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Wstep

Glioksylan jest bardzo reaktywnym, a w wyzszych stezeniach toksycznym pro-
duktem posrednim wielu szlakéw metabolicznych. Dlatego tez dalsze szybkie jego
przeksztalcenie stanowi wazny element procesu detoksyfikacyjnego w komorce.
Jednym z takich przeksztalcen jest reakcja transaminacji, w ktorej glioksylan uczest-
niczy jako jeden z substratow, a enzymami katalizujacymi te reakcje sq aminotrans-
ferazy glioksylanowe. '

NHy ? 7 NEo
R-CH-COO + HC-COOH — R-C-COOH + H,C-COOH
2-L-aminokwas glioksylan 2-oksokwas glicyna

Powstale produkty, jako zwiazki nietoksyczne, moga ponownie zosta¢ wiaczone
do puli metabolicznej. Poniewaz reakcje enzymatycznej transaminacji z udzialem
glioksylanu przebiegaja ze znacznym spadkiem energii swobodnej, mozna przy-
puszczal, ze w warunkach fizjologicznych sa one nieodwracalne [59]. Z tego wlasnie
wzgledu aminotransferazy wspoldzialajace z glioksylanem zashiguja na szczegélne
zainteresowanie.

Najlepiej poznanymi ro§linnymi aminotransferazami glioksylanowymi sa: ami-
notransferaza glutaminian : glioksylan (GGAT, EC 2.6.1.4) i seryna : glioksylan
(SGAT, EC 2.6.1.45). Powszechnie przyjmuje si¢, ze zasadnicza funkcja metabo-
liczng, obu enzyméw w komorce jest uczestniczenie w cyklu fotooddechowym, tj.
oksydacyjnym, fotosyntetycznym cyklu weglowym, ktéry umozliwia odzyskanie dla
fotosyntezy do 3/4 jednostek weglowych poczatkowo straconych w postaci fosfogli-
kolanu [15, 66]. W kilku pracach rozpatrywano inne mozliwe role metaboliczne tych
aminotransferaz, takie jak udzial w syntezie L-alaniny, glicyny, L-seryny lub L-tryp-
tofanu [43, 47, 64]; czy udzial w degradacji 5-aminolewulinianu [49, 57], metabolitu
posredniego w biosyntezie ukladu porfirynowego. Uklad ten stanowi podstawe
budowy chlorofiléow [28]. Nie w pei wyjasniona zostala tozsamo$¢ GGAT z
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aminotransferazami: alanina : 2-oksoglutaran i glutaminian : 4,5-dioksowalerianian
[12, 17, 53], a takze GGAT lub SGAT z aminotransferaza alanina : glioksylan [17,
22,25, 53]. Interesujace wydaje si¢ zagadnienie regulacji aktywnosci GGAT i SGAT
szczegolnie przez takie naturalne metabolity komorki, jak L-aminokwasy, glioksylan
czy jony amonowe [42, 50, 58, 68, 75]. Istnieja rozne poglady na budoweg czqsteczek
kazdego z tych enzymoéw [43, 45, 51, 52].

Powyzsze i inne aspekty tytutowego tematu poruszane s3 w niniejszym opracowaniu.
Stanowi ono uaktualnienie i rozszerzenie wczesniej publikowanych przegladow [59, 70].

Klasyfikacja roslinnych aminotransferaz wspoldzialajacych
z glioksylanem

Nomenklatura Enzymoéw, opracowana w 1984 r. przez Migdzynarodowa Unig
Biochemiczna, wymienia w podpodklasie 2.6.1. co najmniej siedem aminotransferaz
mogacych wspotdziata¢ z glioksylanem. Jednakze identyfikacja 1 rozréznienie
poszczegblnych enzymow tej grupy sprawia pewne trudnosci. I tak np. w lisciach
roslin stwierdzono wystgpowanie aminotransferaz: glicyna : 2-oksoglutaran, czyli
glutaminian : glioksylan (GGAT, EC 2.6.1.4) [54]; alanina : glioksylan (EC 2.6.1.44)
[56]; seryna : glioksylan (SGAT, EC 2.6.1.45) [7, 58]; metionina : glioksylan [9, 16];
tryptofan : glioksylan [43]. GGAT okazala si¢ tozsama ze sklasyfikowana pod innym
numerem aminotransferaza alanina : 2-oksoglutaran (aminotransferaza alaninowa,
(EC 2.6.1.2) [5, 44, 45]. Ponadto wykazano, ze SGAT jest identyczna z aminotrans-
ferazami: asparagina : 2-oksokwas (EC 2.6.1.14) [29], seryna: pirogronian (EC
2.6.1.51) [29, 58] oraz tryptofan : glioksylan [43]. Na podstawie wynikéw badan nad
specyficznos$cia substratowa aminotransferazy metionina : glioksylan sugerowano, ze
moze to byé aminotransferaza glutamina : pirogronian (EC 2.6.1.15) [16]. GGAT i
SGAT wykazywatly aktywno$¢ aminotransferazowa réwniez z udziatem L-alaniny i
glioksylanu [25, 42, 43, 51, 52], a aminotransferaza alanina : glioksylan aktywnos¢
aminotransferazy aminolewulinianowej (EC 2.6.1.43) [56].

