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ROSLINNA PIROFOSFORYLAZA UDP-GLUKOZY -
ENZYM NIEDOCENIANY

PLANT'S UDP-GLUCOSE PYROPHOSPHORYLASE —
AN UNDERESTIMATED ENZYME

Edyta LUKASZUK, Iwona CIERESZKO

Zaklad Fizjologii Roslin, Instytut Biologii, Uniwersytet w Bialymstoku

Streszczenie: Pirofosforylaza UDP-glukozy (UGPaza) jest enzymem powszechnie wystgpujacym u
roslin i odgrywa kluczowa rol¢ w wielu procesach zwiazanych z metabolizmem cukrowcéw oraz ich
pochodnych w komorkach roslinnych. Enzym ten katalizuje odwracalng reakcj¢ syntezy UDP-glukozy
i pirofosforanu nieorganicznego (PPi) z glukozo- 1-fosforanu i UTP. UDP-glukoza jest prekursorem wielu
cukrowcow i ich pochodnych, takich jak: sacharoza, skrobia, pektyny, celuloza. Z kolei drugim produk-
tem aktywnosci UGPazy jest PPi, jako alternatywne do ATP zrédlo energii dostarczajace wolnego Pi.
Najwigksza aktywnos¢ UGPazy zaobserwowano gltoéwnie w cytozolu. W dojrzatych lisciach UGPaza
jest enzymem uczestniczacym w syntezie sacharozy i innych cukrowcow (przy wspoélpracy syntazy
sacharozofosforanowej). W mtodych lisciach i niefotosyntetyzujacych tkankach bierze udziat w rozkta-
dzie sacharozy (przy udziale syntazy sacharozy). Ostatnie doniesienia wskazuja takze na rol¢ UGPazy
w rozwoju bielma nasion i pytku oraz biosyntezie sulfolipidéw w chloroplastach. UGPaza zaangazowa-
na jest rbwniez w proces okreslany jako ,,cold sweetening” wystgpujacy w bulwach ziemniakéw (nieko-
rzystny dla przetworstwa spozywczego). Na aktywnosé UGPazy wplywa wiele czynnikow zaréwno
wewngetrznych, jak i zewnetrznych. Oligomeryzacja enzymu stanowi wewngtrzny czynnik regulujacy
aktywnos$¢ enzymu. Zaobserwowano, ze aktywng forma enzymu w komorkach roslinnych jest mono-
mer, jakkolwiek UGPaza moze wystgpowac takze w innych formach. Uwarunkowania zewngtrzne, takie
jak: $wiatto, temperatura, sktadniki odzywcze, np. fosfor, zelazo, a takze dostgpnos¢ specyficznych
zwigzkow, np. sacharozy, mannozy, kwasu okadaikowego, zmieniaja zaréwno ekspresj¢ genow, jak i
zawartos$¢ biatka UGPazy. Warunki stresowe wyraznie zmieniaja ekspresje genéow Ugp i aktywno$é
enzymatycznag UGPazy oraz reguluja procesy syntezy/rozktadu sacharozy i innych cukrowcow. Zaob-
serwowano, ze redukcja aktywnosci UGPazy moze powodowac zmniejszenie zawartosci cukrow. Takie
modyfikacje w metabolizmie cukrowcow sa niezbgdne dla zdolnosci przystosowawczych rosliny do
zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiska. Z tego powodu UGPaza, ktora do niedawna uznawana byta za
enzym niespelniajacy kontrolnej roli w metabolizmie cukrowcéw, zyskala na znaczeniu. W ostatnich
latach nastapito poszerzenie wiedzy na temat pirofosforylazy UDP-glukozy, a zwlaszcza kontroli eks-
presji genéw kodujacych omawiany enzym, struktury bialka i regulacji aktywnosci enzymu pod wpty-
wem roéznych czynnikow stresowych. Prezentowana praca ma na celu krdtka charakterystyke pirofosfo-
rylazy UDP-glukozy i przedstawienie roli enzymu w procesach metabolicznych zachodzacych w ko-
morce roslinne;j.
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Stowa kluczowe: pirofosforylaza UDP-glukozy, ekspresja gendw, UDP-glukoza, metabolizm sacharozy,
warunki stresowe.

Summary: UDP-glucose pyrophosphorylase is a common plant enzyme and plays a key role in many
processes connected with carbohydrates metabolism in plant tissues. This enzyme catalyse the reversible
reaction of synthesis/degradation of UDP-glucose and inorganic pyrophosphate from glucose-1-pho-
sphate and UTP. UDP-glucose is the precursor of many carbohydrates like sucrose, starch, pectin,
cellulose. The second product of UGPase activity is PPi, the alternative to ATP energy donor which
supply Pi. The highest activity of UGPase was observed in cytosol. In mature leaves UGPase takes part
in synthesis of sucrose and other carbohydrates (in cooperation with sucrose phosphate synthase). In
sink tissues UGPase cooperates with sucrose hydrolytic enzyme — sucrose synthase in sucrose degrada-
tion. It seems that it also plays an important role in endosperm development and sulfolipids biosynthesis
in chloroplasts. UGPase plays role in cold sweetening of potato tubers, which were stored in cold
temperature, and that process is unfavourable in food industry. There are many external and internal
factors, which have an influence on UGPase genes expression and activity. Oligomerization is an internal
factor. UGPase could occur in few forms but only monomer is an active form in plant tissues. External
factors include environmental condition such as light, temperature, nutrient (phosphorus, iron) and other
factors like availability of sucrose, mannose or okadaic acid. Stress conditions significantly change expres-
sion of UGPase genes, enzyme activity and regulate sucrose and the other carbohydrates synthesis/
degradation. It was observed that reduction of UGPase activity had an visibly influence on sugars content.
Such modification in carbohydrates metabolism are essential to plant acclimatisation in changing environ-
mental conditions. That is the reason, why UGPase which was not perceived as an important enzyme in
carbohydrates metabolism, takes the value. In last few years the knowledge about UGPase has increased
— especially about control of genes expression, protein structure and enzyme activity regulation. This
review presents short description of role of UDP-glucose pyrophosphorylase in metabolic processes in
plant tissues.

