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ABSTRACT. The data from the first investigations of a new antioxidants family — peroxidoxins
— in parasites. The properties and mechanism of action of a new family of antioxidants-
peroxidoxins-have been described. The properties of parasitic peroxidoxins in some helminths and
protozoans discovered as a result of genom sequencing and expressed sequence tag (EST) project
have been presented. The data described untill now from a number of studies with parasites
indicate that the family of peroxidoxins, very important for the host-parasite interactions may be in
future a potential candidate vaccine molecules in some systems.
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W srodowisku tlenowym stres oksydacyjny wynika z dzialania reaktyw-
nych rodnikéw tlenowych (ROS), ktore sa generowane w bardzo wielu
systemach biologicznych nawet w normalnych warunkach metabolicznych.
Poniewaz ich wysokie stgzenie wywoluje powazne defekty blon komérkowych,
kwaséw nukleinowych i bialek, organizmy rozwingly szereg mechanizméw
ochrony przed szkodliwym dzialaniem ROS.

Nazwa peroksydoksyny (POD) zostala wprowadzona po raz pierwszy
w 1994 roku przez Chae i wsp. (1994) dla opisania ciagle powigkszajacej si¢
rodziny kompleksow enzymatycznych o specyficznych wiasciwosciach bio-
logicznych, odmiennych od dotychczas poznanych enzyméw antyoksydacyj-
nych. Wigkszos¢ z nich zostala opisana zupelnie ostatnio, a czlonkowie tej
grupy s3 znani pod réznymi nazwami np. ABP - bialko zwierzecego
blastomeru, AOP — bialko antyoksydacyjne, Per 1 — peroksydoksyna 1, TSA
— antyoksydant tiolo-specyficzny. Historycznie pierwsza opisana peroksydok-
syna byla peroksydaza tioredoksyny (TPx) nazywana réwniez antyoksydantem
tiolo-specyficznym, wykryta u Saccharomyces cervisiae, gdzie jej ekspresja
moze zostaé wywolana przez dzialanie stresu oksydacyjnego. POD nie
wykazuja aktywnosci podobnej do aktywnos$ci dobrze znanych enzymoéw
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antyoksydacyjnych i nie zawieraja atomow metali takich jak Fe, Mn albo
Cu-Zn niezbednych dla pelnej aktywnosci tych ostatnich.

Dziatanie antyoksydacyjne POD polega, przynajmniej czesciowo, na ich
zdolnosci do rozkladu hydroksynadtlenkow alkilowych i H,0,, co zapobiega
tworzeniu si¢ groznych rodnikow wodorotlenowych. W mechanizm ich dziala-
nia katalitycznego wlaczona jest konserwatywna cysteina (Cys 47) aktywna
w reakcjach redox.

Wiele genow odpowiedzialnych za tworzenie POD jest zlokalizowanych
u Prokaryota w poblizu genéw kodujacych biatka o innej aktywnosci redox,
np. u Metanobacterium gen ten jest polozony powyzej genu kodujacego
aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). U Eukaryota wystgpuje caly
szereg POD; u ludzi zidentyfikowano przynajmniej pie¢ z nich. Sekwen-
cjonowanie znanych POD wykazuje, ze opierajac si¢ na obecnosci jednej lub
dwoch grup wysoce konserwatywnych reszt cysteiny, odpowiadajacych Cys 47
i Cys 170 u TPx u drozdzy, mozna je podzielic na 2 grupy (Rys. 1).
Podobienstwo pomig¢dzy tymi dwoma grupami POD rozciaga si¢ wzdluz calej
dlugosci sekwencji i waha si¢ w granicach 20-99%. POD znaleziono u ar-
chebakterii, co wskazuje na ich bardzo stare pochodzenie. POD 2-Cys
posiadaja dwa konserwatywne regiony, natomiast cztonkowie grupy 1-Cys nie
posiadaja reszty Cys 170. Poza tym roznia si¢ one sekwencjami w konser-
watywnych regionach otaczajacych Cys 47.

