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Streszczenie: Komórkowy system detoksykuj¹cy organiczne ksenobiotyki obejmuje trzy fazy. W ka¿dej
z nich uczestniczy szereg enzymów, które w zale¿no�ci od charakteru degradowanego zwi¹zku organicz-
nego prowadz¹  do jego przekszta³ceñ. Enzymami fazy pierwszej, a wiêc bioaktywacji s¹ g³ównie
polisubstratowe monooksygenazy (ang. PolySubstrate MonoOxygenase), monooksygenazy flawinowe
(FMO) oraz enzymy wykazuj¹ce aktywno�æ hydrolityczn¹ i oksydoredukcyjn¹. Indukcjê tych enzy-
mów pod wp³ywem ksenobiotyku potwierdzaj¹ badania prowadzone metod¹ SAGE (ang. Serial Analy-
sis of Gene Expression). Produkty fazy pierwszej staj¹ siê substratami fazy drugiej, a wiêc fazy koniuga-
cji z endogennym substratem. Sprzêganie z cukrowcem katalizuj¹ UDP-zale¿ne transferazy, z amino-
kwasem � N-acetylo transferazy (ACT), natomiast z glutationem �  najbardziej zró¿nicowana podzielona
na 5 klas i maj¹ca ponad 20 form izoenzymatycznych rodzina transferaz glutationowych (GST). Trans-
port powsta³ych koniugatów przez tonoplast prowadzi grupa Mg i ATP-zale¿nych transporterów (ang.
ATP-binding Casette). Ksenobiotyki zgromadzone w wakuoli podlegaj¹ dalszym modyfikacjom pod
wp³ywem peroksydaz i karboksypeptydaz. Poza enzymami uczestnicz¹cymi w trzech fazach detoksy-
kacji zwi¹zków organicznych w procesie ich degradacji, wa¿ny jest enzymatyczny system obrony
antyoksydacyjnej komórki warunkuj¹cy stopieñ tolerancji ro�liny na stres zwi¹zany z zanieczyszcze-
niem organicznym.

S³owa kluczowe: detoksykacja, zanieczyszczenia organiczne, fitoremediacja.

Summary: The cell system that detoxificates organic xenobiotics comprises three stages. Each of them
involves a number of enzymes that, depending on the character of the degraded organic compound, lead to
its transformations. The enzymes of the first stage � bioactivation � are generally polysubstrate mono-
oxygenases, flavine-containing monooxygenases (FMO), and the enzymes showing hydrolytic and oxido-
reductive activity. Induction of the enzymes influenced by xenobiotic has been confirmed by the SAGE
studies (Serial Analysis of Gene Expression). The products of the first stage become the substrates of the
second stage, that is the stage of conjugation with endogenous substrate. Couplings with glucose catalyze
the UDP-dependent transferases with the aminoacid-N-acetyl transferase (ACT), while those with gluta-
thione � the most diversified divided into 5 classes and consisting of 20 isoenzymatic forms � the
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glutathione transferase family (GST). The transport of the resulting conjugates through tonoplast is led
by the Mg group and ATP-dependent transporters (ATP-binding Casette). The xenobiotics accumulated
in a vacuole are further modified under the influence of peroxidases and carboxypeptidases.  Except for the
enzymes involved in the three stages of detoxification of organic compounds, there is an enzymatic
system for cell antioxidative protection, conditioning the level of plant tolerance to stress caused by
organic contamination, which is also very important in the degradation process.

Key words: detoxification, organic pollutants, phytoremediation.

1. WSTÊP

 Komórka ro�linna stanowi wysoce skuteczny i wydajny system unieczynniania
niebezpiecznych zwi¹zków chemicznych. Ta zdolno�æ do ochrony i obrony przed
negatywnym dzia³aniem ksenobiotyków ma znaczenie, miêdzy innymi, w kontek�cie
zjawiska odporno�ci na herbicydy i jest podstaw¹ fitoremediacji [16]. Nale¿y zauwa-
¿yæ, ¿e substancje zanieczyszczaj¹ce �rodowisko s¹ przewa¿nie wytworami cz³o-
wieka i pojawi³y siê dopiero stosunkowo niedawno w skali procesów ewolucyjnych,
daj¹c ro�linom ograniczon¹ mo¿liwo�æ rozwoju mechanizmów obrony przed ich
toksycznym dzia³aniem � poza ju¿ wykszta³conymi. Dzia³aj¹ one przeciwko natural-
nym ksenobiotykom, tzn. zwi¹zkom produkowanym przez ró¿ne gatunki lub powsta-
j¹cym w wyniku po¿arów lasów itp. procesów zachodz¹cych, odk¹d pojawi³y siê
ro�liny wy¿sze. Biotransformacje, degradacje zanieczyszczeñ w organizmach ¿ywych
czêsto przebiegaj¹ w tych samych warunkach, co �normalny� metabolizm, aktywne
s¹ takie same enzymy. Detoksykacjê (przekszta³canie toksycznych substratów w
nieaktywne biologicznie pochodne) odró¿nia to, ¿e obiekty tych przemian nie stanowi¹
dla autotroficznej komórki ro�linnej �ród³a budulca (wêgla i azotu) ani energii
[15,19,32]. Kiedy zauwa¿ony zosta³ ten olbrzymi potencja³ i analogie do systemu
odtruwania opisanego dla organizmów zwierzêcych (na poziomie metabolitów, klas
enzymów i sekwencji cDNA) � powsta³ tzw. model zielonej w¹troby (ang. green
liver concept), dotycz¹cy losów ksenobiotyków w komórkach ro�lin [33]. Ich
w³¹czenie w pewien cykl przemian ma na celu umo¿liwienie bardzo restrykcyjnej
dystrybucji w przedzia³ach organizmu. Zmniejsza siê biologiczny czas pó³trwania
cz¹stek toksycznych, przez co skraca siê te¿ czas ekspozycji ro�liny na ten czynnik
i jego akumulacja. Osi¹gane jest to, miêdzy innymi, przez obni¿enie zdolno�ci
zanieczyszczeñ do rozmieszczenia w b³onach poprzez zwiêkszenie ich rozpuszczal-
no�ci w wodzie [5]. Ca³kowita degradacja zwi¹zków organicznych (mineralizacja)
w komórkach zachodzi rzadko, natomiast produkty biotransformacji, bêd¹ce frag-
mentami cz¹steczek macierzystych mog¹ byæ wykorzystywane np. przy syntezie
aminokwasów albo sprzêgane z naturalnymi sk³adnikami ro�lin [32].
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2.  FAZY DETOKSYKACJI KSENOBIOTYKÓW
W KOMÓRKACH RO�LINNYCH

