POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 34 2007 NR 4 (635-649)

KOMORKOWY SYSTEM DETOKSYKACJI
ZANIECZYSZCZEN ORGANICZNYCH U ROSLIN*

PLANT CELL DETOXIFICATION SYSTEM
OF ORGANIC POLLUTANTS

Agata ZEMLEDUCH, Barbara TOMASZEWSKA

Zaktad Biochemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Poznan

Streszczenie: Komorkowy system detoksykujacy organiczne ksenobiotyki obejmuje trzy fazy. W kazde;j
z nich uczestniczy szereg enzymow, ktore w zaleznosci od charakteru degradowanego zwiazku organicz-
nego prowadza do jego przeksztalcen. Enzymami fazy pierwszej, a wigc bioaktywacji sa glownie
polisubstratowe monooksygenazy (ang. PolySubstrate MonoOxygenase), monooksygenazy flawinowe
(FMO) oraz enzymy wykazujace aktywnos$¢ hydrolityczna i oksydoredukcyjna. Indukeje tych enzy-
mow pod wpltywem ksenobiotyku potwierdzaja badania prowadzone metoda SAGE (ang. Serial Analy-
sis of Gene Expression). Produkty fazy pierwszej staja si¢ substratami fazy drugiej, a wigc fazy koniuga-
¢cji z endogennym substratem. Sprzgganie z cukrowcem katalizuja UDP-zalezne transferazy, z amino-
kwasem — N-acetylo transferazy (ACT), natomiast z glutationem — najbardziej zréznicowana podzielona
na 5 klas i majaca ponad 20 form izoenzymatycznych rodzina transferaz glutationowych (GST). Trans-
port powstatych koniugatéw przez tonoplast prowadzi grupa Mg i ATP-zaleznych transporterow (ang.
ATP-binding Casette). Ksenobiotyki zgromadzone w wakuoli podlegaja dalszym modyfikacjom pod
wplywem peroksydaz i karboksypeptydaz. Poza enzymami uczestniczacymi w trzech fazach detoksy-
kacji zwiazkoéw organicznych w procesie ich degradacji, wazny jest enzymatyczny system obrony
antyoksydacyjnej komorki warunkujacy stopien tolerancji rosliny na stres zwiazany z zanieczyszcze-
niem organicznym.

Stowa 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. WSTEP

Komorka roslinna stanowi wysoce skuteczny i wydajny system unieczynniania
niebezpiecznych zwigzkow chemicznych. Ta zdolno$¢ do ochrony i obrony przed
negatywnym dziataniem ksenobiotykdéw ma znaczenie, migdzy innymi, w konteks$cie
zjawiska odpornosci na herbicydy i jest podstawa fitoremediacji [16]. Nalezy zauwa-
zy¢, ze substancje zanieczyszczajace Srodowisko sa przewaznie wytworami czlo-
wieka 1 pojawity si¢ dopiero stosunkowo niedawno w skali proceséw ewolucyjnych,
dajac roslinom ograniczona mozliwo$¢ rozwoju mechanizméw obrony przed ich
toksycznym dziataniem — poza juz wyksztalconymi. Dziataja one przeciwko natural-
nym ksenobiotykom, tzn. zwiazkom produkowanym przez rézne gatunki lub powsta-
jacym w wyniku pozaréw laséw itp. procesow zachodzacych, odkad pojawily sig¢
rosliny wyzsze. Biotransformacje, degradacje zanieczyszczen w organizmach zywych
czgsto przebiegaja w tych samych warunkach, co “normalny” metabolizm, aktywne
sa takie same enzymy. Detoksykacj¢ (przeksztalcanie toksycznych substratow w
nieaktywne biologicznie pochodne) odrdznia to, ze obiekty tych przemian nie stanowia
dla autotroficznej komorki roslinnej zrodta budulca (wegla i azotu) ani energii
[15,19,32]. Kiedy zauwazony zostal ten olbrzymi potencjat i analogie do systemu
odtruwania opisanego dla organizméw zwierzecych (na poziomie metabolitow, klas
enzymow 1 sekwencji cDNA) — powstal tzw. model zielonej watroby (ang. green
liver concept), dotyczacy losow ksenobiotykow w komorkach roslin [33]. Ich
wlaczenie w pewien cykl przemian ma na celu umozliwienie bardzo restrykcyjnej
dystrybucji w przedziatach organizmu. Zmniejsza si¢ biologiczny czas pottrwania
czastek toksycznych, przez co skraca sig tez czas ekspozycji rosliny na ten czynnik
i jego akumulacja. Osiagane jest to, miedzy innymi, przez obnizenie zdolnos$ci
zanieczyszczen do rozmieszczenia w btonach poprzez zwigkszenie ich rozpuszczal-
nosci w wodzie [5]. Catkowita degradacja zwiazkow organicznych (mineralizacja)
w komorkach zachodzi rzadko, natomiast produkty biotransformacji, bedace frag-
mentami czasteczek macierzystych moga by¢ wykorzystywane np. przy syntezie
aminokwasow albo sprzegane z naturalnymi sktadnikami roslin [32].
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2. FAZY DETOKSYKACJI KS’ENOBIOTYK(')W
W KOMORKACH ROSLINNYCH

