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Streszczenie: Aminotransferaza L-alanina:2-oksoglutaran (EC 2.6.1.2) nazywana alaninowa (AlaAT) ka-
talizuje reakcje transaminacji mi¢dzy L-alaning a 2-oksoglutaranem oraz odwrotna, mi¢dzy L-glutaminia-
nem a pirogronianem. Jest jednym z najwazniejszych enzymow uczestniczacych syntezie i degradacji L-
alaniny. U roslin wykazano obecnos¢ kilku izoenzyméw (2 do 6 w zaleznosci od rosliny) tego enzymu.
Lokalizacja subkomorkowa izoenzymow tej amniotransferazy w cytoplazme, mitochondriach i peroksy-
somach wydaje si¢ by¢ $cisle powiazana z rola metaboliczna: (i) u roslin typu C | (Paniculum miliaceum)
aminotransferaza alaninowa umozliwia transfer jednostek C, (pirogronian) z mezofilu do do pochwy
okotowigzkowej, (ii) peroksysomalna aminotransteraza alaninowa wykazujaca aktywnos¢ transaminazy
L-glutaminian : glioksalan zaangazowana jest w regulacj¢ aktywnosci fotooddychania, (iii) aminotransfe-
raza alaninowa niewykazujaca aktywnosci transaminazy L-glutaminian : glioksalan bierze udziat w odpo-
wiedzi nadwrazliwosci na atak oraz (iv) enzym ten reguluje aktywnos¢ oksydazy alternatywnej w
mitochondriach. Zaobserwowano takze aktywacj¢ aminotransferazy alaninowej pod wptywem niedotle-
nienia i towarzyszaca jej akumulacj¢ L-alaniny. Na tej podstawie wysunigto przypuszczenie, ze enzym
ten moze by¢ zaangazowany w reakcje umozliwiajace roslinie tolerowanie rédznych niekorzystnych
czynnikow, takich jak okresowe zalewanie pol czy zaleganie okrywy $niegu. Badania nad roslinami
transgenicznymi wykazaly takze jej kluczowa rolg¢ w metabolizmie azotu. Ponadto peroksysomalna
aminotransferaza alaninowa wspoldziatajaca z glioksalanem jako akceptorem grupy aminowe;j jest zaan-
gazowana w regulacj¢ stezenia seryny, cytruliny i glicyny w lisciach.

Stowa kluczowe: aminotransteraza alaninowa, izoenzymy, hypoksja, deficyt azotu, fotooddychanie.

Summary: Alanine:2-oxoglutarate aminotransferase (EC 2.6.1.2), also called alanine aminotransferase
(AlaAT), catalyses transamination reaction between L-alanine and 2-oxoglutarate and the reverse reaction
between L-glutamate and pyruvate. It is one of the most important enzymes involved in the synthesis and
degradation of L-alanine. There are multiple isoenzymes of this enzyme (2 to 6) present in plants.
Subcellular location of these isoenzymes appears to be directly associated with their metabolic role: (i) in
C4 plants (Paniculum miliaceum) alanine aminotransferase participates in the transfer of C3 units (pyru-
vate) from mesophyl to bundle sheath cells, (ii) peroxysomal alanine aminotransferase exhibiting
L-glutamate : glyoxylate aminotransferase activity is involved in regulation of photorespiration, (iii)
alanine aminotransferase lacking L-glutamate : glyoxylate aminotransferase activity participates in hyper-
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sensitivity response to virus attack and (iv) regulates the alternative oxidase activity in miotchondria.
Activation of alanine aminotransferase and simultaneous L-alanine acumulation was observed in plants
subjected to hypoxia. On this base it was proposed, that this enzyme is involved in the response
mechanisms that allow plants to survive under various adverse conditions such as periodic flooding of
fields or lingering of snow cover. Research on transgenic plants also indicated its crutial role in nitrogen
metabolism. Moreover peroxysomal alanin aminotransferase capable of using glyoxylate as amino group
acceptor appeared to be involved in regulation of serine, citruline and glycine contents in leaves.

Key words: alanine aminotransferase, isoenzymes, hypoxia, nitrogen deprivation, photorespiration.

