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Streszczenie

Aminotransferaza asparaginianowa (AST) jest enzymem nieswoistym narzadowo, wystepujacym
w wielu tkankach organizmu cztowieka, gdzie katalizuje odwracalna reakcje transaminacji. Istniejg
dwie izoformy aminotransferazy asparaginianowej - cytoplazmatyczna (AST1) i mitochondrialna
(AST2), ktdre zwykle wystepuja razem i wspéldziataja metabolicznie. Obie izoformy sa homodimera-
mi zwysoce konserwatywnymi regionami odpowiedzialnymi za katalityczne wtadciwo$ci enzymu.
Cecha wspdlng wszystkich znanych aminotransferaz asparaginianowych jest konserwatywna reszta
Lys-259, ktéra tworzy wiazanie kowalencyjne z grupa prostetyczna - fosforanem pirydoksalu. R6z-
nice w budowie pierwszorzedowej obu izoform determinuja ich odmienne wtasciwosci fizykoche-
miczne, kinetyczne i immunologiczne. Z powodu niskiego stezenia L-asparaginianu (L-Asp) we krwi,
aminotransferaza asparaginianowa jest jedynym enzymem dostarczajacym ten aminokwas jako
substrat do wielu proceséw metabolicznych, takich jak cykl mocznikowy oraz synteza nukleotydéw
purynowych i pirymidynowych w watrobie, synteza L-argininy w nerkach oraz cykl nukleotydéw
purynowych w mézgu i mies$niach szkieletowych. AST uczestniczy takze w powstawaniu D-aspa-
raginianu, ktéry reguluje metabolizm na poziomie auto-, para- i endokrynnym. Aminotransferaza
asparaginianowa wchodzi w sktad czétenka jabtczanowo-asparaginianowego w mieéniu sercowym,
bierze udziat w procesach glukoneogenezy w watrobie i nerce, gliceroneogenezy w tkance thuszczo-
wej oraz syntezie neuroprzekaznikéw w szlaku neuronowo-glejowym mézgu. W ostatnich latach
stwierdzono istotny udziat aminotransferazy asparaginianowej w glutaminolizie - podstawowym
szlaku metabolicznym w komérkach nowotworowych.

W artykule oméwiono role AST, znanej gtéwnie jako enzym diagnostyczny choréb watroby,
w przemianach metabolicznych réznych tkanek i narzagdéw organizmu cztowieka.

aminotransferaza asparaginianowa  izoformy - L- asparaginian - metabolizm

Summary

Aspartate aminotransferase is an organ - nonspecific enzyme located in many tissues of the human
body where it catalyzes reversible reaction of transamination. There are two aspartate aminotrans-
ferase isoforms - cytoplasmic (AST1) and mitochondrial (AST2), that usually occur together and
interact with each other metabolically. Both isoforms are homodimers containing highly conse-
rvative regions responsible for catalytic properties of enzyme. The common feature of all aspartate
aminotransfeses is Lys — 259 residue covalent binding with prosthetic group - pyridoxal phosphate.
The differences in the primary structure of AST isoforms determine their physico-chemical, kinetic
and immunological properties. Because of the low concentration of L-aspartate (L-Asp) in the blood,
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AST is the only enzyme, which supply of this amino acid as a substrate for many metabolic proces-
ses, such as urea cycle or purine and pyrimidine nucleotides in the liver, synthesis of L-arginine in
the kidney and purine nucleotide cycle in the brain and the skeletal muscle. AST is also involved
in D-aspartate production that regulates the metabolic activity at the auto-, para- and endocrine
level. Aspartate aminotransferase is a part of the malate-aspartate shuttle in the myocardium, is
involved in gluconeogenesis in the liver and kidney, glyceroneogenesis in the adipose tissue, and
synthesis of neurotransmitters and neuro-glial pathway in the brain. Recently, the significant role
of AST in glutaminolysis - normal metabolic pathway in tumor cells, was demonstrated.

The article is devoted the role of AST, known primarily as a diagnostic liver enzyme, in meta-
bolism of various human tissues and organs.
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ASL - liaza arginiobursztynianowa, ASS - syntetaza argininobursztynianowa, AST - amino-
transferaza asparaginianowa, AST1 - cytosolowa izoforma aminotransferazy asparaginianowej,
AST2 - mitochondrialna izoforma aminotransferazy asparaginianowej, cAMP- 3’5’ - cykliczny
adenozynomonofosforan, CNP - cykl nukleotydéw purynowych, CTNL2 - cytrulinemia typu 2,
cMDH - cytosolowa izoforma dehydrogenazy jabtczanowej, mMDH - mitochondrialna izoforma
dehydrogenazy jabtczanowej, D-Asp - D-asparaginian, DHEA - dehydroepiandrosteron, IDH1
- cytosolowa izoforma dehydrogenazy izocytrynianowej, IDH2 - mitochondrialna izoforma
dehydrogenazy izocytrynianowej, GABA - kwas y-aminomastowy, GDH - dehydrogenaza
glutaminianowa, Got1 - gen kodujacy AST1, Got2 — gen kodujacy AST2, IMP - inozynomono-
fosforan, LDH - dehydrogenaza mleczanowa, L-Asp - L-asparaginian, L-Arg - L-arginina, L-Glu
- L-glutaminian, L-GIn - L-glutamina, NICCD - noworodkowa cholestaza wewnatrzwatrobowa,
NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginianowy, NOS - synteza tlenku azotu, PC - karboksylaza
pirogronianowa, StAR - gen kodujacy biatko steroidogenowe ostrej regulacji, TCA - cykl Krebsa,
WKT - wolne kwasy ttuszczowe.

