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Summary

Pyridoxal phosphate (PLP)-dependent enzymes catalyze broad range of re-
actions. They are involved in biotransformation of amino acids and their deriva-
tives in bacteria, fungi, plants and animals. Recently, due to development of
crystallographic technology, three-dimensional structures of some PLP-enzymes
are being solved. A comparison of tertiary structure of these enzymes has
shown that most of them can be divided into three classes of homologous pro-
teins.

This review contains short characteristics of PLP-dependent enzymes, re-
garding to their substrates and the reaction types catalyzed. Because of wide
distribution and involvement in numerous important cellular processes, these
enzymes are considered as candidates for drug targets. Better understanding of
structures and functions of this important group of enzymes is essential for de-
signing their inhibitors and for synthesis of improved protein-based catalysts.
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1. Wstep

Fosforan pirydoksalu (PLP, pochodna witaminy 85) jest gru-
pa prostetyczng wielu enzymow katalizujgcych procesy trans-
formacji aminokwaséw (aminotransferazy, syntazy, karboksyla-
zy, racemazy) zarobwno w bakteriach jak i w organizmach wyz-
szych. Enzymy zalezne od fosforanu pirydoksalu, katalizujg
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szereg roznych reakcji, takich jak: transaminacja, racemizacja, a-dekarboksylacja, P-
i y-eliminacja oraz reakcje p-podstawienia (1). Wiekszo$¢ enzyméw PLP-zaleznych, po-
mimo tak zréznicowanych funkcji, wykazuje znaczne podobienstwo pod wzgledem
struktury Ill- i IV-rzedowej oraz mechanizmu reakcji. W latach siedemdziesiatych ubieg-
tego wieku Dunathan i Voet postawili hipoteze, ze wszystkie enzymy PLP-zalezne po-
chodzg od wspdlnego przodka (2). Na podstawie przeprowadzonych badan krystalogra-
ficznych zbadano struktury przestrzenne wielu enzyméw PLP-zaleznych, co pozwolito
wyodrebni¢ podgrupy enzymow o podobnej budowie i przeprowadzi¢ probe ich klasy-
fikacji (3-6). Do tej pory kilkakrotnie podejmowano préby klasyfikacji tych enzymoéw na
podstawie ich struktury przestrzennej czy rodzaju katalizowanych przez nie reakciji.

Enzymy PLP-zalezne sg szeroko rozpowszechnione zaréwno wsréd Prokaryota
jak i Eukaryota. Prawie \,5% gendéw organizmow prokariotycznych koduje enzymy
PLP-zalezne (7). jednak wraz ze wzrostem wielkosci genoméw maleje procentowy
udziat gendw kodujgcych te enzymy. Wynika to stad, ze enzymy zalezne od PLP
katalizujg reakcje metabolizmu podstawowego, a w przypadku organizmoéw euka-
riotycznych, w miare jak zwigksza sie stopien ich ztozonosci, maleje procentowy
udziat genéw kodujacych enzymy metabolizmu podstawowego. Jednakze na pod-
stawie najnowszych analiz wskazuje sie, ze u eukariontéw ilos¢ biatek enzyma-
tycznych zaleznych od fosforanu pirydoksalu moze by¢ wieksza niz ilos¢ dotych-
czas zidentyfikowanych genéw kodujacych enzymy PLP-zalezne. Tlumaczy sie to
istnieniem izoenzymow, kodowanych przez te same geny, ale wystepujgcych
w réznych organellach komérkowych (np. cytoplazma, mitochondria), a takze ist-
nieniem enzyméw PLP-zaleznych kodowanych przez geny, ktérych prawdziwa
funkcja nie zostata dotychczas okres$lona (7).

W ostatnich latach enzymy PLP-zalezne staly sie przedmiotem zainteresowania
biotechnologbéw, poniewaz znajdujg one zastosowanie przede wszystkim w biosyn-
tezie aminokwasoOw i ich pochodnych, w produkcji réznego rodzaju farmaceutykow
oraz w ochronie srodowiska (8-10). jednoczes$nie enzymy te, zaangazowane w pro-
cesy komorkowe, stajg sie coraz czesciej czasteczkami docelowymi dla specyficz-
nych lekéw (11,12).

Nadrodzina enzymow PLP-zaleznych wzbudza zainteresowanie réwniez dlatego,
ze pomimo podobnej struktury katalizujg one reakcje o réznym mechanizmie i na-
lezg do réznych klas enzymo6w. Ustalenie pokrewienistwa pomiedzy tymi biatkami po-
zwoli zrozumiec ich ewolucje oraz lepiej pozna¢ szlaki metaboliczne z ich udziatem.

2. Fosforan pirydoksalu. Budowa, wlasciwosci, mechanizm dziatania
enzymoéw PLP-zaleznych

Fosforan pirydoksalu, jako forma witaminy 85, nie jest produkowany w organi-
zmach wyzszych; jego biosynteza zachodzi w komoérkach bakterii oraz grzybow
i drozdzy. W organizmach prokariotycznych (np. w E. coli) fosforan pirydoksyny
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CHO CHO
CH20H CH20PO2H

Rys. 1. Fosforylacja pirydoksalu.

(PNP) powstaje wskutek kondensacji fosforanu 1-deoksy-D-ksylulozy i 4-fosfo-hy-
droksy-L-treoniny katalizowanej przez dwa enzymy: dehydrogenaze 4-fosfo-hy-
droksy-L-treoniny (PdxA, EC 1.1.1.262) i syntaze fosforanu pirydoksyny (PdxJ) (13).
Nastepnie w obecnosci oksydazy fosforanu pirydoksyny (EC 1.4.3.5) PNP jest prze-
ksztatlcany do fosforanu pirydoksalu (14). Biosynteza pirydoksyny u drozdzy i grzy-
béw przebiega w inny sposéb niz u bakterii (15). Pomimo braku kompleksowych
danych na ten temat, stwierdzono, ze u eukariontéw azot pirydynowy w czagstecz-
ce pirydoksalu nie pochodzi z treoniny (16). U cztowieka fosforan pirydoksalu po-
wstaje w wyniku fosforylacji pirydoksalu (rys. 1) dostarczanego do organizmu
z pozywieniem (17).

