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DETOKSYKACJA I KOMPARTMENTACJA KSENOBIOTYKÓW W KOMÓRKACH
ROŚLINNYCH

WSTĘP

Rośliny, podobnie jak inne organizmy, na
rażone są na działanie wielu potencjalnie toksy
cznych, naturalnych lub syntetycznych związ
ków chemicznych obecnych w otaczającym je 
środowisku. Związki te nazywane są ksenobio- 
tykami od greckiego słowa xenos — obcy, ponie
waż zostały wytworzone w innych organizmach, 
głównie jako tak zwane wtórne metabolity, bądź 
są syntetycznymi związkami wyprodukowany
mi przez człowieka. Szczególnie drastyczny 
wzrost ilości, a także różnorodności tych związ
ków wiąże się z rozwojem agrochemii i przemy
słowym skażeniem środowiska. Na przykład, 
szacuje się, że w światowym handlu dostępnych 
jest obecnie ponad 3000 różnych produktów z 
grupy herbicydów, insektycydów, fungicydów 
oraz preparatów działających jako regulatory 
wzrostu. Do tej liczby należyjeszcze dodać ogro
mną ilość różnorodnych związków chemicz
nych pochodzenia przemysłowego, wśród któ
rych szczególnie szkodliwe są węglowodory poli- 
cykliczne i ich chlorowcopochodne. Większość 
ksenobiotyków ma charakter lipofilowy, co 
sprawia, że łatwo wnikają do błon i zaburzają 
ich strukturę lub przenikając przez błony 
przedostają się do wnętrza komórki. Możliwość 
przeżycia komórki, a częstokroć całego organi
zmu, jest w takiej sytuacji uzależniona od 
sprawności biochemicznych mechanizmów de
toksykacji oraz eliminowania z cytoplazmy tru
jących substancji.

Rośliny posiadają odpowiednie układy enzy
matyczne, które w wyniku określonych prze
mian obniżają lub znoszą toksyczność obcych 
związków, a także usuwają zmodyfikowane kse- 
nobiotyki z cytoplazmy. Proces roślinnej deto

ksykacji ksenobiotyków obejmuje reakcje che
micznej modyfikacji oraz procesy kompartmen- 
tacji i magazynowania wewnątrz organizmu ro
śliny. Tak więc, w roślinnym metabolizmie kse
nobiotyków można zasadniczo wyróżnić trzy 
etapy, a mianowicie: chemiczną modyfikacje, 
koniugację i kompartmentację (Ryc. 1) (C o le 
m an  i współaut. 1997a, K r e u z  i współaut.
1996).

Etap I obejmuje reakcje prowadzące do pod
niesienia hydrofilności ksenobiotyków, które 
na ogół polegają na dodaniu lub wyeksponowa
niu już istniejącej grupy funkcyjnej, na przy
kład hydroksylowej lub karboksylowej. Reakcje 
zachodzące w I etapie mogą być pominięte jeśli 
ksenobiotyki posiadają już którąś z grup wa
runkujących ich wejście w kolejną fazę prze
mian.

W II etapie ksenobiotyki, bądź metabolity 
powstałe w pierwszym etapie, ulegają koniuga
cji. Reakcje koniugacji prowadzą do utworzenia 
połączeń z endogennymi hydrofilowymi związ
kami i zablokowania w ten sposób grup fun
kcyjnych ksenobiotyków. U zwierząt związkami 
tworzącymi koniugaty z ksenobiotykami są glu- 
tation, glukuronian i siarczan, natomiast u ro
ślin oprócz koniugatów glutationowych znane 
są jeszcze połączenia z glukozą, malonianem i 
niektórymi aminokwasami. Produkty II etapu 
są znacznie lepiej rozpuszczalne w wodzie i 
zazwyczaj są już nietoksyczne lub wykazują 
wyraźnie zmniejszoną toksycznością w porów
naniu z wyjściowymi związkami (M a r r s  1996). 
Reakcje II etapu pełnią więc decydującą rolę w 
procesie detoksykacji ksenobiotyków (COLEMAN 
i współaut. 1997a).
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Ryc. 1. Schemat detoksykacji ksenobiotyków w komórkach roślinnych. Proces obejmuje trzy zasadnicze 
etapy: I — chemiczna modyfikacja; II — koniugacja; III — kompartmentacja (według Lu i współaut. 1997, 
19980.

Zinaktywowane, rozpuszczalne w wodzie 
koniugaty są usuwane z cytozolu i magazyno
wane w wakuoli, bądź po przetransportowaniu 
do apoplastu mogą się wiązać z ligninami lub 
innymi komponentami ściany komórkowej 
(Sandermann 1992). Ten III etap detoksykacji 
ksenobiotyków nie zawsze jest ostatnim etapem 
ich metabolizmu. W wakuoli koniugaty mogą 
ulegać hydrolitycznej degradacji (Wolf i współ
aut. 1996, Rea i współaut. 1998), a także prze
mianom, które, jak się przypuszcza, umożliwia
ją transport tych związków do apoplastu (Cole
man i współaut. 1997a).