Wsrep

Aminotransferaza asparaginianowa (AST, AspAT, GOT;
glutamate—oxalaceta tetransaminase; EC 2.6.1.1) jest
narzadowo nieswoistym, wielofunkcyjnym enzymem,
ktéry w tkankach ssakéw wystepuje w postaci dwéch
izoform - cytosolowej AST1 (cAST lub sAST - soluble,
serum AST) i mitochondrialnej AST2 (mAST). Nalezy do
klasy transferaz i katalizuje odwracalna reakcje trans-
aminacji, w wyniku ktérej szczawiooctan i L-glutami-
nian (L-Glu) sa przeksztalcane do L-asparaginianu (L-Asp)
i a-ketoglutaranu [55]. Wbrew informacjom podawanym
w niektdérych podrecznikach biochemii, swoisto$¢ sub-
stratowa enzymu jest ograniczona do czterech wyzej wy-
mienionych zwigzkédw. Wydaje sie, ze o kierunku reakcji
decyduja stezenia L-Asp (0-20 uM) i L-Glu (125-150 uM)

w osoczu krwi, warto$ci Km dla obu aminokwaséw, jak
réwniez zuzycie L-Asp w wielu waznych procesach meta-
bolicznych [28]. Synteza L-Asp moze sie odbywaé z udzia-
tem asparaginazy, jednak to AST wytwarza wiekszo$¢
tego aminokwasu do omawianych przemian wewnatrz-
komdérkowych. AST ma zatem wplyw na przemiany wy-
magajace L-Asp, takie jak cykl mocznikowy, synteza nu-
kleotydéw purynowych i pirymidynowych w watrobie,
powstawanie L-argininy (L-Arg) z L-cytruliny w nerkach
i innych tkankach oraz cykl nukleotydéw purynowych
w mie$niach szkieletowych, miesniu sercowym i mé-
zgu. AST jest elementem czdtenka jabtczanowo-aspa-
raginianowego, szlaku neuronowo-glejowego w mézgu,
uczestniczac zaréwno w przemianach energetycznych,
jak i syntezie neuroprzekaznikéw - L-Asp i L-Glu. W ko-
moérkach nowotworowych obie izoformy AST wchodza
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Ryc. 1. Udziat aminotransferazy asparaginianowej w ogdInoustrojowym metabolizmie cztowieka

w sklad glutaminolizy mitochondrialnej i cytoplazma-
tycznej, podstawowego szlaku dostarczajacego zaréwno
energii, jak i zwigzkéw budulcowych niezbednych do
proliferacji (ryc. 1). Potwierdzeniem znaczgcej roli AST
w metabolizmie ogdlnoustrojowym jest brak stwierdzo-
nych mutacji genéw obu izoform enzymu, co wskazuje,
ze jest to wada letalna powodujaca niezdolno$é wzrostu
i rozwoju organizmu juz w okresie ptodowym.

AST nie powinien by¢ kojarzony jedynie z diagnostyka
choréb watroby, lecz takze z udziatem w podstawowych
procesach metabolicznych zachodzacych w wielu tkan-
kach i narzadach organizmu.

CHARAKTERYSTYKA AMINOTRANSFERAZY ASPARAGINIANOWE)

Enzymy przeprowadzajace proces transaminacji po raz
pierwszy opisano w 1937 r. i pierwotnie nazwano ami-
noferazami (aminopherases) [4]. Poczatkowo uwaza-
no, ze reakcja transaminacji jest katalizowana przez
dwa odrebne enzymy - aminoferaze glutaminianowg
i aminoferaze asparaginianowg. W 1942 r. Cohen wy-
kazal, ze to wlasnie AST katalizuje reakcje transami-
nacji [6,16]. W 1950 r. stwierdzono u ssakéw obecno$é
dwdch izoform AST- cytosolowej AST1 i mitochondrial-
nej AST2 [43].

Izoformy AST czlowieka sg homodimerami kodowanymi
przez odrebne geny Got1 i Got2[9,12]. Gen Got1 jest umiej-
scowiony na chromosomie 10 w pozycji q24.1 - 25, sktada
sie z 9 eksondw, a jego produktem jest biatko o dtugo-
$ci 413 aminokwaséw i masie czasteczkowej 46,248 kDa
[40,59,60].

Gen Got2 znajduje sie na chromosomie 16 w pozycji q21
i koduje biatko o dtugo$ci 430 aminokwaséw oraz masie
czgsteczkowej 47,476 kDa. Pierwsze 29 aminokwaséw na
N-konicu tworzy sekwencje sygnatowa, dzieki ktérej en-
zym jest transportowany do mitochondrium, gdzie w wy-
niku jej odciecia zostaje przeksztalcony w postaé dojrzata.
Ponadto w pozycjach 12p13.2-p13.1, 1p33-p32 oraz 1q25-
-g31 znajduja sie 3 pseudogeny AST2 [26].

Cecha wspdlna wszystkich znanych AST jest konserwa-
tywna reszta Lys-259, ktéra tworzy wigzanie kowalencyj-
ne z koenzymem - fosforanem pirydoksalu [10]. Izoformy
ludzkiej AST majg wysoce konserwatywne regiony od-
powiedzialne za wia$ciwosci katalityczne enzymu. AST1
i AST2 czlowieka sa identyczne w 48%, a réznice w sekwen-
¢ji aminokwaséw dotycza regionéw 1-31, 120-137, 275-295,
335-349AA [10]. Analiza sekwencji aminokwasowej AST1
réznych organizmdéw (cztowieka, $wini, konia, szczura, my-
szy, kurczecia) wykazata obecno$¢ wielu konserwatywnych
regionéw, jednak aminokwasy His-46, Lys-54, Val-186, Ile-
198, Phe-250, Glu-278, GIn-282, Val-389, Ser-390 sg charak-
terystyczne jedynie dla ludzkiej AST1 [10].

Réznice w budowie pierwszorzedowej AST1 i AST2 de-
terminujg ich odmienne wlaciwosci fizykochemiczne.
W watrobie dorostego cztowieka aktywno$¢ obu izoform
jest podobna (cytosolowej 198 kU/g tkanki, mitochon-
drialnej 208 kU/g tkanki), natomiast stosunek procen-
towy AST1 do AST2 wynosi wedlug réznych autoréw od
19-25 do 75-81% [16,27,43].