Wystepowanie

Aktywno$¢ aminotransferazowa L-aminokwas : glioksylan wykryto w wielu
gatunkach roslin. W roslinach wyzszych znajdowano ja gléwnie w lisciach tytoniu
[21], grochu [4], pszenicy [34], owsa [7], zyta i ryzu [5], gryki [2], soi [63]; w
liscieniach ogorka [25]; w koleoptylu kukurydzy [11]; w korzeniach grochu [69]; w
nasionach fasoli [55], a takze w komorkach kilku gatunkow glonow [18, 19, 71].
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Lokalizacja subkomorkowa

W komoérkach roslinnych aktywnos$¢ aminotransferaz z udziatem glioksylanu
zlokalizowana byta zwykle w peroksysomach [24, 27], jakkolwiek sklad enzymowy
peroksysomow moze zmieniac¢ si¢ zaleznie od fazy rozwojowej tkanki roslinnej [67].
Tolbert i in. [67] podaja, ze niektére réznice migdzygatunkowe w metabolizmie
peroksysomalnym majg zwiazek z rozwojem ewolucyjnym. I tak w jednokomorko-
wych glonach enzymy cyklu fotooddechowego zlokalizowane sa wyfacznie w mito-
chondriach, podczas gdy w wielokomoérkowych glonach i u roslin wyzszych wigk-
szos$¢ tych enzymow wystepuje w peroksysomach.

Biekmann i Feierabend [5] badali subkomoérkowe rozmieszczenie aktywnosci
aminotransferazy glutaminian : pirogronian (glioksylan) (GGAT) w homogenatach z
lisci zyta, pszenicy i grochu. 10% tej aktywnosci wystgpowato we frakcji mitochon-
drialnej, a pozostate 90% w peroksysomach. Podobny rozktad aktywnosci uzyskali
oni dla etiolowanych lisci zyta. W innych niezielonych tkankach, takich jak korzenie
rosnacego w ciemnosci grochu oraz endosperm racznika, aktywnos¢ aminotrans-
ferazy glutaminian : pirogronian (glioksylan) Biekmann i Feierabend [5] wykrywali
gtéwnie w mitochondriach, ale takze w peroksysomach (korzenie) lub glioksysomach
(endosperm). Wedtug Noguchi i Hayashi [43, 44] aminotransferazy: tryptofan (sery-
na) : glioksylan (hydroksypirogronian) (SGAT) i alanina (glutaminian) : 2-oksoglu-
taran (glioksylan) (GGAT) z lisci szpinaku wystgpowaly in vivo wylacznie w
peroksysomach, a obserwowane w cytozolu aktywnosci tych enzymow pochodzity z
peroksysomow rozbitych w trakcie preparatyki.

W komérkach etiolowanych liscieni ogorka aktywnos¢ GGAT stwierdzono tylko
w cytozolu [45]. Po przeniesieniu liscieni do srodowiska z oswietleniem ciaglym
enzym pojawiat si¢ w peroksysomach. Na tej podstawie Noguchi i Fujiwara [45]
sugerowali, ze jest on transportowany z cytozolu do peroksysoméw w formie gotowe;j
w czasie biosyntezy chlorofilu. Hondred i in. [26] wykazali, ze w liScieniach ogorka
synteza mRNA kodujacego peroksysomalng podjednostk¢ SGAT jest zalezna od
Swiatla.

Chapple i in. [9], mimo ze zlokalizowali aktywno$¢ aminotransferazy metionina
(glutamina) : glioksylan we frakeji cytozolowej otrzymanej z protoplastow komorek
lisci rzepaku, nie wykluczali mozliwosci wystepowania in vivo niektorych izoen-
zymo6w tego enzymu w peroksysomach.

Podobnie Otter i in. [47] wykryli w kietkach sosny dwie izoformy aminotrans-
ferazy alanina : 2-oksoglutaran — peroksysomalna oraz cytozolowa. Swiatlo stymu-
lowato synteze izoenzymu peroksysomalnego, ktéry wg tych badaczy byt tozsamy z
GGAT. W komorkach Euglena gracilis wystgpowaly dwie izoformy GGAT —

mitochondrialna i cytozolowa [73].
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Po rozdzieleniu na frakcje homogenatu z eukariotycznych glonéw Cyanidium

caldarium Gross i Beevers [19] stwierdzali wystepowanie GGAT w peroksysomach,
a SGAT we frakcji rozpuszczalne;.

Funkcje metaboliczne

Najwazniejsza funkcja metaboliczna roslinnych aminotransferaz glioksylano-
wych jest udzial w fotooddychaniu, czyli oksydacyjnym, fotosyntetycznym cyklu
weglowym (cyklu C2). W tradycyjnym ujgciu cykl Ca umozliwia odzyskanie dla
fotosyntezy do 3/4 jednostek weglowych poczatkowo straconych w postaci fosfogli-
kolanu [15]. Keys i in. [33] po raz pierwszy zwrécili uwage na to, ze uwalnianiu sie
fotooddechowego dwutlenku wegla towarzyszy powstawanie réwnowaznych molo-
wo ilosci NH3, ktory jest szybko reasymilowany w postaci glutaminy. Wskazuje to
na mozliwos¢ udziatu fotooddychania w zintegrowanej regulacji proceséw asymilacji
wegla i azotu. Regulacyjna funkcje cyklu Cz w komorce potwierdzaja wyniki wielu
prac opublikowanych w nastgpnych latach [13, 36].

Zaobserwowano m.in., ze cykl fotooddechowy byt hamowany w warunkach
duzego niedoboru azotu, a dodanie L-seryny lub L-glutaminianu powodowato zmniej-
szanie si¢ st¢zenia glioksylanu w tkance roslinnej i ponowne uruchomienie fotood-
dychania [46]. U roslin wyzszych glioksylan powstaty w peroksysomach w procesie
fotooddychania przeksztatcany jest w glicyng, w dwoch nieodwracalnych w warun-
kach fizjologicznych reakcjach transaminacji [66]. Reakcje te katalizuja dwie perok-
sysomalne aminotransferazy: GGAT i SGAT, a dawcami grup aminowych sa naj-
czgsciej odpowiednio: L-glutaminian i L-seryna [27, 66]. Wysuwane sa sugestie, ze
fotooddychanie nie jest cyklem zamknigtym i obydwie aminotransferazy uczestnicza
w syntezie glicyny i L-seryny z udziatem L-alaniny i L-asparaginy [3, 64, 65]. Madore
1 Grodzinski [38] obserwowali wzrost biosyntezy aminokwasoéw w lisciach szatwi,
gdy wzrastata szybkos¢ fotooddychania.