1-Cys POD sa reprezentantami oryginalnych gendw naszych przodkéw. Sa
one, po hemoglobinie, biatkami najliczniej wystgpujacymi w erytrocytach.
Fakt, ze geny te sa tak dobrze zachowane sugeruje ich fundamentalng funkcje
w utrzymaniu homeostazy oksydacyjne;.

MECHANIZM DZIALANIA PEROKSYDOKSYN

U Saccharomyces cervisiae peroksydazy tioredoksyny (TPx) wykazuja
funkcj¢ ochronna przed zniszczeniami wywolanymi przez ROS. Mutanty
z uszkodzonym genem odpowiedzialnym za syntez¢ TPx rosna gorzej. TPx
ochraniaja biatko w systemach utleniajacych z udzialem katalitycznego Fe
uzywajac jako reduktora tiolu, ale nie dzialaja w systemach, w ktorych tiol
zastgpowany jest przez inny reduktor, taki jak np. askorbinian. Wydaje sig, ze
tiol moze redukowac wiazanie dwusiarczkowe w TPx uaktywniajac w ten
sposob ten enzym. TPx drozdzy jest homodimerem o podjednostkach 25kDa
polaczonych dwoma wigzaniami dwusiarczkowymi pomigdzy Cys 47 i 170.
Celowana mutageneza wykazala, ze w kazdej podjednostce redukcji nadtlenku
towarzyszy oksydacja Cys47 SH z wytworzeniem kwasu, ktory reaguje z Cys
170 SH drugiej podjednostki, tworzac intermolekularne wigzania dwusiarcz-
kowe. System ten wykazuje podobienstwo do systemu zasadowej reduktazy
nadtlenku wodoru (Ahp) u S. typimurium, ktory sklada si¢ z peroksydoksyny
2-Cys, AhpF i FAD-zaleznej dehydrogenazy NAD(P)H (Rys. 1).
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Badania Netto i wsp (1996) wskazywaly, ze porownanie 2-Cys TPx
u drozdzy i 1-Cys peroksydoksyny Orf6 ssakow prowadzi do nastgpujacego
wniosku: 2-Cys POD sa redukowane zgodnie z mechanizmem wymagajacym
albo pojedynczego biatka (np. Ahp 7) albo 2 bialek (np. reduktazy tiol-
redoksyny i tioredoksyny), a 1-Cys POD wymagaja tylko jednej malej
czasteczki reduktora chemicznego.

ANTYOKSYDANTY U PASOZYTOW

U pasozytow zaproponowano podwojna role antyoksydantow: (1) role
ochronng przed ROS produkowanymi w reakcjach metabolicznych, (2) rolg
ochronna przed ROS wydzielanymi przez komorki efektorowe systemu im-
munologicznego zywiciela.

Jest faktem ogolnie znanym, ze eozynofile, neutrofile i makrofagi sa
glownym zrodlem antyoksydantow, ktore moga zniszczy¢ komorke, a nawet
caly organizm. Wszystkie pasozytnicze pierwotniaki i helminty badane do tej
pory zawieraja przynajmniej jeden z trzech gtownych enzymoéw antyoksydacyj-
nych, do ktorych naleza: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalazy i perok-
sydazy glutationu. U wielu z nich obecnos¢ SOD wystgpowala przy braku
aktywnosci katalazy lub enzyméw zaleznych od glutationu. Mc Gonigle i wsp.
(1998) sugeruja, ze nowa rodzina POD moze by¢ grupa enzymow detok-
sykujacych H,O,, pierwotnie nieuchwytnych, u tych pasozytow.