Warto$¢ Km dla a-ketoglutaranu i L-asparaginianu AST1
cztowieka wynosi odpowiednio 2,06 i 22,5mM [5]. Do in-
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Ryc. 2. Udziat aminotransferazy asparaginianowej w cyklu mocznikowym

hibitoréw obu izoform naleza aminooksyoctan, male-
inian, bursztynian oraz izoniazyd (lek przeciwgruzliczy).
Wybidrczym inhibitorem izoformy mitochondrialnej jest
kwiskwalan [16,22,42,43,60].

Asparaginian

Podstawowa fizjologiczna rolg AST jest synteza L-Asp nie-
zbednego w wielu waznych procesach metabolicznych. L-
-Asp (kwas L-aminobursztynowy) jest klasyfikowany jako
aminokwas ,,nie niezbedny”, ktdérego zapotrzebowanie
w organizmie zdrowego, dorostego cztowieka w cato$ci
jest pokrywane przez endogenng synteze. W reakji kata-
lizowanej przez syntetaze asparaginy kwas L-asparagino-
wy tworzy amid - L-asparagine (L-Asn, N). Bogatym, natu-
ralnym Zrédtem obu aminokwasdw sa szparagi, kietkujace
nasiona, owies, awokado, mtoda trzcina cukrowa, buraki
cukrowe, soja, nabial, jaja, ryby, owoce morza, dréb, wo-
towina oraz dziczyzna.

W tkankach ssakéw wystepuje takze D-asparaginian (D-
-Asp), ktérego obecnosé stwierdzono w mézgu, szyszynce,
przysadce mdzgowej, nadnerczach oraz jadrach szczura
[18,48,49]. Jego stezenie w mdzgu kilkunastodniowych
embrionéw szczura byto prawie 20-krotnie wyzsze niz
u osobnikéw dorostych [11]. Z wielu badar wynika, ze
D-Asp indukuje synteze biatek bioracych udziat w roz-
woju uktadu nerwowego i dziata jako neuromodulator
lub neuroprzekaznik w synapsach oraz petni wazna role
w regulacji hormonalnej [36].

Badania prowadzone na liniach komérkowych guza chro-
mochtonnego nadnerczy szczura (PC12), liniach komdrek
nabtonkowych przysadki mézgowej (GH3) i neuronéw em-

brionalnych szczura wykazaty, ze zachodzi w nich biosynteza
D-Asp, w ktdrej posrednio uczestniczy AST [13,18]. Powstaja-
cy w reakgji transaminacji L-Asp z udzialem recemazy aspa-
raginianowej jest przeksztalcany w postaé D [13,18]. D-Asp
petni role auto-, para- i endokrynnego przekaznika regulu-
jacego metabolizm. Syntetyzowany w przednim placie przy-
sadki mézgowej stymuluje synteze i wydzielanie prolaktyny
(dziatanie autokrynne). Wydzielany przez kanaliki nasienne
dziafa na ekspresje genu StAR w komdérkach Leydiga obec-
nych w jadrze, stymulujgc je do wytwarzania testosteronu
(dziatanie parakrynne), wydzielane przez komérki jadra do
krwi i pobierany przez nadnercza pobudza w nich synteze
hormonéw steroidowych oraz hamuje wydzielanie melato-
niny przez pinealocyty (dziatanie endokrynne). Rola D-Asp
w mdzgu nie zostata w petni wyjasniona. Mozna przypusz-
czad, ze syntetyzowany w czasie rozwoju embrionalnego
D-Asp jako agonista receptoréw NMDA (kwas N-metylo-D-
-asparaginowy) moze bra¢ udziat w neurogenezie, a dziatajac
jako auto-, para- i endokrynny przekaznik moze regulowad
powstawanie neurosteroidéw, takich jak dehydroepiandro-
steron (DHEA) i pregnenolon [13,18].

UbziAt AMINOTRANSFERAZY ASPARAGINIANOWEJ W METABOLIZMIE

Unieczynnianie amoniaku w watrobie

Wydaje sie, ze najlepiej znana fizjologiczng funkcja AST
jest dostarczenie L-Asp do cyklu mocznikowego. Zacho-
dzacy w hepatocytach okotowrotnych proces ma na celu
wigzanie amoniaku pochodzacego z katabolizmu amino-
kwaséw oraz nukleotydéw. W reakcji katalizowanej przez
syntetaze argininobursztynianowa (ASS) L-Asp ulega kon-
densacji z cytruling z wytworzeniem argininobursztynia-
nu, ktéry z udziatem liazy (ASL) jest rozszczepiany do do
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Arg i L hydrolizowanej do ornityny i mocznika oraz fu-
maranu. Powstajacy fumaran jest przeksztalcany przez
cytosolowg izoforme hydratazy fumaranowej (FH) do jabt-
czanu, ktéry powraca do mitochondriéw i jest substratem
dehydrogenazy jablczanowej (mMDH) (ryc. 2) [7,39,41].

W reakgji katalizowanej przez ten enzym powstaje szcza-
wiooctan przeksztatcany przez AST2 do L-Asp. Potwier-
dzeniem udziatu mitochondrialnej izoformy AST w dostar-
czeniu L-Asp dla ASS - cytoplazmatycznego enzymu cyklu
mocznikowego sa badania 0séb z wadami genetycznymi
- cytrulinemia dorostych typu 2 (CTNL2) oraz noworod-
kowa cholestaza wewngtrzwgtrobowg (NICCD). Przyczy-
ng obu chorédb sa mutacje w genie kodujacym citrin (ara-
lar 2-przenoénik L-Asp-L-Glu), transporter znajdujacy sie
w wewnetrznej bfonie mitochondriéw watroby i przeno-
szacy L-Asp do cytoplazmy z jednoczesnym transportem
L-Glu do mitochondriéw [45]. Stwierdzono, ze u chorych
z CTNL2 zmniejsza sie ilo$¢ biatka ASS bez zmian ekspresji
na poziomie genu i mRNA. Wskazuje to na funkcjonalne
powigzanie transportera citrin z ASS [45]. Hiperamonemia
jest jednym z typowych objawdéw cytrulinemii typu 2 [19].
Chorzy z tag wadg wykazuja specyficzne preferencje zywie-
niowe. Nie unikajg pokarméw wysokobiatkowych, co jest
charakterystyczne dla innych wad genetycznych i stanéw
chorobowych przebiegajacych z hiperamonemia, spozy-
waja duzo orzechdéw i roslin straczkowych - pokarméw
zawierajacych biatka bogate w L-Arg i L-Asp aminokwasy
uczestniczace w cyklu mocznikowym. Stronia natomiast
od alkoholu oraz pokarméw wysoko weglowodanowych
wywolujgcych hiperamonemie i pogorszenie samopoczu-
cia, a nawet encefalopatie i $piaczke watrobowa [47]. Spo-
zywanie tych pokarméw wptywa na zwiekszenie proporcji
NADH/NAD-+, co zwieksza pobieranie szczawiooctanu przez
cytoplazmatyczna izoforme dehydrogenazy jablczanowej
(cMDH) i wywotuje niedobdr substratu AST1 do kompen-
sacyjnej syntezy L-Asp [45,46].