Decydujacych dowodéw na wazna rolg SGAT w procesie fotooddychania roslin
wyzszych dostarczyly badania nad mutantami Arabidopsis [61], jeczmienia [41] i
tytoniu [22], pozbawionymi aktywnosci tego enzymu. Byly one zdolne do zycia
jedynie w warunkach nie sprzyjajacych fotooddychaniu.

Paszkowski 1 Niedzielska [48, 51] sadzili, ze zaréwno GGAT, jak i SGAT z
siewek zyta, obok udziatu w cyklu C3, moga uczestniczy¢ w jednej z reakcji szlaku
metabolicznego, w ktorym glicerynian przeksztalcany jest do L-seryny w perok-
sysomach. Enzymy z zyta katalizowaly bowiem reakcj¢ transaminacji pomiedzy
L-glutaminianem (GGAT) albo L-alaning lub L-asparaging (SGAT) a hydroksypiro-
gronianem [48, 51].
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Wedtug Yokoty i in. [72] w komoérkach Euglena gracilis powstaty w cyklu Ca
glioksylan podlega transaminacji katalizowanej wytacznie przez mitochondrialng
GGAT.

Udzial peroksysomalnej aminotransferazy glutaminian : pirogronian (glioksylan)
(GGAT) z lisci roslin wyzszych zaréwno w procesie fotooddychania, jak i w syntezie
L-alaniny zaproponowali Bieckmann i Feierabend [5]. Wedtug nich przyj¢ty wczesnie;j
schemat syntezy tego aminokwasu, ktory przewidywat transaminacj¢ pirogronianu w
chloroplastach, byl mniej korzystny energetycznie dla komorki.

Noguchi i Hayashi [43] sugerowali, ze peroksysomalna aminotransferaza trypto-
fan (seryna) : glioksylan (hydroksypirogronian) (SGAT) z lisci szpinaku moze
uczestniczy¢ w syntezie kwasu indolilooctowego.

Otter i in. [47] — przyjmujac, ze peroksysomalna izoforma badanej przez nich
aminotransferazy alanina : 2-oksoglutaran z kietkéw sosny katalizuje rowniez tran-
saminacj¢ pomigedzy L-glutaminianem lub L-alaning a glioksylanem — przypisywali
temu enzymowi kluczowa rol¢ we wzajemnych przemianach aminokwasow, w
syntezie L-alaniny dla potrzeb syntezy biatek, a takze w reasymilacji uwolnionego
podczas fotooddychania jonu NH3.

Schemat jest podsumowaniem rozwazan na temat metabolicznych funkcji GGAT
i SGAT w peroksysomach.

PEROKSYSOM Ala pirogronian
Glu 2-oksoglutaran
Glu \ / 2-oksoglutaran
- N ya
1
dop, 0|
i alanina
0, Hy0, pirogronian Scyns 1
—1> glikolan —>—<=", glioksylan
«—}— amid kwasu szczawlooctowego . Asn
¢ indolilopirogronian Tp
«—t» glicerynian o~>hydroksypirogronian- » Seryna «——

- A
: 1"/ Ala pirogronian 2-oksoglutaran
Glu Asn amid kwasu szczawiooctowego
Tp  indolilopirogronian

Schemat. Hipotetyczna rola GGAT i SGAT w metabolizmie komoérki
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Wedtug Hatcha [20] dwa z trzech wykrytych przez niego izoenzyméw ami-
notransferazy alanina : 2-oksoglutaran z lisci fobody uczestniczyty w fotosyntety-
cznym szlaku C4 wystepujacym w tej roslinie. Z kolei zgodnie z sugestia Son i in. [62] .
tylko jedna z trzech izoform aminotransferazy alanina : 2-oksoglutaran z lisci prosa
jest zaangazowana w fotosyntetycznym szlaku C4. Nalezy jednak zaznaczyé, ze
zardwno izoenzymy z liscitobody, jak i liSci prosanie byty, niestety, badane ze wzgledu
na mozliwos$¢ katalizowania reakcji transaminacji z udziatem glioksylanu [20, 62].

Aminotransferazy alanina : 4,5-dioksowalerianian (glioksylan) z kietkéw rzod-
kiewki [56] i Chlorella regularis [57] katalizowaty reakcje transaminacji pomigdzy
L-alaning a kwasem 4,5-dioksowalerianowym, uwazanym przez niektérych badaczy
[1] za metabolit posredni w syntezie porfiryn. W reakcji aminacji tego dioksokwasu
uczestniczyly rowniez aminotransferazy glutaminian : 4,5-dioksowalerianian (gliok-
sylan) z Euglena gracilis [12], Chlorella fusca [39] oraz Scenedesmus obliquus mutant
C-2A’ [32]. Na ogo6t przyjmuje sig, ze reakcje transaminacji z udziatem 4,5-diokso-
walerianianu majq charakter nieodwracalny [32]. Jedynie Shioi i in. [57] wysuneli
przypuszczenie, ze aminotransferaza wspoéldziatajaca z tym dioksokwasem moze
katalizowa¢ transaminacj¢ prowadzaca do jego powstawania, a zatem rozpoczynaé
szlak kataboliczny 5-aminolewulinianu — metabolitu posredniego w syntezie porfiryn.
Sugesti¢ t¢ potwierdzaja wyniki badan nad SGAT z siewek zyta [49], jakkolwiek
bardzo niskie st¢zenie 5-aminolewulinianu (0,44 uM) oznaczone w lisciach jeczmienia
[40] nie wskazuje, aby zwiazek ten mogt skutecznie konkurowaé z L-seryna o SGAT
w peroksysomach. Udziat SGAT w zapoczatkowaniu procesu degradacji 5-ami-
nolewulinianu moglby zatem dotyczy¢ jedynie izoenzymu umiejscowionego w chlo-
roplastach, gdzie przebiega synteza kwasu 5-aminolewulinowego [28].