PLP posiada dwie cechy, dzieki ktdrym moze katalizowac szereg reakcji zwigza-
nych z metabolizmem aminokwasow: za posrednictwem swojej grupy aldehydo-
wej moze tworzy¢ wigzanie kowalencyjne z aminokwasami oraz, jako zwigzek sil-
nie elektrofilowy (dzieki obecnosci atomu azotu w pierscieniu aromatycznym), po-
siada zdolnos¢ przyciggania elektronéw stabilizujgc w ten sposéb ujemnie natado-
wane produkty posrednie powstajace podczas katalizy (18).

Pod nieobecnos¢ substratu grupa aldehydowa PLP tworzy zasade Shiffa z grupa
8-aminowa lizyny znajdujgcej sie w centrum katalitycznym enzymu. Fosforan piry-
doksalu, bedacy niebiatkowa grupa prostetyczng enzyméw PLP-zaleznych, moze
sie wigzaC z apoenzymem jeszcze przed ostatecznym faldowaniem natywnego
biatka w komaérce (np. w przypadku syntazy tryptofanowej) (19), lub pod koniec
tego procesu (jak w przypadku hydroksymetylotransferazy serynowej) (20). Po
zwigzaniu sie apoenzymu z fosforanem pirydoksalu za pomocg wigzania kowalen-
cyjnego, nastepuje stabilizacja konformacji, ktéra warunkuje aktywnos¢ enzyma-
tyczna biatka (21).

W obecnosci substratu (np. aminokwasu), jego grupa a-aminowa wypiera gru-
pe e-aminowg lizyny, tworzgc z fosforanem pirydoksalu tzw. aldimine zewnetrzna.
Aminokwas zwigzany z PLP jest takze zwigzany z apoenzymem za pomocg wigzan
wodorowych, w ktérych uczestniczg aminokwasy wystepujgce w centrum katali-
tycznym enzymu (22).

Reakcje transformacji aminokwaséw katalizowane przez enzymy PLP-zalezne
sg kilkuetapowe. Specyficznos¢ danej reakcji oraz rodzaj produktu koncowego za-
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TRANSAMINUJACE SERYNOWA

DEKARBOKSYLAZY L
Aldimina

swewnetrzri¢

Rys. 2. Schemat szlakéw metabolicznych, w ktérych uczestniczg enzymy zawierajgce jako kofak-
tor PLP. Formy przejsciowe produktéw oznaczone jako Q maja charakter chinonowy (na podst. (17)).
H+ do ca. — przytaczenie protonu do wegla C4 (addycja); CO2 od Cq - uwolnienie grupy -COO" od we-
gla Ca (dekarboksylacja): R od C, - uwolnienie grupy alkilowej -R od wegla C, (eliminacja); X od Cj, -
uwolnienie podstawnika -X od wegla Cy (eliminacja).

lezy od przestrzennego potozenia elektrondéw substratu i PLP. Aby okreslone wia-
zanie w czgsteczce substratu zostato zerwane, musi by¢ utozone prostopadle do
ptaszczyzny orbitalu n czgsteczki wyszukujgcej elektrony, czyli PLP (23). Zatem re-
akcje z udziatem fosforanu pirydoksalu sa stereoelektronospecyficzne. Schemat
mozliwych szlakéw metabolicznych przedstawiono na rysunku 2.

O wzrastajgcym zainteresowaniu enzymami PLP-zaleznymi moze $wiadczyc¢
fakt, ze w 2004 r. w Annual Review of Biochemistry ukazat sie obszerny artykut
przegladowy na ich temat. Zawiera on szczegoétowe informacje dotyczace mecha-
nizmu reakcji katalizowanych przez enzymy zalezne od fosforanu pirydoksalu, ich
specyficznosci substratowej oraz czynnikéw wplywajacych na przebieg tych reak-
cji (24).
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3. Klasyfikacja enzymoéw PLP-zaleznych

Duza ré6znorodnos¢ enzyméw, w ktorych grupa prostetyczna jest fosforan piry-
doksalu, utrudniata ich systematyke i klasyfikacje. Starano sie je podzieli¢ na gru-
py w zaleznosci od budowy przestrzennej, rodzaju i mechanizmu katalizowanych
reakcji badz wystepowania.

Mehta i wsp. jako pierwsi zauwazyli, ze prawie wszystkie aminotransferazy
mozna podzieli¢ na grupy homologicznych biatek (25), a rok p6zniej spostrzeze-
nie to rozszerzono w stosunku do wszystkich enzymoéw z witaming 85 jako grupa
prostetyczna (3), wylagczajac fosforylazy, u ktérych wystepuje nieco inny mecha-
nizm reakcji niz u pozostatych enzyméw PLP-zaleznych. W roku 1994 Alexander
i wsp. podzielili enzymy PLP-zalezne na trzy r6zne rodziny homologicznych biatek
(3): rodzina a katalizujgca reakcje na atomie wegla a substratu, rodzina p katali-
zujgca reakcje p-podstawienia i p-eliminacji, oraz rodzina y, ktéra katalizuje reak-
cje y-podstawienia i y-eliminacji. Schneider i wsp. (6) podzielili enzymy PLP-zalez-
ne na 5 grup na podstawie ich podobienstwa pod wzgledem struktury trzeciorze-
dowej, jansonius (4) podzielit te enzymy na 4 rodziny, wykluczajgc rodzine fosfo-
rylaz. Fosforylazy zawierajg fosforan pirydoksalu i wykazujg podobienstwo struk-
turalne do pozostalych enzymoéw PLP-zaleznych, ale w katalizowanych reakcjach
wykorzystujg fosforan pirydoksalu jako substrat, dlatego zostang omdwione osobno.

