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Streszczenie: Wszystkie organizmy ¿ywe nara¿one s¹ na dzia³anie reaktywnych form tlenu (RFT),
takich jak: nadtlenek wodoru, anionorodnik ponadtlenkowy czy rodnik hydroksylowy, które powstaj¹
jako nieuchronny produkt metabolizmu tlenowego. Liczne czynniki biotyczne i abiotyczne, takie  jak:
patogeny, zanieczyszczenie powietrza, zasolenie, ksenobiotyki, metale ciê¿kie, promieniowanie UV,
powoduj¹ wzmo¿one generowanie RFT. G³ównymi �ród³ami RFT w komórkach ro�linnych s¹: chloro-
plasty, peroksysomy i mitochondria. RFT uszkadzaj¹ wiele makromoleku³, takich jak: bia³ka, t³uszcze
oraz kwasy nukleinowe, prowadz¹c do �mierci komórek. Przypisuje siê im równie¿ funkcjê cz¹steczek
sygna³owych. Organizmy aerobowe przed uszkodzeniami spowodowanymi przez RFT s¹ chronione
przez antyoksydacyjny system obronny, sk³adaj¹cy siê z katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej, pe-
roksydaz i alternatywnej oksydazy oraz ze sk³adników nieenzymatycznych: askorbinianu, glutationu,
homoglutationu, cysteiny.

S³owa kluczowe: reaktywne formy tlenu, stres oksydacyjny, enzymy antyoksydacyjne.

Summary: All organisms are exposed to reactive oxygen species such as hydrogen peroxide (H2O2),
superoxide anion (O2

· �) and hydroxyl radical (·OH) as unavoidable products of oxidative metabolism.
Many biotic and abiotic factors such as: pathogens, air pollutants, salts, xenobiotic, heavy metals, UV
radiation initiate ROS formation. The main sites of ROS formation in plant cells are chloroplasts,
peroxisomes and mitochondria. ROS can cause wide-ranging damage to many macromolecules including
proteins, lipids and nucleic acids, eventually leading to cell death. Recently considered positive biologi-
cal roles of ROS act as signal-transducting molecules. To minimize the damaging effects of ROS, aerobic
organisms evolved several antioxidant defense mechanisms, including catalase, superoxide dismutase,
peroxidases and alternative oxidase, and non-enzymatic molecules such as: ascorbic, glutathione, homo-
glutathione, cysteine.
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1. REAKTYWNE FORMY TLENU (RFT)

Paradoks zwi¹zany z obecno�ci¹ tlenu w atmosferze polega na tym, ¿e z jednej
strony metabolizm tlenowy dostarcza organizmom aerobowym wiêcej energii w
porównaniu z metabolizmem beztlenowym u anaerobów, z drugiej jednak strony
stopniowa redukcja O2 do H2O prowadzi do powstawania RFT, takich jak: anionorodnik
ponadtlenkowy (O2

·�), nadtlenek wodoru (H2O2), rodnik hydroksylowy (·OH). Ró¿no-
rodne stresy �rodowiskowe, takie jak: wysoka i niska temperatura, zasolenie, promie-
niowanie UV, metale ciê¿kie, ksenobiotyki czy patogeny, prowadz¹ do podwy¿szenia
poziomu reaktywnych form tlenu. Dowiedziono, ¿e metale ciê¿kie, takie jak: Cd, Pb,
Al, Zn, powoduj¹ generowanie RFT i przyczyniaj¹ siê do wyst¹pienia w komórkach
ro�linnych warunków stresu oksydacyjnego [7, 14, 18, 68, 72, 78, 84]. RFT powstaj¹
równie¿ jako produkty uboczne transportu elektronów przez b³ony komórkowe [84].
Niebezpieczeñstwo powstawania anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru
polega na tym, ¿e w obecno�ci jonów metali (Fe, Cu, Cr, Ni, Co, Mn) zachodzi reakcja
Fentona, której s¹ one substratami, a produktem jest rodnik hydroksylowy, najbardziej
reaktywna cz¹steczka, jaka wystêpuje w uk³adach biologicznych [8, 14, 33, 71].

2. �RÓD£A POWSTAWANIA RFT W KOMÓRKACH
RO�LINNYCH

  W komórce ro�linnej istnieje wiele potencjalnych �róde³ RFT. S¹ to: chloroplasty,
mitochondria, peroksysomy, b³ona komórkowa, dwuwarstwowa b³ona j¹drowa i
retikulum endoplazmatyczne oraz apoplast [4, 11�15, 29]. Organellami o szczególnie
wysokiej aktywno�ci metabolizmu tlenowego s¹: mitochondria, chloroplasty oraz
peroksysomy.