Keywords: UDP-glucose pyrophosphorylase, gene expression, UDP-glucose, sucrose metabolism, stress
conditions.

1. WSTEP

Pirofosforylaza UDP-glukozy — UGPaza (urydylilotransferaza glukozo-fosforano-
wa, UTP: a-D-glukozo-1-fosfourydynotransferaza, EC 2.7.7.9) katalizuje odwracalng
reakcje syntezy urydynodifosforanu glukozy (UDP-glukozy) i pirofosforanu nieorga-
nicznego (PPi) [9, 12, 23, 50, 70]. Reakcja ta zachodzi w komodrkach roslinnych
podczas przeksztalcania triozofosforanow powstatych w procesie fotosyntezy (ryc.1)
do cukrow ztozonych i przebiega wedlug schematu:

Glukozo-1-fosforan + UTP <> UDP-glukoza + PPi

UDP-glukoza stanowi kluczowy zwiazek metabolizmu weglowodanowego, poczatek
wielu drog syntez cukrowcow i ich pochodnych [34]. Zsyntetyzowana UDP-glukoza
moze by¢ wykorzystana do tworzenia innych cukrow lub potaczen cukrow z biatkami
w metabolizmie sacharozy, skrobi, kalozy i innych zwiazkow niezbednych podczas
wzrostu i rozwoju roslin [33, 35, 73]. Drugi produkt — PPi odpowiedzialny jest w
glownej mierze za magazynowanie i przenoszenie energii metabolicznej [18, 72].
Aktywnos¢ pirofosforylazy UDP-glukozy wykryto w wigkszosci tkanek, komorek i
organelli roslinnych. UGPaza byla do niedawna uwazana za enzym wystepujacy zawsze
w nadmiarze i niespelniajacy istotnej funkcji w kontroli przeplywu zasymilowanego
wegla w kierunku syntezy sacharozy lub innych cukrowcow [34]. Ostatnie badania
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wskazuja, ze produkty reakcji katalizowanej przez UGPaze petnia kluczowa role w
metabolizmie cukrowcdw. Do tej pory w najwigkszym stopniu prowadzono badania
nad rola UGPazy w metabolizmie cukrowcow w bulwach ziemniakdéw przecho-
wywanych w niskich temperaturach, gdzie zachodzi zjawisko okreslane jako ,.cold
sweetening” lub ,,cold-induced sweetening” [48, 55, 70].

Obecne zainteresowanie pirofosforylaza UDP-glukozy wynika z poszerzenia
wiedzy na temat regulacyjnej roli UGPazy i jej wplywu na metabolizm cukrowcow
u roslin. Szczegdlnie interesujaca jest zdolnosé przystosowania UGPazy do zmienia-
jacych si¢ warunkow poprzez zmiang ekspresji genow oraz modyfikacje aktywnosci
enzymatycznej i zawartosci biatka. W ostatnich latach nastapito poszerzenie wiedzy
na temat mechanizmow regulujacych ekspresje gendw Ugp na poziomie transkryp-
cyjnym i potranslacyjnym oraz regulacji aktywnosci enzymatycznej zar6wno w
warunkach normalnych, jak i w warunkach streséw srodowiskowych.

2. LOKALIZACJA BIALKA ENZYMATYCZNEGO UGPazy

Pirofosforylaza UDP-glukozy wystepuje gléwnie w cytozolu komorek. Obecnosé
tego biatka wykryto réwniez we frakcjach blon komorkowych, retikulum endo-
plazmatycznym, strukturach Golgiego i amyloplastach. Biatko UGPazy zlokalizowano
w tkankach przewodzacych, zwlaszcza we floemie, w migkiszu palisadowym i
gabczastym [1, 34]. Aktywnos¢ UGPazy wykryto w lisciach, korzeniach, bulwach,
rozlogach, a takze we wloskach pokrywajacych epiderme i w rozwijajacych sie
nasionach [8, 10, 20, 34, 51, 52, 65]. Pirofosforylaza UDP-glukozy zostala wyizolowa-
na z wielu roslin, m.in. rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana L.),
ziemniaka (Solanum tuberosum L.), topoli (Populus tremula L.), ryzu (Oryza
sativa L.), cebuli zwyczajnej (Allium cepa L.), kukurydzy zwyczajnej (Zea mays
L.), gasterii brodawkowatej (Gasteria verrucosa Mill.), soi (Glycine sp. L.),
jeczmienia (Hordeum sp.L.), fasoli (Phaseolus sp. L.), petunii (Petunia sp. L.) [7,
11, 28, 29, 52, 65, 71].

3. STRUKTURA CZASTECZKI PIROFOSFORYLAZY UDP-GLUKOZY

Roslinna pirofosforylaza UDP-glukozy moze wystepowa¢ w formie monomeru,
dimeru, jak i polimeru, przy czym jedynie monomer stanowi aktywna forme enzymu
[21, 47, 49, 50]. Z kolei UGPaza wyizolowana z komoérek zwierzecych i drozdzy
przyjmuje obok formy monomerycznej i dimerycznej, rowniez forme oktameru i u
drozdzy forma ta jest réwniez aktywna [47, 60].

UGPaza jest biatkiem o masie molekularnej 50-55 kDa [2, 34]. Masa biatka
waha sie¢ w tych granicach w zaleznosci od gatunku ro$liny np. u Arabidopsis
51-53 kDa, u topoli 51 kDa, u ziemniaka 53 kDa [50, 52, 71]. Niewielkie roznice
w masie wystepuja takze w obrebie jednej rosliny, np. pirofosforylaza UDP-glukozy
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wyizolowana z lisci Arabidopsis ma mniejsza mas¢ niz ta, ktora otrzymano z tkanek
niefotosyntetyzujacych, np. korzeni [29, 50, 53]. Prawdopodobnie réznice w wielkosci
enzymu wynikaja z ufosforylowania albo procesu glikozylacji biatka [29, 53].