Badania pacjentéw z wrodzonym niedoborem mitochon-
drialnej karboksylazy pirogronianowej (PC) wskazuja, ze
szczawiooctan zuzywany przez AST2 do syntezy L-Asp
powstaje takze z pirogronianu. Poza typowymi objawami,
takimi jak hipoglikemia, kwasica ketonowa i mleczanowa,
wystepuje réwniez u tych chorych tagodna hiperamo-
nemia [1]. Niedobdr PC objawia sie gtéwnie po positkach
wysokobiatkowych (w okresie resorpcyjnym), kiedy wzra-
sta aktywno$¢ cyklu mocznikowego, a tym samym zapo-
trzebowanie na L-Asp. Nie bez znaczenia jest tez to, ze
szczawiooctan jest zwigzkiem nietrwatym i ulega spon-
tanicznej dekarboksylacji do pirogronianu, a jego ponow-
ne odtworzenie wymaga aktywnosci karboksylazy piro-
gronianowej. Dozylne podawanie wysokich dawek L-Asp
i cytrynianu chorym z niedoborem PC prowadzi do ogdl-
noustrojowej poprawy metabolizmu, obnizajgc znacznie
stezenie mleczanu i ciat ketonowych oraz normalizujac
stezenie aminokwaséw we krwi [1,37].

Opisane zaburzenia metaboliczne wskazuja, ze to mito-
chondrialna izoforma AST2 stanowi gléwne Zrédto L-Asp
dla cyklu mocznikowego. Jest to takze potwierdzenie inter-

pretacji diagnostycznej wskaznika de Ritisa, w mysl ktdrej
wzrost aktywno$ci AST w surowicy krwi (zwiekszenie war-
to$ci wskaznika) $wiadczy o uszkodzeniu nie tylko btony,
ale i organelli komdrkowych, w tym mitochondriéw.

Synteza puryn i pirymidyn

AST, dostarczajac L-Asp odgrywa bardzo wazng role w syn-
tezie zasad azotowych, zaréwno purynowych jak i pirymi-
dynowych. Zwigzki te sa sktadnikami nukleotydéw nie-
zbednych do budowy kwaséw nukleinowych oraz petnia
znaczgcg role w metabolizmie i przekazywaniu sygnatéw
w komérce. Nukleotydy adeninowe wchodza takze w sktad
koenzymdéw, takich jak NAD*, NADP", FAD, koenzym A. ATP
i GTP stanowig gtéwne zrédto energii, cAMP i cGMP stuzg
jako przekazniki drugiego rzedu, a pochodne nukleotydéw,
takie jak UDP-glukoza, CDP-diacyloglicerol, CDP-cholina, S-
-adenozylometionina sg aktywnymi, wysokoenergetyczny-
mi zwigzkami po$rednimi w syntezie wielu zwigzkéw [13].
Synteza zasad azotowych odbywa sie przede wszystkim
w cytosolu hepatocytéw, choé wiekszo$é narzadéw zawiera
komplet enzymdw niezbednych do ich tworzenia. Obecnie
uwaza sie, ze oprécz cytosolowej AST1 do syntezy tych
zwigzkéw dawcg L-Asp moze by¢ réwniez mitochondrialna
izoforma AST2.Jest to mozliwe dzieki obecno$ci mitochon-
drialnych przeno$nikéw L-Asp-L-Glu (citrin w watrobie,
aralar w wiekszo$ci tkanek) [19,47].

Udziat L-Asp w syntezie zasad purynowych polega najego
kondensacji ze zwigzkiem posrednim - rybonukleotydem
5-aminoimidazolo-4-karboksylowym, co powoduje wbu-
dowanie pierwszego azotu (N-1) do tworzonego pierécie-
nia purynowego. Ostateczny produkt biosyntezy nukle-
otydéw purynowych - IMP (inozynomonofosforan) jest
przeksztatcany do AMP odpowiednio w reakcji aminacji
i utleniania. Dwuetapowa reakcja aminacji IMP wymaga
udziatu L-Asp [50].

L-Asp uczestniczy réwniez w syntezie zasad pirymidy-
nowych, gdzie w przeciwieristwie do syntezy pierécienia
purynowego, jego cata czasteczka jest wbudowana w pier-
$cien. W wyniku kondensacji z karbamoilofosforanem
powstaje N-karbamoiloasparaginian, ktéry po cyklizacji,
odwodorowaniu, przytgczeniu rybozofosforanu z PRPP
i dekarboksylacji jest przeksztalcany w urydyno-5"-fos-
foran (UMP) - prekursor kolejnych nukleotydéw pirymi-
dynowych (UTP, CTP i dTMP) (ryc.3) [50].