Roślinne enzymy uczestniczące w metabo
lizmie ksenobiotyków są znacznie słabiej po
znane niż analogiczne układy z tkanek zwierzę
cych. W obu przypadkach zwracajednak uwagę 
ogromne zróżnicowanie izoform, a także wielka 
różnorodność przemian katalizowanych przez 
poszczególne izoenzymy. Ta wielka różnorod
ność dotyczy szczególnie monooksygenazy cy- 
tochromu P450 — kluczowego układu enzy
matycznego funkcjonującego w pierwszym eta
pie detoksykacji. W ostatnich latach opubliko
wano kilka prac przeglądowych, które częścio
wo porządkują stosunkowo liczne już wyniki

badań eksperymentalnych tego układu enzy
matycznego u roślin (Bolwell i współaut. 1994, 
Schuler 1996, Chapple 1998).

Enzymem o podobnie zróżnicowanej i wielo
rakiej funkcji, budzącym ciągle żywe zaintere
sowanie biochemików, j est transferaza glutatio- 
nowa. Izoformy tego enzymu, oprócz syntezy 
koniugatów typu ksenobiotyk-glutation, ucze
stniczą w wielu różnorodnych reakcjach obron
nych będących odpowiedzią komórki na różne 
czynniki stresowe (Pickett i Lu 1989, W ilce i 
Parker 1994, Marrs 1996, Droog 1997, D ixon 
i współaut. 1998a).

Uwagę Czytelnika pragniemy także zwrócić 
na sklonowane z kilku roślin geny kodujące 
białka transportujące koniugaty ksenobioty
ków do wakuoli. Białka te należą do nadrodziny 
transporterów ABC (ang. ATP-binding cassette) 
intensywnie badanych u bakterii i zwierząt (En- 
dicott i Ling 1989, Higgins 1992, Linton i 
H iggins 1998). W piśmiennictwie polskim pro
blematyka związana z badaniami zwierzęcych 
transporterów ABC prezentowana była w ostat
nim czasie w pracach monograficznych (Bar 
tosz 1997, 1998).

CHEMICZNE MODYFIKACJE KSENOBIOTYKÓW

W pierwszej fazie detoksykacji, obce dla or
ganizmu związki ulegają przekształceniu pole

gającym na ich utlenianiu, redukcji lub hydro
lizie. Hydroliza ksenobiotyków jest katalizowa
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na przez amidazy i esterazy, jednak kluczową 
rolę w procesach odtruwania organizmu z ob
cych dla niego substancji odgrywa układ cyto- 
chromu P450 (Coleman i współaut. 1997a). 
Nazwa cytochrom P450 (P-pigment) pochodzi 
stąd, że enzym w formie zredukowanej wiążąc 
tlenek węgla wykazuje maksimum absorpcji 
przy 450 nm. Hamowanie aktywności przez CO 
jest znoszone w wyniku naświetlenia preparatu 
światłem o długości 450 nm. Cytochrom P450 
jest białkiem zawierającym hemową grupę pro- 
stetyczną związaną kowalencyjnie z resztą cy
steiny położonej w obrębie wysoce konserwa
tywnego motywu (F- -G-R-C-G) zlokalizowane
go w części C-końcowej polipeptydu .

Typową reakcją z udziałem układu cyto- 
chromu P450 jest reakcja hydroksylacji, która 
ma następujący przebieg:

XH + 02 + NADPH + H+ -4 XOH + H2O + 
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 cząsteczki 
tlenu ulega redukcji do wody. Enzymy katalizu
jące reakcje tego typu nazwano monooksygena- 
zami lub oksygenazami o mieszanej funkcji.

droksylacji pierścienia aromatycznego, bądź re
szty alkilowej w łańcuchu alifatycznym. Na ry
cinie 2 pokazano reakcje hydroksylacji znanego 
herbicydu bentazonu będące przykładem wpro
wadzenia tlenu do pierścienia benzenowego w 
dwóch różnych pozycjach.

Oprócz reakcji hydroksylacji poszczególne 
izoformy cytochromu P450 mogą katalizować 
cały wachlarz reakcji, takich chociażby jak 
wprowadzenie atomu tlenu do podwójnego wią
zania między atomami węgla, co prowadzi do 
utworzenia grupy epoksydowej, czy też reakcje 
dealkilacji lub dezaminacji. Szczegółowy prze
gląd reakcji katalizowanych przez izoformy cy
tochromu P450, a także ich miejsce w przemia
nach wewnątrzkomórkowych został przedsta
wiony w pracach przeglądowych (Bolwell i 
współaut. 1994, Chapple 1998, Schuler 1996). 
Warto podkreślić, że oprócz reakcji modyfikują
cych ksenobiotyki, należą tu również reakcje 
prowadzące do syntezy pośrednich związków w 
szlakach syntezy lignin, steroli, terpenoidów, 
flawonoidów, alkaloidów, niektórych roślin
nych hormonów i szeregu innych związków z 
grupy wtórnych produktów metabolizmu ko
mórkowego.