Pirofosforylaza UDP-glukozy wyizolowana z jeczmienia zlozona jest z domen:
N-koncowej, C-koncowej i centralnie zlokalizowanej podjednostki katalitycznej, w ktdrej
znajduje si¢ petla NB (ang. Nucleotide Binding loop) [21]. Kofaktorem niezbednym
do aktywnosci UGPazy jest magnez, ktory wiazany jest w petli NB [21]. Na koncu
petli NB znajduje si¢ Gly-91 oddziatujaca z reszta uracylowa UDP-glukozy [49].
C-koncowa domena prawdopodobnie zaangazowana w proces dimeryzacji [21]. Centrum
aktywne enzymu zawiera aminokwasy, ktore odgrywaja istotna rol¢ podczas aktywnosci
katalitycznej i tworzenia kompleksu enzym - substrat [49, 57, 80]. Aminokwasy te sa
odmienne dla réznych gatunkéw roslin, np. Lys-367 u ziemniaka, natomiast u
Arabidopsis Lys-360 i Lys-361 [47, 49, 53, 57, 77, 78, 80].

Na podstawie cDNA oszacowano, ze pirofosforylaza UDP-glukozy ztozona jest
w przypadku rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana L.) z 469—470 aminokwasow,
natomiast u topoli (Populus tremula L.) z 450 aminokwasow [29, 50].

4. 17Z02ZYMY PIROFOSFORYLAZY UDP-GLUKOZY

Pirofosforylaza UDP-glukozy moze wystgpowaé w postaci kilku izozymow o
niewielkich réznicach w sekwencji, wlasciwosciach kinetycznych i ruchliwosci
elektroforetycznej [3, 23, 24, 53, 70]. Wykryto dwa izozymy u Arabidopsis, trzy u
ziemniaka, ponadto wykryto takze izozymy u soi i ryzu [3, 4, 23, 53, 70].
Podobienstwo sekwencji pomigdzy dwoma izoformami UGPazy wyizolowanej z
Arabidopsis wynosito 93%, a réznice dotyczyly tylko 32 aminokwaséw [50, 53]. Roznice
migdzy izoenzymami zaleza prawdopodobnie od ekspresji r6znych alleli UGPazy i
potranslacyjnych modyfikacji [23, 24, 70]. Istnienie r6znych form izoenzymatycznych
pozwala na precyzyjna regulacje reakcji katalizowanej przez pirofosforylaze UDP-glukozy
w zaleznos$ci od potrzeb metabolicznych komérki i tkanki [3, 50, 53].

5. REGULACJA TRANSKRYPCJI GENOW KODUJACYCH UGPaze

Biatko enzymatyczne UGPazy jest kodowane przez jeden, dwa lub trzy geny Ugp
w zaleznosci od gatunku rosliny. U ziemniaka (Solanum tuberosum L.) i jgczmienia
(Hordeum vulgare L.) wystepuje tylko jeden gen kodujacy UGPaze [71]. U
Arabidopsis thaliana sa to dwa geny Ugpl i Ugp2 (gen At3g03250 oraz At5gl17310)
znajdujace si¢ na 3 i 5 chromosomie [31, 35, 52]. Ostatnie doniesienia wskazuja na
obecnos¢ trzeciego genu Ugp (At3g56040) u Arabidopsis [56]. U ryzu geny Ugp
znajduja si¢ na 9 i 2 chromosomie (gen Os09g0553200 oraz Os0120264100) [GenBank,
28, 80]. Wykryto réwniez dwa geny kodujace UGPazg¢ u topoli [50]. Geny UGPazy
sa wysoce homologiczne — réznica pomigdzy nimi znajduje si¢ w zasadzie tylko w
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dwodch miejscach, co przeklada si¢ na sekwencje aminokwasow w biatku. Geny
zawieraja 19-21 egzondw i 18-20 intronow. Geny sa réznej dtugosci — Ugpl ma
wielkos¢ 1,77 kb, natomiast Ugp2 1,66 kb [29, 50, 52].

Przeprowadzone badania z uzyciem mikromacierzy cDNA wskazuja na niejedna-
kowa ekspresje genéw Ugpl i Ugp2 w tkankach i organach roslinnych [51, 52].
Zaobserwowano wyzsza ekspresje Ugpl w ksylemie, floemie i stozku wzrostu i
lisciach topoli, podczas gdy Ugp2 ulega ekspresji gldwnie w kwiatach i korzeniu
[52]. W pordéwnaniu z genami syntazy sacharozy — innego enzymu, ktory bierze
udzial w procesie syntezy/rozktadu sacharozy, geny Ugp ulegaja u topoli mniejszej
ekspresji z wyjatkiem lisci, kwiatow i korzenia glownego. W zwiazku z tym geny
Ugpl w wigekszym stopniu wplywaja na formowanie $ciany komorkowej niz geny
Ugp2. Podobne wyniki otrzymano izolujac geny z ryzu [3, 4, 52, 79]. Badania
wskazuja rowniez na réznorodne funkcje genow Ugp u A. thaliana [51]. Ekspresja
genu Ugpl zwiazana jest z ekspresja genow zaangazowanych w metabolizm
cukrowcow oraz pdéznym stadium embriogenezy, natomiast Ugp2 wspoldziata z
genami, ktorych ekspresja zwiagzana jest z fotosynteza, odpowiedzig na czynniki
stresowe i zapylenie kwiatu [51].