2.1. Chloroplasty

  W chloroplastach wytwarzany jest  O2
·� g³ównie w reakcji Mehlera [8, 66, 77,

86].  Stwierdzono, ¿e szybko�æ wytwarzania tego rodnika w normalnych warunkach
wynosi 120�250  µMs�1 i zwiêksza siê do 720 µMs�1 w  warunkach  stresowych  [72].
W chloroplastach �ród³em anionorodnika ponadtlenkowego mo¿e byæ tak¿e zredukowana
forma  monodehydroksyaskorbinianu, jak równie¿ elementy kompleksu PSII: chlorofil
P680 i bia³ko QA [19]. Chloroplasty, a dok³adnie fotosystem II (PS II) stanowi¹ równie¿
�ród³o tlenu singletowego [52, 86] oraz nadtlenoazotynu (ONOO�) [86].

2.2. Peroksysomy

W peroksysomach g³ównym �ród³em H2O2 s¹ oksydazy flawinowe. Nadtlenek
wodoru jest wytwarzany tak¿e w procesie  b-oksydacji przez oksydazê acylo-CoA. W
matriks peroksysomalnej i NADH- zale¿nym ³añcuchu transportu elektronów w b³onie



                                                          313 RFT W  KOMÓRKACH RO�LINNYCH  I  SYSTEMY OBRONNE

peroksymalnej wykazano równie¿ wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego przez
oksydazê ksantynow¹. Charakterystyczna dla peroksysomów brodawek korzeniowych
ro�lin motylkowatych, oksydaza ksantynowa katalizuje reakcje przekszta³cenia ksantyny
do kwasu moczowego w wyniku czego powstaje O2

·�.Kwas moczowy ulega
przekszta³ceniu do alantoiny przez oksydazê moczanow¹, co równie¿ jest  �ród³em
powstawania RFT [8, 19, 21, 22].

W b³onie peroksysomalnej wystêpuj¹ trzy polipeptydy (PMPs) o masie cz¹steczkowej
18 (PMP18), 29 (PMP29) i 32 kDa (PMP32), w obecno�ci których powstaje O2

·�

[22, 48].  Przyjmuje siê, ¿e polipeptyd PMP18 nale¿y do grupy cytochromów typu-b i
jest NADH- zale¿ny. PMP32 jest równie¿ NADH- zale¿ny i najprawdopodobniej
odpowiada reduktazie monodehydroaskorbinianowej (MDHAR), która zosta³a
wcze�niej wykryta w b³onie peroksysomalnej komórek li�ci grochu [36].

 W b³onach peroksysomów i tylakoidach chloroplastów li�ci szpinaku równie¿ odkryto
po�redni udzia³ MDHAR w produkcji O2

·� [56].
 Peroksysomalna syntaza tlenku azotu (EC 1.14.13.39) wytwarza NO w reakcji

NADPH-zale¿nej przekszta³cenia L-argininy do NO i cytruliny w obecno�ci tlenu, wapnia,
kalmoduliny, FAD, FMN i tetrahydrobiopteryny [5]. NO mo¿e reagowaæ z O2

·� tworz¹c
silnie utleniaj¹cy anion ponadtlenoazotynowy, który mo¿e wp³ywaæ na przekszta³canie
dehydrogenazy ksantynowej w generuj¹c¹ O2·- oksydazê ksantynow¹ [19].

2.3. Mitochondria

W mitochondrialnym ³añcuchu oddechowym do 2% tlenu ulega przekszta³ceniu do
RFT [9, 13, 32]. Anionorodnik ponadtlenkowy mo¿e powstawaæ w ³añcuchu oddechowym
w wyniku jednoelektronowej redukcji zachodz¹cej z udzia³em flawin lub ubichinonu [58].
Miejscem tworzenia O2

·� jest kompleks I [oksydoreduktaza NADH : ubichinon], kompleks
II [oksydoreduktaza bursztynian :  ubichinon] oraz kompleks III [oksydoreduktaza ubichinol
: cytochrom c] [13, 19, 27, 58]. W mitochondriach w obecno�ci substratu oddechowego,
lecz w stanie wyczerpania akceptora fosforanu (ADP) oraz przy spadku aktywno�ci
oksydazy cytochromowej wzrasta powstawanie RFT. W obu sytuacjach wzrasta stê¿enie
tlenu i poziom zredukowanych donorów jednoelektronowych, co w konsekwencji powoduje
wzrost tempa ich reakcji z tlenem [46]. Mitochondria ro�linne, w odró¿nieniu od
zwierzêcych, charakteryzuj¹ siê wystêpowaniem alternatywnej drogi oddechowej, która
kontroluje generowanie RFT i pe³ni funkcje ochronne. Alternatywna oksydaza katalizuje
przeniesienie elektronów z puli ubichinonu bezpo�rednio na tlen, z wy³¹czeniem drogi
cytochromowej. Regulacja ta prowadzi do zmniejszenia generowania RFT w
mitochondriach [27, 28, 38, 76]. Ponadto mitochondrialna syntaza tlenku azotu (NOS)
powoduje powstanie NO, który w wyniku reakcji z O2

·� prowadzi do powstania
nadtlenoazotynu. Oprócz tego anionorodnik ponadtlenowy w reakcji dysmutacji ulega
przekszta³ceniu do nadtlenku wodoru [40, 41, 43, 86].