Synteza L-argininy

Enzymy cytoplazmatyczne cyklu mocznikowego (ASS
i ASL) wystepuja takze w wielu tkankach pozawatrobo-
wych. Ich obecno$¢ umozliwia synteze L-Arg z L-cytruli-
ny, ktéra powstaje w reakcji katalizowanej przez syntaze
tlenku azotu (NOS) lub jest pobierana z krwi. L-cytrulina
znajdujaca sie we krwi jest wylacznie pochodzenia endo-
gennego, gdyz jest aminokwasem niebiatkowym [14,23].
Jedynym miejscem jej syntezy de novo z L-Gln sg komdrki
nabtonka jelita cienkiego (enterocyty), gdyz tylko w nich
poza hepatocytami wystepuja mitochondrialne enzymy
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cyklu mocznikowego. Stwierdzono, ze narzgdem odpo-
wiedzialnym za synteze L-Arg na potrzeby calego orga-
nizmu sa nerki, a pozostate tkanki wytwarzajg go gtéwnie
na wiasne potrzeby (cykl cytrulina-arginina). Rola AST
w pozawatrobowej syntezie L-Arg polega, podobnie jak
w cyklu mocznikowym, na dostarczeniu substratu dla ASS.
Jednak u pacjentéw z cytrulinemia typu II nie stwierdza
sie niedoboru L-Arg, gdyz w mitochondriach komérek
kanalikéw nerkowych wystepuje inna izoforma przeno-
$nika L-Asp - aralar1 [14,19,23,53].

Cykl nukleotydéw purynowych

Przeksztatcanie IMP do AMP z udziatem L-Asp dostarcza-
nego przez AST2 stanowi cze$¢ obecnego w miesniach
i mézgu cyklu nukleotydéw purynowych (CNP) (ryc. 3).
W cyklu tym dochodzi do deaminacji AMP w wyniku czego
powstaje czasteczka amoniaku i IMP, a ponowne przenie-
sienie grupy aminowej z L-Asp odtwarza AMP i powoduje
powstanie fumaranu [25,52]. CNP jest szczegdlnie wazny
w pracujacym miesniu, gdzie odbywa sie hydroliza wia-
zania wysokoenergetycznego ATP (Zrédlo energii) z wy-
tworzeniem ADP i nieorganicznego fosforanu. Nastepnie,
w odwracalnej reakcji katalizowanej przez kinaze adeny-

lanowa dwie czasteczki ADP zostaja przeksztatcone do
ATP i AMP, ktéry ponownie wchodzi do cyklu nukleoty-
déw purynowych. Powstajacy w CNP amoniak alkalizu-
je $rodowisko, chroniac pracujacy miesieti przed kwasi-
ca mleczanowg, a fumaran uzupetnia cykl Krebsa (TCA),
zwiekszajgc tym samym synteze ATP. Zatem zrddtem
szczawiooctanu moze by¢ TCA lub powstajacy z glukozy
pirogronian [48,50]. Obecno$¢ cyklu purynowego w mé-
zguwydaje sie mie¢ podobne znaczenie, jednak powstaja-
cy amoniak moze stuzy¢ do syntezy L-Glu petniacego role
neuroprzekaznika o dziataniu pobudzajacym.

Czétenko jablczanowo-asparaginianowe

Obie izoformy AST stanowig wazny element czétenka ja-
biczanowo-asparaginianowego, ktérego celem jest trans-
port do mitochondrium powstatych w procesie glikolizy
réwnowaznikéw redukcyjnych (NADH) [33,44].

AST1 dostarcza szczawiooctan, ktéry z udziatem cMDH
ulega redukeji do jabtczanu i transportuje protony do
wnetrza mitochondrium. W macierzy mitochondrium
dochodzi do odtworzenia NADH', gdyz jablczan jest utle-
niany przez mMDH do szczawiooctanu, ktéry w wyniku
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dziatania AST2 ulega transaminacji do L-Asp. Obecno$¢
mitochondrialnego transportera L-Asp-L-Glu (aralar1)
umozliwia przeniesienie L-Asp do cytosolu, gdzie ule-
ga transaminacji do szczawiooctanu wykorzystywanego
w kolejnym cyklu (ryc. 4) [20,29,58]. Ztozono$¢ tego ukta-
duwynika z braku swoistych transporteréw dla szczawio-
octanu, ktéry aby przej$é przez wewnetrzng btone mito-
chondrialng musi by¢ przeksztatcony do jabtczanu lub
L-Asp. Czétenko jabtczanowo-asparaginianowe jest szcze-
gélnie aktywne w tkankach o nasilonym metabolizmie,
takich jak miesieri sercowy, mies$nie szkieletowe czy wa-
troba. Niedobdr aralaru zaburza transport L-Asp i wplywa
niekorzystnie na funkcjonowanie czétenka [21,38].

Glukoneogeneza

Substratem w syntezie glukozy de novo jest szczawiooctan,
ktéry powstaje w wyniku mitochondrialnej karboksylacji
pirogronianu pochodzacego gtéwnie z mleczanu i L-ala-
niny. Szczawiooctan pochodzi takze z cyklu Krebsa, bedac
produktem metabolizmu aminokwaséw glukogennych.
Brak transporteréw w btonie mitochondrialnej dla szcza-
wiooctanu sprawia, ze musi ulec przeksztatceniu w inny
zwigzek transportowany przez btone mitochondrialna,
a nastepnie zosta¢ odtworzony w cytoplazmie jako sub-
strat do glukoneogenezy.

W sktad jednego z mechanizméw transportowych wcho-
dzg obie izoformy AST oraz przenos$nik citrin (watroba)
lub aralar (nerki) [23]. AST2 przeksztalca szczawiooctan
w L-Asp, ktéry jest transportowany z mitochondrium do

cytoplazmy przez przenoénik citrin/aralar, a AST1 odtwa-
rza szczawiooctan, ktéry wchodzi w szlak glukoneogene-
zy. Wydaje sie, ze ten mechanizm transportu szczawio-
octanu wykorzystywanego w glukoneogenezie nie jest
wydajny zaréwno w watrobie, jak i nerkach. W obu narza-
dach odbiorca L-Asp w cytoplazmie jest ASS; w watrobie
do cyklu mocznikowego, w nerkach do syntezy L-Arg.