Ekspresja genéw Ugp podlega wielostronnej regulacji przez czynniki biotyczne i
abiotyczne (tab. 1) [51]. Zaobserwowano rowniez dodatnig korelacje pomigdzy
ekspresja genow Ugp a aktywnoscia UGPazy [31]. Przeprowadzone badania nad
rzodkiewnikiem i topola wskazuja na silnie indukujacy wplyw sacharozy na ekspresje
gendw Ugp [8, 9, 10, 52]. Jest to interesujacy przyktad interakcji, poniewaz UGPaza
uczestniczy w syntezie sacharozy, a sacharoza reguluje aktywno$¢ enzymatyczna
UGPazy. Mannoza powoduje réwniez zwigkszenie ekspresji gendéw (jednakze w
mniejszym stopniu niz sacharoza). Inne zroédta wegla, takie jak: glukoza, deoksyglu-
koza czy mannitol, nie powoduja zwigkszenia ekspresji gendéw [7, 8, 10, 11, 50].
Zwigkszeniu ekspresji genow towarzyszy zwigkszenie ilosci biatka enzymatycznego
oraz aktywnosci enzymatycznej [10, 50].

Badano réwniez wplyw $wiatla na ekspresje genow Ugp, zawartos¢ biatka i
aktywnos$¢ enzymatyczna. Swiatlo wpltywa indukujaco na badane parametry, a
ekspresja genu Ugpl jest niemal dwukrotnie wyzsza niz genu Ugp?2 [10, 52]. Rosliny
przetrzymywane w ciemnosci nie wykazuja zwigkszonej ekspresji genow Ugp, ale
po podaniu sacharozy ich ekspresja byla rownie duza, jak u roslin rosnacych na
swietle, ktorym nie byla podawana sacharoza. Na tej podstawie mozna wnioskowac,
ze sacharoza moze niwelowa¢ hamujacy wptyw ciemnosci na ekspresje genow Ugp
[10, 52]. Z kolei wysokie natezenie promieniowania niweluje stymulujacy efekt
sacharozy, a ekspresja Ugp jest zblizona do kontroli niezaleznie od dostepu cukru,
prawdopodobnie na skutek nagromadzenia fotoasymilatow w lisciach [9, 12].

A. thaliana, poddany dziataniu niskiej temperatury (4°C) przez okres pieciu dni,
wykazuje rowniez zwigkszona ekspresje genow Ugp. Nawet jeden dzien ekspozycji
na zimno powoduje zwigkszenie ekspresji gendéw UGPazy [10]. Podobne wyniki
otrzymano na podstawie badan nad topola po siedmiu dniach ekspozycji na zimno —
zaobserwowano wyraznie zwigkszong ekspresje genu Ugpl, szczegdlnie w korzeniu
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TABELA 1. Zmiany ekspresji gendw Ugp w materiale roslinnym pod wplywem
dziatania réznych czynnikow zewngtrznych (wg [7], zmienione i uzupetnione)
TABLE 1. Changes in expression of Ugp gene in plant during stress conditions
(modified acc. to [7])

Czynnik Ekspresja Ugp |Roslina Literatura
Deficyt Pi + Arabidopsis [9,8,11]

+ Ryz [79]
Deficyt Fe 0 Arabidopsis [76]
Sacharoza (20-300 mM) + Topola [52]

+ Banan [2]

+ Arabidopsis [9.10]
Glukoza (100 mM) 0 Arabidopsis [8,10]
Mannoza (2—-5 mM) + Arabidopsis [8,9,11]

+ Topola [29]
Kwas okadaikowy (1-2 uM) |- Arabidopsis [10]
Etylen 0 Arabidopsis [11]

+ Banan [2]
ABA 0 Arabidopsis [10,11]
Zasolenie 0 Banan [2]

+ Ryz [66]
Swiatto + Arabidopsis [9]

+ Topola [52]
Chtod (1-10 dni) + Arabidopsis [10]

+ Topola [52]

+ Ryz [38]
Anoksja + Arabidopsis [10]
Susza + Arabidopsis [10]
Zranienie + Arabidopsis [10]

(+) indukcja; (-) obnizenie ekspresji; (0) brak efektu

i fodydze [52]. Podwyzszeniu ekspresji gendw towarzyszy rowniez wzmozenie
aktywnosci enzymatycznej oraz zwigkszenie zawartosci biatka [10, 38, 52].

Kwas abscysynowy (ABA) jest waznym czynnikiem sygnatowym bioracym udziat
w odpowiedzi roslin na dziatanie réznorodnych czynnikéw stresowych, m.in. stresu
spowodowanego niska temperatura. Zbadano wplyw chlodu i ABA na ekspresje
Ugp u rzodkiewnika [10]. Na podstawie badan stwierdzono, ze sam kwas
abscysynowy nie ma wplywu na indukcje Ugp. Badajac mutanty A. thaliana z
deficytem ABA (abal-5, aba2-1, aba3-1) i po ekspozycji na niska temperature
(5°C) zaobserwowano podobna ekspresje genow Ugp jak u kontroli — roslin typu
dzikiego poddanych dziataniu niskiej temperatury [10].

Deficyt fosforu w pozywce wywiera silnie indukujacy wptyw na ekspresje Ugp,
aktywnos¢ enzymatyczna UGPazy i zawartos¢ biatka [8, 11]. Przeprowadzono
badania kultur hydroponicznych rzodkiewnika z deficytem fosforu w pozywce oraz
mutantow o zmienionej gospodarce fosforanowej (phol i pho2) [8, 9]. Stres
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powodowal nie tylko zwigkszenie ekspresji genow i aktywnosci UGPazy, ale réwniez
zaburzenia w wewnatrzkomdrkowej puli Pi i weglowodanow [25, 45]. Dane te
zostaty potwierdzone analizami mikromacierzy DNA, w ktérych wzmozong ekspresje
genu UGPazy obserwowano w korzeniach ryzu z deficytem Pi oraz w lisciach
mutanta 4. thaliana pho3 o zaburzonej gospodarce fosforanowej [42, 79]. Oprocz
wzmozonej ekspresji genéw Ugp, zwiekszenia zawartosci i aktywnosci UGPazy
zaobserwowano rowniez zmiany w gospodarce weglowodanowej roslin — deficyt
Pi powodowal akumulacje glukozy i skrobi w lisciach, todydze i kwiatach oraz
sacharozy w lodydze i kwiatach A. thaliana [8]. Zmianom tym towarzyszylo
zwigkszenie ekspresji Ugp w lisciach, a aktywno$¢ UGPazy podczas deficytu Pi
we wszystkich badanych organach byla wyzsza w poréwnaniu z kontrolg [8].