1. WSTEP

Aminotransferazy (EC 2.6.1.x) sa enzymami powszechnie wystepujacymi u roslin,
zwierzat i mikroorganizmdéw. Reakcje katalizowane przez nie odgrywaja istotng role
w wielu szlakach metabolicznych, takich jak metabolizm aminokwaséw i witamin,
asymilacja azotu i wegla, fotooddychanie, a takze glukoneogeneza [14]. Enzymy te
naleza do klasy transferaz i katalizuja przeniesienie grupy aminowej z aminokwasu,
bedacego dawca tej grupy, na 2-oksokwas, stuzacy jako jej biorca. Produktami reakcji
sq 2-oksokwas (pochodny substratowi aminokwasowemu) i aminokwas (odpowiadajacy
substratowi 2-oksokwasowemu). Jak wiele enzymow wykorzystujacych substraty
aminokwasowe, aminotransferazy potrzebuja do dzialania kofaktora, fosforanu
pirydoksalu (PLP), ktéry jest kowalencyjnie zwigzany z ich bialkiem.

Wiekszo$¢ reakcji transaminacji jest tatwo odwracalna. Jednakze niektore z nich
uchodza za nieodwracalne w warunkach fizjologicznych, jak te z udzialem glioksalanu
(substrat 2-oksokwasowy), gdyz zachodza ze znacznym spadkiem energii swobodnej,
lub nie moga zaj$¢ w odwrotnym kierunku z powodu niestabilnosci produktow, czy
niskiego powinowactwa enzymu do substratu [25]. Zazwyczaj jeden enzym jest
zdolny katalizowa¢ reakcje z wieloma parami substratéw aminokwas : 2-oksokwas
[35]. Z tego powodu jedno biatko enzymatyczne bylo czesto znane pod kilkoma
réoznymi nazwami i numerami klasyfikacyjnymi. Przez ostatnie kilkanascie lat
poczyniono ogromne postepy w identyfikacji i charakterystyce genow kodujacych
aminotransferazy. Przeszukanie bazy danych genomu Arabidopsis thaliana
(www.arabidopsis.org/BLAST/) doprowadzito do znalezienia 60 sekwencji pokrew-
nych im enzymow zaleznych od PLP, z czego 16 nie pehilo funkcji aminotransferaz.
Zatem pozostate 44 biatka sa potencjalnie zaangazowane w katalizowanie reakcji
transaminacji w komorce roslinnej. Dalsza analiza tych sekwencji pozwolila
stwierdzi¢, ze w niektorych przypadkach wystepuje kilka spokrewnionych form
enzymu (np. aminotransferaza asparaginianowa czy alaninowa), zlokalizowanych w
réznych przedziatach subkomorkowych, w innych przypadkach wystepowata tylko
jego jedna forma (np. aminotransferaza seryna : glioksalan). Z tych 44 potencjalnych
aminotransferaz wystepujacych u rzodkiewnika okolo 20 zostato przebadanych, a
takze odpowiedniki czterech enzymoéw pochodzacych z innych roslin [14]. Zatem
ponad 40% potencjalnych aminotransferaz pozostaje jeszcze niescharakteryzowane.
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Reakcje przeniesienia grupy aminowej migdzy 1-glutaminianem a pirogronianem i
odwrotna, migdzy L-alaning a 2-oksoglutaranem, katalizuja: aminotransferaza 1-ala-
nina : 2-oksoglutaran (EC 2.6.1.2), nazywana alaninowa (AlaAT), oraz czgsto
traktowana jako jej izoenzym wykazujacy dodatkowa aktywnos¢ z glioksalanem jako
akceptorem grupy aminowej — aminotransferaza glutaminian : glioksalan (GGAT, EC
2.6.1.4). Ze wzgledu na duze znaczenie w diagnostyce chorob serca i watroby,
aminotransferaza alaninowa cztowieka i zwierzat. jest jednym z najlepiej przebada-
nych enzyméw. Izoenzymy tej aminotransferazy uczestnicza w metabolizmie
aminokwasow w komorkach zwierzecych. Izoformy cytoplazmatyczne tego enzymu
przede wszystkim biorg udziat w syntezie 1-alaniny z pirogronianu, podczas gdy
miotchondrialna izoforma, wystepujaca w tkankach zdolnych prowadzi¢ glukoneo-
genezg, bierze udziat w przeksztalcaniu alaniny do pirogronianu, wykorzystywanego
do syntezy glukozy. Ponadto aminotransferaza alaninowa neurondéw katalizuje synteze¢
L-glutaminianu z r-alaniny i 2-oksoglutaranu, co ma szczegdlne znaczenie przy
regeneracji tkanki nerwowej po niedotlenieniu, gdy poziom L-alaniny znacznie wzrasta.
Jednoczesnie enzym ten odgrywa bardzo duza role w degradacji L-glutaminianu —
neurotransmitera obficie wydzielanego w warunkach silnego pobudzenia, co chroni
neurony przed uszkodzeniem spowodowanym jego toksycznym dziataniem w wysokim
stezeniu [15].