 W procesie detoksykacji mo¿na wyró¿niæ kilka faz, charakteryzuj¹cych siê
udzia³em ró¿nych klas enzymów, przeznaczeniem i w³a�ciwo�ciami produktów ich
reakcji . Zazwyczaj s¹ to trzy g³ówne etapy: I bioaktywacja � ods³oniêcie lub
wygenerowanie w ksenobiotyku reaktywnych grup chemicznych (poprzez dzia³anie
hydrolityczne, oksydoredukcyjne lub tym podobne), co przygotowuje zwi¹zek do
faktycznej detoksykacji w fazie II; II koniugacja z endogennym substratem �
co czyni zwi¹zek mniej niebezpiecznym (zazwyczaj elektrofilowe zwi¹zki zanieczysz-
czaj¹ce stanowi¹ zagro¿enie dla nukleofilowych sk³adników komórki) i bardziej
hydrofilnym, nastêpnie III faza s³u¿y usuniêciu z cytozolu takich zinaktywowanych
pochodnych; III faza kompartmentacji � zachodzi w niej przetransportowanie
koniugatów do wakuoli lub apoplastycznych przedzia³ów komórki (nie ma wielkich
mo¿liwo�ci wydalania jak u zwierz¹t i niektórych ro�lin wodnych), jest to proces
aktywny, katalizowany przez usytuowane w b³onach komórkowych pompy ATP-
zale¿ne. Pozwala on na bezpieczne zdeponowanie pochodnych toksyn oraz ich
ewentualny dalszy rozk³ad (ryc.1) [5,15,16].

RYCINA 1. Mechanizm tolerancji zanieczyszczeñ organicznych w komórce ro�linnej (zmodyfikowano
wg [16])
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3. KOMÓRKOWE SYSTEMY ENZYMATYCZNE I ICH UDZIA£
W DEGRADACJI ZWI¥ZKÓW ORGANICZNYCH

W�ród enzymów I fazy detoksykacji najwa¿niejsz¹ rolê pe³ni¹ polisubstratowe
monooksygenazy (E.C.1.14.14.1, ang. PolySubstrate MonoOxygenase; PMSO,
inaczej oksydazy o funkcji mieszanej). Tworz¹ one z³o¿one uk³ady katalityczne, w
których sk³ad wchodz¹: cz¹steczki cytochromu P-450 i reduktazy NADPH-cyto-
chrom P-450, zlokalizowane we frakcji mikrosomalnej komórki oraz wystêpuj¹ce
w postaci rozpuszczonej w cytoplazmie. Reduktaza cytochromowa (E.C.1.6.2.4) jest
flawoprotein¹, nie ma form izoenzymatycznych [19,32,39]. W przeciwieñstwie do
niej cytochrom P-450 mo¿e wnosiæ do sk³adu PSMO ponad 20 izoform. Jest on
hemoprotein¹, maj¹c¹ w strukturze tak¿e grupê tiolow¹. Drugi cz³on nazwy pochodzi
od warto�ci absorbancji zredukowanej formy enzymu, a jego masa cz¹steczkowa
to ok. 55 kDa [16,19]. Podstawowe reakcje katalizowane przez systemy wspó³dzia-
³aj¹ce z cytochromami P-450 wi¹¿¹ siê z wprowadzeniem tlenu do cz¹steczki
substratu. No�nik tlenu to grupa prostetyczna � pochodna protoporfiryny IX z
centralnie po³o¿onym jonem Fe3+ [36]. Ogólnie bilans sumaryczny przekszta³cenia
zachodz¹cego z udzia³em PSMO mo¿na przedstawiæ w postaci nastêpuj¹cego
równania: XH + NADPH + H+ + O

2 
 →   XOH + NADP+ + H

2
O [16,19].

Jego istot¹ jest przeniesienie (w dwóch oddzielnych reakcjach) dwóch pojedynczych
elektronów (w postaci jonu wodorkowego, z NADPH) do kompleksu substrat -
cytochrom P-450 - tlen (w wyniku sprzê¿enia cytochromu z reduktaz¹) i aktywacja
cz¹steczki O

2
, która ulega rozpadowi, gdzie jeden atom s³u¿y do utlenienia

ksenobiotyku, a drugi do utworzenia cz¹steczki wody (ryc. 2) [36,41]. Z biegiem
lat  w  ka¿dej klasie organizmów odkrywano coraz  wiêcej genów cytochromów