Obecnos¢ izoformy AST1 sugeruje, ze L-Asp (aminokwas
glukogenny) w wyniku reakcji transaminacji moze by¢
przeksztalcany do szczawiooctanu wykorzystywanego
w syntezie glukozy de novo. Jednak biorac pod uwage niskie
stezenie L-Asp we krwi oraz jego udzial w cyklu moczniko-
wym i syntezie nukleotydéw, wydaje sie mato prawdopo-
dobne, aby stuzyt jako substrat do syntezy glukozy in vivo.

Gliceroneogeneza

Tordjman i wsp. wykazali, ze AST1 uczestniczy w proce-
sie gliceroneogenezy w tkance ttuszczowej [56]. Glicerone-
ogeneza jest stabo poznanym szlakiem, ktérego produk-
tem koricowym jest glicerolo-3-fosforan syntetyzowany
ze zwigzkéw innych niz glicerol i glukoza. Ma szczeg6lne
znaczenie w okresie gtodu, kiedy w wyniku wzmozonej lipo-
lizy dochodzi do powstawanie duzych ilosci wolnych kwa-
séw thuszczowych (WKT), ktdrych podwyzszone stezenie
we krwi moze doprowadzi¢ do insulinoopornosci i rozwoju
cukrzycy typu 2. Syntetyzowany glicerolo-3-fosforan jest
estryfikowany kwasami thuszczowymi, co zapobiega przedo-
staniu sie do krwi ich catkowitej puli. W szlak gliceroneoge-
nezy sg zaangazowane enzymy glukoneogenezy, aenzymem
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regulujgcym caty proces jest karboksykinaza fosfoenolopi-
rogronianowa. Wydaje sie, Ze poza mleczanem i pirogronia-
nem substratem stuzacym do syntezy glicerolo-3-fosforanu
moze by¢ L-Asp, ktéry w wyniku reakcji transaminacji jest
przeksztatcany do szczawiooctanu. Tordjmana i wsp. wy-
kazali, ze znakowany weglem L-Asp byt wbudowywany do
czasteczki triacyloglicerolu w dojrzatych adipocytach, co
wigzalo sie ze wzrostem aktywnoéci AST1 [56]. Zaobser-
wowano réwniez, ze ekspresja mRNA AST1 i jej aktywno$é
byla stymulowana przez rozyglitazon [56]. Rozyglitazon
jest lekiem stosowanym w cukrzycy typu 2, ktéry pobudza
adipogeneze i wychwyt kwaséw ttuszczowych jedynie przez
obwodowg tkanke ttuszczowa. Taki mechanizm dziatania
zapobiega syntezie lipidéw w trzewnej tkance ttuszczowej,
atym samym chroni przed rozwojem cukrzycy insulinonie-
zaleznej. Indukowana rozyglitazonem AST1 dostarcza szcza-
wiooctan, ktéry po przeksztatceniu do glicerolo-3-fosforanu
jest estryfikowany kwasami ttuszczowymi. Uzyskane przez
autoréw wyniki wskazujg, ze AST1 moze by¢ wykorzystana
wleczeniu chorych z cukrzyca typu 2 [3,49]. Wydaje sie jed-
nak, ze in vivo obie izoformy AST katalizujg reakcje w kierun-
ku tworzenia L-Asp, gdzie szczawiooctan jest substratem,
a nie produktem. Swiadczy¢ o tym moga warto$ci Km oraz
to, ze L-Asp wystepuje w krwiobiegu w stosunkowo niskim
stezeniu, a biatko transportujace L-Asp do komérki ma wiek-
sze powinowactwo do L-Glu, ktérego stezenie we krwi jest
ponad 6-krotnie wyzsze. Ponadto L-Asp jest niezbedny jako
element czétenka jabtczanowo-asparaginianowego i jako
substrat do syntezy nukleotydéw, a wykorzystywany w syn-
tezie glicerolo-3-fosforanu szczawiooctan moze powstawac
z udziatem enzyméw cyklu Krebsa po przeksztalceniu in-
nych glukogennych aminokwaséw.

Szlak neuronowo-glejowy

Aminotransferaza asparaginianowa wraz z dehydrogena-
za glutaminianowa (GDH) sa waznymi enzymami zacho-
dzacego w mézgu cyklu glutaminian-glutamina, nazywa-
nego réwniez szlakiem neuronowo-glejowym. W mézgu
ssakéw L-Glu petni role neuroprzekaznika pobudzajacego,
uwalnianego przez zakoficzenia synaptyczne [29]. Nastep-
nie L-Glu jest wychwytywany przez astrocyty, w ktérych
syntetaza glutaminowa przeksztalca go do L-GIn. Uwal-
niana L-Gln jest pobierana przez neurony i wykorzysta-
na do resyntezy L-Glu, ktéry moze stuzy¢ jako substrat
energetyczny, substrat do syntezy glutationu lub kwasu
y-aminomastowego (GABA) [2]. Poza syntezg L-Gln, L-Glu
pobierany przez astrocyty z przestrzeni synaptycznych
moze by¢ utleniony w cyklu Krebsa lub stuzy¢ do bio-
syntezy biatek i glutationu [33]. Liczne badania wyka-
zaly obecno$¢ AST i GDH w astrocytach i zakoriczeniach
synaptycznych, jednak wciaz niewiele wiadomo na temat
ich udziatu w metabolizmie L-Gln i L-Glu [31,34]. Oprécz
syntezy de novo z L-Glu, waznym zrédtem L-Gln w astrocy-
tach jest krew. Pobrana z krwi L-Gln z udzialem umiejsco-
wionej w mitochondriach glutaminazy ulega deamidacji
do L-Glu, ktéry moze by¢ substratem mitochondrialnych
enzyméw, takich jak AST2 i GDH. Oba enzymy sa zdolne
do syntezy a-ketoglutaranu, ktdéry nastepnie jest utle-
niany w cyklu Krebsa. Wykazano, ze pochodzacy z L-Gln