Poziom aminotransferazy alaninowej we krwi, a takze stosunek aktywnosci
aminotransferazy asparaginianowej do alaninowej jest wskaznikiem stosowanym w
diagnostyce uszkodzen watroby spowodowanych zoltaczka typu B i C, autoagresja, cukrzyca,
alkoholizmem, lekami, a takze choroby wiencowej serca [4] czy uszkodzen migsni
szkieletowych [19]

W organizmach roslinnych stwierdzono obecnos¢ kilku (2 do 6) izoenzymow tej
aminotransferazy w roznych przedziatach komorkowych. W zielonych tkankach roslin
wystepowaly one gldéwnie w peroksysomach, mitochondriach i cytoplazmie [13],
natomiast nie wykryto ich obecnosci w chloroplastach. W genomie rzodkiewnika
pospolitego zidentyfikowano cztery geny kodujace biatka enzymatyczne katalizujace
reakcj¢ przeniesienia grupy aminowej migdzy L-alaning a 2-oksoglutaranem [8, 14].
Dwa z nich charakteryzuja si¢ niska specyficznoscia substratowa i dodatkowo
katalizuja reakcj¢ transaminacji L-glutaminian : glioksalan [13, 38]. Na C-koncu biatka
tych izoenzymow wystepuje peptyd sygnalny (PTS1) kierujacy je do przestrzeni
peroksysomalnej, a ich sekwencje aminokwasowe odpowiadaja aminotransferazom
zidentyfikowanym jako GGAT1 i GGAT2 (numery akcesyjne NCBI odpowiednio:
AAK25905 i AAL34156). Pozostale dwa biatka enzymatyczne (numery akcesyjne
NCBI odpowiednio: AAF82781 i AAF82782) to AlaAT1 i AlaAT2 [8]. Zgodnie z
tym, co podaja Liepman i Olsen [14], AlaAT1 zlokalizowana jest w cytoplazmie, a
AlaAT2 w mitochondriach. Podziat na 2 grupy w ramach izoenzymow aminotrans-
ferazy L-alanina : 2-oksoglutaran z rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) ma swoje
uzasadnienie nie tylko w specyficznosci substratowej, poniewaz sekwencje amino-
kwasowe GGAT1 i GGAT2 oraz AlaAT1 i AlaAT2 wykazuja odpowiednio: 93% i
85% podobienstwa natomiast wskaznik identycznosci sekwencji dla wszystkich
czterech wynosi ok. 44%. U lucerny (Medicago truncatula) Ricoult i wsp. [27]
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stwierdzili wystepowanie dwdch gendow kodujacych izoenzymy: mitochondrialnej
(m-AlaAT) i cytoplazmatycznej (c-AlaAT) aminotransferazy alaninowej.

Aminotransferaza 1-alanina : 2-oksoglutaran pochodzaca z réznych roslin wyka-
zywala najczeséciej budowe dimeryczna i mase czasteczkowa okoto 100 kDa. Na
szczeg6lna uwage zasluguja wyniki uzyskane przez Wisniewskiego i wsp. [38]. Za
pomoca saczenia molekularnego na kolumnie Zorbax SE-250 wyznaczyli oni masy
izoenzymow aminotransferazy L-alanina : 2-oksoglutaran z lisci Arabidopsis
thaliana. Wynosily one odpowiednio 61,8 kDa i 62,9 kDa, dla izoenzymdw
wykazujacych obydwie aktywnosci (L-alanina : 2-oksoglutaran, AlaAT i L-glutami-
nian : glioksalan, GGAT) oraz okoto 54,7 kDa i 55.3 kDa dla izoform tylko z aktyw-
noscia L-alanina : 2-oksoglutaran (AlaAT). Zatem wszystkie cztery izoenzymy
okazaty si¢ aktywne enzymatycznie w formie monomerow.

Powszechnie przyjmuje si¢, ze reakcje katalizowane przez aminotransferazy
przebiegaja zgodnie z mechanizmem zwanym ping pong bi bi [11]. Reakcja przebiega
w dwoch etapach. W pierwszym etapie substrat aminokwasowy przeksztalcany jest w
pochodny do niego 2-oksokwas. Proces ten mozna podzieli¢ na trzy kroki: utworzenie
zasady Shiffa, tautomeryzacj¢ i hydrolize. W pierwszym kroku substrat aminokwasowy
tworzy zasade Shiffa z fosforanem pirydoksalu, czemu towarzyszy przeniesienie grupy
a-aminowej na enzym. Nastgpnie alodimina utworzona przez fosforan pirydoksalu i
substrat aminokwasowy w wyniku szeregu reakcji tautomeryzacji zostaje przeksztatcona
w ketoiming, ktéra w ostatnim kroku hydrolizuje do fosforanu pirydoksaminy (PMP) i
produktu 2-oksokwasowego. Drugi etap tej reakcji stanowi odwrdcenie pierwszego.
Grupa aminowa zostaje przeniesiona z PMP na substrat 2-oksokwasowy z utworzeniem
pochodnego mu aminokwasu i jedno-czesnym przeksztalceniem PMP na powr6t do
wewngtrznej aldoiminy na skutek odwrdcenia reakcji tautomeryzacji z pierwszego etapu.
W trakcie reakcji transaminacji katalizowanej przez aminotransferaze alaninowa 1-alanina
powoduje odlaczenie koenzymu od lizyny w centrum aktywnym i uwolnienie go w postaci
fosforanu pirydoksaminy, z kolei 2-oksoglutaran stabilizuje wewngtrzna aldoiming
utworzona przez enzym i PLP [1].