RYCINA 2. Schemat mechanizmu dzia³ania systemu PSMO (zmodyfikowano wg [19])
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P-450, obecnie jest to najwiêksza rodzina bia³ek enzymatycznych u ro�lin wy¿szych.
W bazach danych jest ju¿ ponad 1052 sekwencji otrzymanych z ma³ej czê�ci obecnie
znanych ro�lin (poznano 356 genów u ry¿u Oryza sativa, a 273 u rzodkiewnika
Arabidopsis thaliana � co stanowi oko³o 1% ca³ego  genomu) [14,15,39]. Ewolucja
takiego tworu jest oczywista, je�li wzi¹æ pod uwagê kompleksowo�æ i ró¿norodno�æ
zwi¹zków chemicznych syntetyzowanych z jego udzia³em przez ro�liny, np. natural-
nych produktów s³u¿¹cych do komunikowania siê z otoczeniem, odstraszania patoge-
nów, ro�lino¿erców itp. Dodatkowo wielokrotne duplikacje i inne zjawiska zwi¹zane
ze zmienno�ci¹ na poziomie informacji genetycznej umo¿liwi³y im wykszta³cenie
zdolno�ci równie efektywnej detoksykacji substancji egzogennych [28]. Wi¹¿e siê
to z wyj¹tkowo szerok¹ specyficzno�ci¹ substratow¹ cytochromów, ich zdolno�ciami
do katalizy bardzo zró¿nicowanych reakcji, czêsto stereospecyficznych. Dziêki takim
w³a�ciwo�ciom cytochromów P-450, mo¿liwe jest ich wspó³dzia³anie w PSMO w
rozk³adzie ró¿norodnych zwi¹zków chemicznych. Uczestnicz¹ one w dealkilacji
ksenobiotyków (w tym O-, N-, S-demetylacji), hydroksylacji (w ³añcuchu alifatycznym
i pier�cieniu), utlenianiu, dehydrogenacji, epoksydacji, redukcji (w deficycie tlenu),
izomeryzacji, dearylacji, sulfoksydacji itd. [19,32,36]. Enzymy te zaanga¿owane s¹
wiêc w reakcje biosyntezy, produkcjê wielu metabolitów drugorzêdowych, bior¹ udzia³
w przemianach takich zwi¹zków, jak: fenylopropanoidy, terpenoidy, kwasy t³uszczowe,
hormony, a tak¿e herbicydy i inne zanieczyszczenia organiczne. Dodatkowo ró¿ne
izoenzymy mog¹ wykazywaæ odmienn¹ reaktywno�æ wzglêdem ró¿nych substratów,
tak¿e toksycznych. Chocia¿ ich dzia³anie w wiêkszo�ci przypadków powoduje i ma
s³u¿yæ detoksykacji, a wbudowywane grupy u³atwiaæ proces sprzêgania, istniej¹
wa¿ne wyj¹tki od tej regu³y. Niekiedy ta tzw. faza bioaktywacji ksenobiotyków
powoduje dos³ownie ich konwersjê do reaktywnych, stabilnych i gro�nych trucizn
(np. powstawanie epoksydów i rodników) [41]. Po wnikniêciu zanieczyszczeñ do
komórki, obserwuje siê spadek aktywno�ci reakcji biosyntez i przekszta³ceñ zachodz¹-
cych naturalnie, na rzecz biotransformacji substancji bardziej niebezpiecznych � w
takim stopniu, ¿e nawet 80% cytochromów mo¿e byæ zaanga¿owanych w deto-
ksykacjê. Takie podej�cie wywo³ane jest wiêkszym ni¿ substratów endogennych
powinowactwem ksenobiotyków do tych enzymów [39]. PMSO s¹ katalizatorami
indukowanymi, co prowadzi najczê�ciej do syntezy de novo potrzebnych bia³ek [19].
Czêsto induktory aktywno�ci tego systemu s¹ jednocze�nie jego substratami � np.
indole, flawony, sterole, chinony, zwi¹zki N-heterocykliczne, wêglowodory (w tym
chlorowane pestycydy, takie jak: aldrin, heksachlorobenzen itp.). Wyj¹tek to np. PCB
(polichlorowane bifenyle) zwi¹zki o zbyt du¿ej cz¹steczce, by mog³y byæ metabolizo-
wane przez PMSO, poza  tym kompleks nie dzia³a skutecznie na wi¹zania C-C i
C-fluorowiec [19,36,41]. Okresowa indukcja jest korzystna ze wzglêdu na oszczêdn¹
gospodarkê energetyczn¹ oraz zapobieganie nagromadzeniu ewentualnych toksycz-
nych produktów utlenienia [19]. Poszczególne izoenzymy cytochromu P-450 mog¹
byæ indukowane selektywnie przez okre�lone zwi¹zki chemiczne, co stwarza mo¿li-
wo�ci wykorzystania tego mechanizmu w fitoremediacji [15]. Badania modulacji
ekspresji genów  w  komórce  ro�linnej  po ekspozycji  na zanieczyszczenia wykazuj¹
np. 14-krotne w porównaniu z kontrol¹ podwy¿szenie czêsto�ci wykrywania
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znacznika przypisanego ró¿nym cytochromom, tak jak w przypadku korzeni
A.thaliana stymulowanej  24-godzinn¹  obecno�ci¹ TNT (2,4,6-trinitrotoluen), w
stê¿eniu 15 mg/l po¿ywki [10]. Wyniki innego eksperymentu ukazuj¹ te¿ g³êbsze
ró¿nice w indukcji poszczególnych genów CYP-450 w korzeniach sadzonek. Spo�ród
dziewiêciu analizowanych sekwencji, sze�æ (przypisanych CYP81D11, CYP706A2,
CYP71A12, CYP71B6, CYP89A6, CYP708A3) ulega³o wzmo¿onej ekspresji tylko
pod wp³ywem TNT, dwie (CYP79F2 i CYP705A30) tylko przy RDX (1,3,5-trinitro-
2-oxo-1,3,5-triazacykloheksan), a transkrypcja jednej (CYP71A20) by³a indukowana
przez oba zwi¹zki [11]. Znane s¹ równie¿ sprzeczne, z wymienionymi, obserwacje
niewielkiej lub ¿adnej indukcji cytochromów przez tego typu zanieczyszczenia [25].
Te rozbie¿ne wyniki przypisano d³u¿szemu okresowi trwania tego eksperymentu
(poziom ekspresji genów móg³ wróciæ do normalnego stanu) oraz temu, ¿e badaniu
poddana zosta³a ca³a ro�lina rzodkiewnika, a nie tylko jego korzenie.

W utlenianiu ksenobiotyków uczestnicz¹ tak¿e monooksygenazy flawinowe (ang.
FMO, E.C.1.14.13.18). Ich aktywno�æ jest zwi¹zana z koenzymem FAD, wymagaj¹
te¿ NADPH i tlenu (ryc. 3). Enzymy te utleniaj¹ przede wszystkim nukleofilowe
zwi¹zki azotu i siarki. Mog¹ katalizowaæ równie¿ sulfoksydacjê sulfidów, sulfoksydów,
tioli czy karbaminianów. Wystêpuj¹ one w postaci zwi¹zanej z b³onami [4,19].

RYCINA 3. Schemat mechanizmu reakcji monooksygenaz (zmodyfikowano wg [19])
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Fenolooksydaza � bia³ko zlokalizowane w chloroplastach lub wydzielane na
zewn¹trz komórki � ma w swojej cz¹steczce atom miedzi. Jej aktywno�æ monooksy-
genazy i oksygenazy powoduje powstawanie fenoksyrodników, które mog¹ nastêpnie
polimeryzowaæ [1,2,23,39].