Większość izoform cytochromu P450 stano
wią białka o masie cząsteczkowej 50-60 kDa 
związane z siateczką śródplazmatyczną. Białka

Ostatnia nazwa pochodzi stąd, że cząsteczka O2 
przyjmuje 4 elektrony, z których dwa pochodzą 
z NADPH, dwa natomiast z utlenianego sub
stratu (Bolwell i współaut. 1994). Aktywacja 
tlenu odbywa się w wyniku przeniesienia ele
ktronów z NADPH za pośrednictwem flawopro- 
teiny na cytochrom P450 lub w przypadku tak 
zwanych nieklasycznych izoform — bezpośred
nio z NADPH na cytochrom P450.

Najpowszechniejszymi reakcjami katalizo
wanymi przez cytochrom P450 są reakcje hy-

Ryc. 2. Reakcje hy
droksylacji bentazo
nu, katalizowane 
przez monooksyge- 
nazę cytochrom u 
P450 (według Lu i 
współaut. 1997,
1998).

te w N-końcowej części posiadają hydrofobową 
domenę, tworzącą strukturę helisy a, za po
średnictwem której enzym zakotwiczony jest w 
błonie. Większa część białka pozostaje po stro
nie cytoplazmatycznej siateczki śródplazmaty- 
cznej. Za N-końcową hydrofobową helisą poło
żony jest region bogaty w prolinę i glicynę 
[(P/J)PGPx(G/P)xP], który jak wynika z badań, 
jest istotny dla zachowania aktywności enzy
matycznej. Przypuszcza się, że fragment ten ze 
względu na skład aminokwasowy, destabilizuje
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strukturę helisy a i dlatego przypuszczalnie 
funkcjonuje jako „zawias” konieczny dla opty
malnego ułożenia enzymu względem błony 
(Chapple 1998).

Wszystkie białka cytochromu P450, poza 
konserwatywnym motywem w centrum katali
tycznym, charakteryzują się ogromnym zróżni
cowaniem sekwencji. Zróżnicowanie to wydaje 
się być oczywistym, zważywszy na ogromną 
liczbę substratów ulegających przemianom w 
reakcjach katalizowanych przez izoformy cyto
chromu P450. Regiony o stosunkowo wysokiej 
zmienności sekwencji określane są jako miejsca 
rozpoznania substratu — SRS (ang. substrate 
recognition site). W klasyfikowaniu poszczegól
nych izoform przyjęto kryterium 40% identycz
ności sekwencji aminokwasowej jako podstawę 
do tworzenia poszczególnych rodzin, a w obrę
bie rodzin poziom identyczności niższy niż 55% 
stał się podstawą do tworzenia podrodzin. Do
tychczas opublikowano sekwencje ponad

90 genów cytochromu P450 z różnych roślin, 
które tworzą aż 26 rodzin (Chapple 1998, Schu
ler 1996). Dla większości enzymów kodowa
nych przez te geny nie są znane naturalne 
substraty, a zatem nie jest również znana ich 
rola w przemianach komórkowych. Jedynym 
genem znanym autorom, który został sklono
wany w oparciu o poznaną wcześniej sekwencję 
aminokwasową oczyszczonego enzymu jest gen 
CYP71A1 cytochromu P450 z owoców awokado 
(Bozak i współaut. 1990, O’Keefe i Leto 1989). 
Sklonowanie tego genu pozwoliło na identyfiko
wanie i klonowanie kolejnych cDNA z różnych 
roślin metodami opartymi na hybrydyzacji oraz 
wykorzystującymi reakcję łańcuchową polime
ryzacji (PCR). W ostatnich latach sklonowano 
również szereg nowych genów cytochromu 
P450 poznanych u roślinnych mutantów, 
szczególnie mutantów Arabidopsis thaliana 
(Chapple 1998).

KONIUGACJA KSENOBIOTYKOW

Ksenobiotyki posiadające dodaną lub wy
eksponowaną grupę funkcyjną mogą zostać 
włączone do następnego etapu procesu deto
ksykacji. Najważniejszymi enzymami zaangażo
wanymi w reakcje detoksykacji II etapu są 
glikozylotransferazy i transferazy glutationowe 
(GST) (Marrs 1996).

Glikozylotransferazy są enzymami katalizu
jącymi przeniesienie reszty glukozy z UDP-glu- 
kozy na ksenobiotyki bądź ich pochodne po-

kozą bądź z malonianem. W tym ostatnim przy
padku dawcą grupy acylowej jest malonylo- 
CoA.