W procesie detoksykacji mozna wyrdzni¢ kilka faz, charakteryzujacych sig
udziatem réznych klas enzyméw, przeznaczeniem i wlasciwosciami produktow ich
reakcji . Zazwyczaj sa to trzy gltowne etapy: I bioaktywacja — odslonigcie lub
wygenerowanie w ksenobiotyku reaktywnych grup chemicznych (poprzez dziatanie
hydrolityczne, oksydoredukcyjne lub tym podobne), co przygotowuje zwiazek do
faktycznej detoksykacji w fazie II; II koniugacja z endogennym substratem —
co czyni zwiazek mniej niebezpiecznym (zazwyczaj elektrofilowe zwiazki zanieczysz-
czajace stanowia zagrozenie dla nukleofilowych sktadnikéw komorki) i bardziej
hydrofilnym, nastepnie III faza stuzy usunigciu z cytozolu takich zinaktywowanych
pochodnych; III faza kompartmentacji — zachodzi w niej przetransportowanie
koniugatow do wakuoli lub apoplastycznych przedziatoéw komorki (nie ma wielkich
mozliwosci wydalania jak u zwierzat i niektorych roslin wodnych), jest to proces
aktywny, katalizowany przez usytuowane w btonach komoérkowych pompy ATP-
zalezne. Pozwala on na bezpieczne zdeponowanie pochodnych toksyn oraz ich
ewentualny dalszy rozktad (ryc.1) [5,15,16].
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RYCINA 1. Mechanizm tolerancji zanieczyszczen organicznych w komorce roslinnej (zmodyfikowano
wg [16])