Zbadano rowniez wplyw deficytu Pi na UGPazg przy zmienionej gospodarce ABA z
wykorzystaniem mutantdw aba2-1, abal-5 o obnizonej zawartosci/synteziec ABA oraz
aba3-1 o wyzszej zawartosci ABA niz u pozostalych mutantow [8, 11]. Badania te
wykazaly zwiekszona ekspresje genéw Ugp u roslin rosnacych na pozywce z deficytem
Pi w poréwnaniu z mutantami aba u ro$lin rosnacych na pelnych pozywkach (u ktérych
nie zaobserwowano jakiegokolwiek wplywu ABA na ekspresje Ugp) [8, 11].

Podobne analizy wykonano z wykorzystaniem mutantéw etylenowych, u ktérych
stwierdzono, ze etylen nie wywiera wplywu na ekspresj¢ genow Ugp [8, 11].
Doswiadczenia wykonane na bananowcu (Musa sp. L.) wskazuja na zwiekszenie
zawarto$ci UGPazy pod wplywem dziatania etylenu [cyt. za 2]. Moze to rdéwniez
sugerowacé, ze rosliny te pod wptywem zranienia rowniez powinny wykazywac zwiekszona
zawartos¢ i ekspresje genow, poniewaz zranienie indukuje m.in. synteze etylenu.

Deficyt zelaza nie wplywa znaczaco na pirofosforylaze UDP-glukozy, mimo ze
zauwazalny jest wzrost aktywnosci innych enzymow bioracych udziat w metabolizmie
glukozy, co pokazuja doswiadczenia z uzyciem mikromacierzy. Dotyczy to zwlaszcza takich
enzymow, jak: heksokinaza (EC 2.7.1.1), izomeraza glukozo-6-fosforanu (EC 5.3.1.9) czy
aldolaza fruktozo-bis-fosforanu (EC 4.1.2.13) [76]. Nie zaobserwowano indukcji ekspresji
gendw UGPazy lub byla ona niewielka u roslin poddanych innym czynnikom stresowym,
takim jak: stres osmotyczny, anoksja lub susza [7, 10, 29, 35, 50].

Kwas okadaikowy (OKA) jest inhibitorem specyficznych fosfataz biatkowych:
fosfatazy 1 (PP1) i fosfatazy 2A (PP2A). Specyficzne fosfatazy wplywaja na
aktywnos$¢ innych enzymow, w tym bioracych udziat w metabolizmie cukrow [58,
67]. Badania nad wplywem OKA na ekspresje Ugp u Arabidopsis wskazuja, ze
powoduje on zahamowanie ekspresji gendw zaré6wno po egzogennym podaniu
sacharozy, jak i przy deficycie fosforu w pozywce [9, 10, 35]. Z drugiej strony,
OKA stymuluje ekspresj¢ Sus! — genu kodujacego synteze sacharozy [8].

6. REGULACJA AKTYWNOSCI UGPazy

Reakcje enzymatyczne stanowia zlozony uktad procesow biochemicznych, na
ktory wplywa wiele czynnikdéw fizycznych i chemicznych, takich jak: stgzenie
enzymu, stezenie substratu, temperatura, pH itd. Aktywnos¢ UGPazy regulowana
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jest przez dostepnosé podstawowych substratow katalizowanych reakcji, zwlaszcza
podczas syntezy sacharozy oraz niektore czynniki stresowe (ryc. 1). Inhibitorem
enzymu jest UDP-glukoza. W zaleznosci od stgzenia hamujaco lub stymulujaco moze
wptywac PPi, ATP i UTP [34]. Zatem UGPaza moze samodzielnie regulowac swoja
aktywnos¢ przez zwigkszenie lub ograniczenie syntezy UDP-glukozy i PPi [23, 34].

Reakcja syntezy/rozktadu UDP-glukozy, katalizowana przez pirofosforylaze UDP-
glukozy, zalezy od stanu metabolicznego komorki i jest catkowicie odwracalna [7,
8, 29, 50, 53]. Zachodzi ona w obecnosci jonow dwuwartosciowych, zwlaszcza jonow
magnezu (Mg”"), ktére w niskich stezeniach moga czesciowo by¢ zastapione przez
jony manganu (Mn®") [34]. Badania nad UGPaza wyizolowana z komdrek
Escherichia coli wskazuja, ze w reakcji tej biora udzial dwa jony magnezu, ktére
przylaczaja si¢ do PPi i UTP tworzac kompleksy stanowiace substraty reakcji [77,
78]. Inhibitorem jest wolny UTP, ktory hamuje tworzenie kompleksow Mg*" z
substratami [34]. Nie zaobserwowano jednak, aby inkubacja z magnezem (1-5 mM)
wplywala na oligomeryzacje, a tym samym na aktywnos$¢ enzymu [47].

Zasadniczym mechanizmem regulujacym aktywno$¢ UGPazy jest oligomeryzacja.
Forma aktywna enzymu jest monomer [24, 47, 49]. Dimeryzacja enzymu modyfikuje
srodowisko strukturalne miejsca aktywnego, co prowadzi do jego blokady [33]. W
badaniach nad UGPaza wyizolowana z jeczmienia stwierdzono, ze oligomeryzacja
zachodzi w zaleznosci od zmian w hydrofobowosci, od ilosci biatka i jest mechaniz-
mem kontrolujacym nie tylko aktywnos$¢ enzymu, ale by¢ moze réwniez calego szlaku
biosyntezy sacharozy [35, 50, 53].