PASOZYTNICZE POD

Szereg POD, zarowno u pierwotniakow jak i helmintow, odkryto w wyniku
sekwencjonowania genow i uzycia techniki EST (expressed sequence tag). Mc
Gonigle i wsp. (1998) dla potrzeb swego artykulu przegladowego wybrali dane
pochodzace z odpowiednich baz danych i, opierajac si¢ na uszeregowaniu
sekwencji aminokwasow, pogrupowali je jako jako typ 1-Cys albo 2-Cys.
Kompletna sekwencje poznano do tej pory dla pigciu pasozytow: Fasciola
hepatica (Mc Gonigle i wsp. 1998), Onchocerca volvulus, Brugia malayi,
Entamoeba histolytica (Reed i wsp. 1992), Trypanosoma brucei rhodesiense (El
Sayed i wsp. 1995) i dla nicienia wolno zyjacego Caenorhabditis elegans. U O.
volvulus i B. malayi wykryto dwa homologi, ktére w omawianym artykule
przegladowym sa nazywane OvPxnl i OvPxn2 i BmPxnl i BmPxn2 (Tabela 1).

Poréwnujac konserwatywne regiony cysteinowe w POD robakow pasozyt-
niczych mozna sporzadzi¢ dendrogram, przedstawiony na Rys. 2, pokazujacy
podobienstwa miedzy tymi sekwencjami w bloku 1 (Cys 47). U Plasmodium
falciparum i O. volvulus wystgpuja 1-Cys peroksydoksyny i z przedstawionego
dendrogramu wynika wyraznie, Ze stanowia one osobng galaz, oddzielona od
grupy 2-Cys POD. Najbardziej zblizone do siebie sckwencje posiadaja OvPx2
u Dirofilaria immitis i BmPxn2 (dane niepublikowane).
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Tabela 1. Peroksydoksyny robakéw pasozytniczych (wg Mc Gonigle i wsp. 1998)

Pasozyt Zrédlo Typ Prawdopodobna rola/komentarze
F. hepatica Biblioteka cDNA postaci do- 2-Cys Usuwanie H,0,, ochrona enzy-
rostych mow trawiennych
S. mansoni Sekwencja EST 2-Cys
(fragment)
0. volvulus Biblioteka ¢cDNA postaci 1-Cys Lokalizacja w hypodermie
OvPxnl dorostych u postaci dorostych
OvPxn2 Sekwencja EST, biblioteka 2-Cys Lokalizacja na powierzchni
¢DNA form L, pasozyta
Brugia malayi Sekwencja EST, 2-Cys Lokalizacja w pniu nerwowym
BmPxnl Biblioteka cDNA form L, i hypodermie
BmPxn2 Sekwencja EST, 2-Cys
Biblioteka ¢cDNA form L,
Dirofilaria immitis Biblioteka cDNA form do- 2-Cys
rostych
Caenorhabditis Sekwencja EST 2-Cys
elegans*

* nicien wolno zyjacy, EST — sekwencja tag ulegajaca ekspresji

E. histolytica
T. gondii

F. hepatica
C. elegans

B. malayi 1 r 2-Cys

T. brucei rhodesiense
B. malayi 2
D. immitis

O. volvulus 2

O. volvulus 1

1-Cys

P. falciparum

Rys. 2. Dendrogram pokazujacy ulozenie sekwencji w bloku konserwatywnych biatek POD
zawierajacych Cys 47. Nawiasy pokazuja 2 oddzielne grupy peroksydoksyn 2-Cys i 1-Cys
(wg Mc Gonigle i wsp. 1998)
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POD helmintéw sa przedstawione w Tabeli 1.

Pierwsza zidentyfikowana POD jest 2-Cys peroksydoksyna u F. hepatica.
Podobnie jak inne przywry F. hepatica posiada silnie wyksztalcony mechanizm
obronny przeciwko rodnikom O3, w ktérym uczestniczy SOD, ale nie posiada
aktywnej katalazy i GPx. Mc Gonigle i wsp. (1998) sugeruja, ze POD moze by¢
glownym enzymem antyoksydacyjnym odpowiedzialnym za eliminacje H,O,
u tego pasozyta. POD sa aktywnie wydzielane i to wskazuje, ze moga pelnic
role w obronie przed ROS generowanymi przez cytotoksyczne komorki
immunologiczne. Proteaza katepsyny L1 odgrywa wazna rol¢ w odzywianiu F.
hepatica odbywajacym si¢ poprzez trawieniec hemoglobiny. Uwolniony hem
zostaje utleniony do stanu Fe™ ¥, co generuje rodnik OH ™. Katepsyna L1 jest
bardzo wrazliwa na inaktywacj¢ poprzez ROS, ale frakcja rozpuszczalna F.
hepatica zapobiega inaktywacji zarowno jej, jak i innych enzymow trawien-
nych. Wydaje si¢, ze ten mechanizm moze by¢ bardzo wazny dla wzrostu,
rozwoju i przezywania nie tylko motylicy ale i innych pasozytéw, ktore
odzywiaja si¢ ludzka krwia.