638 A. ZEMLEDUCH, B. TOMASZEWSKA

3. KOMORKOWE SYSTEMY ENZYMATYCZNE I ICH UDZIAL
W DEGRADACIJI ZWIAZKOW ORGANICZNYCH

Wsréd enzymow 1 fazy detoksykacji najwazniejsza role pelnia polisubstratowe
monooksygenazy (E.C.1.14.14.1, ang. PolySubstrate MonoOxygenase; PMSO,
inaczej oksydazy o funkcji mieszanej). Tworza one ztozone uktady katalityczne, w
ktorych sktad wchodza: czasteczki cytochromu P-450 i reduktazy NADPH-cyto-
chrom P-450, zlokalizowane we frakcji mikrosomalnej komorki oraz wystepujace
W postaci rozpuszczonej w cytoplazmie. Reduktaza cytochromowa (E.C.1.6.2.4) jest
flawoproteina, nie ma form izoenzymatycznych [19,32,39]. W przeciwienstwie do
niej cytochrom P-450 moze wnosi¢ do sktadu PSMO ponad 20 izoform. Jest on
hemoproteina, majaca w strukturze takze grupg tiolowa. Drugi czlon nazwy pochodzi
od wartosci absorbancji zredukowanej formy enzymu, a jego masa czasteczkowa
to ok. 55 kDa [16,19]. Podstawowe reakcje katalizowane przez systemy wspotdzia-
lajace z cytochromami P-450 wiaza si¢ z wprowadzeniem tlenu do czasteczki
substratu. Nosénik tlenu to grupa prostetyczna — pochodna protoporfiryny 1X z
centralnie potozonym jonem Fe** [36]. Ogdlnie bilans sumaryczny przeksztalcenia
zachodzacego z udzialem PSMO mozna przedstawi¢ w postaci nastepujacego
réwnania: XH + NADPH + H'+ O, -~ XOH + NADP* + H,O0 [16,19].
Jego istota jest przeniesienie (w dwoch oddzielnych reakcjach) dwoch pojedynczych
elektronéow (w postaci jonu wodorkowego, z NADPH) do kompleksu substrat -
cytochrom P-450 - tlen (w wyniku sprzgzenia cytochromu z reduktaza) i aktywacja
czasteczki O,, ktora ulega rozpadowi, gdzie jeden atom stuzy do utlenienia
ksenobiotyku, a drugi do utworzenia czasteczki wody (ryc. 2) [36,41]. Z biegiem
lat w kazdej klasie organizméw odkrywano coraz wigcej genow cytochromow
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RYCINA 2. Schemat mechanizmu dziatania systemu PSMO (zmodyfikowano wg [19])
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P-450, obecnie jest to najwigksza rodzina biatek enzymatycznych u roslin wyzszych.
W bazach danych jest juz ponad 1052 sekwencji otrzymanych z malej czgs$ci obecnie
znanych roslin (poznano 356 genoéw u ryzu Oryza sativa, a 273 u rzodkiewnika
Arabidopsis thaliana — co stanowi okoto 1% catego genomu) [14,15,39]. Ewolucja
takiego tworu jest oczywista, jesli wzia¢ pod uwage kompleksowos¢ i roznorodnos¢
zwiazkow chemicznych syntetyzowanych z jego udziatem przez ro$liny, np. natural-
nych produktéow shuzacych do komunikowania si¢ z otoczeniem, odstraszania patoge-
ndéw, roslinozercoOw itp. Dodatkowo wielokrotne duplikacje i inne zjawiska zwiazane
ze zmienno$cig na poziomie informacji genetycznej umozliwity im wyksztatcenie
zdolnosci rownie efektywnej detoksykacji substancji egzogennych [28]. Wiaze si¢
to z wyjatkowo szeroka specyficznoscia substratowa cytochromow, ich zdolno$ciami
do katalizy bardzo zr6znicowanych reakcji, czgsto stereospecyficznych. Dzigki takim
wlasciwosciom cytochroméw P-450, mozliwe jest ich wspotdziatanie w PSMO w
rozktadzie réznorodnych zwiazkéw chemicznych. Uczestnicza one w dealkilacji
ksenobiotykéw (w tym O-, N-, S-demetylacji), hydroksylacji (w tancuchu alifatycznym
1 pierscieniu), utlenianiu, dehydrogenacji, epoksydacji, redukcji (w deficycie tlenu),
izomeryzacji, dearylacji, sulfoksydacji itd. [19,32,36]. Enzymy te zaangazowane sa
wigc w reakcje biosyntezy, produkcje wielu metabolitow drugorzedowych, biora udziat
w przemianach takich zwiazkéw, jak: fenylopropanoidy, terpenoidy, kwasy tluszczowe,
hormony, a takze herbicydy i inne zanieczyszczenia organiczne. Dodatkowo rozne
izoenzymy moga wykazywaé odmienna reaktywnos¢ wzgledem réznych substratow,
takze toksycznych. Chociaz ich dziatanie w wigkszosci przypadkéw powoduje i ma
stuzy¢ detoksykacji, a wbudowywane grupy utatwia¢ proces sprzggania, istnieja
wazne wyjatki od tej reguly. Niekiedy ta tzw. faza bioaktywacji ksenobiotykow
powoduje dostownie ich konwersje do reaktywnych, stabilnych i groznych trucizn
(np. powstawanie epoksydow i rodnikow) [41]. Po wniknigciu zanieczyszczen do
komérki, obserwuje si¢ spadek aktywnosci reakeji biosyntez i przeksztalcen zachodza-
cych naturalnie, na rzecz biotransformacji substancji bardziej niebezpiecznych — w
takim stopniu, ze nawet 80% cytochroméw moze by¢ zaangazowanych w deto-
ksykacje. Takie podejscie wywotane jest wigkszym niz substratéw endogennych
powinowactwem ksenobiotykow do tych enzyméw [39]. PMSO sa katalizatorami
indukowanymi, co prowadzi najczeséciej do syntezy de novo potrzebnych biatek [19].
Czesto induktory aktywnosci tego systemu sa jednoczes$nie jego substratami — np.
indole, flawony, sterole, chinony, zwiazki N-heterocykliczne, weglowodory (w tym
chlorowane pestycydy, takie jak: aldrin, heksachlorobenzen itp.). Wyjatek to np. PCB
(polichlorowane bifenyle) zwiazki o zbyt duzej czasteczce, by mogty by¢ metabolizo-
wane przez PMSO, poza tym kompleks nie dziata skutecznie na wigzania C-C i
C-fluorowiec [19,36,41]. Okresowa indukcja jest korzystna ze wzgledu na oszczedna
gospodarke energetyczna oraz zapobieganie nagromadzeniu ewentualnych toksycz-
nych produktow utlenienia [19]. Poszczegolne izoenzymy cytochromu P-450 moga
by¢ indukowane selektywnie przez okreslone zwiazki chemiczne, co stwarza mozli-
wosci wykorzystania tego mechanizmu w fitoremediacji [15]. Badania modulacji
ekspresji genéw w komorce roslinnej po ekspozycji na zanieczyszczenia wykazuja
np. l4-krotne w poréwnaniu z kontrola podwyzszenie czgstoSci wykrywania
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znacznika przypisanego réznym cytochromom, tak jak w przypadku korzeni
A.thaliana stymulowanej 24-godzinng obecnoscia TNT (2,4,6-trinitrotoluen), w
stezeniu 15 mg/l pozywki [10]. Wyniki innego eksperymentu ukazuja tez glebsze
roéznice w indukcji poszezegolnych genéw CYP-450 w korzeniach sadzonek. Sposrod
dziewigciu analizowanych sekwencji, sze$¢ (przypisanych CYP81D11, CYP706A2,
CYP71A12, CYP71B6, CYP89A6, CYP708A3) ulegatlo wzmozonej ekspres;ji tylko
pod wptywem TNT, dwie (CYP79F2 i CYP705A30) tylko przy RDX (1,3,5-trinitro-
2-o0x0-1,3,5-triazacykloheksan), a transkrypcja jednej (CYP71A20) byta indukowana
przez oba zwiazki [11]. Znane sa réwniez sprzeczne, z wymienionymi, obserwacje
niewielkiej lub zadnej indukcji cytochromow przez tego typu zanieczyszczenia [25].
Te rozbiezne wyniki przypisano dtuzszemu okresowi trwania tego eksperymentu
(poziom ekspresji gendow mogt wroci¢ do normalnego stanu) oraz temu, ze badaniu
poddana zostata cata roslina rzodkiewnika, a nie tylko jego korzenie.

W utlenianiu ksenobiotykow uczestnicza takze monooksygenazy flawinowe (ang.
FMO, E.C.1.14.13.18). Ich aktywnos¢ jest zwiazana z koenzymem FAD, wymagaja
tez NADPH i tlenu (ryc. 3). Enzymy te utleniaja przede wszystkim nukleofilowe
zwiazki azotu i siarki. Moga katalizowa¢ rowniez sulfoksydacje sulfidow, sulfoksydow,
tioli czy karbaminianow. Wystepuja one w postaci zwiazanej z blonami [4,19].
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RYCINA 3. Schemat mechanizmu reakcji monooksygenaz (zmodyfikowano wg [19])



KOMORKOWY SYSTEM DETOKSYKACII ZANIECZYSZCZEN ORGANICZNYCH U ROSLIN 641

Fenolooksydaza — biatko zlokalizowane w chloroplastach lub wydzielane na
zewnatrz komérki — ma w swojej czasteczce atom miedzi. Jej aktywnos¢ monooksy-
genazy i oksygenazy powoduje powstawanie fenoksyrodnikdéw, ktére moga nastepnie
polimeryzowac [1,2,23,39].