2.4. Inne �ród³a RFT

RFT powstaj¹ tak¿e w b³onach komórkowych, w reakcjach katalizowanych przez
oksydazê NADPH [33] oraz  w apopla�cie i �cianie komórkowej, gdzie pH-zale¿ne
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peroksydazy �ciany komórkowej odpowiadaj¹ za powstawanie nadtlenku wodoru [19,
65]. Przypuszczalnie �ród³em RFT w apopla�cie mog¹ byæ takie enzymy, jak oksydaza
szczawianowa oraz diamino- i poliamino-oksydazy [45]. Ponadto �ród³em RFT mo¿e
byæ retikulum endoplazmatyczne. W mikrosomach wystêpuje kompleks cytochrom P-
450 i reduktaza NADH, które mog¹ generowaæ O2

·� i H2O2 [91].

3. SKUTKI DZIA£ANIA RFT NA KOMÓRKI RO�LINNE

RFT w wysokich stê¿eniach dzia³aj¹ negatywnie na funkcje wszystkich organelli
komórkowych, uszkadzaj¹c bia³ka, lipidy oraz kwasy nukleinowe [64, 72, 73, 84, 89].
W wyniku dzia³ania RFT na bia³ko mo¿e dochodziæ do specyficznych modyfikacji ich
reszt aminokwasowych, fragmentacji ³añcucha polipeptydowego, powstawania wi¹zañ
poprzecznych i agregacji lub zmiany ³adunku. Szczególnie podatne na uszkodzenia
oksydacyjne s¹ bia³ka zawieraj¹ce reszty histydyny, argininy, lizyny, proliny, metioniny
i cysteiny oraz bia³kowe centra ¿elazowo-siarkowe. G³ówn¹ konsekwencj¹ oksyda-
cyjnych uszkodzeñ bia³ek jest zwiêkszenie ich degradacji przez proteazy [68].

 RFT s¹ przyczyn¹ szerokiego spektrum uszkodzeñ DNA. Uszkodzenia te obejmuj¹
pêkniêcia zarówno pojedynczej, jak i obu nici w helisie DNA, powstanie miejsc apury-
nowych i apirymidowych oraz modyfikacje zasad [37]. Rodnik hydroksylowy powoduje
zmiany w zasadach azotowych, polegaj¹ce na usuwaniu lub wstawianiu atomów H, co
prowadzi do zak³ócenia prawid³owej struktury podwójnej helisy DNA [15].

Rodnik hydroksylowy i tlen singletowy reaguj¹ z nienasyconymi kwasami t³uszczo-wymi
odrywaj¹c od nich atom wodoru, co w konsekwencji prowadzi do powstania
hydroksynadtlenków lipidów. Zwi¹zki te mog¹ byæ degradowane do ró¿nych produktów, w
tym aldehydów i alkoholi, a w obecno�ci katalizatora metalicznego bior¹ udzia³ w reakcji
Fentona, która prowadzi do powstania reaktywnych rodników alkoksylowych (RO·). Rodnik
hydroksylowy inicjuje wiêc reakcjê ³¹ñcuchow¹ prowadz¹c¹ do peroksy-dacji lipidów [8,
57]. RFT mog¹ indukowaæ niespecyficzne uprzepuszczalnianie b³ony mitochondrialnej, co
powoduje obni¿enie potencja³u b³onowego i wyp³yw Ca2+ z mitochondriów [6, 40].

3.1. RFT jako cz¹steczki sygna³owe

Dwoisty charakter RFT przejawia siê tym, i¿ poza wcze�niej opisanymi w³a�ci-
wo�ciami pe³ni¹ one funkcjê cz¹steczek sygna³owych [19, 64, 71, 80]. H2O2 jest
niezwykle mobiln¹ cz¹steczk¹ i mo¿e indukowaæ szereg molekularnych, bioche-
micznych i fizjologicznych odpowiedzi komórkowych. Nadtlenek wodoru indukuje
ekspresjê genów koduj¹cych takie bia³ka, jak np. S-transferazy glutationowe (GST)
oraz peroksydazy glutationowe (GPOX).