Badania wlasciwosci i regulacji UGPazy u drozdzy wykazaly, ze aktywnos¢
enzymu uwarunkowana jest jego fosforylacja przez kinaz¢ Ser/Thr [34 i literatura
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RYCINA 1. Kontrola aktywnosci enzymatycznej UGPazy w materiale roslinnym pod wplywem dziatania
endogennych i egzogennych czynnikdéw stresowych

FIGURE 1. Control of UGPase enzymatic activity in plant during endogenic and egzogenic stress condi-
tions
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tam cytowana]. Fosforylacja powoduje zmniejszenie aktywnosci UGPazy. Podobne
wyniki otrzymano w doswiadczeniach nad szpinakiem (Spinacia oleracea L.) [62].
Miejscem przytaczenia kinazy Ser/Thr u szpinaku jest Ser-11. Mutacja prowadzaca
do zamiany seryny w alanine powoduje znaczne zmniejszenie aktywnosci enzyma-
tycznej biatka [62]. Inne badania nad pirofosforylaza UDP-glukozy wskazuja na
najwyzsza aktywnos$¢ enzymu w srodowisku lekko zasadowym, w pH 7,5-8,5. Z
kolei u glonu Acetabularia aktywno$¢ enzymu podlega kontroli przez swiatlo
niebieskie [34 i literatura tam cytowana].

W literaturze wystepuja rozne doniesienia na temat wptywu aktywnosci enzyma-
tycznej UGPazy na wzrost i metabolizm roslin. Znaczny spadek aktywnosci
enzymatycznej nie powoduje jakichkolwiek efektow fenotypowych, moze jedynie
powodowaé zmniejszenie stezenia cukrow u Arabidopsis oraz w bulwach ziemnia-
kéw [cyt. za 29, 34] lub nie zmienia poziomu cukréw [50]. Zmianom aktywnoSci
pirofosforylazy UDP-glukozy towarzysza réwniez zmiany biomasy w przypadku
tytoniu oraz zmiany w metabolizmie cukrowcow tej rosliny [13, 14].

7. FUNKCJE UGPazy W KOMORKACH ROSLINNYCH

Pirofosforylaza UDP-glukozy jest enzymem niezbgdnym do syntezy sacharozy
w lisciach [20, 73]. Enzym ten wlaczony jest takze w proces degradacji sacharozy
z przeniesieniem szkieletéw weglowych do syntezy skrobi, w biosynteze celulozy i
kalozy oraz metabolizm cukrowcéw w bulwach ziemniakow przechowywanych w
niskich temperaturach [15, 59, 63, 70]. Ostatnie doniesienia wskazuja rowniez na
istotng role UGPazy podczas wytwarzania bielma i pytku [32, 80]. Nie jest to typowo
roslinny enzym, wystgpuje on rowniez u zwierzat, u ktdrych bierze udziat w procesie
glikolizy, gdzie zsyntetyzowana UDP-glukoza stanowi substrat podczas syntezy
glikogenu [27, 29].

W najwiekszym stopniu UGPaza zaangazowana jest w procesie syntezy sacharozy
w cytozolu komorek fotosyntetyzujacych, gdzie katalizuje reakcje przemiany glukozo-
1-fosforanu do UDP-glukozy, przy udziale energii pochodzacej z UTP (ryc. 2) [23,
43, 73]. Reszta glukozy z UDP-glukozy przenoszona jest na fruktozo-6-fosforan.
W wyniku tego procesu przy udziale syntazy sacharozofosforanowej (SPS, EC
2.4.1.14) powstaje fosfosacharoza [5, 7, 29, 44]. Zsyntetyzowana sacharoza jest
rozktadana z udziatem inwertazy do glukozy i fruktozy lub przez syntaze sacharozy,
do UDP-glukozy i fruktozy [63, 73]. Wyprodukowana w lisciach sacharoza jest w
wigkszosci transportowana floemem do miejsc zuzycia, np. korzeni, peddéw kwiato-
wych. UGPaza wspotpracujac z SPS w produkcji sacharozy w liSciach posrednio
moze uczestniczy¢ w zatadunku floemu [5, 7, 29, 44, 61].

UDP-glukoza jest prekursorem skrobi w plastydach i chloroplastach (ryc. 2, 3),
a jej synteza polaczona jest z aktywnoscia cytozolowej pirofosforylazy ADP-glukozy
(AGPazy, EC 2.7.7.27) [54, 69, 75]. Poziom podstawowego sktadnika pierwszego
etapu syntezy skrobi — glukozo-1-fosforanu, reguluje UGPaza [20, 34, 80]. W kolejnej
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RYCINA 2. Przemiany cukrow powstatych w komorce fotosyntetyzujacej (wg [7, 12], zmodytikowane):
1, 6 —aldolaza, 2,7 — fruktozo-1,6-bisfosfataza, 3,8 —izomeraza, 4,9 — fosfoglukomutaza, 5 — pirofosforylaza
ADP-glukozy, 10 — dehydrogenaza UDP-glukozy, 11 — dekarboksylaza UDP-glukuronianowa, 12 —
epimeraza, 13 —syntaza sacharozy; Triozo-P — triozo-fosforany, Fru-1,6-BP — fruktozo-1,6-bisfosforan,
Fru-6-P — fruktozo-6-fosforan, Glu-6-P — glukozo-6-fosforan, ADP-Glu — ADP-glukoza, UDP-Glu —
UDP-glukoza, Glu-1-P — glukozo-1-fosforan, UDP-Gal — UDP-galaktoza, UDP-GluA — UDP-glukuronian,
UDP-Xyl — UDP-ksyloza