Poza enzymami utleniajacymi, w I fazie detoksykacji ksenobiotykow u roslin
uczestnicza rowniez enzymy wykazujace aktywnos$¢ hydrolityczna. Sa to migdzy
innymi amidazy (E.C.3.5.1.4), proteazy (E.C.3.4. . .), hydrolazy epoksydowe
(E.C.3.3.2.3.), a takze karboksyloesterazy (E.C.3.11.1.). Charakteryzuja si¢ one
specyficzno$cia substratowa uwarunkowana konfiguracja przestrzenna [15,19,32].

Za redukcje natomiast odpowiadaja nitroreduktazy, enzymy wystgpujace w
cytozolu, wymagajace do dzialania NAD(P)H. Dzieli sig je na dwa typy, ze wzgledu
na aktywno$¢ w obecnosci tlenu molekularnego (typ II jest na niego wrazliwy, typ
I nie), liczbg przenoszonych elektronow (typ 1 — 2e, typ Il — le’) i powstajace
produkty. Roslinne nitroreduktazy typu II to np. reduktaza chinonu (QR, E.C.1.6.99.2),
reduktaza glutationu (GR, E.C.1.6.4.2), reduktaza cytochromu c (E.C.1.6.2.4),
dehydrogenaza ksantyny (E.C.1.1.1.204), oksydaza aldehydu (E.C.1.6.2.4) itd.
[1,7,25,26,29,32]. Redukcja estrow i innych zwiazkow nitrowych moze zachodzi¢ z
udziatem NADPH-zaleznych flawoenzymoéw, tzw. OPR (ang. 12-oxophyto-dienoate
reductase) [25]. Enzymy te wystgpuja w trzech izoformach, z ktorych ekspresja
form 1. 1 2. moze by¢ indukowana czynnikami stresowymi, np. obecno$cia kseno-
biotykow. Potwierdzaja to wyniki badan przeprowadzonych metoda SAGE (ang.
Serial Analysis of Gene Expression), ukazujace 10-krotna indukcje pod wpltywem
TNT obecnego w pozywce A. thaliana. Analiza ich mRNA metoda RT-PCR
pozwolita doktadniej scharakteryzowaé roznice w ekspresji obu izoenzymow, OPR1
i 2 [10,27]. W eksperymencie tym czynnikami stresowymi (dzialajacymi przez 48
godzin na 2-tygodniowe rosliny 4. thaliana) byty herbicydy, 0,6 mM acetochlor i 2
mM metolachlor i substancje wybuchowe: 0,6 mM TNT i 0,3 mM RDX.
Obserwowano maksymalnie 11-krotna indukcj¢ OPR2 przez TNT, po 6 godzinach
ekspozycji. Natomiast ekspresja OPR1 wykazywala mniejsza zalezno$¢ od obecnosci
TNT i RDX, najwigkszy byt 3—4-krotny wzrost ilo$ci transkryptow notowany po 3
godzinach. Efekt podania herbicydow, nastgpujacy dopiero po 24 godzinach, przypisuje
si¢ raczej stresowi oksydacyjnemu [27].

Produkty reakcji przeksztalcen obejmujacych I faz¢ detoksykacji moga stac si¢
substratami w kolejnych transformacjach. Zwiazki lipofilne, ktore przeszty przez ten
wstepny etap konwersji, maja odtad w swojej strukturze takie grupy, jak: hydroksy-
lowa, karboksylowa i aminowa. Poprzez te grupy moze nastapi¢ ich sprzg¢zenie z
endogennymi metabolitami o malej aktywnosci biologicznej [19,39]. W zaleznoSci
od wilasciwosci ksenobiotyku, substratami wykorzystywanymi w tym celu sa
weglowodany (gtownie glukoza, ale tez inne cukry proste, takie jak: galaktoza,
mannoza, arabinoza, ryboza i celobioza, a takze 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
zanieczyszczen z naturalnymi komoérkowymi nukleo- i elektrofilami charakteryzuja
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si¢ jeszcze wigksza hydrofilowos$cia, a to warunkuje ich mobilno$¢ i utatwia dalsze
rozdysponowanie.