Chapple 1 in. [9] zaproponowali, ze wyizolowana przez nich z lisci rzepaku i
oczyszczona aminotransferaza metionina : glioksylan — katalizujac transaminacje
pomi¢dzy L-metioning a glioksylanem — inicjuje biosyntezg tioglukozydow po-
chodzacych od metioniny. Wedlug Chapple’a i in. [9] enzym ten mogiby uczestniczy¢
w tzw. cyklu metioniny, ktdry pozwala na odzyskanie siarki w postaci zredukowane;j
po syntezie etylenu lub poliamin w komorce roslinnej. Katalizowana przez aminotrans-
feraz¢ L-metionina : glioksylan reakcja przeniesienia grupy 2-aminowej z L-glutaminy
na pochodna 2-oksokwasowg L-metioniny stanowi jeden z etapow tego cyklu.

Oczyszczanie

Wsrod otrzymanych dotad preparatow aminotransferaz roslinnych wspétdzia-
tajacych z glioksylanem najwyzsza aktywnos¢ wlasciwa wynoszaca 46,1 i 53,2
pmol min”! ‘mg biatka ™ w temp. 30°C wykazywaly preparaty odpowiednio GGAT
i SGAT, uzyskane z siewek zyta [51, 52]. Kazdy z nich podczas elektroforezy
analitycznej w zelu poliakryloamidowym wedrowat w kierunku anody w postaci
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jednego prazka biatkowego. Jednakze na podstawie wynikéw elektroforezy z SDS w
obu preparatach stwierdzono wystepowanie zanieczyszczen biatkowych
stanowiacych 17% (GGAT) lub 10% (SGAT) catego biatka [51, 52].

Wysoka aktywnoscia wtasciwa (43,8 pmol - min~! - mg biatka " w temp. 37°C)
charakteryzowat si¢ rowniez jednorodny elektroforetycznie preparat GGAT z liscieni
ogorka [45].

Preparat SGAT o aktywnosci wiasciwej 34,4umol - min~! - mg biatka™! w temp.
25°C otrzymali zli§cieni ogérka Hondred i in. [25]. Wyniki elektroforezy anality cznej
w zelu poliakryloamidowym z SDS wskazywaty na wystepowanie w nim dwoéch
tancuchéw polipeptydowych. Aktywnosé wiasciwa wynoszaca 39,3pmol - min~! - mg
biatka™ w temp. 30°C oznaczyli Ireland i Joy [29] dla preparatu aminotransferazy
asparagina (seryna) : glioksylan (SGAT) z lisci grochu, jakkolwiek jego elektroforeza
w zelu poliakryloamidowym wykazata dwa dodatkowe prazki biatkowe, nieaktywne
enzymatycznie.

Chapple 1 in. [9] oczyscili jeden z izoenzyméw aminotransferazy metionina :
glioksylan z liSci rzepaku az 10000-krotnie. Chociaz aktlywnos’é wilasciwa tego
preparatu wynosita zaledwie 0,6 pmol - min~! - mg biatka ~ w temp. 30°C wyniki
elektroforezy analitycznej w zelu poliakryloamidowym z SDS wskazywaly na
wystgpowanie w nim tylko jednego biatka.

Wplyw pH

Optymalne pH dla dziatania roslinnych aminotransferaz glioksylanowych zawiera
si¢ w granicach 7,0-9,0 [42, 45, 51, 56, 73], tj. w zakresie powszechnie przyjetym jako
optymalny dla aktywnosci wigkszosci aminotransferaz roslinnych [14].

Obserwowana warto$¢ optymalnego dla dziatania enzymu pH zmienia si¢ czgsto
zaleznie od sktadnikéw buforu stosowanego do oznaczen aktywnosci. Stwierdzono, ze
niektére aniony moga hamowaé kompetycyjnie przejscie formy pirydoksaminowej
aminotransferazy w forme¢ pirydoksalowa lub utrudnia¢ tworzenie si¢ kompleksu
enzym-substrat, blokujac obdarzone dodatnim tadunkiem grupy funkcyjne centrum
aktywnego enzymu [70]. Rehfeld i Tolbert [54] wykazali, ze jony fosforanowe hamuja
aktywno$é SGAT zlisci szpinaku, a optymalne dla dziatania tego enzymupH w buforze
bez jonéw fosforanowych wynosi 7,0. Wyraznie wyzsze bylo optymalne pH dla
aktywnosci SGAT przy zastosowaniu do oznaczefi buforu fosfo.ranoYvego [29, .34, 43].

Optymalne pH dla reakcji enzymatycznej transaminacji w jednym kierunku
czasami rézni si¢ od optymalnego pH dla reakcji w odwrotnym kierunku. Nakamura
i Tolbert [42] podaja, ze optymalne pH dla reakcji transaminacji pomiqd;y .L-serynaf
a glioksylanem, katalizowanej przez SGAT z lisci szpinak‘u, byto o dwie jednostki
nizsze od optymalnego pH ustalonego dla reakcji odwrotne;.
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Specyficzno$¢ substratowa

Nazwa aminotransferaza glutaminian : glioksylan (GGAT) dotyczy zwykle biatka
enzymowego zdolnego do katalizowania, obok reakcji przeniesienia grupy aminowej
z L-glutaminianu na glioksylan, takze reakcji transaminacji pomigdzy L-glutaminia-
nem a pirogronianem oraz L-alanina a glioksylanem lub 2-oksoglutaranem [5, 45, 47,
51]. A zatem enzym ten mozna by uwazaé za identyczny z aminotransferaza alanina
: 2-oksoglutaran. Nalezy jednak zaznaczyé, ze niektore oczyszczone izoformy roslin-
nych aminotransferaz alanina : 2-oksoglutaran nie katalizowaly transaminacji z
udzialem glioksylanu [17, 53]. Nieco odmienng specyficznos$¢ substratowa wy-
kazywata GGAT z Euglena gracilis [73]. Aminotransferaza ta sposroéd aminokwasow
katalizowata reakcje z L-glutaminianem, L-tryptofanem, L-cysteing i L-hydroksy-
tryptofanem. Jako akceptory grup aminowych mogty by¢ wykorzystywane przez nia
takie 2-oksokwasy, jak: glioksylan, 4-hydroksyfenylopirogronian, fenylopirogronian
1 hydroksypirogronian.