Transferazy glutationowe tworzą rodzinę 
enzymów katalizujących przyłączenie glutatio- 
nu (y-glutamylocysteinyloglicyna) do różnych 
endobiotycznych bądź ksenobiotycznych, za
zwyczaj cytotoksycznych komponentów. Trans
ferazy glutationowe katalizują reakcję polegają
cą na nukleofilowym ataku atomu siarki gluta-

Ryc. 3. Reakcja glikozylacji zmodyfikowanego bentazonu (herbicyd), katalizowana przez glikozylotransferazę 
(według Lu i współaut. 1997, 1998).

wstałe w wyniku chemicznej modyfikacji 
(Ryc. 3). W wyniku tych reakcji powstają połą
czenia typu O-, N- lub S-glikozydów, a w nie
których przypadkach mogą również powstawać 
koniugaty estrowe. Grupami funkcyjnymi są 
więc najczęściej grupy: hydroksylowa, aminowa 
i karboksylowa. Aktywność glikozylotransferaz 
stwierdzono u wielu gatunków roślin (Pflugma- 
cher i Sandermann 1998), jednak jak na razie 
brakuje szerszej biochemicznej charakterystyki 
tej rodziny enzymów. Pierwotne koniugaty gli- 
kozylowe mogą tworzyć wtórne koniugaty z glu-

tionu na centrum elektrofilowe substratu (Pic
kett i Lu 1989, W ilce i Parker 1994). Utworze
niu koniugatu glutationowego na ogół towarzy
szy obniżenie toksyczności ksenobiotyku, cho
ciaż są znane niektóre związki (aminofenole, 
chlorowcopochodne alkenów, hydrochinony), 
których koniugaty glutationowe wykazują wy
ższą toksyczność.

Aktywność transferazy glutationowej ziden
tyfikowano po raz pierwszy około 28 lat temu 
badając u kukurydzy metabolizm herbicydu 
atrazyny ulegającego detoksykacji w wyniku
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utworzenia koniugatu z glutationem (Ryc. 4) 
(Frear i Swanson 1970, Shimabukuro i współ
aut. 1970). Z czasem okazało się, że rośliny 
posiadają kilka podklas transferazy glutationo- 
wej funkcjonujących w przemianach, które w 
warunkach stresowych są jednymi z wielu re
akcji obronnych związanych z wniknięciem do

Geny kodujące GST typu I są indukowane 
w warunkach obronnych jako odpowiedź na 
atak patogenu, zranienie, a także w warunkach 
starzenia. Transferazy z tej grupy uczestniczą 
w usuwaniu produktów peroksydacji tłuszczów 
(Dudler i współaut. 1991, Zhou i Godlsbrough

1993). Typ I reprezentowany jest też przez 5 izo-

Ryc. 4. Reakcja koniugacji atrazyny (herbicyd) z glutationem, katalizowana przez transferazę glutationową 
według Lu i współaut. 1997, 1998).

komórki metali ciężkich, z atakiem patogenu 
czy stresem oksydacyjnym. GST funkcjonują 
też w przemianach wtórnych metabolitów ta
kich jak kwas cynamonowy czy antocjany (Ed
wards i Dixon 1991, Marrs i współaut. 1995).

Zwierzęce izoformy GST klasyfikowane na 
podstawie ich specyficzności substratowej, se
kwencji aminokwasowej, liczby intronów i eks- 
onów w genie oraz właściwości immunologicz
nych dzielone są na 5 klas oznaczonych grecki
mi literami: pi, mu, alfa, teta, zeta (W ilce i 
Parker 1994). Większość poznanych dotych
czas roślinnych enzymów wykazuje podobień
stwo do klasy teta, chociaż są również transfe
razy podobne do innych klas zwierzęcych enzy
mów (Droog 1997).

Roślinne transferazy glutationowe klasyfi
kowane są też według innych kryteriów. Propo
nowany podział na 3 typy oparto na podstawie 
stopnia identyczności sekwencji aminokwaso
wej oraz położenia intronów i egzonów, nato
miast bez uwzględniania specyficzności sub
stratowej i właściwości immunologicznych 
(Marrs 1996, D ixon i współaut. 1998a).

form GST oczyszczonych i sklonowanych z ku
kurydzy, a badanych intensywnie głównie w 
aspekcie detoksykacji herbicydów (Dixon i 
współaut. 1998b).

Geny kodujące GST typu II z kwiatów 
goździka są indukowane przez etylen i starze
nie. Te izoformy wykazują podobieństwo do 
klasy alfa zwierzęcych GST (Meyer i współaut. 
1991, Itzhaki i W oodson 1993).

Geny kodujące GST typu III są indukowane 
przez auksyny, etylen, metale ciężkie, szok ter
miczny, a także w następstwie infekcji patoge
nem (Marrs 1996).

Roślinne GST funkcjonują zazwyczaj jako 
homo- lub heterodimery polipeptydów o masie 
cząsteczkowej od 23 do 30 kDa. Większość 
izoform GST znajdowano w cytoplazmie, acz
kolwiek są również doniesienia wskazujące na 
lokalizację błonową oraz obecność enzymu w 
apoplaście (Flury i współaut. 1996). Transfera- 
za glutationowa z tytoniu (NtParA) indukowana 
przez auksyny zlokalizowanajestwjądrze (Abel 
i T heologis 1996). Przypuszcza się, że funkcja 
tej ostatniej GST może polegać na detoksykacji
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produktów degradacji DNA powstających w wy
niku stresu oksydacyjnego.