Badania specyficznosci substratowej AlaAT z réznych zrédet pokazaly, ze enzym
ten katalizuje reakcje transaminacji w szerokim zakresie kombinacji dawca : biorca
grupy aminowej. Niektore izoformy tej aminotransferazy dodatkowo zdolne byly
katalizowa¢ reakcj¢ transaminacji miedzy L-glutaminianem a glioksalanem. U wielu
izoform roslinnych AlaAT stwierdzano zdolnos$¢ do katalizowania reakcji transaminacji
pomiedzy rL-alaning a glioksalanem. Jednakze ani izoforma AlaAT oczyszczona z lisci
kukurydzy [21], ani indukowana niedotlenieniem AlaAT z korzeni jeczmienia [6] nie
wspoldziataty z glioksalanem jako akceptorem grupy aminowej.

Pewnych informacji na temat fizjologicznej roli izoenzyméw AlaAT dostarcza
powinowactwo enzymu do substratu, o ktorym $wiadczy wartosé stalej K . Wartos¢
tej stalej dla substratu aminokwasowego jest zazwyczaj wyzsza, niz dla 2-okso-
kwasowego zaréwno w przypadku aminotransferazy alaninowej, jak i innych
transaminaz. Dla wigkszosci przebadanych enzymdéw wartosc K dla r-alaniny w
reakcji z 2-oksoglutaranem byta podobna do tej, jaka uzyskiwano dla - glutaminianu
w reakcji z pirogronianem.
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TABELA 1. Warto$ci stalych Michaelisa-Menten (X,,) dla AlaAT
TABLE 1. Michaelis-Menten constant (K|,) values for AlaAT

Materiat Substrat K. Substrat Literatura
0 Zmiennym  stezeniu [m M] 0 stalym stezeniu
Rzodkiewnik | r-alanina 1,53 2-oksoglutaran Wisniewski i wsp.
(AlaAT1) 2-oksoglutaran 0,18 L-alanina [2006]
Proso L-alanina 6,67 2-oksoglutaran Son i wsp.
(AlaAT2) 2-oksoglutaran 0,15 L-alanina [1991]
L-glutaminian 5,00 pirogronian
pirogronian 0,33 L-glutaminian
Kukurydza L-alanina 1,50 2-oksoglutaran Orzechowski i wsp.
2-oksoglutaran 0,50 L-alanina [1999]
L-glutaminian 1,90 pirogronian
pirogronian 0,90 L-glutaminian

W przypadku aminotransferazy glutaminian:glioksalan wartosci K dla dwoch
rekombinowanych izoenzyméw GGAT1 i GGAT2 rzodkiewnika wobec L- alaniny,
2-oksoglutaranu oraz pirogronianu i L-glutaminianu, a takze wobec L-glutaminianu i
glioksalanu w reakcjach transaminacji migdzy tymi parami substratow najwigksze
roéznice zanotowano dla r-alaniny i 2-oksoglutaranu [13]. K byta dwukrotnie
nizsza dla GGAT2 (3,32 mM) niz dla GGAT1 (1,97 mM), natomlast w przypadku
n(-oksaglu) sytuacja wygladala odwrotnie (dla GGAT1 — 0,21 mM, dla GGAT2 —
0,14 mM). Ponadto stwierdzono, ze wartos¢ K dla L-alaniny w reakcji z 2-okso-
glutaranem jest wyzsza od uzyskanej dla L- glutammlanu w reakcji z glioksalanem.
Podobne wyniki dla enzymu oczyszczonego z siewek zyta uzyskali [23] ci, ktorzy
stwierdzili, ze w przypadku wyzej wspomnianych reakcji K (4,7 mM) byta blisko
dwukrotnie wyzsza niz K (2 6 mM).