Katalizujace reakcje transaminacji pomigdzy L-glutaminianem a 4,5-dioksowa-
lerianianem enzymy z Chlorella fusca [39], Euglena gracilis [12], Scenedesmus
obliquus mutant C-2A’ [32] okazaly si¢ co najmniej tak samo aktywne w transami-
nacjach pomigdzy L-glutaminianem a glioksylanem. Aminotransferazy z Chlorella
fusca i Euglena gracilis mogty wykorzystywaé obok L-glutaminianu po kilkanascie
innych aminokwaséw, przy czym enzym z Chlorella fusca by} zdolny do katalizowa-
nia reakcji z udziatem siedmiu réznych oksokwaséw, wliczajac w to glioksylan i
4,5-dioksowalerianian. Kwestia sporng pozostaje nadal tozsamo$é tych aminotrans-
feraz z GGAT.

Aminotransferazy alanina : 4,5-dioksowalerianian (glioksylan) z Chlorella regu-
laris [56] oraz siewek rzodkiewki [57] byly odpowiednio 55 razy i 15 razy bardziej
aktywne w reakcjach transaminacji pomigdzy L-alaning i glioksylanem. Ponadto
mogly one uczestniczy¢ w reakcjach z udziatem kilku innych aminokwaséw.

Mozna stwierdzi¢, ze poza reakcja przeniesienia grupy aminowej z L-seryny na
glioksylan SGAT odpowiedzialna jest za katalizowanie w komérce roslinnej trans-
aminacji pomigdzy L-alanina, L-asparaging, L-tryptofanem a glioksylanem; L-alani-
na, L-asparagina, glicyna a hydroksypirogronianem; L-asparagina, glicyna, L-seryna
a pirogronianem [8, 22, 25, 29, 42, 44, 52, 58]. Nalezy dodaé, ze dane literaturowe
dotyczace specyficznosci substratowe;j tej aminotransferazy w duzej czesci wzajem-
nie si¢ nie potwierdzaja.

Aminotransferaza metionina : glioksylan z liSci rzepaku byta tak samo aktywna
w stosunku do dwoch par substratéw: L-metioniny i glioksylanu oraz L-glutaminy i
glioksylanu [16]. Ponadto katalizowata reakcje transaminacji pomigdzy pochodnymi
L-metioniny, L-homoseryna, L-histydyna i w niewielkim stopniu dwudziestoma
innymi L-aminokwasami a glioksylanem. Rol¢ akceptoréw grupy aminowej po-
chodzacej od L-metioniny mogly spetnia¢ obok glioksylanu: 2-okso-4-metyloglu-
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taran, pirogronian, szczawiooctan i 2-oksoglutaran. Poréwnanie specyficznosci sub-
stratowej tego enzymu i badanej przez Irelanda [30] aminotransferazy glutamina :
glioksylan z lisci soi i grochu wskazuje, ze moga to by¢ te same biatka enzymowe.

Wilasciwosci kinetyczne

O powinowactwie substratu do enzymu $wiadczy m.in. wartos¢ stalej Km.
Wartos¢ Km (prawdziwej lub pozornej) dla substratu oksokwasowego aminotrans-
ferazy jest zwykle mniejsza od warto$ci Km dla substratu aminokwasowego [14].
Podobna prawidtowos¢ obserwuje si¢ u wigkszosci aminotransferaz katalizujacych
reakcje z udzialem glioksylanu (tabela).

Tabela.Wartosci staltych Michaelisa-Menten (Kpy) dla substratow niektérych aminotrans-
feraz glioksylanowych pochodzenia roslinnego

Nazwa Pocho- Warto$¢ Km (mM) Stezenie drugiego pH Literatura
aminotrans- dzenie substratu (mM)
ferazy
glutaminian : liScienie Glu 3,8 10,0 glioksylan 8,0 [45]
glioksylan ogorka  glioksylan 2,4 20,0 Glu
liScie Glu 1,7 10,0 glioksylan 7.1 [68]
buraka  glioksylan 0,13 1,0 Glu
glutaminian : Chlorella Glu 0,48 6,0 4,5-diokso- 7,3 [39]
4,5-diokso-  fusca 4. 5-dioksowalerianian ~ walerianian
walerianian 2,0 20,0 Glu
(glioksylan) Ala 6,3 6,0 4,5-dioksowa-
lerianian
glioksylan 2,1 20,0 Glu
alanina: Chlorella Ala 3,5 8,0 [57]
4 5-diokso- regularis 4,5-dioksowalerianian 0,12
walerianian Ala 3,0
(glioksylan) glioksylan 1,3
seryna : siewki Ser 2,4 5,0 glioksylan 8,0 [48]
glioksylan zyta glioksylan 1,2 15,4 Ser
liscie Ser 0,60 1,0 glioksylan 7.1 [68]

buraka  glioksylan 0,19 1,0 Ser
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Mechanizm dzialania

Powszechnie przyjmuje si¢, ze aminotransferazy dziataja zgodnie z mechaniz-
mem postulowanym przez Braunsteina, Snella i in., nazywanym Ping Pong Bi Bi [6].