tzw. endogenny L-Glu jest przede wszystkim metabolizo-
wany z udzialem AST2 (umiejscowionej wraz z glutami-
nazg na wewnetrznej blonie mitochondrialnej), podczas
gdy pobierany z przestrzeni synaptycznej tzw. egzogenny
L-Glu jest utleniany z udzialem GDH. Ponadto wykaza-
no, ze astrocyty utleniajg egzogenny L-Glu prawie dwa
razy szybciej, co moze mieé zwiazek z ich fizjologiczna
rolg, ktéra polega przede wszystkim na usuwaniu nad-
miaru L-Glu z przestrzeni synaptycznej i syntezie L-Gln,
a nie jej degradacji. Szybsze utlenianie egzogennego L-
-Glu w astrocytach moze by¢ spowodowane konkurencja
o0 wigzanie do btony mitochondrialnej miedzy AST a en-
zymem cyklu Krebsa - mMDH. Wykazano, ze oba enzymy
do petnej aktywnosci wymagajg zwigzania z wewnetrzng
btona mitochondrialng, a ich jednoczesne przytaczenie
jest niemozliwe [29,30,31]. Ponadto GDH jest aktywowana
przez ADP, ktérego stezenie w komdrce wzrasta, gdy po-
ziom energii jest niski. Wzrost stezenia substratéw ener-
getycznych prowadzi do oddysocjowania mMDH i przy-
taczenia AST2 w celu zwiekszenia wydajno$ci czétenka
jabtczanowo-asparaginianowego [32,33].

Zakoriczenia synaptyczne sa bogate w mitochondria i cha-
rakteryzuja sie intensywnym metabolizmem tlenowym
i duzg aktywnoscig AST1 i AST2. W odréznieniu od astro-
cytéw w zakoriczeniach synaptycznych przeksztalcenie
L-Gln w a-ketoglutaran i wtgczenie go w cykl Krebsa od-
bywa sie przede wszystkim z udzialem GDH, a nie AST.
Duze zapotrzebowanie na energie w zakoriczeniach sy-
naptycznych wymaga duzej aktywnosci enzymdéw cz6-
tenka jabtczanowo-asparaginianowego, m.in. AST2, kté-
re konkuruje o miejsce wigzania do wewnetrznej btony
mitochondrialnej z dehydrogenaza glutaminianows, co
wplywa na szybko$¢ utleniania tkankowego.

Izoforma AST2 odgrywa takze bardzo istotna role w sta-
nach patologicznych majacych podstawowe znaczenie dla
przezycia i funkcjonowania komdrek nerwowych - hipo-
glikemii oraz stresu oksydacyjnego. Wynika to z unikal-
nej cechy tego enzymu, jest to bowiem jedyna amino-
transferaza, dla ktdrej substratem i produktem sa zwiazki
posrednie cyklu Krebsa: szczawiooctan i a-ketoglutaran.
Pozwala to na ominiecie reakcji na etapie od syntazy cy-
trynianowej do dehydrogenazy izocytrynianowej, a zatem
wiaczania acetylo-CoA w cykl Krebsa.

Stwierdzono, ze AST2 umozliwia przezycie neuronéw
w stanie dlugotrwatej hipoglikemii, gdyz staje sie wéw-
czas enzymem zamykajacym skrécony cykl Krebsa. Sub-
stratem energetycznym neurondw jest L-Gln przeksztat-
cana w L-Glu, a nastepnie a-ketoglutaran. Produktem
koricowym tego szlaku analogicznego do glutaminolizy
w komérkach szybko dzielgcych sie jest L-Asp [51].

AST?2 jest takze enzymem, ktéry przeciwdziata negatyw-
nym skutkom stresu oksydacyjnego na metabolizm komé-
rek nerwowych. Cis-akonitaza, enzym cyklu Krebsa zawie-
rajacy kompleksy zelazowo-siarkowe (FE-S) jest podatny na
hamujace dziatanie reaktywnych form tlenu powstajacych
m.in. w wyniku reakeji oksydoredukeyjnych przebiegaja-
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cych w taricuchu oddechowym [33]. Wykazano, ze catko-
wite zahamowanie aktywnosci akonitazy przez nadtlenek
wodoru nie zmniejszato istotnie podazy réwnowaznikéw
redukcyjnych (NADH) przenoszonych na faticuch oddecho-
wy. Enzymem zamykajacym cykl Krebsa i utrzymujacym
jego funkcjonowanie jest AST2, a substratem energetycz-
nym jest w tym przypadku réwniez L-Gln [57].

Guidetti i wsp. wykazali, ze AST2 jest zdolny do synte-
zy kwasu kinurenowego (kinurenianowego), ktéry jako
produkt degradacji tryptofanu jest antagonista recep-
toréw NMDA i a7 nikotynowych w mézgu. Kwas kinu-
renowy powstaje w wyniku nieodwracalnej transami-
nacji L-kinureniny, a wiazac sie z receptorami blokuje
glutaminergiczne i cholinergiczne neuroprzekaznictwo.
Reakcja transaminacji jest katalizowana przez trzy réz-
ne enzymy majgce wlasciwo$ci aminotransferaz kinu-
renianowych (KAT). Aminotransferaza glutaminy K ma
aktywno$¢ KATI, aminotransferaza a-aminadypinianowa
aktywno$¢ KATII, natomiast AST2 KATIII [16].

Glutaminoliza

Glutaminoliza jest gtéwnym szlakiem przemian L-Gln
w komérkach szybko dzielgcych, w tym nowotworowych,
dostarczajacym zaréwno energii, jak i substratéw (L-Asp,
acetylo-CoA) do syntezy kwasédw nukleinowych, biatek
i lipidéw, a wiec zwiazkéw niezbednych do proliferacji.

Pierwotnie opisany ,klasyczny” szlak glutaminolizy jest
umiejscowiony w mitochondriach i przebiega z udziatem
cze$ci enzyméw cyklu Krebsa [8,61]. Polega na przeksztat-
ceniu L-Gln do L-Glu z udziatem glutaminazy. Nastepnie
L-Glu jest przeksztatcany przez AST2 do a-ketoglutaranu,
ktéry ulega oksydacyjnej dekarboksylacji w cyklu Krebsa.