Poza enzymami utleniaj¹cymi, w I fazie detoksykacji ksenobiotyków u ro�lin
uczestnicz¹ równie¿ enzymy wykazuj¹ce aktywno�æ hydrolityczn¹. S¹ to miêdzy
innymi amidazy (E.C.3.5.1.4), proteazy (E.C.3.4._._.), hydrolazy epoksydowe
(E.C.3.3.2.3.), a tak¿e karboksyloesterazy (E.C.3.11.1.). Charakteryzuj¹ siê one
specyficzno�ci¹ substratow¹ uwarunkowan¹ konfiguracj¹ przestrzenn¹ [15,19,32].

Za redukcjê natomiast odpowiadaj¹ nitroreduktazy, enzymy wystêpuj¹ce w
cytozolu, wymagaj¹ce do dzia³ania NAD(P)H. Dzieli siê je na dwa typy, ze wzglêdu
na aktywno�æ w obecno�ci tlenu molekularnego (typ II jest na niego wra¿liwy, typ
I nie), liczbê przenoszonych elektronów (typ I � 2e-, typ II � 1e-) i powstaj¹ce
produkty. Ro�linne nitroreduktazy typu II to np. reduktaza chinonu (QR, E.C.1.6.99.2),
reduktaza glutationu (GR, E.C.1.6.4.2), reduktaza cytochromu c (E.C.1.6.2.4),
dehydrogenaza ksantyny (E.C.1.1.1.204), oksydaza aldehydu (E.C.1.6.2.4) itd.
[1,7,25,26,29,32]. Redukcja estrów i innych zwi¹zków nitrowych mo¿e zachodziæ z
udzia³em NADPH-zale¿nych flawoenzymów, tzw. OPR (ang. 12-oxophyto-dienoate
reductase) [25]. Enzymy te wystêpuj¹ w trzech izoformach, z których  ekspresja
form 1. i 2. mo¿e byæ indukowana czynnikami stresowymi, np. obecno�ci¹ kseno-
biotyków. Potwierdzaj¹ to wyniki badañ przeprowadzonych metod¹ SAGE (ang.
Serial Analysis of Gene Expression), ukazuj¹ce 10-krotn¹ indukcjê pod wp³ywem
TNT obecnego w po¿ywce A. thaliana. Analiza  ich mRNA metod¹ RT-PCR
pozwoli³a dok³adniej scharakteryzowaæ ró¿nice w ekspresji obu izoenzymów, OPR1
i 2 [10,27]. W eksperymencie tym czynnikami stresowymi (dzia³aj¹cymi przez 48
godzin na 2-tygodniowe ro�liny A. thaliana) by³y herbicydy, 0,6 mM acetochlor i 2
mM metolachlor i substancje wybuchowe: 0,6 mM TNT i 0,3 mM RDX.
Obserwowano maksymalnie 11-krotn¹ indukcjê OPR2 przez TNT, po 6 godzinach
ekspozycji. Natomiast ekspresja OPR1 wykazywa³a mniejsz¹ zale¿no�æ od obecno�ci
TNT i RDX, najwiêkszy by³ 3�4-krotny wzrost ilo�ci transkryptów notowany po 3
godzinach. Efekt podania herbicydów, nastêpuj¹cy dopiero po 24 godzinach, przypisuje
siê raczej stresowi oksydacyjnemu [27].

Produkty reakcji przekszta³ceñ obejmuj¹cych I fazê detoksykacji mog¹ staæ siê
substratami w kolejnych transformacjach. Zwi¹zki lipofilne, które przesz³y przez ten
wstêpny etap konwersji, maj¹ odt¹d w swojej strukturze takie grupy, jak: hydroksy-
lowa, karboksylowa i aminowa. Poprzez te grupy mo¿e nast¹piæ ich sprzê¿enie z
endogennymi metabolitami o ma³ej aktywno�ci biologicznej [19,39]. W zale¿no�ci
od w³a�ciwo�ci ksenobiotyku, substratami wykorzystywanymi w tym celu s¹
wêglowodany (g³ównie glukoza, ale te¿ inne cukry proste, takie jak: galaktoza,
mannoza, arabinoza, ryboza i celobioza, a tak¿e 2- i 3-cukry, np. ksylozyloglukoza),
aminokwasy (glutaminian, glicyna, alanina, leucyna i cysteina), kwasy karboksylowe
(np. malonowy) czy peptydy (jak glutation) [5,18,32,39]. Takie koniugaty pochodnych
zanieczyszczeñ z naturalnymi komórkowymi nukleo- i elektrofilami charakteryzuj¹
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siê jeszcze wiêksz¹ hydrofilowo�ci¹, a to warunkuje ich mobilno�æ i u³atwia dalsze
rozdysponowanie.