Obie podjednostki homo- lub heterodimeiy- 
cznych GST posiadają centra aktywne utworzo
ne przez dwa charaktery styczne miejsca, miej
sce G wiążące glutation oraz miejsce H wiążące 
elektrofilowe substraty (Reinemer i współaut. 
1996, Neuefeind i współaut. 1997a, b). Bada
nia struktury roślinnych GST wskazują ponad
to, że podobnie jak enzymy zwierzęce, posiadają 
wysoko konserwatywne N-terminalne reszty ar
gininy oraz seiyny, które uczestniczą w wiąza
niu glutationu i ułatwiają tworzenie anionu 
sulfidowego. Poza regionem N-terminalnym izo- 
formy GST wykazują niski stopień identyczno
ści, zazwyczaj nie przekraczający 25-35%. Tak 
duże zróżnicowanie sekwencji można wiązać, 
podobnie jak w przypadku cytochromu P450, z 
ogromną różnorodnością związków tworzących 
koniugaty z glutationem. Oprócz klasycznych 
transferaz glutationowych znane są enzymy, 
które posiadają dodatkowo aktywność peroksy- 
dazową (Bartling i współaut. 1993). Swoistą 
grupę transferaz glutationowych tworzą tak 
zwane ligandyny, które wiążą i przenoszą różne 
ligandy na przykład auksyny czy tetrapirole 
(Marrs 1996).

Badania roślinnych transferaz glutationo
wych, zainicjowane przed ponad ćwierćwie
czem, ukierunkowane były głównie na śledzenie 
reakcji prowadzących do detoksykacji herbicy
dów. Od tego czasu włożono wiele wysiłku w 
identyfikowanie izoform GST odpowiedzialnych 
za tolerancję roślin na określone herbicydy. 
Efektem tych badań są obserwacje stwierdzają
ce, że selektywność herbicydów może zależeć 
między innymi od możliwości ich metabo
lizowania przez określone gatunki roślin, w tym 
również od możliwości tworzenia koniugatów z 
glutationem bądź glukozą. Eksperymentalnie 
wykazano, że obecność odpowiedniej transfera- 
zy syntetyzującej koniugaty określonego herbi
cydu w wielu przypadkach warunkuje oporność 
rośliny względem temu herbicydowi (Hatton i

współaut. 1996, Andrews i współaut. 1997). I 
tak, kukurydza i sorgo są oporne na atrazynę, 
ponieważ zawierają wysoki poziom odpowied
niej izoformy GST katalizującej tworzenie ko- 
niugatu glutationowego. Groch, owies, pszeni
ca, jęczmień nie posiadają takiej izoformy GST 
i dlatego nie wykazują oporności względem 
atrazyny. Jak dalece selektywność roślin wzglę
dem określonych herbicydów jest zależna od 
obecności określonych izoform GST, mogą 
świadczyć wyniki badań prowadzonych na ku
kurydzy. Wszystkie poznane izoformy GST w 
kukurydzy utworzone są z 3 polipeptydów o 
masie cząsteczkowej 29 kDa, 27 kDa i 26 kDa, 
które mogą tworzyć 5 izoform GST będących 
homo- bądź heterodimerami. Homodimery zbu
dowane z polipeptydu 29 kDa (GST I-I) bądź 26 
kDa (GST III-III) są aktywne względem 1-chlo- 
ro-2,4-dinitrobenzenu i alachloru. Indukowana 
przez „ochraniacze” izoforma GST II-II jest ho- 
modimerem zbudowanym z podjednostki 27 
kDa aktywnym względem metalochloru i ala
chloru, ale nieaktywnym względem 1-chloro- 
2,4-dinitroberrzenu (Irzyk i Fuerst 1993).

Badania selektywności herbicydów mają 
ścisły związek z badaniami tak zwanych ochra
niaczy herbicydów (safeners). Ochraniacze są 
związkami nietoksycznymi podobnymi pod 
względem strukturalnym do herbicydów (Fara- 
GO i współaut. 1994). Ich działanie, jak to wy
kazano eksperymentalnie, może polegać między 
innymi na indukowaniu ekspresji genów cyto
chromu P450, GST bądź glikozylotransferaz, co 
w efekcie prowadzi do podniesienia efektywno
ści detoksykacji herbicydów. Na przykład, rośli
ny charakteryzujące się niską tolerancją wzglę
dem metalochloru i alachloru, potraktowane 
wcześniej ochraniaczami takimi jak flurazol, 
dichlormid czy benoksakor stają się roślinami 
o znacząco podniesionej tolerancji na te herbi
cydy na skutek selektywnej indukcji ekspresji 
GST (Wiegand i współaut. 1986, Dean i współ
aut. 1990, Irzyk i Fuerst 1993, Jepson i współ
aut. 1994).

KOMPARTMENTACJA KSENOBIOTYKÓW

Ksenobiotyki, a wśród nich również leki, 
usuwane są z komórek zwierzęcych za pośred
nictwem specjalnych białek transportujących 
nazywanych transporterami ABC. W organi
zmach ssaków miejscem intensywnego usuwa
nia koniugatów ksenobiotyków są regiony błon 
hepatocytów położone najbliżej kanalików żół
ciowych, poprzez które związki te wydalane są 
do żółci. W piśmiennictwie polskim, poszczegól
ne rodziny zwierzęcych transporterów ABC

omawiane są w pracach przeglądowych opubli
kowanych w ostatnich latach w KOSMOSIE i 
Postępach Biochemii (Bartosz 1997, 1998).