Wykazano, ¿e akumulacja H2O2 w zawiesinie komórkowej Arabidopsis thaliana
indukowa³a ekspresjê genów GST i amoniakoliazy fenyloalaniny (PAL) [63]. Ponadto
wykazano, ¿e H2O2 aktywowa³ geny koduj¹ce oksydazê NADPH [24] i peroksydazê
askorbinianow¹ w li�ciach Arabidopsis thaliana [39], a tak¿e katalazê w nasionach i
li�ciach kukurydzy [31].
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Wielu autorów wskazuje, ¿e RFT aktywuj¹ kaskadê kinaz bia³kowych MAPK. W
zawiesinie komórkowej Arabidopsis thaliana scharakteryzowano kaskadê MAPK, której
funkcj¹ jest odbieranie sygna³u redoks i indukowanie ekspresji genów bia³ek obronnych
np. S-transferazy glutationowej. Na szczycie tej kaskady znajduje siê kinaza ANP1 (o
funkcji MAPKKK), a kolejne jej elementy stanowi¹ kinazy AtMPK3 i AtMPK6. Li�cie
transgenicznego tytoniu z nadekspresj¹ ANP1 cechowa³y siê zwiêkszon¹ tolerancj¹ na
szok cieplny, zamarzanie oraz zasolenie. Wskazuje to na fakt, i¿ indukowanie okre�lo-
nych etapów drogi przekazywania sygna³ów w ro�linach mo¿e chroniæ je przed ró¿nymi
stresami �rodowiskowymi [42].

 Funkcje cz¹steczki sygna³owej pe³ni równie¿ NO.  Tlenek azotu bierze udzia³ w
regulacji ró¿norodnych procesów w komórkach ro�linnych, takich jak: wzrost i rozwój,
metabolizm oddechowy, reakcja na patogeny, procesy starzenia i dojrzewania oraz
odpowied�  na warunki stresowe. Cz¹steczka NO pe³ni funkcjê sygna³ow¹. Transdukcja
sygna³u NO  odbywa siê przez cGMP (cykliczny guanozynomonofosforan) i aktywacjê
cyklazy guanylowej [10, 30].

RYCINA 1.  Model ilustruj¹cy komunikacjê miêdzy organellami komórkowymi (mitochondrium, j¹drem,
chloroplastem i peroksysomem) za po�rednictwem cz¹stek sygna³owych (H2O2,  O2

· �, NO) oraz lokalizacjê
enzymów antyoksydacyjnych w komórce ro�linnej

·�
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W ostatnich latach ukaza³o siê szereg prac [19, 20, 71] sugeruj¹cych, i¿ równie¿
O2

·�, niezale¿nie od H2O2, funkcjonuje jako cz¹steczka sygna³owa w ro�linnych
reakcjach obronnych.

3. 2. Udzia³ RFT w programowanej �mierci komórki

Stres oksydacyjny mo¿e byæ przyczyn¹ programowanej �mierci komórki, czyli apoptozy
(ang. Programmed Cell Death � PCD), która jest istotnym, fizjologicznym procesem
wystêpuj¹cym w czasie rozwoju ro�liny i jest odpowiedzi¹ na stres biotyczny i abiotyczny.

Apoptozê komórek wywo³uj¹ zarówno reaktywne formy tlenu i azotu, jak i produkty
ich reakcji, zwi¹zki powstaj¹ce z rozpadu tych produktów oraz czynniki indukuj¹ce
lub podwy¿szaj¹ce generowanie RFT oraz powoduj¹ce zak³ócenia w procesach
energetycznych, aktywacjê polimerazy  poli-A, wzrost poziomu wapnia w cytoplazmie
[6, 10, 20]. RFT mog¹ indukowaæ apoptozê powoduj¹c fragmentacjê DNA,
aktywowanie lub hamowanie aktywno�ci kaspaz, czy te¿ interferencjê z komórkowymi
szlakami przekazywania informacji zale¿nymi od fosforylacji reszt tyrozynowych [6].
Kluczowym etapem PCD jest wzrost przepuszczalno�ci wewnêtrznej b³ony
mitochondrialnej oraz uwolnienie cytochromu c do cytoplazmy, gdzie ma miejsce kaskada
zdarzeñ promuj¹ca PCD [40, 49].

Stwierdzono, ¿e podanie cytochromu c technik¹ mikroiniekcji do izolowanych
komórek spowodowa³o wyst¹pienie apoptozy [90]. W zawiesinie komórkowej soi [17]
i w komórkach li�ci tytoniu [4] zaobserwowano, ¿e generowanie H2O2 w warunkach
stresu oksydacyjnego, spowodowanego atakiem patogena lub elicytora, indukuje szybki
wyp³yw Ca2+ z komórki prowadz¹c do apoptozy. Jedna z hipotez zak³ada, ¿e niespe-
cyficzne uprzepuszczalnienie b³ony mitochondrialnej w warunkach stresu oksydacyjnego
prowadz¹ce do apoptozy jest jednym z komórkowych mechanizmów obronnych
przeciwko nadmiernej produkcji RFT [6, 40].