W przeprowadzonych dotad doswiadczeniach kinetycznych z udziatem roélin-
nych aminotransferaz glioksylanowych [7, 8, 42, 56, 58] uzyskiwano wykresy za-
leznosci szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia pierwszego substratu przy
roznych st¢zeniach drugiego substratu w ukfadzie Lineweavera-Burka. Wyznaczone
krzywe przebiegaty w postaci prostych rownoleglych, co wskazywato, ze enzymy te
dziataly zgodnie z mechanizmem Ping Pong Bi Bi [23]. Wedlugg Waltona i Butta
[68] dla GGAT zlisci buraka, w pewnych zakresach stezen glioksylanu, wyznaczone
w uktadzie Lineweavera-Burka krzywe nie byty prostymi; z kolei krzywe dla SGAT,
tez zlisci buraka, nie przebiegaty rownolegle i rowniez nie byty prostymi. Otrzymanie
takich wynikéw badacze ci tlumaczyli hamowaniem aktywnosci enzymatycznej
GGAT przez glioksylan tylko przy wyzszych stezeniach tego substratu, natomiast
SGAT w calym zakresie stosowanych stezen.

Na podstawie przebiegu i utozenia analogicznych krzywych wyznaczonych dla
reakc)i katalizowanej przez SGAT z siewek Zyta nalezy sadzi¢, ze aktywno$¢ enzymu
byta hamowana kompetycyjnie zaréwno przez substrat oksokwasowy — glioksylan,
jak 1 substrat aminokwasowy — L-seryne [48].

Dowody na wspoldzialanie z fosforanem pirydoksalu

Udziat pirydoksalu i pirydoksaminy lub ich pochodnych w enzymatycznej tran-
saminacji po raz pierwszy zaproponowat w 1944 r. Snell [60]. W nastepnych latach
ustalono, ze kofaktorem aminotransferaz jest fosforan pirydoksalu (PLP) odwracalnie
przeksztalcany podczas reakcji transaminacji w fosforan pirydoksaminy [60].

Lu i Mazelis [37] jako pierwsi wykazali, ze na jedna czasteczke aminotransferazy
roslinnej (aminotransferaza ornitynowa z liscieni dyni) przypada jedna czasteczka
tego koenzymu. Warto dodac¢, ze biatka aminotransferaz roslinnych bywaja zwykle
duzo silniej zwigzane z PLP niz odpowiadajace im biatka aminotransferaz zwier-
zgcych [14].

Bezposrednie dowody na wystgpowanie tego zwiazku w potaczeniu z apoen-
zymem SGAT z liSci owsa, grochu czy aminotransferazy glutaminian : 4,5-diokso-
walerianian (glioksylan) z Chlorella fusca przedstawili odpowiednio Brock i in. [7]
oraz Ireland i Joy [29], dokonujac catkowitego rozdziatu badanych enzyméw na czesci
skfadowe (apoenzym i koenzym), a takze Meish i in. (39) wykazujac, ze na 1mol
enzymu przypada 0,5 mola PLP. Czg¢sciowo udato si¢ rozdzieli¢ GGAT i SGAT z
siewek zyta, przy czym biatko GGAT okazato si¢ znacznie silniej zwiazane z PLP
niz bialko SGAT [48, 51].
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Posrednio o wspétdziataniu apoenzymoéw ro$linnych aminotransferaz glioksy-
lanowych z PLP $wiadcza wyniki badan z udziatem zwiazkéw mniej lub bardziej
specyficznie reagujacych z tym koenzymem. Aktywno$é omawianych enzymow byta
hamowana aminooksooctanem [29, 31, 48, 51, 74], hydroksyloamina [7, 29, 42, 48,
51, 58], winyloglicyna [10], buforem Tris [34], siarczynem disodowym [55], imida-
zolem [57] oraz hydrazydem kwasu izonikotynowego [29, 48, 51, 55]. Jakkolwiek
ten ostatni nie mial wplywu na aktywno$¢ SGAT z lisci pszenicy [34] i owsa [7].

Wplyw zwigzkéw niefizjologicznych

Silne hamowanie aktywnosci GGAT z nasion fasoli przez jodooctan, p-hydroksy-
rteciobenzoesan (PHMB), zelazicyjanek potasu i 2,6-dichlorofenoloindofenol stwier-
dzali Sastry i Ramakrishnan [55]. Wedtug nich dowodzito to stusznosci teorii Snella,
ktora zakladala, ze podczas reakcji katalizowanej przez aminotransferazy nastepuje
oddziatywanie pomig¢dzy grupa aldehydowa a hydrosulfidowa, polegajace na tworzeniu
tioacetali [55]. Grupy -SH ros$linnej SGAT wydaja si¢ by¢ mato istotne dla aktywnosci
tego enzymu. Smith [58] oraz Carpe i Smith [8] obserwowali tylko stabe hamowanie
aktywnosci SGAT zlisci fasoli zardwno przez PHMB, jak i N-etylomaleinimid. Podobnie
reagowata SGAT z siewek zyta [48]. Wedtug Brocka i in. [7] aktywnos¢ tej aminotrans-
ferazy z liSci owsa nie ulegata obnizeniu w obecnosci kwasu jodooctowego lub PHMB.

Stosowany jako inhibitor fotooddychania 2,3-epoksypropionian hamowat akty-
wno$¢ aminotransferazy glutaminian : pirogronian (glioksylan) z lisci zyta [5] oraz
GGAT z lisci i tkanki kallusowe;j tytoniu [35]. Mechanizm tej inhibicji nie jest znany.