W komórkach roślinnych koniugaty kseno
biotyków są transportowane przez tonoplast do 
wnętrza wakuoli lub mogą być usuwane do 
apoplastu, gdzie łączą się z ligninami, chemice- 
lulozami i innymi komponentami ściany ko
mórkowej (Rea i współaut. 1998). Już pierwsze 
prace poświęcone badaniom kompartmentacji



Detoksykacja i kompartmentacja ksenobiotyków 155

ksenobiotyków wskazywały, że transport ko- 
niugatów do wnętrza wakuoli zależny jest od 
ATP (Martinoia i współaut. 1993). Jednak już 
te pierwsze, podobnie jak szereg późniejszych 
eksperymentów, nie potwierdzały pierwotnych 
przypuszczeń zakładających, że transport kse
nobiotyków jest zależny od gradientu elektro
chemicznego. Jak wiadomo, transport do wnę
trza wakuoli niektórych cukrów, aminokwa
sów, organicznych i nieorganicznych anionów 
oraz niektórych kationów uzależniony jest od 
gradientu elektrochemicznego (Martinoia 
1992). Gradient elektrochemiczny na tonopla- 
ście jest generowany przez wakuolarne pompy 
protonowe, a mianowicie H+-ATPazę (V-ATPazę) 
i H+-pirofosfatazę (H+-PPazę) (Kowalczyk 1992). 
Tworzony w wyniku hydrolizy ATP lub pirofo- 
sforanu gradient protonowy (ApH), zamieniany 
na tak zwaną siłę protonomotoryczną, umożli
wia z kolei aktywny transport wspomnianych 
wyżej związków. W przypadku transportu ko- 
niugatów okazało się jednak, że związki roz- 
przęgające gradient H+ lub jonowy, takie jak 
karbonylocyjanek p-(trójfluorometoksy)feny- 
lohydrazonu, gramicydyna D czy NH4CI, nie 
hamują ich wnikania do wakuoli. Transport nie 
jest również hamowany przez bafrlomycynę- 
znany inhibitor V-ATPazy, natomiast ulega za
hamowaniu przez orto-wanadan, inhibitor 
ATPaz typu P. Obserwacje powyższe jednozna
cznie wskazywały, że transport koniugatów nie 
jest zależny od gradientu elektrochemicznego 
natomiast może być związany z bezpośrednią 
“energizacją białka” transportującego, która to
warzyszy hydrolizie ATP (Li i współaut. 1995, 
Klein i współaut. 1996, Blake-Kalff i Coleman 
1996, Coleman i współaut. 1997b, Li i współ
aut. 1997). Mechanizm transportu ksenobioty
ków do wakuoli przypomina zatem usuwanie 
koniugatów z komórek zwierzęcych, transpo
rtowanych przez błonę plazmatyczną. Sugestie 
powyższe zostały w ostatnim czasie potwierdzo
ne w badaniach molekularnych. Efektem tych 
badań było najpierw sklonowanie i zsekwen- 
cjonowanie z A. thaliana, ziemniaka i jęczmie
nia genów, których produkty są homologiczne 
z białkami oporności wielolekowej MDR (ang. 
multidrug resistance) (Dudler i Hertig 1992, 
Wang i współaut. 1996, Davies i współaut.
1997). Białka MDR stanowią jedną z wielu pod- 
rodzin grupy białek transportujących, tak zwa
nych transporterów ABC tworzących liczną 
nadrodzinę białek błonowych, zawierających 
domenę wiążącą ATP (ang. ATP binding casset
te) (Endicott i Ling 1989). Sklonowane z roślin 
geny kodują białka o zbliżonej wielkości do 
zwierzęcych glikoprotein-P zawierających dwie 
domeny wiążące ATP oraz 2 domeny transbło-

nowe utworzone z 12 hydrofobowych fragmen
tów przezbłonowych. Żadne z białek kodowa
nych przez sklonowane geny nie zostało, jak 
dotychczas, scharakteryzowane pod względem 
biochemicznym, tym niemniej, podobieństwo 
sekwencji aminokwasowej z poznanymi wcześ
niej białkami zwierzęcymi jest na tyle znaczące, 
że pozwala przypuszczać, że również ich funkcje 
mogą być podobne.