Wielu autorów [25, 55] wykaza³o udzia³ H2O2 w programowanej �mierci komórki.
�mieræ komórki ro�linnej poznano najlepiej w reakcji nadwra¿liwo�ci komórek (HR,
ang. hypersensitive response) ro�linnych podczas infekcji patogenem. Zmiany poziomu
H2O2 nie s¹ same w sobie bezpo�rednimi egzekutorami programu �mierci, ale wywo³uj¹
kaskadê transdukcji sygna³u, która ostatecznie uruchamia program �mierci komórkowej.
Prawdopodobnie nastêpuje to, w wyniku wzajemnego oddzia³ywania  H2O2 z innymi
cz¹steczkami sygna³owymi, takimi jak: etylen czy kwas salicylowy [64, 65] oraz NO
[30]. �ród³em wybuchu tlenowego, który indukuje reakcjê nadwra¿liwo�ci, mo¿e byæ
zarówno kompleks oksydazy NADPH, jak i pH- zale¿ne peroksydazy �ciany komórkowej
[12]. Stwierdzono spadek aktywno�ci enzymów antyoksydacyjnych w reakcji nadwra¿-
liwo�ci komórki w trakcie ataku patogena, powoduj¹cy wzrost poziomu RFT.

W komórkach ro�lin tytoniu, poddanych reakcji nadwra¿liwo�ci spowodowanej
przenikaniem elicytorów grzybowych, akumulacja H2O2 by³a skorelowana z obni¿eniem
poziomu transkryptów CAT1 i CAT2 oraz obni¿eniem aktywno�ci katalazy [14].
Stwierdzono, ¿e H2O2 ju¿ w 5 mM stê¿eniu inicjowa³ �mieræ komórek w zawiesinie
komórkowej Arabidopsis thaliana. Zainicjowany proces �mierci komórki by³ ju¿
nieodwracalny [25].
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Tlenkowi azotu przypisuje siê równie¿ udzia³ w programowanej �mierci komórki
[20] i aktywacji kaskady kinaz bia³kowych MAPK [64].

4. ENZYMATYCZNY SYSTEM ANTYOKSYDACYJNY

Ro�liny wykszta³ci³y ró¿ne mechanizmy obronne, które umo¿liwiaj¹ usuwanie RFT, a tym
samym zapobiegaj¹ postêpuj¹cym uszkodzeniom komórki prowadz¹cym do jej �mierci  lub je
minimalizuj¹. System antyoksydacyjny sk³ada siê zarówno z enzymów (dysmutazy
ponadtlenkowe, katalaza, peroksydaza askorbinianowa oraz alternatywna oksydaza), jak i
zwi¹zków niskocz¹steczkowych (askorbinian, cysteina, glutation, α-tokoferol). Enzymy
antyoksydacyjne mo¿na podzieliæ na: bezpo�rednio usuwaj¹ce RFT  i enzymy cyklu Halliwella-
Asady, uczestnicz¹ce w ich unieczynianiu poprzez antyoksydanty niskocz¹steczkowe.

4.1. Katalaza (CAT)

 Katalaza [EC 1.11.1.6] jest tetramerem hemoproteinowym o masie cz¹steczkowej
240 kDa kodowanym przez genom j¹drowy. Wyizolowano trzy formy izoenzymatyczne:
CAT-1, CAT-2 i CAT-3. Dwie pierwsze formy wystêpuj¹ g³ównie w miejscach obfitego
powstawania H2O2: peroksysomach, glioksysomach i cytozolu, uniemo¿liwiaj¹c jego
rozprzestrzenianie siê. CAT-3 jest obecny w mitochondriach i cytozolu [27, 79]. Enzym
ten katalizuje reakcje dysmutacji nadtlenku wodoru. Katalaza ma równie¿ w³a�ciwo�ci
peroksydazowe, mo¿e utleniaæ takie substancje, jak: metanol, etanol, formaldehyd,
azotyny i chinony [8, 14].  Jest to enzym o bardzo wysokiej liczbie obrotów, reaguj¹cy
z nadtlenkiem wodoru 10 000 razy szybciej ni¿ typowe peroksydazy ro�linne. Sta³a
szybko�ci katalizowanej przez ni¹ reakcji wynosi 1,7 x 107 l x mol-1 x s-1, lecz warto�æ
sta³ej Michaelisa Km jest du¿a, rzêdu 1 mol x l-1 [8].

Wielu autorów [14, 34] stwierdzi³o, i¿ forma izoenzymatyczna CAT-1 zwi¹zana
jest z tkankami fotosyntetyzuj¹cymi, bierze udzia³ w usuwaniu H2O2 powsta³ego podczas
fotooddychania. Druga izoforma tego enzymu CAT-2 wystêpuje w du¿ych ilo�ciach w
tkankach ro�lin naczyniowych i byæ mo¿e bierze udzia³ w lignifikacji �cian komór-
kowych, jego w³a�ciwa rola biologiczna pozostaje dotychczas nieznana. Natomiast
izoforma CAT-3 wystêpuje w znacznych ilo�ciach w nasionach i m³odych ro�linach, a
jego aktywno�æ zwi¹zana jest z usuwaniem H2O2 powsta³ego podczas degradacji
kwasów t³uszczowych w cyklu glioksalowym w glioksysomach.