Za przy³¹czenie reszty wêglowodanowej do ksenobiotyków, zawieraj¹cych grupy:
-OH, aminowe, -COOH i -SH, odpowiadaj¹ enzymy spo�ród UDP-zale¿nych trans-
feraz cukrowców (E.C.2.4.1.). Wiêkszo�æ z nich jest rozpuszczona w cytozolu, ale
mog¹ byæ te¿ zwi¹zane z b³onami. Sk³adaj¹ siê z dwóch polipeptydów, a ich masa
cz¹steczkowa wynosi  40�61 kDa [5,24,32,39]. Badania genetyczne  (analizy
sekwencji oraz substratów) pozwoli³y wyró¿niæ do tej pory 77 rodzin glikozylotrans-
feraz. Na podstawie porównañ filogenetycznych utworzono 14 grup (A-N) spo�ród
oko³o 118 prawdopodobnych sekwencji UGT opisanych u A. thaliana [3,20,24].
Grupy A, D, E, H i L maj¹ powy¿ej 10 cz³onków, podczas gdy inne nie maj¹ nawet
trzech. Ró¿nice miêdzy nimi polegaj¹ miêdzy innymi na charakterze katalizowanej
reakcji, np. izozymy z grupy L s¹ zaanga¿owane g³ównie w formowanie estrów
glukozowych, a z grupy E produkuj¹ O-glikozydy. Zró¿nicowana jest równie¿
specyficzno�æ substratowa, regio- i enancjoselektywno�æ. Donorami wêglowodanów
s¹ UDP-glukoza, UDP-ramnoza i UDP-ksyloza itp. Badania potwierdzaj¹, ¿e ten
sam enzym mo¿e czasem rozpoznawaæ zarówno endogenne, jak i egzogenne zwi¹zki
chemiczne (mo¿e zachodziæ kompetycja o to samo miejsce aktywne) i z ró¿n¹
aktywno�ci¹ braæ udzia³ w detoksykacji, jak i I- i II-rzêdowym metabolizmie.
Glikozylotransferazy odgrywaj¹ rolê w biosyntezie wielu kluczowych produktów
ro�linnych, takich jak: flawonoidy, glikoalkaloidy, glukozydy kwasu salicylowego i
hormony. Odpowiadaj¹ one za powstawanie koloru kwiatów, stabilizacjê lotnych fenoli
i terpenoidów � zwi¹zan¹ z okresem owocowania (np. warunkowanie smaku owo-
ców) itp. [3,5,12,24]. Proste koniugaty ksenobiotyk-reszta cukrowcowa czêsto s¹
poddawane kolejnemu procesowi sprzêgania, powstaj¹ wtedy np. glukozyloglukozydy
lub inne pochodne, np. 6-O-malonyloglukozydy. Ten drugi metabolit tworzy siê w
wyniku dzia³ania malonylotransferazy, u¿ywaj¹cej malonylo-CoA jako donora grupy
acylowej [5]. Glikozylacja to wa¿ny sposób utrzymywania ³adu wewn¹trz komórki,
buforowania wp³ywu biotycznych i abiotycznych czynników dzia³aj¹cych na ro�linê
z zewn¹trz (np. warunkuje odporno�æ na infekcje wirusowe) [3]. Wytworzenie
odpowiedniego po³¹czenia kowalencyjnego wp³ywa nie tylko na detoksykacjê zwi¹zku
chemicznego, jego stabilno�æ, w³a�ciwo�ci chemiczne i bioaktywno�æ, umo¿liwia te¿
jego transport, a nawet bywa sygna³em kieruj¹cym do okre�lonego przedzia³u
komórki. Znany jest efekt modyfikowania w ten sposób naturalnych metabolitów,
takich jak np. O-malonyloglikozydy antocyjanów, które s¹ sk³adowane w wakuoli.
Proponowana  rola  grupy  malonowej  to  w  tym  przypadku ochrona wi¹zania
ß-glikozydowego. Generalnie, uwa¿a siê, ¿e takie po³¹czenie mo¿e byæ odwracalne
(malonyloesterazy, zlokalizowane w cytoplazmie i wakuoli), natomiast N-malonylacja
jest  bardziej trwa³a [18,32]. Innym przyk³adem mog¹ byæ ro�liny A. thaliana i soja
(Glycine max), które wykazuj¹ ró¿ne drogi metabolizmu DCA (3,4-dichloroanilina).

U rzodkiewnika dominuj¹ pochodne N-glikozydowe oraz ich sk³adowanie w
wakuoli, natomiast  soja  wykazuje  wiêksz¹  aktywno�æ enzymów  tworz¹cych
po³¹czenie N-malonylo-DCA, które jest odporne na hydrolizê i prowadzi do
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efektywniejszej detoksykacji poprzez depozycjê zewn¹trzkomórkow¹ [18]. Wzór
ekspresji genów UGT mo¿e byæ modyfikowany obecno�ci¹ w otoczeniu ro�liny
zwi¹zków chemicznych, stanowi¹cych potencjalne substraty tych enzymów. Przyk³a-
dem niech bêdzie zbadana przy u¿yciu mikromacierzy indukcja ekspresji (1,7-krotna
w odniesieniu do kontroli), pod wp³ywem TNT w warunkach d³ugiego, 10-dniowego
okresu ekspozycji na wysokie, bo 10 µM stê¿enie ksenobiotyku. Ta pozytywna regu-
lacja by³a szczególnie trwa³a w pêdach ro�lin [25].

Reakcje sprzêgania ksenobiotyków z aminokwasami  s¹  katalizowane  przez
N-acylotransferazy (ATC). S¹ to enzymy mitochondrialne dzia³aj¹ce na kwasy karbo-
ksylowe, szczególnie aromatyczne. Z badañ na enzymach ssaczych wiadomo, ¿e
substraty te wymagaj¹ jednak uprzedniej aktywacji, przy udziale ATP, koenzymu A
i syntetazy acyloCoA. Dopiero po tym nastêpuje koniugacja z aminokwasem,
katalizowana przez odpowiedni¹ ACT, np. w przypadku glicyny, by³aby to acylo-
CoA-glicyno-N-acylotransferaza (E.C.2.3.1.13). Jednym z pierwszych dowodów na
koniugacjê aminokwasu z herbicydem by³a reakcja 2,4-D (kwas dichloro-fenoksy-
octowy) z asparaginianem. Inne aminokwasy sprzêgane z ksenobiotykami to gluta-
minian, walina, leucyna, tryptofan, fenyloalanina. Takie koniugaty mog¹ byæ wci¹¿
aktywne biologiczne, jednak s¹ mniej mobilne. Mo¿liwe jest ich wydzielenie do �ciany
komórkowej [19,32,41,42].