Wplyw jonéw metali

Role jonéw metali w reakcjach transaminacji badat Braunstein [6]. Wnioski z
wynikéw prac nad enzymami pochodzenia zwierzgcego przedstawione przez tego
badacza pozwalaja sadzié, ze obserwowany niekiedy korzystny wptyw kationow na
aktywno$¢é aminotransferaz polega raczej na ich oddziaty waniu na konformacjg biatka
enzymowego, a nie na bezposrednim udziale w procesie katalizy. Odmiennego zdania
byli Sastry i Ramakrishnan [55], ktorzy stwierdzili wyrazng aktywacj¢ GGAT z
nasion fasoli jonami Mn2+, Mg2+, Fe?tiFe’ * ahamowanie aktywnosci tego enzymu
zwiazkami kompleksujacymi metale. Sugerowali oni udziat jonow metali jako kofak-
toréw w reakcji transaminacji pomigdzy L-glutaminianem a glioksylanem.

Aminotransferazy seryna : glioksylan (SGAT) z lisci pszenicy, fasoli, owsa i
grochu nie ulegaty aktywacji jonami metali, a zwiazki kompleksujace metale Eie‘
hamowaty aktywnosci tych enzyméw [7, 29, 34, 58]. Wxniki Ea.daﬁ rzlid SGAT z 118(??
pszenicy wskazywaty jedynie na pewnarolg jonow Cu“’,Fe” iMn“" wreaktywacji
enzymu po utracie aktywnosci na skutek dializy wobec 0,6% EDTA.
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Wplyw naturalnych metabolitow

Wsrod naturalnych metabolitéw, ktére obnizaja akty wno$é aminotransferaz glio-
ksylanowych, najliczniej reprezentowane sa L-aminokwasy i 2-oksokwasy.

Yu iin. [75] — badajac enzymatyczne transaminacje w peroksysomach wyizo-
lowanych z lisci szpinaku z glioksylanem jako akceptorem grupy aminowej —
obserwowali, kompetycyjne wzglgdem L-glutaminianu, hamowanie aktywnosci z
udzialem tego aminokwasu i glioksylanu przez L-alanine. Natomiast nie stwierdzali
oni wspoizawodnictwa pomigdzy L-seryna a L-alaning lub L-glutaminianem. A
zatem, jak sadzili ci badacze, aminotransferaza SGAT z lisci szpinaku wykazywala
specyficznos¢ tylko wobec L-seryny, podczas gdy GGAT byla aktywna zaréwno z
L-glutaminianem, jak i z L-alanina.

Glioksylan spetnial rol¢ inhibitora kompetycyjnego w stosunku do 4,5-diokso-
walerianianu w reakcjach transaminacji pomigdzy L-alaning lub L-glutaminianem a
4,5-dioksowalerianianem, katalizowanych przez aminotransferazy oczyszczone od-
powiednio z Chlorella regularis [57), siewek rzodkiewki [56] i Euglena gracilis [12].
Wyniki te sugeruja, ze kazde z badanych bialek enzymowych moze uczestniczyé w
transaminacjach zaroéwno z udziatem glioksylanu, jak i 4,5-dioksowalerianianu.

L-seryna hamowata kompetycyjnie wzgledem L-glutaminianu aktywno$¢ GGAT
z lisci buraka, natomiast L-glutaminian nie wplywat na aktywno$¢ SGAT z tej rosliny,
co stwierdzali Walton 1 Butt [68]. Wedlug tych autorow powyzsze wiasciwosci
aminotransferaz glioksylanowych decyduja o utrzymaniu réwnowagi pomiedzy wy-
korzystywaniem L-seryny 1 L-glutaminianu w cyklu fotooddechowym.

L-alanina i glicyna hamowaty kompetycyjnie wzgledem L-seryny aktywnos¢
SGAT z lisci szpinaku z udziatem L-seryny i glioksylanu [42]. Jakkolwiek wyzna-
czone stale K;j okazaly si¢ bardzo wysokie (45mM dla L-alaniny i 33mM dla glicyny);
uznano to za dowod, ze zarowno L-alanina, jak i glicyna nie moga by¢ uwazane za
wiasciwe substraty badanego enzymu [42].

Zjawisko hamowania aktywnosci niektérych aminotransferaz glioksylanowych
przez jony amonowe stanowi cickawe zagadnienie szczegolnle z uwagi na mozliwe
znaczenie fizjologiczne. I tak wg Smitha [58] jony NHZ hamowaty kompetycyjnie
wzgledem L-seryny 1 akompetycyjnie wzglgdem glioksylanu aktywnos¢ SGAT z 1lSCl
fasoli, jakkolwiek w drugim przypadku krzywe dla poszczegblnych stezen NH4
wyznaczone w ukiadzie Lineweavera-Burka, nie byly prostymi. Smith [58] sadzil, ze
jon NH4 wiazac si¢ z enzymem, mogiby stymulowac przytaczanie glioksylanu, co z
kolei zmniejszatoby powinowactwo aminotransferazy do L-seryny. Havir [21] zasu-
gerowata, ze jony amonowe tworza z glioksylanem karbinolaming, ktéra mogtaby
nicodwracalnie blokowac centra aktywne zardwno GGAT, jak i SGAT z lisci tytoniu.
Wedtug tej autorki mhlbxcja roslinnych GGAT 1 SGAT przez glioksylan zachodzi
wylacznie w obecnosci NH3, a hamujace dziatanie glioksylanu na aktywnos¢ SGAT,
zauwazone wczesniej przez Kinga i Waygooda [34], wynikalo z nie wykrytego
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zanieczyszczenia jonami amonowymi mieszaniny reakcyjnej stosowanej do oznaczen
aktywnosci enzymatycznej. Obserwacje przedstawione przez Paszkowskiego [50]
wyraznie $wiadcza o wystgpowaniu réznic pomiedzy inhibicja GGAT oraz SGAT z
siewek zyta przez sam glioksylan i glioksylan z jonami NH4, a zatem przecza tezie
Havir [21]. Por6wnanie skutecznosci tych dwoch rodzajow inhibicji wskazywato, ze
inhibicja glioksylanem w obecnos$ci jonéw amonowych moze mieé¢ duzo wieksze
znaczenie fizjologiczne [50].