Sklonowanie POD z F. hepatica nastapilo z uzyciem surowic z krow
szczepionych antygenami ekskrecyjno-sekrecyjnymi o wysokim ciezarze czas-
teczkowym. Poniewaz szczepionki te wykazywaly wysoka (42%) ochrong
przeciwko inwazji, wydaje si¢, ze czasteczki POD moga stac si¢ potencjalnymi
skladnikami przyszlej szczepionki przeciwmotyliczej.

U Onchocerca volvulus istnieja 2 POD: 1-Cys. (OvPxnl) zlokalizowana
w hypodermie robakow co wskazuje, ze nie jest prawdopodobne jej wydalanie,
i OvPxn2 zlokalizowana w przelyku larw L3 oraz na powierzchni larw,
dorostych i mikrofilarii. Te ostatnie nabywaja na swej powierzchni POD kiedy
przechodza przez gorny odcinek macicy bogaty w te biatka. Wydalanie POD
z przewodu pokarmowego i ich lokalizacja na powierzchni styku zywiciel-
pasozyt sugeruje, ze moga one odgrywac¢ duza rol¢ w mechanizmach obron-
nych. Doroste robaki, ktore przebywaja w guzach nie posiadaja natomiast
POD na powierzchni. Moze to $wiadczy¢ raczej o ich roli ,,porzadkujacej”
(housekeeping). POD zidentyfikowano rowniez u B. malayi i obie naleza do
typu 2-Cys, a zlokalizowane zostaly wylacznie w komorkach hypodermy i pni
nerwowych. Istnienie roznych homologéw POD u tych filarii i ich odmienna
lokalizacja w réznych stadiach rozwojowych sugeruja, ze bialka te zostaly
zaadaptowane, tak aby odpowiada¢ réznym warunkom stresu oksydacyjnego
jakie napotykaja w czasie rozwoju.

W Tabeli 2 zestawiono POD zbadane dotad u pierwotniakow. W czasie
fazy erytrocytarnej rozwoju Plasmodium zachodzi aktywne trawienie hemo-
globiny (Hb) i uwalnianie w tym czasie potencjalnie niszczycielskiego hemu.
W kwasnych wodniczkach odzywczych Hb utlenia si¢ spontanicznie wy-
twarzajagc przy tym rodnik O,, ktéry gwaltownie dysmutuje do H,0,.
Utlenianie Fe* * * hemowego do stanu Fe* * rowniez tworzy ROS. Aby temu
si¢ przeciwstawic P. falciparum wytworzyl mechanizm obrony, ktéry obejmuje
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Tabela 2. Peroksydoksyny pierwotniakéw (wg Mc.Gonigle i wsp. 1998)

Pasozyt Zrodlo Typ Prawdopodobna rola/komentarze

P. falciparum Sekwencja EST 1-Cys Ochrona przed ROS powstajacymi

(fragment) podczas trawienia hemoglobiny

E. histolytica Biblioteka cDNA, biblioteka 2-Cys Unikalne epitopy ulegaja
genomowa ekspresji u peroksydoksyn izola-

tow patogennych
T. brucei rhodesiense Sekwencja EST 2-Cys
T. gondii Sekwencja EST 2-Cys