FIGURE 2. Sugar transformation in source tissues (modified acc. to [7, 12]): 1, 6 —aldolase, 2,7 — fructose-
1,6-bisphosphatase, 3,8 — izomerase, 4,9 — phosphoglucomutase, 5 — ADP-glucose pyrophosphorylase,
10 — UDP-glucose pyrophosphorylase,11 — UDP-glucose dehydrogenase, 12 — UDP-glucuronic decar-
boxylase,13 — epimerase, 14 — sucrose synthase; Triose-P —triose phosphate, Fru-1,6-BP — fructose-1,6-
bisphosphate, Fru-6-P — fructose-6-phosphate, Glu-6-P — glucose-6-phosphate, ADP-Glu — ADP-
glucose, UDP-Glu — UDP-glucose, Glu-1-P — glucose-1-phosphate, UDP-Gal — UDP-galactose,
UDP-GluA — UDP-glucuronic acid, UDP-Xyl — UDP-xylose

reakcji nastepuje konwersja UDP-glukozy do ADP-glukozy z udziatem AGPazy [21,
68, 69]. Nastepnie syntaza skrobi (SS, EC 2.4.1.21) katalizuje reakcje przeksztalcenia
ADP-glukozy do skrobi, ktora zostaje zakumulowana w amyloplastach i chloroplas-
tach [20, 54, 75]. Szacuje si¢, ze w tkankach niefotosyntetyzujacych okoto 70%
sacharozy powstatej podczas fotosyntezy jest wykorzystana do biosyntezy skrobi w
reakcji zaleznej od PPi, katalizowanej przez AGPaze¢ [16, 17].
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RYCINA 3. Szlak degradacji sacharozy i przemiany powstatej UDP-glukozy w réznych procesach
metabolicznych w komorce niefotosyntetyzujacej (wg [41, 46], zmodyfikowany): 1 —syntaza sacharozy,
2 — pirofosforylaza ADP-glukozy (cytozolowa), 3 — pirofosforylaza ADP-glukozy (plastydowa), 4 —
fosfoglukomutaza (cytozolowa), 5 — syntaza trehalozo-6-fosforanu, 6 — fosfataza trehalozo-6-fosforanu,
7 —trehalaza, 8 — syntaza celulozy, 9 — syntaza skrobiowa 10 — dehydrogenaza UDP-glukozy; UDP-Glu
— UDP-glukoza, ADP-Glu — ADP-glukoza, Glu-1-P —glukozo-1-fosforan, Glu-6-P — glukozo-6-fosforan,
Tre-6-P — trehalozo-6-fosforan, UDP-Gal — UDP-galaktoza, UDP-Gal-A — UDP-galakturonian,
UDP-Xyl — UDP-ksyloza, UDP-Ara — UDP-arabinoza

FIGURE 3. Sucrose degradation in sink tissues (modified acc. to [41, 46]): 1 — sucrose synthase,
2 — cytosolic ADP-glucose pyrophosphorylase, 3 — plastid ADP-glucose pyrophosphorylase ,
4 — fosfoglucomutase, 5 — trehalose-6-phosphate synthase, 6 — trehalose-6-phosphate phosphatase,
7 —trehalase, 8 — cellulose synthase, 9 — starch synthase, 10 — UDP-glucose dehydrogenase, 11 — UDP-
glucose pyrophosphorylase; UDP-Glu — UDP-glucose, ADP-Glu — ADP-glucose, Glu-1-P — glucose-1-
phosphate, Glu-6-P — glucose-6-phosphate, Tre-6-P — trehalose-6-phosphate, UDP-Gal — UDP-galac-
tose, UDP-Gal-A — UDP-galacturonic acid, UDP-Xyl — UDP-xylose, UDP-Ara — UDP-arabinose

UDP-Gal-A

W cytozolu komérek niefotosyntetyzujacych sacharoza jest wykorzystywana w
procesie oddychania, do syntezy polisacharydow strukturalnych i materialéow zapaso-
wych (ryc. 3) [19, 30, 73, 74]. W tkankach, takich jak: korzenie, bulwy czy kwiaty,
pirofosforylaza UDP-glukozy wlaczona jest w degradacj¢ sacharozy [35, 46]. W
procesie tym UDP-glukoza powstaje z rozktadu skrobi w reakcji katalizowanej przez
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syntazg sacharozy (SuSy, EC 2.4.1.13) [7, 11, 18, 35, 37]. SuSy hydrolizuje sacharoze
do fruktozy i UDP-glukozy, ktora moze by¢ dalej przeksztatcona przez UGPaze do
glukozo-1-fosforanu wykorzystywanego np. do syntezy celulozy, kalozy lub w reakcji
glikolizy (ryc. 3) [7, 17, 37].

Syntaza sacharozy zwiazana z plazmolema odpowiada za dostarczanie UDP-
glukozy do kompleksu enzymatycznego syntazy celulozowej podczas produkcji
celulozy i innych polisacharydéw s$cian komoérkowych (ryc. 2, 3) [15, 30, 36].
Badania na topoli wskazuja, ze aktywnos¢ enzymatyczna pirofosforylazy UDP-glu-
kozy wzrasta podczas formowania Sciany komorkowej, co sugeruje, Zze enzym ten
jest niezbedny podczas syntezy celulozy i wspotpracuje z kompleksem syntazy
celulozy [14, 26]. Celuloza i kaloza sa produkowane z UDP-glukozy bezposrednio
w plazmolemie, podczas gdy inne sacharydy strukturalne, np. hemiceluloza, pektyny,
ksyloza, galaktoza, sa syntetyzowane w strukturach Golgiego i pdzniej transportowane
na zewnatrz plazmolemy przez transport pecherzykowy [4, 35, 36, 41, 59].

UGPaza odgrywa kluczowsa role podczas rozwoju bielma nasion oraz pytku u
ryzu [4, 28, 32, 80]. UDP-glukoza, bedaca produktem katalizowanej przez UGPaze
reakcji, jest waznym metabolitem bioracym udzial w syntezie polisacharydow
budujacych sciang komdrkowa oraz syntezie skrobi bielma i pytku, a mutacja genu
kodujacego UGPaze powoduje niemal catkowity zanik pylku oraz kredowatos¢ bielma
nasion [4, 28, 80].