Bardzo istotnymi parametram1 wskazujacymi na wydajnos¢ i preferencje katalityczne
enzymu jest liczba obrotow (k ") i k /K Wisniewski z wspolpracownikami [38]
wyznaczyli k i k /K w transammacp pomlqdzy L-alaning a 2-oksoglutaranem dla
AlaAT1 uzyskuch bardzo wysokg wartos¢ (dla k — 1246 s adla kcm/Km 81449,5
1/Ms). Tak wysoka wydajnos¢ katalityczna w poiqczeniu z wysokim powinowactwem
enzymu do obydwu substratow wskazuje, ze cytoplazmatyczna AlaAT z rzodkiewnika
odgrywa kluczowa role w syntezie i degradacji L-alaniny.

m(Ala)

2. LOKALIZACJA SUBKOMORKOWA IZOENZYMOW ALaAT
A ICH ROLA METABOLICZNA

Lokalizacja subkomdrkowa izoform AlaAT wydaje si¢ by¢ powigzana z ich rola
metaboliczna. Dlatego sugerowano, ze niektére z nich moga bra¢ udzial w syntezie
i degradacji L-alaniny i wzajemnych przemianach aminokwasdw [22]. Inne z kolei
mialy pelni¢ bardziej specyficzne funkcje, takie jak uczestniczenie w migdzy-
komoérkowym przeplywie wegla pomiedzy komdérkami mezofilu a pochwy
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okolowiazkowej u roslin typu C4 [31], fotooddychaniu [20], odpowiedzi nadwraz-
liwosci na atak wirusa [12], niedobor azotu [32] i adaptacji do warunkow niedotle-
nienia [26, 27, 16].

Kluczowa sprawa pozostaje ustalenie funkcji petnionej przez poszczegdlne
izoenzymy w roslinie. Noguchi i Fujiwara [20] stwierdzili obecnos¢ aktywnosci
AlaAT zdolnej katalizowa¢ transaminacj¢ pomigdzy L-glutaminianem a glioksalanem
zarowno u roslin rosnacych w ciemnosci, jak i na swietle, jednakze obserwowali
wzrost poziomu jej aktywnosci pod wplywem s$wiatta. Ponadto stwierdzili, ze w
trakcie zielenienia aktywnosc¢ ta zanika w cytozolu, a pojawia si¢ w peroksysomach.
Wskazywalo to na udzial tego enzymu w fotooddychaniu. Podobnie transkrypty
gendéw kodujacych GGAT1 i GGAT2 znaleziono zarowno w siewkach rosnacych
na $wietle, jak i w ciemnosci [13]. Parametry kinetyczne rekombinowanych GGAT1
i GGAT2 byly bardzo podobne, co doprowadzito do przypuszczen, ze najprawdo-
podobniej odgrywaja one w metabolizmie rosliny te¢ sama rolg i obecno$¢ az dwu
izoform GGAT u rzodkiewnika moze by¢ zbedna [13]. Aby stwierdzié, czy GGAT1
rzodkiewnika rzeczywiscie dziata jako peroksysomalna aminotransferaza glutami-
nian : glioksalan, Igarashi i wsp. [8] wyizolowali lini¢ transgenicznych komorek tytoniu
(BY-2) wytwarzajaca fuzyjne zielone biatko fluoryzujace (GFP). W wektor
ekspresyjny tego biatka wstawili cDNA kodujace ten izoenzym (GFP-AOAT1) oraz
fragment cDNA bez C-koncowej sekwencji, ktora odpowiada za kierowanie bialek
do peroksysomow (GFP-AOAT1AC). W komérkach, ktore wytwarzaty biatko GFP-
AOAT1, jego fluorescencj¢ obserwowano w peroksysomach, natomiast w komorkach
syntetyzujacych biatko GFP-AOAT1AC wystgpowala na terenie cytoplazmy [8].