wychwytywanie SOD zywiciela, ktory pasozyt zaggszcza w swoich wakuolach
trawiennych. Rodniki OH; sa zamieniane w H,O, eliminowana pozniej przez
nieznany enzym. Tym nieznanym enzymem moga by¢ POD i dalsze badania
nad nimi u P. falciparum moga by¢ bardzo istotne, poniewaz wiele zwiazkow
przeciwmalarycznych  swoja  skuteczno$¢ zawdzigcza  wspoldzialaniu
ze zjawiskiem wewnatrzpasozytniczego stresu oksydacyjnego. Wigkszo$¢ sek-
wencji POD z banku danych zgromadzonych w ramach P. falciparum Genom
Project $wiadczy o tym, ze naleza one do grupy 1-Cys. Stad glutation, ktérego
zawartos¢ w ludzkich krwinkach jest duza, moze by¢ dla nich niskoczastecz-
kowym reduktorcm chemicznym.

Ostatnio u Crithidia fasciculata opisano system peroksydazy trypanotionu
(Tetaud i Fairlamb 1998). Ta 2-Cys POD jest regenerowana przez system
zawierajacy 3 bialka: tryparedoksyng (Alphey i wsp. 1999), trypanotion
i reduktaze trypanotionu.

U Entamoeba histolytica POD zostaly zlokalizowane przy uzyciu specyficz-
nych przeciwcial monoklonalnych w jadrze i cytoplazmie. Pézniejsze badania
dowiodly jednak, ze POD istnieja rowniez na powierzchni pasozyta i obecnie
postuluje si¢, ze ich prekursorami moga by¢ POD zlokalizowane w cytoplaz-
mie. Monoklonalne przeciwciala uzyskane przeciwko patogenicznym szczepom
E. histolytica wykazaly, ze reaktywna komponenta jest tu POD o cigzarze
29kD (Flores i wsp. 1993). Jednak nalezy zaznaczy¢, ze geny kodujace POD
u E. histolytica sa obecne zardwno u izolatow patogennych jak i niepato-
gennych. Por6wnanie sekwencji aminokwasowej POD tych szczepow wskazuje
na roznice tylko 4,5% ale oczywiscie nie wiadomo, czy wlasnie POD sa odpo-
wiedzialne za ich patogeniczno$¢ lub niepatogeniczno$¢. Nie wykryto anty-
gendw specyficznych dla form patogennych, ale istnieja iloSciowe réznice
w ekspresji okreslonych bialek, np. zachodzi 10-100 krotnie silniejsza ekspresja
genOw proteazy cysteinowej w izolatach patogennych. U E. histolytica wykryto
obecnos¢ SOD, ale nie ma danych jakim mechanizmem jest inaktywo-
wana H,0, produkowana przez dysmutacje O;. Trofozoity E. histolytica



10 K. BOCZON

rosng w hodowli bez dodatku glutationu, nie zawieraja peroksydazy glutatio-
nowej (GPx) i nie wykazuja aktywnosci katalazy. Wydaje si¢ wiec, ze wlasnie
POD moga tu funkcjonowa¢ po to aby usuwa¢ H,O, i inne alkilowe
hydroksynadtlenki.

POD Entamoeba histolytica wydaja si¢ by¢ obiecujacymi kandydatami na
skladniki przyszltych szczepionek i rzeczywiscie kilka lat temu Soong i wsp.
(1995), uzywajac zrekombinowanego antygenu E. histolytica w probach szcze-
pienia gerbili uzyskiwali zmniejszenie (0 54%) tworzenia si¢ ropni watroby.

W POD w 1994 roku, kiedy to uzyskaly one po raz pierwszy wlasna nazwe,
wykryto okoto 33 sekwencji, a obecnie w genetycznym banku danych jest ich
okolo 200. Przy tak gwaltownym wzroscie liczby takich danych mozemy
oczekiwac ekscytujacego rozwoju badan w dziedzinie poznawania tej nowej
rodziny antyoksydantow o duzym potencjale aplikacyjnym, jako przyszie
szczepionki przeciwpasozytnicze.
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