Nie wszystkie enzymy PLP-zalezne mozna sklasyfikowaé¢ na podstawie pocho-
dzenia czy podobienstwa strukturalnego. Aminotransferaza D-aminokwaséw i ami-
notransferaza aminokwasow o rozgatezionych tahcuchach bocznych znaczaco roz-
nig sie od pozostatych enzymow PLP-zaleznych, dlatego tez wydzielono dla nich
osobng podgrupe.

Opracowanie oparto na podziale enzymoéw PLP-zaleznych na trzy rodziny (a, P
i y), w zaleznosci od atomu wegla substratu, przy ktérym zachodzi katalizowana
reakcja (z nielicznymi wyjatkami). W tabeli zebrano przedstawicieli omawianych
rodzin enzymow PLP-zaleznych.

3.1. Rodzina a

Do tej rodziny nalezy wiekszos¢ aminotransferaz (przyktadem jest aminotrans-
feraza asparaginianowa) oraz transferazy (hydroksymetylotransferaza glicynowa,
SerHM, EC 2.1.2.1; C-acetylotransferaza glicyny, GlyAcT, EC 2.3.1.29) i liazy (feno-
lo-liaza tyrozynowa, TPL, EC 4.1.99.2.; tryptofanaza, TNA, EC 4.1.99.1)

Aminotransferazy katalizuja reakcje przeniesienia grupy aminowej z amino-
kwasoéw na oksokwasy. Aminotransferaza asparaginianowa (AAT, EC 2.6.1.1.) kata-
lizuje przeniesienie grupy aminowej z asparaginianu na 2-oksoglutaran. Enzym
ten jest szeroko rozpowszechniony w przyrodzie. Wystepuje zaréwno u bakterii
(np. w E. coli (26)), drozdzy (S. cerevisiae (27)), jak i w komdrkach kregowcow (w for-
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mie dwoch izoenzymow wystepujacych w cytozolu i w mitochondriach (28)). Pomi-
mo ze enzymy te wystepujg w tak roznych organizmach, ich centra aktywne wyka-
zujg wysokie podobienistwo strukturalne, co moze wskazywac na pochodzenie od
wspolnego przodka (29). Aminotransferaza asparaginianowa sktada sie z dwoch
identycznych dwudomenowych podjednostek o masie czgsteczkowej ok. 45 kDa.
Centrum aktywne enzymu znajduje sie w szczelinie pomiedzy podjednostkami two-
rzacymi dimer (30). Fosforan pirydoksalu tgczy sie z apoenzymem za pomocg
wigzania aldiminowego pomiedzy aldehydowa grupg koenzymu, a c-aminowg gru-
pa Lys258- Kazda podjednostka moze wigzac jedng czasteczke PLP (31) Wsrdd in-
nych aminokwaséw biorgcych udziat w wigzaniu badz stabilizacji kofaktora i sub-
stratu znajduja sie Glyios. Asn222 > dwie reszty argininy, wiazace karboksylowe
reszty substratow za posrednictwem wigzann wodorowych (32).

Tabela
Przedstawiciele poszczeg6lnych rodzin enzyméw PLP-zaleznych
Rodzi N Numer enzymu Przyktadowe wystepowanie Kod
odzina azwa enzymu (EC) Yl wystep! PDB
a aminotransferaza asparaginia- 26.1.1 Escherichia coli (26) lars
nowa S. cerevisiae (27) lyaa
hydroksymetyiotransferaza 2121 krélik, s. typhimurium (6) lejo
glicynowa 4.1.99.2 C. freundii, E. herbicola (34) 2th
fenolo-iiaza tyrozynowa 4.1.99.1 P. vulgaris (35) lax4
tryptofanaza
p syntaza tryptofanowa 4.2.1.20 B. subtilis, S. typhimurium (40) lubs
dehydrataza treoniny 4.2.1.16 E. coli (42) 1tdj
% Piiaza cystationiny 4418 E. coli (37) leli
y-iiaza cystationiny 44.1.1 S. cerevisiae (38) In8p
y-syntaza cystationiny 25.1.48 E. coli (38) lesl
aminotransferazy  aminotransferaza D-alaniny 26.1.21 Bacillus sp. (44) Idaa
D-aminokwasow aminotransferaza aminokwa- 2.6.1.42 E. coli (45) la3g
sow 0 rozgatezionym tarcuchu
bocznym
dekarboksylazy dekarboksylaza tyrozyny 4.1.1.25 pietruszka (54) Ihg6é
dekarboksylaza tryptofanu 4.1.1.28 Catharantus roseus (barwinek) (54)
dekarboksylaza histydynowa 4.1.1.22 Lactobacillus sp. (54)
fosforylazy fosforylaza glikogenu 2411 krélik (55) la8i
fosforylaza maltodekstryny 2411 E. coli (56) lahp

Wszystkie aminotransferazy podzielone zostaly na cztery podgrupy, z czego
trzy, oprécz podgrupy Il (aminotransferazy D-aminokwaséw oraz aminotransfera-
zy aminokwaséw o rozgatezionym taricuchu) wykazujg znaczne podobienstwo pod
wzgledem budowy przestrzennej (33). Okreslenie tréjwymiarowej struktury ami-
notransferaz D-aminokwasow pozwolito postawi¢ hipoteze, ze ta podgrupa ami-
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notransferaz wyewoluowata niezaleznie od pozostatych enzymoéw PLP-zaleznych
(25).