Za przytaczenie reszty weglowodanowej do ksenobiotykdw, zawierajacych grupy:
-OH, aminowe, -COOH i -SH, odpowiadaja enzymy sposrod UDP-zaleznych trans-
feraz cukrowcow (E.C.2.4.1.). Wigkszo$¢ z nich jest rozpuszczona w cytozolu, ale
moga by¢ tez zwiazane z btonami. Skladaja si¢ z dwoch polipeptydow, a ich masa
czasteczkowa wynosi 40-61 kDa [5,24,32,39]. Badania genetyczne (analizy
sekwencji oraz substratow) pozwolity wyrdzni¢ do tej pory 77 rodzin glikozylotrans-
feraz. Na podstawie porownan filogenetycznych utworzono 14 grup (A-N) sposrod
okoto 118 prawdopodobnych sekwencji UGT opisanych u A4. thaliana [3,20,24].
Grupy A, D, E, H i L maja powyzej 10 cztonkoéw, podczas gdy inne nie maja nawet
trzech. R6znice migdzy nimi polegaja migdzy innymi na charakterze katalizowanej
reakcji, np. izozymy z grupy L sa zaangazowane gltéwnie w formowanie estrow
glukozowych, a z grupy E produkuja O-glikozydy. Zroznicowana jest rowniez
specyficznos¢ substratowa, regio- i enancjoselektywnos¢. Donorami weglowodanow
sa UDP-glukoza, UDP-ramnoza i UDP-ksyloza itp. Badania potwierdzaja, ze ten
sam enzym moze czasem rozpoznawac¢ zarowno endogenne, jak i egzogenne zwiazki
chemiczne (moze zachodzi¢ kompetycja o to samo miejsce aktywne) i z r6zna
aktywnoscia bra¢ udziat w detoksykacji, jak i I- i I[-rzgdowym metabolizmie.
Glikozylotransferazy odgrywaja role¢ w biosyntezie wielu kluczowych produktow
roslinnych, takich jak: flawonoidy, glikoalkaloidy, glukozydy kwasu salicylowego i
hormony. Odpowiadaja one za powstawanie koloru kwiatow, stabilizacj¢ lotnych fenoli
i terpenoidow — zwigzana z okresem owocowania (np. warunkowanie smaku owo-
cow) itp. [3,5,12,24]. Proste koniugaty ksenobiotyk-reszta cukrowcowa czgsto sa
poddawane kolejnemu procesowi sprzg¢gania, powstaja wtedy np. glukozyloglukozydy
lub inne pochodne, np. 6-O-malonyloglukozydy. Ten drugi metabolit tworzy si¢ w
wyniku dziatania malonylotransferazy, uzywajacej malonylo-CoA jako donora grupy
acylowej [5]. Glikozylacja to wazny sposob utrzymywania tadu wewnatrz komorki,
buforowania wptywu biotycznych i abiotycznych czynnikéw dzialajacych na rosling
z zewnatrz (np. warunkuje odpornos¢ na infekcje wirusowe) [3]. Wytworzenie
odpowiedniego potaczenia kowalencyjnego wptywa nie tylko na detoksykacje zwiazku
chemicznego, jego stabilnos$¢, wlasciwosci chemiczne i bioaktywno$¢, umozliwia tez
jego transport, a nawet bywa sygnatem kierujacym do okre$lonego przedzialu
komorki. Znany jest efekt modyfikowania w ten sposdb naturalnych metabolitow,
takich jak np. O-malonyloglikozydy antocyjanow, ktore sa sktadowane w wakuoli.
Proponowana rola grupy malonowej to w tym przypadku ochrona wiazania
B-glikozydowego. Generalnie, uwaza sig, ze takie potaczenie moze by¢ odwracalne
(malonyloesterazy, zlokalizowane w cytoplazmie i wakuoli), natomiast N-malonylacja
jest bardziej trwala [18,32]. Innym przyktadem moga by¢ ro§liny A. thaliana i soja
(Glycine max), ktore wykazuja rézne drogi metabolizmu DCA (3,4-dichloroanilina).

U rzodkiewnika dominuja pochodne N-glikozydowe oraz ich skladowanie w
wakuoli, natomiast soja wykazuje wigksza aktywno$¢ enzymoéw tworzacych
potaczenie N-malonylo-DCA, ktore jest odporne na hydroliz¢ i prowadzi do
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efektywniejszej detoksykacji poprzez depozycje zewnatrzkomorkowa [18]. Wzor
ekspresji gené6w UGT moze by¢ modyfikowany obecnos$cia w otoczeniu ro$liny
zwiazkow chemicznych, stanowiacych potencjalne substraty tych enzymow. Przykta-
dem niech bedzie zbadana przy uzyciu mikromacierzy indukcja ekspresji (1,7-krotna
w odniesieniu do kontroli), pod wptywem TNT w warunkach dtugiego, 10-dniowego
okresu ekspozycji na wysokie, bo 10 UM stgzenie ksenobiotyku. Ta pozytywna regu-
lacja byta szczegolnie trwata w pedach roslin [25].

Reakcje sprzegania ksenobiotykdéw z aminokwasami sa katalizowane przez
N-acylotransferazy (ATC). Sa to enzymy mitochondrialne dziatajace na kwasy karbo-
ksylowe, szczegolnie aromatyczne. Z badan na enzymach ssaczych wiadomo, ze
substraty te wymagaja jednak uprzedniej aktywacji, przy udziale ATP, koenzymu A
i syntetazy acyloCoA. Dopiero po tym nastgpuje koniugacja z aminokwasem,
katalizowana przez odpowiednia ACT, np. w przypadku glicyny, bytaby to acylo-
CoA-glicyno-N-acylotransferaza (E.C.2.3.1.13). Jednym z pierwszych dowodow na
koniugacj¢ aminokwasu z herbicydem byta reakcja 2,4-D (kwas dichloro-fenoksy-
octowy) z asparaginianem. Inne aminokwasy sprze¢gane z ksenobiotykami to gluta-
minian, walina, leucyna, tryptofan, fenyloalanina. Takie koniugaty moga by¢ wciaz
aktywne biologiczne, jednak sa mniej mobilne. Mozliwe jest ich wydzielenie do $ciany
komorkowej [19,32,41,42].