Kolejnym endogennym substratem, niezwykle wa¿nym w reakcjach sprzêgania
z detoksykowanymi ksenobiotykami, jest glutation (GSH). Jest to tripeptyd, sk³adaj¹cy
siê z reszt kwasu glutaminowego, cysteiny i glicyny, w którym 2 pierwsze amino-
kwasy po³¹czone s¹ wi¹zaniem poprzez grupê γ-karboksylow¹ glutaminianu [39].
U niektórych ro�lin spotykane s¹ naturalne analogi glutationu, maj¹ce zamiast glicyny
resztê ß-alaniny (ro�liny str¹czkowe) lub seryny (zbo¿a). Tzw. homoglutation i
hydroksymetyloglutation mog¹ wystêpowaæ w komórce dodatkowo lub zamiast GSH
[9,30]. Dziêki grupie tiolowej cysteiny, peptydy te stanowi¹ �ród³o niebia³kowej siarki.
Synteza GSH przebiega w dwóch etapach i wymaga ATP. Enzymy za ni¹ odpowie-
dzialne znajduj¹ siê zarówno w chloroplastach, jak i cytozolu. S¹ to syntetaza-γ-
glutamylocysteiny (γ-ECS) i syntetaza glutationu (GSHS) [31]. Ich aktywno�æ zale¿y
miêdzy innymi od dostêpno�ci sk³adowych aminokwasów.  Formy glutationu ulegaj¹
wzajemnym przej�ciom ze zredukowanej do utlenionej (zawieraj¹cej wi¹zanie
dwusiarczkowe, GSSG) i odwrotnie, dziêki aktywno�ci reduktazy glutationu. Wa¿ne
jest, aby stosunek ilo�ciowy by³ na korzy�æ tej pierwszej, gdy¿ stanowi ona czê�æ
systemu ochrony antyoksydacyjnej komórki. GSH pe³ni te¿ rolê buforu hydrosulfido-
wego, a jako prekursor fitochelatyn jest zaanga¿owany w detoksykacjê metali
[30,35,39]. Glutation jest cz¹steczk¹  silnie hydrofilow¹, dziêki czemu mo¿e braæ
udzia³ w nieenzymatycznym tworzeniu koniugatów z lipofilowymi ksenobiotykami.
Takie wychwytywanie tego typu zwi¹zków zale¿y od koncentracji obu partnerów i
struktury przestrzennej substratu, zawieraj¹cego silnie elektrofilowe miejsce, na które
oddzia³uje spontanicznie anion tiolowy GSH. Koniugacja obejmuje reakcjê substytucji:
RX + GSH →  R-GS + HX [8,16,31,39]. Zanieczyszczenia organiczne charaktery-
zuj¹ce siê opisan¹ wy¿ej budow¹, zazwyczaj nie potrzebuj¹ wstêpnego etapu tzw.
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bioaktywacji (w I fazie detoksykacji) i mog¹ podlegaæ bezpo�redniej koniugacji z
glutationem (s¹ to niektóre zwi¹zki fluorowcowe, fenole, insektycydy fosforoor-
ganiczne, ró¿ne herbicydy) [16,35,41]. Nieenzymatyczne sprzêganie nukleofilowe
zachodzi jednak powoli � przyspieszenie reakcji nastêpuje przy udziale odpowiedniej
transferazy, która wp³ywa na zbli¿enie substratów i osi¹gniêcie przez nie w³a�ciwej
konfiguracji przestrzennej. S-transferaza glutationowa (GST, E.C.2.5.1.18) jest
szeroko rozpowszechniona u organizmów tlenowych, znajduje siê we frakcji mikro-
somalnej komórki, cytozolu, mitochondriach, j¹drze (w li�ciach kukurydzy Zea mays
stanowi ponad 1% rozpuszczalnych bia³ek) i wystêpuje w ró¿nych formach izoenzy-
matycznych [9,16,39,41]. W genomie ro�liny mo¿e wyst¹piæ nawet ponad 20 form
spo�ród starej i zró¿nicowanej rodziny genów GST. Enzymy, na podstawie ich sek-
wencji aminokwasowych, zgrupowane s¹ w 5 klasach, nazwanych: teta, zeta, fi,
tau i omega. Niektóre z nich znajdowane s¹ tak¿e u zwierz¹t, jednak fi i tau s¹
unikatowymi klasami ro�linnych GST [8,9]. Enzymy te s¹ izolowane w postaci
dimerów, o identycznych lub ró¿nych podjednostkach (z tej samej klasy), ka¿da o
masie 24�30 kDa [9,16,17,39]. Oba polipeptydy zawieraj¹ niezale¿ne miejsca
katalityczne, w których sk³ad wchodz¹ specjalne miejsca wi¹¿¹ce glutation (tzw.
miejsce G, w domenie N-terminalnej) oraz hydrofobowy substrat (miejsce H,
uformowane przez aminokwasy z C-koñca ³añcucha). Domeny wi¹¿¹ce ksenobiotyki
wykazuj¹ wiêksze zró¿nicowanie, co warunkuje szerokie, ale czêsto nak³adaj¹ce siê
specyficzno�ci substratowe miêdzy izoenzymami GST [8,17]. Naturalnymi reagentami
przemian katalizowanych przez te transferazy (a maj¹ one równie¿ aktywno�ci
utleniania GSH, izomeryzacji, redukcji) s¹ miêdzy innymi kwas cynamonowy,
kumarynowy, terpenoidy, chinony, alkaloidy itp. Uwa¿a siê, ¿e utworzenie koniugatu
z glutationem stanowi �oznakowanie� cz¹steczki przeznaczonej do depozycji w
wakuoli [9,16,19,34,39]. Ekspresja okre�lonych izoenzymów zale¿y od etapu rozwoju
ro�liny i warunków �rodowiska. Do czynników wp³ywaj¹cych na ni¹ zalicza siê
poziom fitohormonów, stres tlenowy, obecno�æ GSH, zanieczyszczeñ (stanowi¹cych
substraty, np. herbicydów) [9,39]. Geny GST zazwyczaj (choæ nie zawsze) nale¿¹
do tych, do których, w badaniach zmian profili ekspresji pod wp³ywem ksenobioty-
ków, odnosz¹  siê  najwy¿sze warto�ci indukcji [6,10,27]. Tak by³o w przypadku
24-, jak równie¿ 48-godzinnej ekspozycji A. thaliana  na TNT oraz inne substancje
wybuchowe i herbicydy [10,27]. W pierwszym ze wspomnianych eksperymentów
(metod¹ SAGE) notowano 28-krotne zwiêkszenie ilo�ci mRNA dla S-transferaz
glutationowych [10]. W drugim natomiast, analizuj¹c (metod¹ RT-PCR) ekspresjê
3 ró¿nych genów: AtGSTF2, AtGSTU1 i U24, nale¿¹cych do dwóch ró¿nych klas
enzymów GST (fi i tau), badacze uwidocznili zró¿nicowany wp³yw okre�lonych
zwi¹zków na ka¿dy z nich [27]. Produkty wszystkich tych genów okaza³y siê
mobilizowane przez komórkê ro�linn¹ w danych warunkach. Przy czym najwy¿sz¹
indukcjê notowano dla  AtGSTU24 (a¿ 40-krotn¹ po 6 godzinach z 0,6 mM TNT i
18�23-krotn¹ z 0,6 mM acetochlorem i 2 mM metolachlorem). Wp³yw obecno�ci
RDX w po¿ywce na ekspresjê GST w ro�linie jest mniejszy, co obserwowano w
przypadku krótkiego, jak i d³u¿szego czasu ekspozycji [11,27].
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Zbyt d³ugie przetrzymywanie zanieczyszczeñ w komórkach nie jest dla ro�liny
korzystne. Skrócenie czasu ich oddzia³ywania oraz okresu pó³rozpadu osi¹gane jest,
miêdzy innymi poprzez ci¹g³e eksportowanie ich zinaktywowanych pochodnych z
cytoplazmy. Stê¿enie koniugatów w tym przedziale musi byæ utrzymywane na niskim
poziomie, gdy¿  mog¹ one hamowaæ aktywno�æ enzymów detoksykacyjnych, np.
S-transferazê glutationow¹ czy reduktazê GSH [5,16,39]. Dlatego produkty te s¹
sk³adowane w wakuoli w postaci rozpuszczalnych w wodzie metabolitów lub staj¹
siê tzw. pozosta³o�ciami zwi¹zanymi w matriks pozakomórkowej.