Chociaz wiekszos¢ enzyméw PLP-zaleznych, nalezacych do rodziny a nie wyka-
zuje znaczacego podobienistwa pod wzgledem struktury 1-rzedowej (oprécz budo-
wy centrum aktywnego i miejsca wigzania fosforanu pirydoksalu), to wykazuje wy-
sokie podobienistwo pod wzgledem struktury 111- i IV-rzedowej, Kazdy enzym ma
budowe oligomeryczng. W czgsteczce monomeru wyodrebni¢ mozna dwie dome-
ny: duzg i mata. Najwieksza homologie mozna zaobserwowaé w strukturze duzej
domeny, ktéra sktada sie z 7 odcinkéw o budowie P-faldowej, otoczonych 8-9 od-
cinkami o strukturze a-helisy. Matle domeny wykazujg mniejsze wzajemne podo-
biefistwo. Zbudowane sg z 3 lub 4 odcinkdéw o strukturze antyréwnolegtej p, oto-
czonych fragmentami o strukturze helisy a. Mate domeny réznia sie przede wszyst-
kim pod wzgledem budowy fragmentu N-terminalnego. Aktywnos$¢ katalityczng
wykazujg homodimery lub homotetramery (jak w przypadku fenolo-liazy tyrozyno-
wej i tryptofanazy) (6).

Fenolo-liaza tyrozynowa i tryptofanaza, pomimo ze katalizujg reakcje p-elimi-
nacji (w ktérych reakcja zachodzi przy atomie wegla p substratu), ze wzgledu na
podobienstwo strukturalne zaliczone zostaty do rodziny a enzymow PLP-zalez-
nych. Fenolo-liaza tyrozynowa (TPL) katalizuje odwracalng reakcje rozktadu tyrozy-
ny do fenolu, amoniaku i pirogronianu (34), natomiast tryptofanaza katalizuje ana-
logiczng reakcje rozktadu tryptofanu do indolu, amoniaku i pirogronianu (35). TPL
sktada sie z 4 podjednostek (o masie czgsteczkowej 51 kDa kazda), w ktérych moz-
na wyodrebni¢ mata domene, duzg domene, tacznik domen i ramie N-terminalne.
Kazda podjednostka sktada sie z 14 odcinkéw o charakterze a-helisy i 16 o struktu-
rze P-faldowej. PLP zwigzany z reszta Lys2S7 zlokalizowany jest pomiedzy malg
i duzg domeng kazdej podjednostki (36). Centrum aktywne tego enzymu zbudowa-
ne jest analogicznie do reszty enzyméw PLP-zaleznych nalezacych do rodziny a.

3.2. Rodzina y

Do rodziny tej nalezg nieliczne enzymy PLP-zalezne katalizujace reakcje przy
weglu y, np. p-liaza cystationiny (CBL; EC 4.4.1.8.), y-liaza cystationiny (CGL; EC
4.4.1.1)) i y-syntaza cystationiny (CCS; EC 2.5.1.48.). Sg to enzymy biorgce udziat
w transformacji aminokwaséw zawierajacych atom siarki. Produktem przejscio-
wym w tych reakcjach jest cystationina, zwigzek powstajgcy na drodze kondensa-
cji homocysteiny z seryng (37).

Enzymy CBL i CCS wystepujg u bakterii, grzybdéw i roslin, natomiast wystepo-
wanie CGL stwierdzono, jak dotychczas, tylko u cztowieka i grzybow. CBL sktada
sie z czterech identycznych podjednostek o masie czgsteczkowej ok. 43 kDa
i wigze za pomoca Lys2io jedng czasteczke PLP na monomer (38). W budowie mo-
nomeru CBL mozna wyrdozni¢ 3 fragmenty: N-terminalne ramie (aminokwasy 1-60),
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region wigzacy PLP (aminokwasy 61-256) i region C-terminalny (aminokwasy
257-395). Ramie N-terminalne skiada sie z 3 helis a i jednej struktury (3-fatldowej,
region wigzania PLP sklada sie z 7 odcinkdéw o strukturze p-fatdowej otoczonej he-
lisami a, a region C-terminalny taczy sie z domeng wigzaca PLP za pomocga a-helisy
i jest zbudowany z 4 a-helis oraz 4 antyréwnolegtych struktur p-faldowych.

Enzym ten wykazuje aktywnos$c¢ jako tetramer, jednakze najczesciej wystepuje
jako homodimer. Forma dimeryczna stabilizowana jest przez wigzania wodorowe,
oddziatywania hydrofobowe i oddzialywania miedzy centrami aktjAvnymi mono-
meréw (3 wigzania wodorowe i mostek solny pomiedzy fosforanem pirydoksalu
a Argsg sasiedniego monomeru) (38).

Budowa centrum aktywnego enzymoéw rodziny vy, jak i struktura trzeciorzedo-
wa ich monomeréw wykazujg znaczne podobienstwo do budowy aminotransferazy
asparaginianowej, fenolo-liazy tyrozynowej i dekarboksylazy ornitynowej (ODC;
EC 4.1.1.17; (39)), czyli do enzyméw nalezacych do rodziny a. Najwieksze podo-
biefistwo mozna zauwazy¢ w budowie regionu wigzacego PLP, natomiast najwiek-
sze rO6znice wystepuja w obrebie matej, N-terminatnej domeny. Istnienie podobien-
stwa w budowie gtéwnych fragmentéw, odpowiedzialnych za katalize i faldowanie
tych bialek pozwala sugerowaé wspélne pochodzenie enzymoéw PLP-zaleznych na-
lezgcych do rodzin a iy (37). Malo jest, jak dotad, informacji na temat budowy
wiekszosci enzyméw nalezacych do rodziny vy.