Kolejnym endogennym substratem, niezwykle waznym w reakcjach sprzegania
z detoksykowanymi ksenobiotykami, jest glutation (GSH). Jest to tripeptyd, skladajacy
si¢ z reszt kwasu glutaminowego, cysteiny i glicyny, w ktérym 2 pierwsze amino-
kwasy potaczone sa wiazaniem poprzez grupeg Y-karboksylowa glutaminianu [39].
U niektorych roslin spotykane sa naturalne analogi glutationu, majace zamiast glicyny
reszte B-alaniny (rosliny straczkowe) lub seryny (zboza). Tzw. homoglutation i
hydroksymetyloglutation moga wystgpowac¢ w komorce dodatkowo Iub zamiast GSH
[9,30]. Dzigki grupie tiolowej cysteiny, peptydy te stanowia zrodto niebiatkowej siarki.
Synteza GSH przebiega w dwdch etapach i wymaga ATP. Enzymy za nia odpowie-
dzialne znajduja si¢ zar6wno w chloroplastach, jak i cytozolu. Sa to syntetaza-y-
glutamylocysteiny (Y-ECS) i syntetaza glutationu (GSHS) [31]. Ich aktywnos¢ zalezy
miedzy innymi od dostepnosci sktadowych aminokwasow. Formy glutationu ulegaja
wzajemnym przejSciom ze zredukowanej do utlenionej (zawierajacej wiazanie
dwusiarczkowe, GSSG) 1 odwrotnie, dzigki aktywnosci reduktazy glutationu. Wazne
jest, aby stosunek ilosciowy byt na korzys¢ tej pierwszej, gdyz stanowi ona czgs$¢
systemu ochrony antyoksydacyjnej komorki. GSH petni tez role buforu hydrosulfido-
wego, a jako prekursor fitochelatyn jest zaangazowany w detoksykacje metali
[30,35,39]. Glutation jest czasteczka silnie hydrofilowa, dzigki czemu moze brac¢
udzial w nieenzymatycznym tworzeniu koniugatow z lipofilowymi ksenobiotykami.
Takie wychwytywanie tego typu zwiazkoéw zalezy od koncentracji obu partneréw i
struktury przestrzennej substratu, zawierajacego silnie elektrofilowe miejsce, na ktore
oddziatuje spontanicznie anion tiolowy GSH. Koniugacja obejmuje reakcj¢ substytucji:
RX + GSH - R-GS + HX [8,16,31,39]. Zanieczyszczenia organiczne charaktery-
zujace si¢ opisana wyzej budowa, zazwyczaj nie potrzebuja wstgpnego etapu tzw.
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bioaktywacji (w I fazie detoksykacji) i moga podlega¢ bezposredniej koniugacji z
glutationem (sa to niektore zwiazki fluorowcowe, fenole, insektycydy fosforoor-
ganiczne, rézne herbicydy) [16,35,41]. Nieenzymatyczne sprzg¢ganie nukleofilowe
zachodzi jednak powoli — przyspieszenie reakcji nastepuje przy udziale odpowiedniej
transferazy, ktéra wptywa na zblizenie substratow i osiagnigcie przez nie wlasciwej
konfiguracji przestrzennej. S-transferaza glutationowa (GST, E.C.2.5.1.18) jest
szeroko rozpowszechniona u organizmow tlenowych, znajduje si¢ we frakcji mikro-
somalnej komorki, cytozolu, mitochondriach, jadrze (w lisciach kukurydzy Zea mays
stanowi ponad 1% rozpuszczalnych bialek) i wystepuje w réznych formach izoenzy-
matycznych [9,16,39,41]. W genomie rosliny moze wystapi¢ nawet ponad 20 form
sposrod starej i zroznicowanej rodziny genow GST. Enzymy, na podstawie ich sek-
wencji aminokwasowych, zgrupowane sa w 5 klasach, nazwanych: teta, zeta, fi,
tau i omega. Niektore z nich znajdowane sa takze u zwierzat, jednak fi i tau sg
unikatowymi klasami roslinnych GST [8,9]. Enzymy te sa izolowane w postaci
dimerow, o identycznych lub réznych podjednostkach (z tej samej klasy), kazda o
masie 24-30 kDa [9,16,17,39]. Oba polipeptydy zawieraja niezalezne miejsca
katalityczne, w ktérych sktad wchodza specjalne miejsca wiazace glutation (tzw.
miejsce G, w domenie N-terminalnej) oraz hydrofobowy substrat (miejsce H,
uformowane przez aminokwasy z C-konca tancucha). Domeny wiazace ksenobiotyki
wykazuja wigksze zroznicowanie, co warunkuje szerokie, ale czesto naktadajace si¢
specyficzno$ci substratowe migdzy izoenzymami GST [8,17]. Naturalnymi reagentami
przemian katalizowanych przez te transferazy (a maja one réwniez aktywnosci
utleniania GSH, izomeryzacji, redukcji) sa miedzy innymi kwas cynamonowy,
kumarynowy, terpenoidy, chinony, alkaloidy itp. Uwaza sig, ze utworzenie koniugatu
z glutationem stanowi ,,0znakowanie” czasteczki przeznaczonej do depozycji w
wakuoli [9,16,19,34,39]. Ekspresja okreslonych izoenzymow zalezy od etapu rozwoju
rosliny i warunkéw $rodowiska. Do czynnikoéw wpltywajacych na nia zalicza si¢
poziom fitohormonow, stres tlenowy, obecnos¢ GSH, zanieczyszczen (stanowiacych
substraty, np. herbicydow) [9,39]. Geny GST zazwyczaj (cho¢ nie zawsze) naleza
do tych, do ktoérych, w badaniach zmian profili ekspresji pod wplywem ksenobioty-
kéw, odnosza si¢ najwyzsze wartosci indukcji [6,10,27]. Tak bylo w przypadku
24-, jak rowniez 48-godzinnej ekspozycji A. thaliana na TNT oraz inne substancje
wybuchowe 1 herbicydy [10,27]. W pierwszym ze wspomnianych eksperymentow
(metoda SAGE) notowano 28-krotne zwigkszenie ilosci mRNA dla S-transferaz
glutationowych [10]. W drugim natomiast, analizujac (metoda RT-PCR) ekspresje
3 roznych genow: AtGSTF2, AtGSTUI i U24, nalezacych do dwoch réznych klas
enzymoéw GST (fi i tau), badacze uwidocznili zréznicowany wptyw okreslonych
zwiazkow na kazdy z nich [27]. Produkty wszystkich tych gendéw okazaly sig
mobilizowane przez komorke roslinng w danych warunkach. Przy czym najwyzsza
indukcje notowano dla AtGSTU24 (az 40-krotna po 6 godzinach z 0,6 mM TNT i
18-23-krotna z 0,6 mM acetochlorem i 2 mM metolachlorem). Wpltyw obecnosci
RDX w pozywce na ekspresj¢ GST w roélinie jest mniejszy, co obserwowano w
przypadku krétkiego, jak i dtuzszego czasu ekspozycji [11,27].
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Zbyt dhugie przetrzymywanie zanieczyszczen w komorkach nie jest dla rosliny
korzystne. Skrocenie czasu ich oddzialywania oraz okresu potrozpadu osiagane jest,
migdzy innymi poprzez ciagte eksportowanie ich zinaktywowanych pochodnych z
cytoplazmy. Stezenie koniugatow w tym przedziale musi by¢ utrzymywane na niskim
poziomie, gdyz moga one hamowaé aktywno$¢ enzymow detoksykacyjnych, np.
S-transferaze glutationowa czy reduktaze GSH [5,16,39]. Dlatego produkty te sa
sktadowane w wakuoli w postaci rozpuszczalnych w wodzie metabolitow lub staja
si¢ tzw. pozostatosciami zwiazanymi w matriks pozakomorkowe;j.