Drastyczny spadek aktywnosci 1-alanina : 2-oksoglutaran u mutantéw linii alaat1-1
rzodkiewnika niewytwarzajacych aminotransferazy alaninowej 1 wskazywal, ze jest ona
glownym izoenzymem AlaAT w tej roslinie [16]. Wyniki badan na roslinach typu dzikiego
i mutantach OxAlaAT o zwiekszonej ekspresji aminotransferaz alaninowych sugeruja ich
udzial w odpowiedzi roslin Arabidopsis na niedotlenienie, bowiem wzrostowi poziomu
transkrypcji genéw kodujacych te izoenzymy w obu typach roslin poddanych warunkom
hypoksji towarzyszyta gwalttowna produkeja L-alaniny (ibid). Wiadomo tez, ze transkrypcja
genow kodujacych AlaAT jest indukowana przez dostarczenie azotu do podioza [33, 17],
a drastyczne zahamowanie pobierania NO . przez rosliny poddane wysokim stgzeniom
metali cigzkich, takich jak: Cd*" czy Ni**, powodowalo spadek aktywnosci tego enzymu
[3]. Wyniki badan na transgenicznych roslinach o zwigkszonej aktywnosci AlaAT
potwierdzity znaczenie tego enzymu dla metabolizmu azotu w warunkach jego niedoboru
[5, 30]. Rosliny rzepaku (Brassica napus L.) z wprowadzonym fragmentem cDNA
kodujacym AlaAT wyizolowanej z jeczmienia przez Muench i Good [18] poddano
niedoborowi azotu [5]. U roslin tych obserwowano zwigkszone pobieranie azotandw w
stosunku do roslin kontrolnych. Charakteryzowala je tez zwigkszona produkcja 1-alaniny,
Tatwo transportowanej z korzeni do czgsci nadziemnych, co moglo poprawi¢ wydajnosé
gospodarki azotem [5].
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3. ROLA ALaAT W WARUNKACH NIEDOTLENIENIA

Niedobor tlenu, spowodowany zazwyczaj okresowym zalewaniem terenu, prowadzi
do stopniowej nekrozy tkanek korzenia i tworzenia skupisk migkiszu powietrznego
(aerenchymy), poczatkowo obejmujacej stozek wzrostu i postgpujacej do walca
osiowego [34]. Hypoksja jest zjawiskiem groznym zwlaszcza dla kietkujacych roslin,
gdyz moze redukowac ich liczbe lub zaburza¢ wzrost, a w przypadku roslin
uzytkowanych rolniczo przyczynia si¢ do spadku plonu i strat ekonomicznych [34].

W warunkach niedoboru tlenu nastepuje zahamowanie oksydacyjnej fosforylacji
przy jednoczesnym wzmozeniu glikolizy i szlakow fermentacyjnych, co prowadzi do
akumulacji r6znych produktow tych szlakow, jak etanol, mleczan, bursztynian czy
jabtczan. Obserwowano rowniez znaczny wzrost stezenia dwoch aminokwasow:
L-alaniny i kwasu y-aminomastowego (GABA) [24]. Poniewaz L-alanina powstaje
z pirogronianu, gféwnego produktu glikolizy, jej wzmozona produkcja w odpowiedzi
na niedotlenienie byla szczegdlnie interesujaca jako konkurencyjny szlak w stosunku
do fermentacji alkoholowej, czy mlekowej. Synteza alaniny pozwala na zachowanie
wegla, ktory bylby zuzyty w tych procesach do produkcji etanolu lub mleczanu z
pirogronianu (ryc. 1). Ponadto jest procesem bardzo istotnym dla regulacji poziomu
pirogronianu w komorce, gdyz jego podwyzszone stezenie prowadzi do aktywacji
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RYCINA 1. Metabolizm pirogronianu w warunkach niedoboru tlenu: GS — syntetaza glutaminowa,
GOGAT — syntaza glutaminianowa, 2-OG —2-oksoglutaran, AspAT —aminotransferaza asparaginianowa,
OAA — szczawiooctan, OAA-DC — dekarboksylaza szczawiooctanowa, MDH — dehydrogenaza
jablczanowa

FIGURE 1. Pyruvate metabolism in oxygen deficiency conditions: GS — glutamine syntetase, GOGAT —
glutamate syntase, 2-OG — 2-oxoglutarate, AspAT — aspartate aminotransferase, OAA — oxaloacetic acid,
OAA-DC — oxaloacetate decarboxylase, MDH — malate decarboxylase
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alternatywnej oksydazy w mitochondriach przyczyniajac si¢ do zwigkszonego zuzycia
tlenu [7]. Akumulacja r-alaniny wydaje sie by¢ kluczowa dla przetrwania hypoks;ji,
gdyz nastepuje niezaleznie od dostepnosci azotu dla roslin [28, 29]. Stad tez duzym
zainteresowaniem cieszyly si¢ badania nad rola aminotransferazy alaninowej w
metabolizmie alaniny w warunkach niedotlenienia.