3.3. Rodzina p

Przedstawicielem rodziny P jest syntaza tryptofanowa (TRPS; EC 4.2.1.20; (40)).
Enzym ten jest heterodimerem o strukturze aPPa, skladajgcym sie z 2 podjedno-
stek a i 2 podjednostek p. Kazda z podjednostek katalizuje inng, niezalezng reak-
cje, ale ich aktywnos¢ jest uzalezniona od dziatania catego kompleksu enzyma-
tycznego (41). Podjednostka a katalizuje reakcje rozktadu fosforanu indolo-glice-
rolu do indolu i aldehydu 3-fosfoglicerynowego. Podjednostka p katalizuje syn-
teze tryptofanu z L-seryny i powstatego indolu. Centra aktywne obydwu podjedno-
stek oddalone sg od siebie 0 25 A i polgczone tunelem biatkowym, ktérym wedru-
je z podjednostki a do podjednostki p indol, bedacy substratem w reakcji P-sub-
stytucji katalizowanej w tej domenie. Podjednostka P enzymu zawiera w swoim
centrum aktywnym czasteczke PLP. Tréjwymiarowa budowa enzymu nie przypo-
mina jednak ani struktur rodziny a ani rodziny y. Co wiecej, za wigzanie fosforanu
pirydoksalu odpowiada Lysgy, podczas gdy dla enzyméw rodziny a iy jest to lizy-
na nalezagca do fragmentu 209-258 (3).

Innym enzymem nalezagcym do rodziny p jest dehydrataza treoniny (TN; EC
4.2.1.16; (42)) z E. coli. Produkuje on na drodze p-eliminacji 2-oksomaslan z L-tre-
oniny, badZ pirogronian z L-seryny. Natywny enzym sklada sie z 4 identycznych
podjednostek o masie czasteczkowej okoto 56 kDa, w ktérych to podjednostkach
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mozna wyodrebni¢ region N-terminalny (region katalityczny zawierajgcy PLP zwig-
zany z resztg Lys62). region C-terminalny, bedacy domeng regulatorowg oraz ramie
taczace obydwie domeny (42). Podobienstwo strukturalne pomiedzy TRPS a TN
jest niewielkie, a mimo to katalityczne regiony obu enzymoéw wykazujg znaczng
homologie (43).

4. Pozostate enzymy PLP-zalezne

Nie wszystkie enzymy wykorzystujgce fosforan pirydoksalu mozna zaliczy¢ do
jednej z podanych rodzin, biorgc pod uwage ich strukture i stereochemie katalizo-
wanych reakcji. Zupetlnie odmienng strukture trzeciorzedowg wykazujg amino-
transferazy katalizujgce reakcje D-aminokwasow i aminotransferazy aminokwa-
séw 0 rozgatezionym tancuchu bocznym. Dlatego wydzielono dla nich osobng
podgrupe. Réwniez fosforylazy, ktére zalezne sg od PLP, maja inng budowe prze-
strzenng i zupetnie inny mechanizm reakcji (4,6,24).

4.1. Aminotransferazy D-aminokwas6w i aminokwaséw o rozgatezionym
faricuchu bocznym

Najlepiej zbadanymi enzymami PLP-zaleznymi, ktére naleza do tej grupy, sa
aminotransferaza D-aminokwasow (DAAT) z Bacillus sp. (44) i aminotransferaza
aminokwasoéw o rozgatezionym fancuchu bocznym (BCAT) z E. coli (45). Sg to mate
enzymy o budowie homodimerycznej, ktérych monomery zbudowane sg z okoto
300 aminokwasow.

W monomerze aminotransferazy D-aminokwasow (33 kDa, 282 aminokwasy)
mozna wyrdzni¢ matg domene N-terminalng (aminokwasy 1-120) skiladajgca sie
z szedciu antyrownolegtych arkuszy p z dwoma a-helisami po bokach, oraz dome-
ne C-terminalng (aminokwasy 121-282), w sktad ktérej wchodzg cztery arkusze p
tworzgce pseudo p-beczke, otoczone kilkoma helisami a (46). Centrum aktywne
enzymu znajduje sie na petli pomiedzy p-beczka, a nastepng helisg w domenie
C-terminalnej. Zaangazowana w wigzanie PLP jest grupa e-aminowa Lysi45 (47).
Glutaminian Gluiyy wigze sie z pirydynowym azotem NI grupy prostetycznej enzy-
mu za pomocg wigzan wodorowych.

Struktura przestrzenna wiekszosci aminotransferaz D-aminokwaséw rézni sie
catkowicie od struktur aminotransferaz L-aminokwasow, wykazuje jednak duze po-
dobienstwo strukturalne do aminotransferaz aminokwaséw o rozgatezionych tarcu-
chach bocznych (48). Centrum katalityczne DAAT jest lustrzanym odbiciem centrow
katalitycznych aminotransferaz katalizujgcych przemiany L-aminokwaséw, co suge-
ruje, ze ewolucja obydwu rodzin enzymoéw dokonywata sie na drodze konwergenciji
(44).
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Aminotransferaza aminokwasow o rozgatezionym fancuchu bocznym (BCAT) wy-
stepuje u bakterii jako pojedyncza forma (49), natomiast u czlowieka i innych ssa-
kéw wystepuje w formie dwéch izoenzyméw: mitochondrialnego i cytozolowego
(50). Monomer ludzkiej mitochondrialnej aminotransferazy aminokwaséw o roz-
galezionym tancuchu bocznym zbudowany jest z 365 aminokwasow, ktore tworzg
dwie domeny potaczone ramieniem skladajgcym sie z 11 aminokwasow: matg dome-
ne N-terminalng (aminokwasy 1-170) i duzg C-terminalng (aminokwasy 182-365) (48).
Enzym ten wykazuje podobienstwo strukturalne do DAAT (28% homologii). Podsta-
wowg jednostkg katalityczng BCAT jest dimer, a mimo to monomery enzymu mogg
taczy¢ sie w heksamer (51). Substratami w reakcjach katalizowanych przez BCAT
moga by¢, oprécz aminokwasOw o rozgatezionym tancuchu bocznym, ich analogi
0 prostym tancuchu oraz glutaminian. Jednakze asparaginian, alanina i aminokwasy
aromatyczne nie sg substratami dla BCAT (52). Ostatnio udowodniono, ze BCAT
moze takze efektywnie katalizowac reakcje typowe dla p-liaz (53).