Prawdopodobnie to produkty genu CAT2 pe³ni¹ znacz¹c¹ rolê ochronn¹ w warunkach
stresu oksydacyjnego. Ekspozycja ro�lin na ozon, dwutlenek siarki czy promieniowanie
UV prowadzi do szybkiego obni¿enia poziomu transkrypcji genu CAT1, a jednocze�nie
zaobserwowano wzrost transkrypcji genu CAT2 [34].

     Z rzodkiewnika, tytoniu, ry¿u i kukurydzy wyizolowano cDNA dla trzech klas
katalazy. U Nicotiana plumbaginifolia CAT1 wystêpuje g³ównie w komórkach
miêkiszu palisadowego, a jego produkty stanowi¹ oko³o 80% ca³kowitej aktywno�ci
katalazy w li�ciu. Natomiast gen CAT2 zlokalizowany jest g³ównie we floemie, za�
jego produkty stanowi¹ oko³o 20% ca³kowitej aktywno�ci katalazy.
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Badania transgenicznej linii tytoniu CAT1AS, z wyciszonym genem CAT1 wykaza³y
wiêksz¹ wra¿liwo�æ tych ro�lin ni¿ ro�lin dzikich na herbicydy, ozon, stres solny  [14].

4.2. Dysmutazy ponadtlenkowe (SOD)

 Dysmutazy ponadtlenkowe [EC 1.15.1.1] katalizuj¹ reakcjê dysmutacji aniono-
rodników ponadtlenkowych i odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê w ochronie komórek przed toksy-
cznym dzia³aniem O2

·�, wytwarzanym w ró¿nych kompartmentach komórkowych.
Wykazano obecno�æ SOD w chloroplastach, mitochondriach i peroksysomach, a wiêc
w organellach komórkowych zaanga¿owanych w wytwarzanie RFT [22].

 Bardzo wysoka sta³a szybko�æ katalizowanej reakcji wynosz¹ca ok. 2 x 109 M� 1·s�1

�wiadczy o tym, ¿e jest ona ograniczana praktycznie tylko przez dyfuzjê O2
·� [91]. Dysmutazy

ponadtlenkowe s¹ metaloproteinami i ze wzglêdu na rodzaj zwi¹zanego kofaktora
wyró¿niamy: CuZnSOD, MnSOD i FeSOD. Wszystkie izoformy SOD s¹ kodowane przez
genom j¹drowy, a ich ekspresja jest regulowana niezale¿nie.

 Dysmutazy miedziowo-cynkowe (CuZnSOD) wystêpuj¹ g³ównie w chloroplastach,
cytozolu, przestrzeniach: miêdzykomórkowej i mitochondrialnej oraz w peroksysomach [2, 9, 44,
91]. CuZnSOD mo¿na podzieliæ na dwie grupy: pierwsz¹ stanowi¹ formy cytoplazmatyczna i
periplazmatyczna, wystêpuj¹ce w postaci homodimerów, a drug¹ wystêpuj¹ce w chloroplastach
i na powierzchni komórek (pozakomórkowa EC-SOD) bêd¹ce homotetramerami. CuZnSOD
przez d³ugi czas by³a uwa¿ana za enzym wy³¹cznie eukariotyczny, do czasu wykrycia ich w
komórkach bakterii, takich jak: Photobacterium leiognathi, Caulobacter crescentus czy
Pseudomonas. Dalsze badania sugeruj¹, i¿ ta forma enzymu pierwotnie wystêpowa³a u
Prokaryota, a znacznie pó�niej pojawi³a siê u organizmów eukariotycznych [2].

Dysmutazy miedziowo-cynkowe wystêpuj¹ u niemal wszystkich gatunków ro�lin.
Komórki jednego gatunku zawieraæ mog¹ kilka izoform CuZnSOD. Enzymy pochodz¹ce
z chloroplastów wykazuj¹ wiêksz¹ odporno�æ na nadtlenek wodoru i wysok¹ tempera-
turê, co jest zapewne zwi¹zane z wysok¹ produkcj¹  O2

·�  i H2O2  w tych organellach
[91]. Ostatnie badania immunologiczne z u¿yciem przeciwcia³ skierowanych przeciw
cytozolowej CuZnSOD dowiod³y wystêpowania tego enzymu w apopla�cie oraz w
j¹drze komórkowym. Wysuniêto tezê, i¿ CuZnSOD apoplastyczna uczestniczy w
procesie lignifikacji, natomiast j¹drowa chroni przed  fatalnymi w skutkach mutacjami
spowodowanymi przez O2