Wakuole sa najprawdopodobniej najbardziej multifunkcjonalnymi organellami. Nie
stanowia jednorodnej grupy, moga si¢ r6zni¢ rozmiarami (centralna wakuola moze
zajmowac nawet 80% objgtosci komorki), ksztaltem, przeznaczeniem, sktadem itd.
Odpowiadaja migdzy innymi za turgor i wzrost komorek roslinnych, stanowia
kompartment hydrolityczny, rezerwuar jonéw, metabolitow, barwnikow, substancji
obronnych itp. Pelnia kluczowa rolg¢ w homeostazie komorki oraz w procesach
detoksykacji [21,22,38]. Wakuole mozna rozréznia¢ np. na podstawie zawartych w
nich biatkach rozpuszczalnych oraz po klasach akwaporyn, tworzacych kanaly wodne
w tonoplascie (przyjeto, ze O-TIP, ang. Tonoplast Intrinsic Protein — wystepuje
w spichrzowych, y-TIP w litycznych, o-TIP obecna jest w obu tych typach wakuoli)
[21]. Btona otaczajaca wakuolg zawiera rowniez pompy protonowe (H"ATP’aza,
PP’aza), odpowiedzialne za wytwarzanie gradientu elektrochemicznego, co napgdza
import substancji rozpuszczonych do jej wnetrza. Produkty metabolizmu i kseno-
biotyki w postaci koniugatéw pobierane sa w inny sposob. Proces ten zachodzi
glownie dzigki odpowiednim Mg i ATP-zaleznym transporterom. Tzw. ABC transpor-
tery (ang. ATP Binding Casette) znajdowane sa w komorkach wszystkich organiz-
mow i shuza do przenoszenia glukozydéow oraz tym podobnych zwiazkow przez btong
tonoplastu [40]. Jak wynika z badan genomu, u A4. thaliana moze wystgpowac 50
biatek z tej rodziny, z czego trzy: AtMRPI1, AtMRP2 i AtMRP3, nalezace do
podrodziny MRPs (ang. Multidrug Resistance-associated Proteins) znane sa ze
zdolnosci do transportu koniugatow glutationu do wnetrza wakuoli [21]. Ekspresja
genow, ktorych produktami sa transportery btonowe odpowiedzialne za usuwanie
zanieczyszczen (i ich pochodnych) z cytozolu, moze by¢ stymulowana przez ich
obecnos¢ w otoczeniu rosliny. Na przyktad w probach komoérek korzeni roslin A.
thaliana eksponowanych na TNT wykazano (metoda SAGE) 5-krotnie wigcej
transkryptow dla bialek podobnych do ABC transporteréw niz w probach kontrolnych
[10]. Zréznicowany wplyw na tego typu geny obserwowano takze w podobnych
badaniach z uzyciem mikromacierzy [25]. Ksenobiotyki zgromadzone w wakuoli
moga ulega¢ dalszym modyfikacjom, w wyniku dziatania ré6znych enzymoéw, np.
peroksydaz czy karboksypeptydaz [38]. Pod wptywem drugiego ze wspomnianych
katalizatorow, metabolity sprzgzone z GSH moga by¢ pozbawione czasteczki glicyny,
a nastepnie dzigki peptydazie takze reszty kwasu glutaminowego. Tego typu reakcje
odgrywaja role w obiegu aminokwaséw sktadowych glutationu, w jego degradacji i
w degradacji fitochelatyn, aktywacji barwnikdéw, usuwaniu znacznika glutationowego,
kierujacego do wakuoli oraz oczywiscie w metabolizmie ksenobiotykow. Tak zmniej-
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szony koniugat polaczony jedynie z cysteing moze ewentualnie opusci¢ wakuole,
utworzy¢ koniugaty drugiego rzedu (pod wpltywem liazy cysteinowej, glukozylo-
transferazy), a jego ostatecznym losem moze by¢ depozycja w $cianie komodrkowej
lub calkowite wydzielenie do otoczenia [39].

