doswiadczenia prowadzone na droz-
dzach transformowanych sklonowanymi gena-
mi z A. thaliana jednoznacznie dowodza, ze
produkty tych gendéw sg biatkami transportuja-
cymi rozne zwigzki do wakuoli. Geny AtMRP
wprowadzano do drozdzy linii DTY168, ktére
majg prawie catkowicie usuniety gen YCF1 ko-
dujacy biatko z rodziny MRP (Szczypka i wspot-
aut. 1994). Pecherzykiwakuolarne transformo-
wanych drozdzy intensywnie pobierajg koniu-
gaty glutationowe metolachloru, dinitrofenolu,
antocjanow, a takze utleniony glutation (Lu i
wspétaut. 1997). Drozdze transformowane
AtMRP2 i AtMRP3 transportuja ponadto meta-
bolity chlorofilu (Lu i wspétaut. 1998, Tommasi-
ni i wspotaut. 1998).

Biatka kodowane przez geny AtMRP zawie-
rajg 2 domeny wigzgce ATP oznaczone jako
NBF1 i NBF2 oraz dwie domeny transbtonowe
(TM1 iTM2) utworzone przez hydrofobowe frag-
menty przezbtonowe. Biatka MRP zawierajg do-
datkowo domene regulacyjng R. Na rycinie 5A
przedstawiono schemat budowy biatka AtMRP 1
z zaznaczonymi charakterystycznymi domena-
mi. Rycina 5B pokazuje przypuszczalng topolo-
gie biatka AtMRP2 w tonoplascie.

Domeny NBF1 i NBF2 majg bardzo chara-
kterystycznag budowe, typowa dla wszystkich
transporteréw ABC. Stopienn identycznosci w
obrebie tych domen miedzy poszczeg6lnymi
transporterami ABC wynosi 30-40%. Domeny
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Ryc. 5. Biatka transportujgce ksenobiotyki do wakuoli.

A. Stefanska, S. Kowalczyk

A. Schemat budowy transportera AtMRPI z zaznaczonymi domenami przezbtonowymi (TM1 i TM2), domenami wigazgcymi
nukleotydy (NBF1 i NBF2), domeng regulatorowg (R) oraz fragmentami N- i C-terminalnymi.

B. Topologiczny model biatka AtMRP2 z zaznaczonymi fragmentami przezblonowymi i dwiema charakterystycznymi
domenami wigzacymi nukleotydy (NBF1 i NBF2), obejmujacymi motywy A, B i C oraz domena regulatorowg (R).

C. Schemat budowy biatka AtMRP transportujacego koniugaty glutationowe z cytoplazmy do wakuoli. Zaznaczono domeny
transblonowe, domeny wigzace nukleotydy, domene regulatorowa oraz fragmenty C-i N-koricowe (wedtug Lu i wspotaut.

1997, 1998).

te zawierajg trzy wysoce konserwatywne moty-
wy, ktérymi sg kaseta A (GSTGEG) (GRTGAG) i
kaseta B (VYIFD) (ILVLD) przedzielone diuz-
szym motywem C (Higgins 1992, Lu i wspoétaut.
1998, Rea i wspétaut. 1998). Domeny A i B,
nazywane motywamiWalkera, wystepujgw wie-
lu innych enzymach, ktore wiazg badz hydroli-
zujg ATP. Motyw A odpowiada w tych biatkach
petli-P lub petli bogatej w glicyne. Obydwie
domeny wigzace ATP sg silnie hydrofilowe i

potozone sg po cytoplazmatycznej stronie bto-
ny. Motyw C jest charakterystyczny tylko dla
biatek ABC. Jego funkcja wigzana jest z prze-
noszeniem ,stanu zenergizowania” na inne cze-
Sci transportera (Linton i Higgins 1998). Hamo-
wanie transportu koniugatéw przez wanadan
sugeruje, ze transportery ABC w cyklu katality-
cznym ulegajg fosforylacji, w ktdérej najpra-
wdopodobniej uczestniczy reszta asparaginia-
nu badz glutaminianu. Szereg badan prowa-
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dzonych na transporterach zwierzecych wska-
zujejednak, ze fosforylacja biatka gra role regu-
lacyjna, nie petniac przypuszczalnie zadnej roli
w mechanizmie sprzegania hydrolizy ATP z
transportem.

Jak pokazano na rycinie 5B obydwa biatka
AtMRPI i AtMRP2 zawierajg po 2 domeny TM.
Domena TM1 utworzona jest z 6 a TM2 z 4
fragmentow przezbtonowych. Wszystkie biatka
AtMRP posiadajg w czesci N-koncowej 5 dodat-
kowych sekwencji przezbtonowych. Domey TM
tworzg ,kanat przezbtonowy”, a ponadto, jak sie
przypuszcza, decyduja o specyficznosci sub-
stratowej .

Molekularny mechanizm transportu koniu-
gatdéw przez transportery ABC nie zostat do
konca poznany. Na ogo6t rozwazane sg dwie
mozliwosci. Pierwsza z nich zaktada funkcjono-
wanie transporterajako pompy, w ktérej dome-
ny transbtonowe tworzac przezbtonowe ,pory”
umozliwiaja przeptyw koniugatéw z wodnej fazy
cytoplazmatycznej dowodnej fazywakuolarnej.
Model ,flipazy” natomiast zaklada, ze koniugat
najpierw ulega zwigzaniu po stronie cytopla-
zmatycznej transportera, a nastepnie w proce-
sie zaleznym od ATP przenoszony jest na druga
strone btony.