·�  [2].
Dysmutazy miedziowo-cynkowe, o masie cz¹steczkowej 32�33 kDa, sk³adaj¹ siê z

dwóch podjednostek zawieraj¹cych 8 fragmentów o strukturze β. Jon miedziowy
bezpo�rednio uczestniczy w procesie katalitycznym. Jego ligandami s¹ cztery reszty
imidazolowe histydyny. W pobli¿u znajduj¹cy siê jon Zn2+ jest kompleksowany przez
trzy reszty histydynowe i resztê asparaginow¹. Jedna z reszt histydyny uczestniczy
równocze�nie w wi¹zaniu jonu miedzi. Stabilna budowa cz¹steczki sprawia, ¿e szybko�æ
dzia³ania dysmutaz miedziowo-cynkowych jest nieco wy¿sza ni¿ MnSOD i FeSOD, s¹
one równie¿ mniej wra¿liwe na dzia³anie ró¿nych czynników fizycznych i chemicznych
[8, 91]. Dysmutazy miedziowo-cynkowe cechuje wysoki stopieñ homologii struktury
pierwszorzêdowej dla ró¿nych gatunków ro�lin, dla enzymów chloroplastowych podo-
bieñstwo jest rzêdu 80�90%, a dla form cytozolowych oko³o 68% [2].
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Dysmutazy pozakomórkowe (ECSOD) s¹ tetramerami zlokalizowanymi g³ównie
w komórkach ssaków, zwi¹zanymi z osoczem krwi, limf¹, p³ynem maziowym i p³ynem
�ródmi¹¿szowym stawów [2, 8, 53]. ECSOD wykryto równie¿ u ro�lin, np. w szpilkach
sosny Pinus sylvestris [8] oraz u bakterii gram-dodatnich, np. Nocardia asteroides
[85]. Te dysmutazy s¹ tetramerami o masie cz¹steczkowej ka¿dej z podjednostek
wynosz¹cej oko³o 30 kDa, a w centrum aktywnym zawieraj¹ mied� i cynk [53].

Dysmutazy manganowe (MnSOD) wystêpuj¹ prawie u wszystkich organizmów
¿ywych: bakterii, glonów, grzybów, zwierz¹t i ro�lin wy¿szych. MnSOD u ro�lin
wy¿szych wystêpuj¹ g³ównie w mitochondriach i peroksysomach [23]. MnSOD s¹
tetramerami o masie cz¹steczkowej oko³o 92 kDa lub homodimerami o masie 41 kDa,
np. u bakterii brodawkowych ro�lin motylkowatych. Podjednostka zawiera dwie domeny:
N-koñcow¹, zawieraj¹c¹ piêæ odcinków α-helikalnych i domenê C-koñcow¹ zawiera-
j¹c¹ trzy fragmenty o strukturze β i dwie niewielkie α-helisy. Jon manganu bior¹cy
udzia³ w procesie katalitycznym jest wi¹zany przez trzy reszty histydyny i resztê kwasu
asparaginowego [9, 91]. Struktury pierwszorzêdowe MnSOD z ró¿nych, niespokrew-
nionych ze sob¹ gatunków ro�lin, s¹ bardzo do siebie podobne, np. enzym z grochu
(Pisum sativum) wykazuje odpowiednio 79,8% i 71,5% homologii w porównaniu z tym
z tytoniu (Nicotiana  plumbaginifolia) oraz kukurydzy (Zea mays) [91].

 Dysmutazy ¿elazowe (FeSOD) wystêpuj¹ zarówno u organizmów eukariotycznych,
jak i prokariotycznych. Ro�linne dysmutazy ¿elazowe zlokalizowane s¹ w chloroplastach.
FeSOD mo¿na podzieliæ na dwie grupy. Pierwsz¹ grupê stanowi¹ formy homodimeryczne,
zbudowane z dwóch identycznych podjednostek o masie cz¹steczkowej 20 kDa ka¿da,
które wykazano miêdzy innymi u: Escherichia coli, w chloroplastach Ginkgo biloba czy
Brassica campestris. Druga grupa tych enzymów wystêpuje u  ro�lin wy¿szych, a s¹
one tetramerami zbudowanymi z czterech równych podjednostek o masie cz¹steczkowej
80�90 kDa [2]. W miejscu aktywnym znajduje siê jon ¿elaza, a jego ligandami s¹ trzy
reszty histydyny i reszta kwasu asparaginowego. FeSOD pochodzenia ro�linnego cechuje
du¿e, dochodz¹ce do 76%, podobieñstwo sekwencyjne [91].