Skfad i organizacja roslinnych $cian komoérkowych pozwala na wigzanie wielu
zanieczyszczen w ich strukturze, np. poprzez grupy chemiczne lignin, celulozy itp. [38].
Zjawisku temu sprzyja, migdzy innymi, obecno$¢ apoplastycznych enzymow, takich
jak np. peroksydazy, polifenolooksydazy, ktore naturalnie petnig rolg w formowaniu
sktadnikéw $ciany (np. niespecyficzna oksydatywna polimeryzacja jednostek fenolo-
wych prowadzi do tworzenia lignin), depozycji suberyny itp. [13,37]. Rosliny maja wiele
izoenzymow peroksydaz, u A.thaliana znane sa 73 geny kodujace te enzymy. Ich
produkty to glikoproteiny z grupa hemowa, wspotdziatajace z H,0, jako akceptorem
elektronow. Roznig si¢ one zarowno specyficznoscia substratowa, lokalizacja w
komorce Iub tkance, jak i funkcja fizjologiczna [13]. Niektdre odgrywaja role w
regulowaniu wzrostu komoérek i rozwoju rosliny, odpowiedzi na atak patogendéw i inne
rodzaje stresu, czy wilasnie w formowaniu polaczen w $cianach komorkowych.
Peroksydazy fenolowe klasy III (E.C.1.11.1.7) sa zlokalizowane w wakuoli lub
wydzielane na zewnatrz komorek, zwlaszcza korzeniowych. Ich aktywno$¢ szczegdlnie
wobec hydroksylowanych toksycznych substratow warunkuje ich kowalencyjne
aczenie z polimerami $ciany (tworzenie tzw. nieekstrahowalnych pozostatosci), jak i
oksydatywna dechlorynacj¢ takich zanieczyszczen, jak: DCP (2,6-dichlorofenol), TCP
(2,4,6-trichlorofenol), TNP (2,4,6-trinitrofenol). Wazna jest tu obecnos¢ grupy -OH w
pozycji 1. pierScienia arylowego, gdyz takie zwiazki jak TNT, z grupa metylowa w
tym miejscu, nie byly degradowane przez peroksydaze [13,37,39].

Poza enzymami, majacymi bezposredni udziat w poszczegdlnych fazach detoksykacji
ksenobiotykow, wazny jest takze system obrony antyoksydacyjnej komoérek roslinnych,
gdyz to on warunkuje stopien tolerancji organizmu na stres zwiazany z ekspozycja na
zanieczyszczenia. Spowodowany jest on powstawaniem toksycznych, wysoce reaktyw-
nych pochodnych tlenu, w czasie utleniania endo- i egzogennych substratow [19].
Niekompletna redukcja tlenu czasteczkowego, mniej niz czterema elektronami, pocho-
dzacymi z ro6znych zwiazkow chemicznych, prowadzi do tworzenia wzbudzonych i
niebezpiecznych, dla makroczasteczkowych sktadnikow komorki, wolnych rodnikow.
Takie reaktywne formy tlenu (RFT) to np. tlen singletowy, tripletowy, nadtlenki, rodniki
hydroksylowe, aroksylowe, alkoksylowe, epoksydy itd. Do ich najniebezpieczniejszych
oddziatywan naleza: peroksydacja lipidow, powodujaca migdzy innymi zmiany w
przepuszczalnosci bton, modyfikacje 1 uposledzenie aktywnosci katalizatoréw biatko-
wych, zaktocanie funkcjonowania kwaséw nukleinowych itd. Czynnikami zabezpie-
czajacymi komorke roslinng przed negatywnym wpltywem RFT sa antyoksydanty w
postaci czasteczek nieenzymatycznych rozpuszczalnych w thuszczach, takich jak:
tokoferole, karoteny i w wodzie: ubichinony, katechole, kw. askorbinowy, glutation oraz
jony cynku, miedzi, selenu, magnezu, a takze katalizatory tworzace uktady unieczyn-
niajace wolne rodniki. Do tych ostatnich naleza takie enzymy, jak: dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD, E.C.1.15.1.1, metaloproteina wystepujaca w formach izoenzyma-
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tycznych, katalizujaca konwersje ponadtlenkowych wolnych anionéw O* do O, i
H,0,), katalaza (CAT, E.C.1.11.1.6, hemoproteina peroksysomalna, oksydoreduktaza
H,0,: H,0,), peroksydaza glutationowa (GPx, E.C.1.11.1.9, katalizuje reakcj¢ redukcji
wodoronadtlenkéw, jej kosubstratem jest GSH), reduktaza glutationu, reduktaza chinonu,
peroksydaza askorbinianu i inne peroksydazy itd. [15,19]. Zwiazek aktywnos$ci
roslinnych systemow antyoksydacyjnych ze stresem wywotanym obecnoscig zanie-
czyszczen organicznych w ich otoczeniu potwierdzaja wyniki badan zmian ekspres;ji
genow. Na przyktad, we wspominanej juz wczesniej, analizie biblioteki SAGE,
stworzonej z probek z korzeni A. thaliana krétko eksponowanych na TNT, najwigksza
indukcje wykazano dla tych genow, ktorych produkty zaangazowane sa wilasnie w
reakcje na stres oksydacyjny. Byly to miedzy innymi, indukowane 5-9-krotnie
reduktazy glutationu, chinonu i peroksydaza L-askorbinianu. Na uwage zastuguja tez
reduktaza monodehydroaskorbinianu i GSH-zalezna reduktaza dehydroaskorbinianu, z
odpowiednio 17- i 10-krotnym zwigkszeniem ilo$ci transkryptu (w poréwnaniu z
kontrola) [10]. Czynnikiem inaczej wplywajacym na ich ekspresje jest RDX, w
przypadku ktorego takiej indukcji nie obserwowano [11]. Notowano natomiast
12-krotnie czgstsze pojawianie si¢ mRNA dla peroksydazy, podobnie jak po ekspozycji
Spirodela punctata (gatunek z podrodziny rzgsowatych) na TCP [11,13].
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