W ostatnich dwóch latach z A. thaliana sklo- 
nowano nowe geny kodujące białka homologi
czne z inną grupą transporterów ABC nazywa
nych białkami związanymi z opornością wielo- 
lekową MRP (ang. multidrug resistance-asso
ciated protein). Gen AtMRPl (Lu i współaut.
1997) koduje białko o masie cząsteczkowej 181 
kDa charakteryzujące się 36% identycznością 
sekwencji aminokwasowej z poznanymi wcześ
niej białkami podrodziny MRP z drożdży i czło
wieka (Leier i współaut. 1994, Szczypka i 
współaut. 1994). Kolejny gen z A. thaliana na
zwany AtMRP2 koduje białko zbudowane z 
1623 aminokwasów, którego stopień identycz
ności sekwencji aminokwasowej z białkiem 
AtMRPl sięga 87% (Lu i współaut. 1998). Podo
bny do AtMRPl jest również sklonowany ostat
nio gen AtMRP3 (Tommasini i współaut. 1997,
1998). Doświadczenia prowadzone na droż
dżach transformowanych sklonowanymi gena
mi z A. thaliana jednoznacznie dowodzą, że 
produkty tych genów są białkami transportują- 
cymi różne związki do wakuoli. Geny AtMRP 
wprowadzano do drożdży linii DTY168, które 
mają prawie całkowicie usunięty gen YCF1 ko
dujący białko z rodziny MRP (Szczypka i współ
aut. 1994). Pęcherzyki wakuolarne transformo
wanych drożdży intensywnie pobierają koniu- 
gaty glutationowe metolachloru, dinitrofenolu, 
antocjanów, a także utleniony glutation (Lu i 
współaut. 1997). Drożdże transformowane 
AtMRP2 i AtMRP3 transportują ponadto meta
bolity chlorofilu (Lu i współaut. 1998, T ommasi
ni i współaut. 1998).

Białka kodowane przez geny AtMRP zawie
rają 2 domeny wiążące ATP oznaczone jako 
NBF1 i NBF2 oraz dwie domeny transbłonowe 
(TM1 iTM2) utworzone przez hydrofobowe frag
menty przezbłonowe. Białka MRP zawierają do
datkowo domenę regulacyjną R. Na rycinie 5A 
przedstawiono schemat budowy białka AtMRP 1 
z zaznaczonymi charakterystycznymi domena
mi. Rycina 5B pokazuje przypuszczalną topolo
gię białka AtMRP2 w tonoplaście.

Domeny NBF1 i NBF2 mają bardzo chara
kterystyczną budowę, typową dla wszystkich 
transporterów ABC. Stopień identyczności w 
obrębie tych domen między poszczególnymi 
transporterami ABC wynosi 30-40%. Domeny
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Ryc. 5. Białka transportujące ksenobiotyki do wakuoli.

A. Schemat budowy transportera AtMRPl z zaznaczonymi domenami przezbłonowymi (TM1 i TM2), domenami wiążącymi 
nukleotydy (NBF1 i NBF2), domeną regulatorową (R) oraz fragmentami N- i C-terminalnymi.
B. Topologiczny model białka AtMRP2 z zaznaczonymi fragmentami przezbłonowymi i dwiema charakterystycznymi 
domenami wiążącymi nukleotydy (NBF1 i NBF2), obejmującymi motywy A, B i C oraz domeną regulatorową (R).
C. Schemat budowy białka AtMRP transportującego koniugaty glutationowe z cytoplazmy do wakuoli. Zaznaczono domeny 
transblonowe, domeny wiążące nukleotydy, domenę regulatorową oraz fragmenty C-i N-końcowe (według Lu i współaut. 
1997, 1998).

te zawierają trzy wysoce konserwatywne moty
wy, którymi są kaseta A (GSTGEG) (GRTGAG) i 
kaseta B (VYIFD) (ILVLD) przedzielone dłuż
szym motywem C (H iggins 1992, Lu i współaut. 
1998, Rea i współaut. 1998). Domeny A i B, 
nazywane motywami Walkera, występują w wie
lu innych enzymach, które wiążą bądź hydroli- 
zują ATP. Motyw A odpowiada w tych białkach 
pętli-P lub pętli bogatej w glicynę. Obydwie 
domeny wiążące ATP są silnie hydrofilowe i

położone są po cytoplazmatycznej stronie bło
ny. Motyw C jest charakterystyczny tylko dla 
białek ABC. Jego funkcja wiązana jest z prze
noszeniem „stanu zenergizowania” na inne czę
ści transportera (Linton i H iggins 1998). Hamo
wanie transportu koniugatów przez wanadan 
sugeruje, że transportery ABC w cyklu katality
cznym ulegają fosforylacji, w której najpra
wdopodobniej uczestniczy reszta asparaginia- 
nu bądź glutaminianu. Szereg badań prowa
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dzonych na transporterach zwierzęcych wska
zuje jednak, że fosforylacja białka gra rolę regu
lacyjną, nie pełniąc przypuszczalnie żadnej roli 
w mechanizmie sprzęgania hydrolizy ATP z 
transportem.

Jak pokazano na rycinie 5B obydwa białka 
AtMRPl i AtMRP2 zawierają po 2 domeny TM. 
Domena TM1 utworzona jest z 6 a TM2 z 4 
fragmentów przezbłonowych. Wszystkie białka 
AtMRP posiadają w części N-końcowej 5 dodat
kowych sekwencji przezbłonowych. Domey TM 
tworzą „kanał przezbłonowy”, a ponadto, jak się 
przypuszcza, decydują o specyficzności sub
stratowej .