Masa i sklad podjednostkowy aktywnych enzymatycznie
czgsteczek

Masa czasteczkowa aminotransferazy alanina (glutaminian) : 2-oksoglutaran
(glioksylan) (GGAT) z lisci szpinaku [44] oraz liscieni ogorka [45] oznaczona metoda
wirowania w gradiencie sacharozy wynosita odpowiednio: 98 kDa 1 100 kDa.
Natomiast dla podjednostki GGAT z liscieni ogérka metoda elektroforezy z SDS
oznaczono warto$¢ 48 kDa [45]. Przy oznaczaniu masy czasteczkowej GGAT z
Euglena gracilis otrzymywano rozbiezne wyniki; Foley i1 Bealy [12] metoda saczenia
molekularnego uzyskali 98 kDa, a Yokota i in. [73] — stosujac t¢ sama metodg —
141 kDa. Powyzsze dane literaturowe wskazuja, ze roslinna GGAT jest biatkiem
oligomerycznym, prawdopodobnie dimerem. Z kolei, na podstawie wynikow elek-
troforezy z SDS oraz saczenia molekularnego nalezy przypuszczal, ze GGAT z
siewek zyta jest monomerem o masie czasteczkowej ok. 60 kDa [51]. Rowniez za
monomer o masie 60 kDa (saczenie molekularne i elektroforeza z SDS) mozna uwazac
enzym oczyszczony z Chlorella fusca przez Meischa i in. (39). Jakkolwiek badacze
ci sadzili, iz gtéwna jego funkcja w komorce jest katalizowanie transaminacji po-
migdzy L-glutaminianem i 4,5-dioksowalerianianem, a nie L-glutaminianem 1 gliok-
sylanem.

Masa czasteczkowa SGAT z liscieni ogorka, wyznaczona metoda saczenia mole-
kularnego, wynosita 170 kDa [25]. W sktad czasteczki aktywnego enzymu wchodzity
dwa rodzaje podjednostek o masach 47 kDa i 45 kDa (elektroforeza z SDS). Hondred
i in. [25] stwierdzali dysocjacje naturalnej czasteczki na aktywne enzymatyczn?e
podjednostki wywotana, jak sadzili, usuni¢ciem fosforanu pirydoksglu w trakcie
oczyszczania enzymu. Masa czasteczkowa aminotransferazy asparagina (seryna) :
glioksylan (SGAT) z lisci grochu [29], oznaczona metoda saczenia molekularnego,
wynosita 105 kDa, natomiast masa czasteczkowa aminotransferazy tryptofan (serynz_l)
: glioksylan (hydroksypirogronian) (SGAT) z lisci szpina?ku. [43].— 185 kDa (saczenie
molekularne). Masg podjednostki aminotransferazy z lisci szpmaku ustalono (elek-
troforeza z SDS) na 46 kDa [43]. Masa czasteczkowa SGAT z siewek zyta, oznaczona
metoda saczenia molekularnego, wynosita ok. 90 kDa, podczas gdy przy zastosq-
waniu metody elektroforezy z SDS ok. 43 kDa [52]. Cytowane wyniki badan sugeruja
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oligomeryczna budowe roslinnej SGAT. Sporna kwestia nadal pozostaje ilos¢ pod-
jednostek sktadajacych sig¢ na aktywna czasteczke tego enzymu.

Czasteczki aminotransferazy alanina : 4,5-dioksowalerianian (glioksylan) z Chlo-
rella regularis [57] oraz z siewek rzodkiewki [56] sa dimerami. Ich masy wynosity
odpowiednio 126 kDa i 123 kDa (saczenie molekularne), natomiast masy podjed-
nostek oznaczonych metoda saczenia molekularnego w obecnosci SDS — 68 kDa
(enzym z Chlorella regularis) i 66 kDa (enzym z siewek rzodkiewki).

Aminotransferaza metionina : glioksylan z lisci rzepaku [9] o masie czasteczko-
wej] 230-290 kDa (saczenie molekularne i elektroforeza) fatwo dysocjowata na
aktywne katalitycznie podjednostki o masie 50 kDa (elektroforeza z SDS) wskutek
niewielkiego obnizenia pH $rodowiska lub rozcieficzenia preparatu enzymu. Chapple
11n. [9] wysungli hipotezg, ze zdolnos¢ formy naturalnej do dysocjacji na aktywne
podjednostki stanowi wsp6lng ceche aminotransferaz roslinnych.
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Properties of plant glyoxylate aminotransferases

Summary

Glyoxylate aminotransferases are unique among aminotransferases (EC 2.6.1.)
because they catalyze the conversion of glyoxylate to glycine and this reaction is often
considered to be physiologically irreversible. Glutamate : glyoxylate aminotrans-
ferase (GGAT, EC 2.6.1.4.) and serine : glyoxylate aminotransferase (SGAT, EC
2.6.1.45.) are the most extensively studied plant glyoxylate aminotransferases. The
most important metabolic function of these two enzymes is to catalyze the transami-
nation of glyoxylate to glycine in peroxisomes during photorespiration of higher
plants. In this review some other possible metabolic roles of GGAT and SGAT are
also discussed. Purification and substrate specificity of GGAT, SGAT and other
glyoxylate aminotransferases are considered. The physical and kinetic properties of
these enzymes such as their molecular weight, subunit composition, pyridoxal phos-
phate requirement, effect of pH and cations on activity and their mechanism of action
are reviewed. Effects of natural metabolites on GGAT and SGAT activity with special
consideration of mechanism of the inhibition by glyoxylate in the presence of
ammonium ion are discussed as well.