Znaczny wzrost aktywnosci aminotransferazy alaninowej i poziomu transkryptu
ja kodujacego [26, 27, 28, 29] obserwowany u roslin poddanych niedotlenieniu
sugerowal, iz enzym ten odgrywa bardzo istotna rolg¢ we wzmozonej syntezie
L-alaniny. Hipoteze te potwierdzal fakt wzmozonej syntezy enzymdw cyklu syntetazy
glutaminowej — syntazy glutaminianowej (GS-GOGAT), bedacego zrédtem L-gluta-
minianu bioracego udzial w produkcji 1-alaniny z pirogronianu. Ponadto wyniki badan
z uzyciem L-glutaminianu znakowanego "N wskazywaly, ze powstawala ona w
wyniku przenoszenia grupy aminowej z tego aminokwasu na pirogronian [26, 27].
Syntezie L-alaniny z pirogronianu wskutek transaminacji towarzyszy przeksztalcanie
L-glutaminianu w 2-oksoglutaran, ktoéry moze bra¢ udzial w produkcji bursztynianu
w mitochondriach w trakcie cyklu kwasow trojkarboksylowych. Katalizujaca ta
reakcje aminotransferaza alaninowa laczy zatem glikolize z cyklem kwasow
trojkarboksylowych podczas niedoboru tlenu [28].

Nowe spojrzenie na role aminotransferazy alaninowej w niedoborze tlenu
przyniosty badania, ktére przeprowadzili de Sousa i Sodek [2]. Stwierdzili oni, ze
znaczny wzrost stezenia L-alaniny nastgpuje wczesniej niz szczyt wzrostu aktywnosci
AlaAT w korzeniach soi poddanej niedotlenieniu. Natomiast stezenie L-alaniny
gwaltownie spadalo po powrocie do normalnych warunkéw dostgpnosci tlenu.
Obserwacja ta sugeruje, ze aminotransferaza alaninowa odgrywa ograniczong role
w syntezie tego aminokwasu, ktory moze powstawac na innych szlakach, natomiast
odgrywa znaczaca role w jej degradacji po ustapieniu stresu (ibid). Przypuszczenie
to potwierdzity wyniki badan na mutantach rzodkiewnika pozbawionych aminotrans-
ferazy alaninowej 1 (alaatl-1) i o zwiekszonej ekspresji aminotransferaz alaninowych
(OxAlaAT). Stwierdzili oni, ze rosliny linii alaatl-1 szybko akumulowaly r-alaning
w warunkach niedotlenienia i znacznie dluzej utrzymywaty jej wysoka zawartos¢
po przeniesieniu do warunkow normalnych niz rosliny typu dzikiego [16].

4. FOTOODDYCHANIE

Fotooddychanie jest bardzo kosztownym energetycznie procesem, powodujacym
obnizenie wydajnosci fotosyntezy przez spore zuzycie wegla. Dlatego bylo postrzegane
jako niekorzystne dla produktywnosci roslin [37]. Jednakze fotooddychanie jest
procesem istotnym dla rozproszenia nadmiaru energii, przez co stanowi swego rodzaju
mechanizm ochronny rosliny przed fotoutlenieniem pod wptywem zbytniej intensywnosci
swiatla, a takze w warunkach suszy, czy wysokiego zasolenia [37]. Szlak ten
wykorzystuje 2-fosfoglikolan powstaly w obecnosci swiatla, jako produkt utleniania
rybulozo-1,5-bisfosforanu. Najpierw 2-fosfoglikolan jest hydrolizowany do glikolanu przez
chloroplastowa fosfataze fosfoglikolanowa i zostaje przetransportowany do peroksy-
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somdw, w ktorych zostaje utleniony do glioksalanu przez oksydaze glikolanowa. Moze
on dalej zosta¢ przeksztalcony w glicyng przez aminotransferaze seryna : glioksalan
(SGAT) lub glutaminian : glioksalan, ktora w tym procesie wykorzystuje glutaminian
powstaly w cyklu GS/GOGAT jako dawce grupy aminowej. Glicyna bierze udzial w
syntezie seryny, ktora w peroksysomach zostaje przeksztalcona przez SGAT do
hydroksypirogronianu, ktory ulega redukcji do glicerynianu, ktory ufosforylowany jest
zuzyty do syntezy rybulozo-1,5-bisfosforanu w cyklu Calvina [37].