Molekularny mechanizm transportu koniu- 
gatów przez transportery ABC nie został do 
końca poznany. Na ogół rozważane są dwie 
możliwości. Pierwsza z nich zakłada funkcjono
wanie transportera jako pompy, w której dome
ny transbłonowe tworząc przezbłonowe „pory” 
umożliwiają przepływ koniugatów z wodnej fazy 
cytoplazmatycznej dowodnej fazywakuolarnej. 
Model „flipazy” natomiast zakłada, że koniugat 
najpierw ulega związaniu po stronie cytopla
zmatycznej transportera, a następnie w proce
sie zależnym od ATP przenoszony jest na drugą 
stronę błony.

W strukturze niektórych transporterów 
ABC, w tym również sklonowanych z A. thalia- 
na, zidentyfikowano jeszcze dodatkową wysoce 
hydrofilową domenę R (Ryc. 5C). Na podstawie 
sekwencji aminokwasowej przypuszcza się, że 
jej rola polega na regulacji transportu (Higgins 
1992, Rea i współaut. 1998). Drożdżowy trans
porter ScYCFl zawiera w obrębie domeny R 
charakterystyczną sekwencję, która przypomi

na substraty fosforylowane przez kinazę białko
wą A.

Na obecnym etapie badań roślinnych trans
porterów ABC bez odpowiedzi pozostaje pytanie 
o to czy białka te oprócz koniugatów glutationo- 
wych mogą transportować również połączenia 
ksenobiotyków z glukozą. Nie wiadomo również 
czy roślinne transportery ABC są obecne jedy
nie w tonoplaście, czy też podobnie jak u zwie
rząt, zlokalizowane są także w plazmalemmie. 
Wyniki badań na A. thaliana opublikowane 
ostatnio przez Sidlera i współaut. (1998) wska
zują na plazmalemmową lokalizację białka 
homologicznego z glikoproteiną-P.

Transport koniugatów ksenobiotyków do 
wakuoli nie jest ostatnim etapem w procesie 
detoksykacji ksenobiotyków. Niektórzy badacze 
wyróżniają dodatkowo czwarty etap metabo
lizmu koniugatów, który zachodzi w wakuoli 
(Rea i współaut. 1998). W przypadku koniuga
tów glutationowych odszczepiana jest z gluta- 
tionu kolejno reszta glicylowa i y-glutamylowa, 
powstający zaś w wyniku tych reakcji proteoli
tycznych koniugat cysteino wy może ulegać N- 
malonylacji (Wolf i współaut. 1996, Coleman i 
współaut. 1997a). Na obecnym etapie badań nie 
wiadomo co dzieje się dalej z powstałymi w ten 
sposób koniugatami. Nie wiadomo również w 
jaki sposób niektóre z koniugatów transporto
wane są następnie do apoplastu. Mimo braku 
odpowiedzi na te i szereg innych pytań, badania 
te jeszcze raz pokazują, że wakuole są metabo
licznie aktywnymi organellami a nie kompart- 
mentami służącymi jedynie do stałego czy przej
ściowego magazynowania substancji.

UWAGI KOŃCOWE

U zwierząt w  procesie detoksykacji zaanga
żowana jest głównie wątroba, natomiast u ro
ślin proces ten zachodzi zasadniczo we wszy
stkich komórkach organizmu. Wydaje się zatem 
całkowicie uzasadniony pogląd wysunięty nie
dawno przez SANDERMANNa (1994) przypisujący 
roślinom funkcję globalnego układu detoksyka
cji środowiska i przez analogię do „zielonych 
płuc” nazwanego „zieloną wątrobą”.

Poznawanie szlaków detoksykacji ksenobio
tyków u roślin ma wielkie znaczenie dla ludzi 
jako konsumentów produktów roślinnych. 
Aktualna wiedza na temat procesów detoksyka
cji ksenobiotyków u roślin wskazuje na konie
czność podejmowania szczegółowych badań po
święconych możliwości uwalniania przez enzy
my trawienne szkodliwych związków z produ
któw II etapu detoksykacji.

Badanie roślinnych układów uczestniczą
cych w detoksykacji ksenobiotyków staje się 
ważne również ze względu na możliwość wpły
wania za pośrednictwem metod inżynierii gene
tycznej na zmianę tolerancji roślin uprawnych 
względem określonych herbicydów. Pierwsze te
go rodzaju próby zostały już podjęte w doświad
czeniach nad transformowaniem tytoniu ge
nem GST z kukurydzy, co w efekcie doprowa
dziło do wystąpienia u tytoniu oporności na 
herbicyd (Thompson i współaut. 1998). W kon
tekście tych prób, można sobie również wyob
razić, że co najmniej w przypadku szczególnie 
wrażliwych roślin będzie można w przyszłości 
wpływać przy pomocy określonych manipulacji 
genetycznych na poprawę oporności względem 
ksenobiotykom.
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DETOXIFICATION AND COMPARTMENTATION OF XENOBIOTICS IN PLANT CELLS

Sum m ary

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