W strukturze niektorych transporterow
ABC, w tym rowniez sklonowanych z A. thalia-
na, zidentyfikowano jeszcze dodatkowa wysoce
hydrofilowa domene R (Ryc. 5C). Na podstawie
sekwencji aminokwasowej przypuszcza sie, ze
jej rola polega na regulacji transportu (Higgins
1992, Rea i wspotaut. 1998). Drozdzowy trans-
porter ScYCFI| zawiera w obrebie domeny R
charakterystyczna sekwencje, ktora przypomi-
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na substraty fosforylowane przez kinaze biatko-
wa A.

Na obecnym etapie badan roslinnych trans-
porteréw ABC bez odpowiedzi pozostaje pytanie
0 to czy biatka te oprocz koniugatéw glutationo-
wych moga transportowac réwniez potaczenia
ksenobiotykéw z glukozg. Nie wiadomo réwniez
czy roslinne transportery ABC sa obecne jedy-
nie w tonoplascie, czy tez podobnie jak u zwie-
rzat, zlokalizowane sg takze w plazmalemmie.
Wyniki badan na A. thaliana opublikowane
ostatnio przez Sidleraiwspotaut. (1998) wska-
zujag na plazmalemmowsa lokalizacje biatka
homologicznego z glikoproteing-P.

Transport koniugatéw ksenobiotykéw do
wakuoli nie jest ostatnim etapem w procesie
detoksykacji ksenobiotykdw. Niektdrzy badacze
wyrozniaja dodatkowo czwarty etap metabo-
lizmu koniugatéw, ktory zachodzi w wakuoli
(Rea i wspoétaut. 1998). W przypadku koniuga-
téw glutationowych odszczepiana jest z gluta-
tionu kolejno reszta glicylowa i y-glutamylowa,
powstajacy zas$ w wyniku tych reakcji proteoli-
tycznych koniugat cysteinowy moze ulega¢ N-
malonylacji (Woif i wspétaut. 1996, Coleman i
wspétaut. 1997a). Na obecnym etapie badan nie
wiadomo co dzieje sie dalej z powstatymi w ten
spos6éb koniugatami. Nie wiadomo réwniez w
jaki sposéb niektdre z koniugatéw transporto-
wane sag nastepnie do apoplastu. Mimo braku
odpowiedzi na te i szereg innych pytan, badania
te jeszcze raz pokazuja, ze wakuole sg metabo-
licznie aktywnymi organellami a nie kompart-
mentami stuzgcymijedynie do statego czy przej-
Sciowego magazynowania substanciji.

UWAGI KONCOWE

U zwierzat w procesie detoksykacji zaanga-
zowana jest gtdwnie watroba, natomiast u ro-
$lin proces ten zachodzi zasadniczo we wszy-
stkich komérkach organizmu. Wydaje sie zatem
catkowicie uzasadniony poglad wysuniety nie-
dawno przez SANDERMANNa (1994) przypisujacy
roslinom funkcje globalnego uktadu detoksyka-
cji srodowiska i przez analogie do ,zielonych
ptuc” nazwanego ,zielong watroba”.

Poznawanie szlakéw detoksykacji ksenobio-
tykéw u roélin ma wielkie znaczenie dla ludzi
jako konsumentow produktéw roslinnych.
Aktualna wiedza na temat proceséw detoksyka-
cji ksenobiotykdéw u roslin wskazuje na konie-
cznos$¢ podejmowania szczegétowych badan po-
swieconych mozliwosci uwalniania przez enzy-
my trawienne szkodliwych zwigzkéw z produ-
ktow Il etapu detoksykacji.

Badanie roslinnych uktadéw uczestniczag-
cych w detoksykacji ksenobiotykéw staje sie
wazne réwniez ze wzgledu na mozliwos¢ wply-
wania za posrednictwem metod inzynierii gene-
tycznej na zmiane tolerancji roslin uprawnych
wzgledem okreslonych herbicydow. Pierwsze te-
go rodzaju préby zostatyjuz podjete w doswiad-
czeniach nad transformowaniem tytoniu ge-
nem GST z kukurydzy, co w efekcie doprowa-
dzito do wystgpienia u tytoniu opornosci na
herbicyd (Thompson i wspétaut. 1998). W kon-
tekscie tych prob, mozna sobie réwniez wyob-
razi¢, ze co najmniej w przypadku szczego6lnie
wrazliwych roslin bedzie mozna w przysztosci
wptywac przy pomocy okreslonych manipulaciji
genetycznych na poprawe opornosci wzgledem
ksenobiotykom.
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DETOXIFICATION AND COMPARTMENTATION OF XENOBIOTICS

A. Stefanska,S. Kowalczyk

IN PLANT CELLS

Summary

Detoxification of xenobiotics in plants can be divided
into three phases. In phase |, xenobiotics are chemically
transformed into more hydrophilic compounds, cytochrome
P450 monooxygenase system playing a pivotal role in these
chemical modifications. In phase Il, the xenobiotics or their
derivatives are deactivated by covalent linkage to gluta-
thione, glucose or malonate. These phase Il reactions are

catalysed by glutathione-, glucosyl- and malonyl- transfer-
ases. The resulting xenobiotic coniugates are exported from
the cytosol to the vacuole by a ATP-dependent tonoplast
transporters. Recently, AtMRP genes were cloned from
Arabidopsis thaliana, which encode proteins belonging to
the subclass of the ATP-binding cassette (ABC) transpor-
ters.
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