4.2. Dekarboksylazy aminokwasow

Dekarboksylazy aminokwaséw sg to enzymy produkujgce aminy biogenne i polia-
miny. Obok aminotransferaz sa one najwieksza grupa enzymow PLP-zaleznych o zna-
nej strukturze I-rzedowej. Badania pochodzenia i ewolucji dekarboksylaz aminokwa-
sOw przeprowadzone przez Sandmeier i wsp. (54) pozwolity podzieli¢ te enzymy na
4 grupy, z czego tylko druga grupa wykazuje podobiernistwo strukturalne do amino-
transferaz i enzymow PLP-zaleznych z rodziny a. Nalezg do niej m.in. dekarboksylaza
tyrozyny (EC 4.1.1.25.), dekarboksylaza tryptofanu (EC 4.1.1.28) i dekarboksylaza histy-
dyny (EC 4.1.1.22). W centrum aktywnym tych enzymow, podobnie jak w amino-
transferazie asparaginianowej (3), wystepuja dwa aminokwasy konserwatywne: lizy-
na, wigzaca PLP i kwas asparaginowy, ktory wigze azot pirydynowy grupy prostetycz-
nej enzymu. Budowa przestrzenna wszystkich dekarboksylaz oraz ich specyficznos¢
substratowa pozwolita postawi¢ hipoteze o dywergencyjnej ewolucji tych enzymow.
W procesie ewolucji doszto do rozszerzenia specyficznosci substratowej wspoélnego
przodka dekarboksylaz eukariotycznych dopiero po ich oddzieleniu sie od prokario-
tycznych dekarboksylaz. Na przyktad eukariotyczna dekarboksylaza histydynowa
jest blizej spokrewniona z eukariotycznymi dekarboksylazami aminokwaséw aroma-
tycznych (33-55% podobienstwa), niz zjej bakteryjnymi odpowiednikami (18-20%) (54).

4.3. Fosforylazy
Przyktadem fosforylaz, czyli enzymow katalizujacych odwracalng lize okreslo-

nych substratéw za pomoca czgsteczki ortofosforanu, jest fosforylaza glikogenu
(EC 2.4.1.1.) (55) i fosforylaza maltodekstryny (56). W ich centrum aktywnym wy-
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Stepuje fosforan pirydoksalu i jest on zwigzany z apoenzymem za pomocg grupy
8-aminowej lizyny. Mechanizm reakcji katalizowanych przez fosforylazy jest zu-
petnie inny niz w przypadku pozostatych enzymow PLP-zaleznych, a mimo to enzy-
my te wykazujg znaczne podobienstwo strukturalne do innych przedstawicieli tej
nadrodziny (6). Substrat w reakcji fosforylacji (ortofosforan w formie HP04") jest
potozony pomiedzy fosforanem pirydoksalu a czgsteczkg glikogenu. Ortofosforan
oddaje proton na atom tlenu przy anomerycznym weglu glukozy, jednoczesnie
przejmujgc proton z czgsteczki PLP. Jon karboniowy bedacy zwigzkiem przejscio-
wym, ulega atakowi przez ortofosforan, co prowadzi do powstania a-glukozo-
-1-fosforanu. W reakcji fosforylacji grupa 5’-fosforanowa PLP jest zatem zaréwno
donorem jak i akceptorem protonéw (57).

Fosforylaza glikogenu jest wielodomenowym enzymem ztozonym z domeny
N-terminalnej zbudowanej z 310 aminokwaséw i domeny C-terminailnej, ktéra
tworzy 360 aminokwaséw. Cze$¢ C-terminalna posiada miejsce charakterystyczne
dla wigzania dinukleotydow, ale wigze w nim fosforan pirydoksalu. W czesci N-ter-
minalnej znajduje sie centrum aktywne, w ktérym lizyna zostaje ufosforylowana
podczas reakcji fosforolizy. Inaczej niz w przypadku innych enzyméw PLP-zalez-
nych, azot pirydynowy fosforanu pirydoksalu nie wigze sie z biatkiem (55).

5. Zastosowanie i znaczenie enzymow PLP-zaleznych

Enzymy PLP-zalezne uczestnicza w procesach zyciowych komérek roslin, zwie-
rzat i mikroorganizméw. Biorg one bezposredni udziat w metabolizmie amino-
kwasow i ich pochodnych, a takze uczestnicza w szlakach przemian aminocukrow
oraz innych metabolitdw zawierajacych grupe aminowa (58).

Selektywne zahamowanie aktywnosci niektérych enzymoéw PLP-zaleznych u mi-
kroorganizmow pozwolitoby na skuteczniejszg walke z patogenami. W zwigzku
z tym enzymy te stanowig coraz czesciej czasteczki docelowe dla farmaceutykow.

Mutacje i defekty w strukturze enzymoéw PLP-zaleznych moga powodowaé powaz-
ne zaktocenia szlakéw metabolicznych i choroby warunkowane genetycznie. Przy-
kladem moze by¢ homocystynuria, schorzenie spowodowane przez liczne mutacje
W genie p-syntazy cystationiny (CBS), polegajace na zahamowaniu syntezy cystationi-
ny z homocysteiny. Krgzaca w organizmie zwiekszona ilo§¢ homocysteiny powoduje
chorobe wiencowa, osteoporoze i op6znienie rozwoju umystowego (59).

Enzymy PLP-zalezne znajdujg zastosowanie gtdwnie w produkcji aminokwa-
séw, ich pochodnych i produktow ich biotransformacji. W zaleznosci od specyficz-
nosci danego enzymu, warunkoéw reakcji oraz uzytych reagentéw, mozemy otrzy-
mac¢ szeroka game produktéw, od prostych oksokwasoéw i amin po rozbudowane
skomplikowane alkaloidy (8,9).