Ostatnie doniesienia wskazuja roéwniez na udzial chloroplastowej UGPazy w
biosyntezie sulfolipidow budujacych btony tylakoidow [56]. UGPaza katalizuje
pierwszy etap syntezy z wytworzeniem UDP-glukozy, ktora nastgpnie przez syntaze
UDP-SQ (SQDI1, EC 3.16.1.1) i syntaze sulfolipidowa (SQD2, EC 2.4.1.-)
przeksztatcana jest do sulfolipidu SQDG [56].

Alternatywna droga syntezy UDP-glukozy odbywa si¢ przy udziale pirofosforylazy
UDP-cukrowej (EC 2.7.7.64). Wykazuje ona szeroka specyficznos¢ substratowa do
monosacharydow 1-fosforanowych [22, 39, 40]. Enzym ten katalizuje odwracalne
reakcje, w ktorych powstaje odpowiednio oprocz UDP-glukozy takze UDP-galaktoza,
kwas UDP-glukuronowy, UDP-ksyloza i UDP-arabinoza, wykorzystywane podczas
syntezy glikolipidow, glikoprotein i elementow $ciany komérkowej [22, 39, 40].

Czynniki stresowe wplywajace na rosliny powoduja czesto zwigkszenie ekspres;ji
genéw UGPazy (tab. 1), stezenia biatka enzymatycznego i jego aktywnosci. To z
kolei powoduje zwiekszenie syntezy sacharozy i nagromadzenie cukrow w komor-
kach [2, 8, 10, 12, 42, 51, 52, 79]. Nadmiar cukréw odgrywa role w mechanizmach
obronnych roslin przed niekorzystnymi warunkami srodowiska, poniewaz stanowia
one swoisty magazyn wegla, petnia rolg osmoregulatordéw i krioprotektantow oraz
czastek sygnatowych [5, 6, 7, 61]. Nagromadzenie cukréw moze prowadzi¢ rowniez
do ochrony aparatu fotosyntetycznego, poniewaz wplywaja one na zmniejszenie
aktywnosci fotosyntetycznej i zwiekszenie intensywnosci oddychania. Wzrost stezenia
sacharozy lub glukozy powoduje zahamowanie ekspresji niektorych genow koduja-
cych biatka uczestniczace w fotosyntezie [6, 9, 61].

W bulwach ziemniakdw, przechowywanych w temperaturze 8°C, UGPaza bierze
udzial w procesie polegajacym na gromadzeniu si¢ cukrow redukujacych powodujacych
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stodkawy smak ziemniakdw, stad angielska nazwa dla tego procesu ,,cold sweetening”
lub ,,cold-induced-sweetening” [35, 55, 70, 71]. UGPaza katalizuje pierwszy etap reakcji
prowadzacej bezposrednio do syntezy heksoz (glukozy i fruktozy) z udzialem donorow
glukozylowych, UDP-glukozy. Nastgpnie, przy udziale SPS, UDP-glukoza jest
przeksztalcana do sacharozy. Taka akumulacja cukrow nie jest korzystna w przetworstwie
spozywczym, poniewaz powoduje stodkawy smak ziemniakéw. Ponadto podczas smazenia
frytek zachodzi reakcja pomiedzy grupami aldehydowymi nagromadzonych cukrow
redukujacych i grupami aminowymi aminokwaséw (tzw. reakcja Maillarda), ktéra
powoduje nadmierne ciemnienie frytek [55, 70, 71].

Drugim produktem reakcji katalizowanej przez UGPaze jest PPi, ktorego gtéwnym
zadaniem jest dostarczanie energii potrzebnej m.in.do degradacji sacharozy [17, 43].
PPi bierze udziatl w reakcjach fosforylacji przy udziale pomp protonowych zaleznych
od pirofosforanu, degradacji sacharozy przez SuSy, UGPaze¢ i fruktokinaze oraz
wlaczeniu w glikolize fruktozo-6-fosforanu (PFP) [43, 72]. PPi moze by¢ dodatkowym
zrdédlem wolnego Pi, jak tez uczestniczy¢ w reakcjach metabolicznych zamiast ATP,
ktérego poziom obniza si¢ w warunkach stresowych, np. podczas deficytu fosforu
[7]- Rozszezepienie PPi do nieorganicznego fosforanu (Pi) zachodzi na terenie komorki,
a reakcje t¢ katalizuje nieorganiczna pirofosfataza (PPaza, EC 3.6.1.1) [64]. Powstaly
w tej reakcji Pi jest nastepnie usuwany przez PPazg do cytozolu przez specjalne
przenosniki Pi lub bezposrednio przez przenosniki bez udziatu enzymu [43, 64].

PODSUMOWANIE

Pirofosforylaza UDP-glukozy jest $cisle zwiazana z metabolizmem weglowodandw
w komorkach roslinnych, odpowiedzia roslin na endogenne i egzogenne czynniki
stresowe oraz morfogeneza roslin. Pirofosforylaza UDP-glukozy podlega wielostronnej
regulacji na poziomie transkrypcji oraz zmian potranslacyjnych, co pozwala na
precyzyjna regulacje aktywnosci enzymatycznej w warunkach zmieniajacych sig¢
czynnikéw zewnetrznych i wewnetrznych oddzialujacych na komorki roslinne. UDP-
glukoza powstata podczas reakcji katalizowanej przez omawiany enzym stanowi
gldwna, zaktywowana forme cukru, stanowiaca substrat wielu reakcji w komorce,
zwlaszcza podczas szlaku biosyntezy/rozktadu sacharozy odgrywajacego istotng role
w metabolizmie roslin. PPi jako drugi produkt reakcji katalizowanej przez UGPaze
wykorzystywany jest do przemian metabolicznych dostarczajac Pi.
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