AST2 odgrywa w tym szlaku podwdjna role, gdyz synte-
tyzuje zaréwno zwigzek posredni (a-ketoglutaran), jak
i produkt glutaminolizy (L-Asp) wykorzystywany po prze-
niesieniu do cytoplazmy do syntezy puryn i pirymidyn.

Niedawno w szybko dzielacych sie komérkach nowotwo-
rowych wykazano istnienie w cytoplazmie i mitochon-
drium alternatywnych drég glutaminolizy, aktywnych
w hipoksji powodujacej hamowanie klasycznej glutami-
nolizy [35,62]. Istotg tych szlakéw jest redukcyjna kar-
boksylacja a-ketoglutaranu do izocytrynianu, przeksztat-
canego nastepnie do cytrynianu. Jest to zatem przebieg
,pod prad” reakcji cyklu Krebsa odbywajgcych sie z udzia-
tem odpowiednio cytoplazmatycznych i mitochondrial-
nych izoform dehydrogenazy izocytrynianowej (IDH1,
IDH2) i cis-akonitazy (ACO1, ACO2). W alternatywne;j
glutaminolizie mitochondrialnej AST2 dziata analogicz-
nie jak w szlaku klasycznym, dostarczajac L-Asp oraz
a-ketoglutaranu, ktéry ulega redukcyjnej karboksylacji.
AST1 odgrywa podwdjna role w glutaminolizie cytopla-
zmatycznej: przeksztalca L-Glu do a-ketoglutaranu oraz
syntetyzuje L-Asp ze szczawiooctanu powstatego z udzia-
tem liazy ATP-cytrynianowej z cytrynianu powstajace-
go zaréwno w cytoplazmie, jak i mitochondriach (ryc.5).

Izoformy AST, ze wzgledu na petnione funkcje w glutami-
nolizie oraz syntezie zasad azotowych, odgrywaja istotng
role w metabolizmie komérek nowotworowych. Stwier-
dzono, ze wyciszenie genu Got1 powodowato zahamowa-
nie proliferacji komérek raka sutka i trzustki.

AMINOTRANSFERAZA ASPARAGINIANOWA W RAKU PIERSI

Uwaza sie, Ze izoformy aminotransferazy asparaginiano-
wej ze wzgledu na petnione funkcje w glutaminolizie oraz
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syntezie zasad azotowych odgrywaja istotna role w me-
tabolizmie komdrek nowotworowych. Thornboug i wsp.
donoszg, ze zastosowanie aminooksyoctanu i oksamianu
- zwigzkéw, ktdre sa inhibitorami AST hamuje prolifera-
cje linii komdrkowej raka piersi MDA-MB-231 [54]. Auto-
rzy stwierdzili, ze dziatanie antymetaboliczne badanych
inhibitoréw polega na uposledzeniu transportu elek-
tronéw do wnetrza mitochondrium, poniewaz AST jest
elementem czétenka jablczanowo-asparaginianowego,
jednak moze to by¢ réwniez wynik braku syntezy L-Asp.
Jednocze$nie zaobserwowali, ze oksamian opisywany
wczeéniej jako inhibitor dehydrogenazy mleczanowej
(LDH) nie hamuje jej aktywnoSci, co wskazuje, ze po-
wstajacy w procesie glikolizy NADH jest regenerowany
w cytosolu z wytworzeniem mleczanu. Istnieje wiele
danych literaturowych opisujacych nadekspresje LDH
w komérkach nowotworowych [24]. Jest to zwiazane ze
zmienionym metabolizmem komérek nowotworowych,
gdzie zaburzony zostaje transport réwnowaznikéw re-
dukcyjnych i dziatanie klasycznego czétenka jabtczano-
wo-asparaginianowego, a jedynym sposobem pozwala-
jacym na odtworzenie NAD jest redukcja pirogronianu.
W przeciwienistwie do komérek prawidtowych, w ko-
mérkach nowotworowych istotnym Zrédtem pirogro-
nianu jest proces glutaminolizy, a nie glikolizy, ktérej
intermediaty sa zuzywane do syntezy seryny, glicyny,
fragmentéw jednoweglowych i fosfolipidéw. Ponadto,
ostatni enzym glikolizy - kinaza pirogronianowa w ko-
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moérkach nowotworowych wystepuje w postaci nieak-
tywnej (dimerycznej) [54]. Prawdopodobna przyczyng
zahamowania proliferacji komérek linii MDA-MB-231 na
skutek inhibicji AST nie jest zablokowanie czétenka ja-
biczanowo-asparaginianowego, lecz brak syntezy L-Asp
niezbednego do powstania nukleotydéw.

PopsumowaNie

Aminotransferaza asparaginianowa (AST) jest powszech-
nie znanym enzymem wskaznikowym stosowanym w dia-
gnostyce choréb watroby, serca oraz stanach zapalnych
réznych narzadéw. AST uczestniczy w wielu waznych pro-
cesach metabolicznych organizmu, takich jak cykl moczni-
kowy w watrobie czy cz6tenko jabtczanowo-asparaginiano-
we w mie$niu sercowym. Jej udzial w syntezie nukleotydéw
i tym samym w proliferacji szybko dzielgcych sie komérek
stawia ja w kregu zainteresowania enzymdéw zaangazo-
wanych w rozwdj procesu nowotworowego. Przemawia
za tym takze udziat AST w procesach glutaminolizy i syn-
tezy argininy. Interesujaca jest réwniez rola tego enzymu
w przezywalno$ci neuronéw w stanie dtugotrwatej hipo-
glikemii oraz udzial w szlaku neuronowo-glejowym, kté-
rego zaburzenia mogg doprowadzi¢ do zaktScenia synte-
zy neuroprzekaznikéw glutaminianu i GABA. Wieloraka
funkcja metaboliczna aminotransferazy asparaginianowej
wskazuje na mozliwo$¢ wykorzystania jej do nowych celéw
zaréwno diagnostycznych, jak i terapeutycznych.
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