Aby stwierdzi¢, czy GGAT1 rzeczywiscie bierze udzial w fotooddychaniu, wyizolowano
linie¢ mutantéw rzodkiewnika niewytwarzajacych tego enzymu nazwang aoatl-1 [8]. W
region odpowiedzialny za jego kodowanie wstawili oni T DNA z jednoczesna delecja
14 par zasad. W normalnych warunkach stezenia CO, i oswietlania mutant ten
wykazywal zmiany typowe dla mutantow o ograniczonej zdolnosci do prowadzenia
fotooddychania: zahamowany wzrost i jasno zielone liscie. W warunkach wysokiego
natgzenia Swiatla rosliny te rozwijaly si¢ gorzej od roslin typu dzikiego, natomiast
podwyzszone stezenie CO,w srodowisku sprzyjato lepszemu rozwojowi tych roslin. U
mutantow tych mRNA dla GGAT1 bylo niewykrywalne. Ponadto aktywnosci
aminotransferazowe: L-alanina : 2-oksoglutaran, r-alanina : glioksalan, L-glutaminian :
pirogronian i L-glutaminian : glioksalan byly nizsze, niz u typu dzikiego. Otrzymane wyniki
pozwolity wnioskowaé, ze GGAT1 faktycznie funkcjonuje jako peroksysomalna
aminotransferaza glutaminian : glioksalan, a niewielka aktywnos¢ 1-glutaminian : glioksalan
u mutanta aoatl-1 oraz jego zdolno$¢ do przezycia w normalnych warunkach jest
wynikiem obecnosci GGAT?2 [8]. Na to, ze GGAT1 jest peroksysomalng aminotrans-
feraza glutaminian : glioksalan wskazuje fakt, ze stezenie HO, w komoérkach mutantow
z utracong zdolnoscia do syntezy tego izoenzymu wystawionych na dziatanie $wiatla
jest zdecydowanie wyzsze niz u roslin typu dzikiego [36].

5. UDZIAL W SYNTEZIE AMINOKWASOW

Badania ostatnich lat dostarczyly bardzo interesujacych wynikéw korelacji
aktywno$ci GGAT oraz stezenia wybranych aminokwasow w lisciach mutanta
rzodkiewnika z utracong zdolnoscia do biosyntezy GGAT1 (ggatl-1), wytwarzajacego
zwigkszong ilos¢ tego izoenzymu (GTox) i rosliny typu dzikiego [9]. Stwierdzono,
ze w Arabidopsis najwigksza korelacja wystepuje miedzy aktywnoscia GGAT a
zawartoScig seryny, cytruliny i glicyny. Sugerowato to, ze aminotransferaza
glutaminian : glioksalan moze bra¢ bezposredni udzial w regulacji poziomu tych trzech
aminokwasow. Ponadto istotne réznice w zawartosci dziewigciu wybranych amino-
kwasow miedzy trzema wymienionymi liniami roslin wskazywaty, ze badany izoenzym
uczestniczy w metabolizmie tych zwiazkdéw [9].

Wyniki doswiadczen z uzyciem L-alaniny i L-glutaminianu znakowanych N
wskazywaly na udziat GGAT z lucerny w syntezie glicyny. W warunkach niedoboru
tlenu aktywnos¢ tego enzymu byla hamowana i jednoczesnie obserwowano znaczny
spadek szybkosci biosyntezy glicyny [27].
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6. PODSUMOWANIE

Aminotransferaza alaninowa jest enzymem zaangazowanym w reakcje bioche-
miczne o podstawowym znaczeniu dla rosliny. Katalizujac odwracalna reakcje
transaminacji pomiedzy 1-glutaminianem a pirogronianem i odwrotna miedzy 1-alaning
a 2-oksoglutaranem wiaze pierwotny metabolizm wegla z synteza réznych amino-
kwasow. Badania ostatnich lat potwierdzaja, ze szczegdlng rol¢ odgrywa ona w
tolerancji hypoksji przez rosliny, niezaleznie czy obnizona dostepnos¢ tlenu wywotana
zostala przez zatopienie roslin, np. przez powodzie, czy przez gwaltowne tajanie
$niegu lub zaleganie skorupy s$niegu [29]. Tworzenie L-alaniny z pirogronianu jest
niezwykle wazne dla regulacji poziomu pirogronianu w komorce, gdyz reguluje
aktywnos¢ alternatywnej oksydazy w mitochondriach [7], ktéra obok szlaku
fotooddychania odgrywa podstawowa role w tolerancji przez rosliny innych
niekorzystnych czynnikow srodowiska, takich jak: mréz, wysoka temperatura czy
susza [10]. Przeprowadzone do tej pory badania nad charakterystyka izoenzymdow
aminotransferazy alaninowej z réznych roslin pozwolily nie tylko na probg okreslenia
znaczenia poszczegolnych izoenzymdéw w funkcjonowaniu rosliny w réznych
warunkach $rodowiska, ale otwieraja nowe perspektywy badawcze. Jak dotad
bowiem brak jest w literaturze danych o roli tego enzymu w odpowiedzi roslin na
tak wazne dla jej funkcjonowania warunki, jak: stres termiczny (chtdéd, mroz,
przegrzanie) czy susza. Wiele takze pozostaje do wyjasnienia w kwestii jego udziatu
w odpowiedzi na atak patogenow i szkodnikow.
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