 Wakuole s¹ najprawdopodobniej najbardziej multifunkcjonalnymi organellami. Nie
stanowi¹ jednorodnej grupy, mog¹ siê ró¿niæ rozmiarami (centralna wakuola mo¿e
zajmowaæ nawet 80% objêto�ci komórki), kszta³tem, przeznaczeniem, sk³adem itd.
Odpowiadaj¹ miêdzy innymi za turgor i wzrost komórek ro�linnych, stanowi¹
kompartment hydrolityczny, rezerwuar jonów, metabolitów, barwników, substancji
obronnych itp. Pe³ni¹ kluczow¹ rolê w homeostazie komórki oraz w procesach
detoksykacji [21,22,38]. Wakuole mo¿na rozró¿niaæ np. na podstawie zawartych w
nich bia³kach rozpuszczalnych oraz po klasach akwaporyn, tworz¹cych kana³y wodne
w tonopla�cie (przyjêto, ¿e α-TIP, ang. Tonoplast Intrinsic Protein � wystêpuje
w spichrzowych, γ-TIP w litycznych, σ-TIP obecna jest w obu tych typach wakuoli)
[21]. B³ona otaczaj¹ca wakuolê zawiera równie¿ pompy protonowe (H+ATP�aza,
PP�aza), odpowiedzialne za wytwarzanie gradientu elektrochemicznego, co napêdza
import substancji rozpuszczonych do jej wnêtrza. Produkty metabolizmu i kseno-
biotyki w postaci koniugatów pobierane s¹ w inny sposób. Proces ten zachodzi
g³ównie dziêki odpowiednim Mg i ATP-zale¿nym transporterom. Tzw. ABC transpor-
tery (ang. ATP Binding Casette) znajdowane s¹ w komórkach wszystkich organiz-
mów i s³u¿¹ do przenoszenia glukozydów oraz tym podobnych zwi¹zków przez b³onê
tonoplastu [40]. Jak wynika z badañ genomu, u A. thaliana mo¿e wystêpowaæ 50
bia³ek z tej rodziny, z czego trzy: AtMRP1, AtMRP2 i AtMRP3, nale¿¹ce do
podrodziny MRPs (ang. Multidrug Resistance-associated Proteins) znane s¹ ze
zdolno�ci do transportu koniugatów glutationu do wnêtrza wakuoli [21]. Ekspresja
genów, których produktami s¹ transportery b³onowe odpowiedzialne za usuwanie
zanieczyszczeñ (i ich pochodnych) z cytozolu, mo¿e byæ stymulowana przez ich
obecno�æ w otoczeniu ro�liny. Na przyk³ad w próbach komórek korzeni ro�lin A.
thaliana eksponowanych na TNT wykazano (metod¹ SAGE) 5-krotnie wiêcej
transkryptów dla bia³ek podobnych do ABC transporterów ni¿ w próbach kontrolnych
[10]. Zró¿nicowany wp³yw na tego typu geny obserwowano tak¿e w podobnych
badaniach z u¿yciem mikromacierzy [25]. Ksenobiotyki zgromadzone w wakuoli
mog¹ ulegaæ dalszym modyfikacjom, w wyniku dzia³ania ró¿nych enzymów, np.
peroksydaz czy karboksypeptydaz [38]. Pod wp³ywem drugiego ze wspomnianych
katalizatorów, metabolity sprzê¿one z GSH mog¹ byæ pozbawione cz¹steczki glicyny,
a nastêpnie dziêki peptydazie tak¿e reszty kwasu glutaminowego. Tego typu reakcje
odgrywaj¹ rolê w obiegu aminokwasów sk³adowych glutationu, w jego degradacji i
w degradacji fitochelatyn, aktywacji barwników, usuwaniu znacznika glutationowego,
kieruj¹cego do wakuoli oraz oczywi�cie w metabolizmie ksenobiotyków. Tak zmniej-
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szony koniugat po³¹czony jedynie z cystein¹ mo¿e ewentualnie opu�ciæ wakuolê,
utworzyæ koniugaty drugiego rzêdu (pod wp³ywem liazy cysteinowej, glukozylo-
transferazy), a jego ostatecznym losem mo¿e byæ depozycja w �cianie komórkowej
lub ca³kowite wydzielenie do otoczenia [39].