Podajemy przykiady zastosowan enzyméw PLP-zaleznych w r6znych gateziach
gospodarki, z uwzglednieniem przemystu farmaceutycznego.
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Rys. 3. Przykiady reakcji katalizowanych przez enzymy PLP-zalezne.
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5.1. Enzymy PLP-zaleine jako producenci farmaceutykéw

5.1.1. Fenolo-Haza tyrozynowa

Gtéwnym zastosowaniem fenolo-liazy tyrozynowej jest produkcja 3,4-dihydro-
ksyfenyloalaniny (L-DOPA), 2,3,4-trihydroksyfenyloalaniny (L-TOPA) oraz innych po-
chodnych L-tyrozyny. L-DOPA jest prekursorem dopaminy, neuroprzekaznika cen-
tralnego uktadu nerwowego oraz adrenaliny i noradrenaliny. Zwigzki te wplywajg
na samopoczucie i sprawnos¢ ruchowa. Ich brak ma wptyw na rozwéj schizofrenii.
W chorobie Parkinsona maleje ilos¢ dopaminy, dlatego tez w schorzeniu tym po-
daje sie L-DOPE. Zwigzek ten jest produkowany gtdwnie metodg enzymatyczng,
z zastosowaniem TPL immobilizowanej na zeoticie (60), tub przez zmodyfikowane
genetycznie komorki E. coli (8).

Gléwnag reakcja katalizowana przez TPL jest rozktad tyrozyny do fenolu, piro-
gronianu i amoniaku. Reakcja ta jest odwracalna i przy wysokim stezeniu pirogro-
nianu i amoniaku, oraz zastapieniu fenolu innymi zwiazkami aromatycznymi (np.
pirokatechol, pirogalol, halogenkowe pochodne fenolu), mozna w fatwy sposéb
otrzymac szereg pochodnych L-tyrozyny, m.in. pochodne tyrozyny zawierajgce
w pierscieniu aromatycznym takie podstawniki jak Cl-, Br-, NO2- itp. (61).

W przypadku fenolo-liazy tyrozynowej rozwaza sie wykorzystanie tego enzymu
do oczyszczania $ciekdw przemystowych obcigzonych fenolem. W tym celu, w bada-
niach laboratoryjnych wykorzystano szczep Symbiobacterium thermophilum (10). Przy
wysokim stezeniu amoniaku i pirogronianu z fenolu powstaje L-tyrozyna. Mozna jg
tatwo rozdzieli¢ za pomoca filtracji, gdyz jest nierozpuszczalna w wodzie. Po oczysz-
czeniu mozna jg stosowac jako dodatek do pasz i podtozy mikrobiologicznych.

5.1.2. Dekarboksylaza glutaminianowa

Dekarboksylaza glutaminianowa katalizuje powstanie kwasu y-aminomastowe-
go na drodze dekarboksylacji kwasu glutaminowego. Kwas y-aminomastowy jest
neuroprzekaznikiem w centralnym ukiadzie nerwowym (otwiera specyficzne ka-
naly dla jondw chlorkowych, umozliwia dziatanie Valium) oraz prekursorem wielu
farmaceutykéw. Kwas y-aminomastowy produkowany jest przez komorki E. coli
GADKI 0, w ktérych uzyskano nadprodukcje dekarboksytazy glutaminianowej (62).

5.1.3. Dekarboksylaza tryptofanowa

Enzym ten katalizuje synteze tryptaminy z tryptofanu. Amina ta jest substra-
tem w reakcjach biosyntezy monoterpenoidowych alkaloidéw indolowych, ma-
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jacych szerokie zastosowanie w medycynie (63). Nalezg do nich m.in. winblastyna
i winkrystyna (stosowane w leczeniu nowotworéw) (64). Poza tym tryptamina jest
prekursorem serotoniny i melatoniny.

Produkcja alkaloidéw indolowych z roslin jest bardzo kosztowna i pracochton-
na (utrudniona izolacja alkaloidéw, niskie stezenie produktéw), a duza liczba cen-
trow chiralnych w czateczkach tych zwigzkéw powoduje ogromne problemy
w chemicznej syntezie produktu o odpowiednich wtasciwosciach.

Dekarboksylaza tryptofanowa (TDC, EC 4.1.1.28) jest jednym z dwéch najwaz-
niejszych enzymoéw biorgcych udziat w szlaku syntezy indolowych alkaloidéw
i dlatego wzbudzita ogromne zainteresowanie naukowcéw. Efektem tych zaintere-
sowan sg m.in. transgeniczne komorki roslinne (np. komérki rosliny tropikalnej
Catharantus roseus) wykazujace wysokag aktywnos¢ TDC, zdolne w ten sposob do
wydajnej produkcji tryptaminy (65).

5.2. Enzymy PLP-zalezne jako cel farmaceutykdéw

5.2.1. Racemaza alaninowa

Racemaza alaninowa jest enzymem katalizujacym reakcje racemizacji L- i D-ala-
niny. Biorac pod uwage, ze D-alanina jest sktadnikiem peptydoglukanu, zahamo-
wanie aktywnosci tego enzymu moze doprowadzi¢ do zahamowania procesu bio-
syntezy Sciany komorkowej bakterii. W zwigzku z tym wysitki naukowcow sku-
piaja sie na poszukiwaniu specyficznego inhibitora tego enzymu, gdyz znane do
tej pory inhibitory racemazy alaninowej dzialajg na inne enzymy PLP-zalezne, co
moze prowadzi¢ do powaznych zaburzen metabolicznych i neurologicznych (11).
Poszukuje sie takze specyficznych inhibitoréw aminotransferazy D-aminokwasow,
ktéry to enzym katalizuje proces produkcji innych sktadnikéw Sciany komérkowe;j
(m.in. kwasu D-glutaminowego).