Sk³ad i organizacja ro�linnych �cian komórkowych pozwala na wi¹zanie wielu
zanieczyszczeñ w ich strukturze, np. poprzez grupy chemiczne lignin, celulozy itp. [38].
Zjawisku temu sprzyja, miêdzy innymi, obecno�æ apoplastycznych enzymów, takich
jak np. peroksydazy, polifenolooksydazy, które naturalnie pe³ni¹ rolê w formowaniu
sk³adników �ciany (np. niespecyficzna oksydatywna polimeryzacja jednostek fenolo-
wych prowadzi do tworzenia lignin), depozycji suberyny itp. [13,37]. Ro�liny maj¹ wiele
izoenzymów peroksydaz, u A.thaliana znane s¹ 73 geny  koduj¹ce te enzymy. Ich
produkty to glikoproteiny z grup¹ hemow¹, wspó³dzia³aj¹ce z H

2
O

2
 jako akceptorem

elektronów. Ró¿ni¹ siê one zarówno specyficzno�ci¹ substratow¹, lokalizacj¹ w
komórce lub tkance, jak i funkcj¹ fizjologiczn¹ [13]. Niektóre odgrywaj¹ rolê w
regulowaniu wzrostu komórek i rozwoju ro�liny, odpowiedzi na atak patogenów i inne
rodzaje stresu, czy w³a�nie w formowaniu po³¹czeñ w �cianach komórkowych.
Peroksydazy fenolowe klasy III (E.C.1.11.1.7) s¹ zlokalizowane w wakuoli lub
wydzielane na zewn¹trz komórek, zw³aszcza korzeniowych. Ich aktywno�æ szczególnie
wobec hydroksylowanych toksycznych substratów warunkuje ich kowalencyjne
³¹czenie z polimerami �ciany (tworzenie tzw. nieekstrahowalnych pozosta³o�ci), jak i
oksydatywn¹ dechlorynacjê takich zanieczyszczeñ, jak: DCP (2,6-dichlorofenol), TCP
(2,4,6-trichlorofenol), TNP (2,4,6-trinitrofenol). Wa¿na jest tu obecno�æ grupy -OH w
pozycji 1. pier�cienia arylowego, gdy¿ takie zwi¹zki jak TNT, z grup¹ metylow¹ w
tym miejscu, nie by³y degradowane przez peroksydazê [13,37,39].

Poza enzymami, maj¹cymi bezpo�redni udzia³ w poszczególnych fazach detoksykacji
ksenobiotyków, wa¿ny jest tak¿e system obrony antyoksydacyjnej komórek ro�linnych,
gdy¿ to on warunkuje stopieñ tolerancji organizmu na stres zwi¹zany z ekspozycj¹ na
zanieczyszczenia. Spowodowany jest on powstawaniem toksycznych, wysoce reaktyw-
nych pochodnych tlenu, w czasie utleniania endo- i egzogennych substratów [19].
Niekompletna redukcja tlenu cz¹steczkowego, mniej ni¿ czterema elektronami, pocho-
dz¹cymi z ró¿nych zwi¹zków chemicznych, prowadzi do tworzenia wzbudzonych i
niebezpiecznych, dla makrocz¹steczkowych sk³adników komórki, wolnych rodników.
Takie reaktywne formy tlenu (RFT) to np. tlen singletowy, tripletowy, nadtlenki, rodniki
hydroksylowe, aroksylowe, alkoksylowe, epoksydy itd. Do ich najniebezpieczniejszych
oddzia³ywañ nale¿¹: peroksydacja lipidów, powoduj¹ca miêdzy innymi zmiany w
przepuszczalno�ci b³on, modyfikacjê i upo�ledzenie aktywno�ci katalizatorów bia³ko-
wych, zak³ócanie funkcjonowania kwasów nukleinowych itd. Czynnikami zabezpie-
czaj¹cymi komórkê ro�linn¹ przed negatywnym wp³ywem RFT s¹ antyoksydanty w
postaci cz¹steczek nieenzymatycznych rozpuszczalnych w t³uszczach, takich jak:
tokoferole, karoteny i w wodzie: ubichinony, katechole, kw. askorbinowy, glutation oraz
jony cynku, miedzi, selenu, magnezu, a tak¿e katalizatory tworz¹ce uk³ady unieczyn-
niaj¹ce wolne rodniki. Do tych ostatnich nale¿¹ takie enzymy, jak: dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD, E.C.1.15.1.1, metaloproteina wystêpuj¹ca w formach izoenzyma-
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tycznych, katalizuj¹c¹ konwersjê ponadtlenkowych wolnych anionów O2� do O
2
 i

H
2
O

2
), katalaza (CAT, E.C.1.11.1.6, hemoproteina peroksysomalna, oksydoreduktaza

H
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2
),  peroksydaza glutationowa (GPx, E.C.1.11.1.9, katalizuje reakcjê redukcji

wodoronadtlenków, jej kosubstratem jest GSH), reduktaza glutationu, reduktaza chinonu,
peroksydaza askorbinianu i inne peroksydazy itd. [15,19]. Zwi¹zek aktywno�ci
ro�linnych systemów antyoksydacyjnych ze stresem wywo³anym obecno�ci¹ zanie-
czyszczeñ organicznych w ich otoczeniu potwierdzaj¹ wyniki badañ zmian ekspresji
genów. Na przyk³ad, we wspominanej ju¿ wcze�niej, analizie biblioteki SAGE,
stworzonej z próbek z korzeni A. thaliana krótko eksponowanych na TNT, najwiêksz¹
indukcjê  wykazano dla tych genów, których produkty zaanga¿owane s¹ w³a�nie w
reakcje na stres oksydacyjny. By³y to miêdzy innymi, indukowane 5�9-krotnie
reduktazy glutationu, chinonu i peroksydaza L-askorbinianu. Na uwagê zas³uguj¹ te¿
reduktaza monodehydroaskorbinianu i GSH-zale¿na reduktaza dehydroaskorbinianu, z
odpowiednio 17- i 10-krotnym zwiêkszeniem ilo�ci transkryptu (w porównaniu z
kontrol¹) [10]. Czynnikiem inaczej wp³ywaj¹cym na ich ekspresjê jest RDX, w
przypadku którego takiej indukcji  nie  obserwowano  [11].  Notowano  natomiast
12-krotnie czêstsze pojawianie siê mRNA dla peroksydazy, podobnie jak po ekspozycji
Spirodela punctata (gatunek z podrodziny rzêsowatych) na TCP [11,13].
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