5.2.2. Syntaza kwasu l-aminocyklopropano-I-karboksylowego

S-adenozylometionina jest zwigzkiem, z ktérego w komérkach roslinnych po-
wstaje etylen, przyspieszajgcy proces dojrzewania owocow. Zwigzkiem przejscio-
wym w biosyntezie etylenu jest kwas l-aminocyklopropano-I-karboksylowy (ACC),
produkowany przez syntaze ACC, enzym PLP-zalezny, katalizujgcy reakcje powstania
ACC z S-adenozylometioniny na drodze specyficznej eliminacji. Nadmiar etylenu
w owocach i warzywach powoduje szybkie ich przejrzewanie i gnicie. Zahamowanie
ekspresji genu syntazy ACC (np. za pomocg antysensowego RNA) pozwolitoby hodo-
wac warzywa i owoce (pomidory, melony, truskawki) o dluzszej trwatosci (66).
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5.2.3. Dekarboksylaza ornitynowa

Dekarboksylaza ornitynowa jest enzymem biorgcym udziat w pierwszym etapie
biosyntezy poliamin i amin biogennych (12). Z aminokwasu ornityny powstaje na
drodze dekarboksylacji putrescyna, z niej na zasadzie wydtuzania tarcucha weglo-
wego o jednostke propyloaminowa powstaja spermidyna i spermina. Potiaminy te
wigza sie z DNA w miodych komodrkach, wspomagajgc ich podziat. Nadekspresja
tego enzymu moze powodowac raka trzustki i prostaty. Zahamowanie aktywnosci
dekarboksylazy ornitynowej jest pozgadane w leczeniu tych nowotworéw oraz nie-
ktérych choréb wywotywanych przez pasozyty (np. $pigczka afrykanska powodo-
wana przez Trypanosoma brucei) (67).

5.2.4. Hydroksymetylotransferaza serynowa

jest to enzym wystepujacy we wszystkich komérkach prokariotycznych i euka-
riotycznych. Katalizuje synteze glicyny z seryny, z jednoczesnym przeniesieniem
grupy hydroksymetylowej na kwas tetrahydrofotiowy tworzac 5,10-metyleno-te-
trahydrofolian. Ten ostatni jest gtdbwnym zrédtem grup metylowych (68), koniecz-
nych m.in. w biosyntezie zasad azotowych. Zwiekszona aktywnos$¢ tego enzymu
powoduje wzrost biosyntezy DNA i przyspieszone podziaty komérek. Dlatego za-
hamowanie aktywnosci hydroksymetytotransferazy w komérkach intensywnie
dzielacych sie moze byé skutecznym sposobem walki z nowotworami (69).

6. Podsumowanie

Enzymy PLP-zalezne biorg udziat w metabolizmie i transformacji aminokwasow
w catym Swiecie ozywionym, od bakterii po rosliny i zwierzeta wyzsze. Dzigki spe-
cjalnym wiasciwosciom fosforanu pirydoksalu mozliwe sg reakcje eliminacji i sub-
stytucji na weglu a, (3, badz y aminokwasowego substratu. Na tej podstawie Alexan-
der i wsp. podzielili prawie wszystkie enzymy PLP-zalezne o znanej strukturze
przestrzennej, na trzy rodziny a, P iy (3). Wszystkie enzymy w obrebie swojej ro-
dziny, pomimo réznic w sekwencji aminokwasowej, wykazujg podobienistwa co do
struktury przestrzennej i budowy centrum aktywnego. Dunathan i Voet (2) posta-
wili hipoteze, ze wszystkie enzymy PLP-zalezne wyewoluowaly ze wspdéinego
przodka, na zasadzie dywergenciji, z biegiem czasu rozszerzajgc swojg aktywnosc¢
w stosunku do coraz wiekszej liczby r6znych substratéw i rodzajow katalizowa-
nych reakcji. Nalezy zaznaczy¢, ze jednak nie wszystkie enzymy PLP-zalezne po-
chodzg od tego samego przodka. Dekarboksylazy aminokwasow (z wyjatkiem pod-
grupy 11, rozdz. 4.2), fosforylazy czy aminotransferazy D-aminokwasow i amino-
transferazy aminokwasoéw o rozgatezionym fancuchu bocznym nie wykazujg podo-
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bienstwa do pozostatych enzymow, dlatego tez nie zostaly zaliczone do zadnej
z trzech podstawowych grup ewolucyjnych.

Dzieki dynamicznemu rozwojowi krystalografii, w latach 1997-2001 podwoita
sie liczba rozwigzanych struktur biatek zdeponowanych w bazach danych (24).
Mimo to nadal brakuje wielu informaciji dotyczacych kontroli szlakéw biotransfor-
macji i mechanizmu inhibicji enzymoéw PLP-zaleznych. Jedynie rodzina a enzyméw
PLP-zaleznych zostata bardzo dobrze poznana pod wzgledem struktury prze-
strzennej, pozostale rodziny majg w bazach danych tylko nielicznych przedstawi-
cieli.

Zaangazowanie enzymoOw PLP-zaleznych w podstawowe dla zycia szlaki meta-
boliczne skionito naukowcéw do badar nad budowa i funkcjami tych enzyméw.
Poznanie doktadnego mechanizmu katalizy i czynnikéw wplywajgcych na specy-
ficznos¢ substratowg pozwoli na opracowanie skutecznych i specyficznych inhibi-
toréw poszczegolnych enzymow, wystepujacych u patogendw, jednakze zapotrze-
bowanie na produkty katalizy niektérych enzymdéw zawierajgcych fosforan piry-
doksalu (np. L-DOPA, kwas y-aminomastowy), sklania naukowcoéw do opracowywa-
nia skutecznych i efektywnych metod produkcji tych zwigzkéw za pomoca enzy-
moéw PLP-zaleznych.
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