4.3. Peroksydazy (POX)

Peroksydazy powszechnie wystêpuj¹ w �wiecie ro�lin, katalizuj¹ reakcje rozk³adu
H2O2, utleniaj¹c jednocze�nie ró¿ne substraty organiczne lub nieorganiczne. S¹
hemoproteinami o ró¿nej lokalizacji i specyficzno�ci wobec substratu, który wyko-
rzystuj¹ jako donor elektronów [84]. Mo¿na je podzieliæ na dwie grupy. Pierwsz¹
stanowi¹ peroksydazy o znaczeniu fizjologicznym, zaliczane do kluczowych enzymów
kontroluj¹cych ró¿nicowanie siê i rozwój komórek ro�linnych. Bior¹ one udzia³ w takich
procesach, jak: opadanie li�ci i owoców, starzenie siê, tolerancja na zimno, stan
odrêtwienia, dojrzewanie owoców, kie³kowanie, wczesny rozwój, reakcje przeciw
patogenom, a tak¿e lignifikacja i metabolizm auksyn.

Drug¹ grupê stanowi¹ enzymy uczestnicz¹ce w unieczynnianiu RFT, takie jak:
peroksydaza glutationowa, gwajakolowa czy askorbinianowa [51, 70].

Peroksydaza glutationowa [EC 1.11.1.9] (GPOX) powszechnie wystêpuje u
zwierz¹t, obecna jest tak¿e u ro�lin.  Wyró¿nia siê wiele izoenzymów, które katalizuj¹
redukcjê H2O2 i hydroksynadtlenków lipidów przez zredukowany glutation [16].
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 Peroksydaza gwajakolowa [EC 1.11.1.7] jest glikoprotein¹ o masie cz¹steczkowej
oko³o 50 kDa, zlokalizowan¹ w cytozolu, wakuoli, �cianie komórkowej i przestrzeni
miêdzykomórkowej. Bierze ona udzia³ zarówno w procesach lignifikacji, biosyntezy
etylenu, obrony przed patogenami, jak i wykazuje w³a�ciwo�ci antyoksydacyjne [9, 84].

 Peroksydaza askorbinianowa [EC 1.11.1.11] (APOX) wystêpuje w chloroplas-
tach, cytozolu, wakuoli i apopla�cie. APOX jest hemoprotein¹, zawieraj¹c¹ 4 cysteiny,
które s¹ odpowiedzialne za jego wra¿liwo�æ na zwi¹zki inaktywuj¹ce grupy tiolowe.
Stwierdzono wzrost aktywno�ci tego enzymu w warunkach stresu oksydacyjnego spowo-
dowanego takimi czynnikami,  jak:: intensywne �wiat³o, niska i wysoka temperatura,
ozon, parakwat czy susza [79]. APOX  stanowi element cyklu askorbinianowo-
glutationowego, nazywanego cyklem Halliwella-Asady,  którego funkcj¹  jest usuniêcie
H2O2 z  kompartmentów komórkowych.  Enzymy tego szlaku zlokalizowano g³ównie
w chloroplastach, ale tak¿e w cytozolu [62] oraz mitochondriach i peroksysomach
[36]. W  li�ciach  grochu potwierdzono wystêpowanie APOX o masie cz¹steczkowej
35 kDa w b³onie peroksysomalnej, po stronie cytozolowej [22, 36].

Nie tylko enzymy uczestnicz¹ w obronie antyoksydacyjnej przed szkodliwym dzia-
³aniem RFT. Bardzo efektywnymi zmiataczami RFT s¹ równie¿ antyoksydanty nisko-
cz¹steczkowe, wystêpuj¹ce w stosunkowo du¿ych stê¿eniach w komórkach ro�linnych,
takie jak: askorbinian, glutation, cysteina i α-tokoferol.

4.4. Alternatywna oksydaza (AOX)

Mitochondria wszystkich ro�lin, niektórych grzybów, glonów i nielicznych pierwot-
niaków zawieraj¹ niewra¿liw¹ na cyjanek, alternatywn¹ oksydazê, która przy ogranicze-
niu drogi cytochromowej katalizuje reakcjê redukcji tlenu do wody w ³añcuchu oddecho-
wym [56, 59, 60, 76, 81]. Droga alternatywna jest drog¹ niefosforyluj¹c¹, elektrony
omijaj¹ kompleksy III i IV, st¹d jest ona niewra¿liwa na inhibitory drogi cytochromowej
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� antymycynê i cyjanek [75]. Przep³yw elektronów przez alternatywn¹ oksydazê nie
prowadzi do przemieszczania protonów w poprzek b³ony wewnêtrznej mitochondriów,
przez co ca³a uwalniana energia podczas transportu elektronów z ubichinolu na tlen
jest rozpraszana w postaci ciep³a [38, 74, 76].

Alternatywna oksydaza jest homodimerem, o masie cz¹steczkowej 32�36 kDa.
Ostatnio poznanie sekwencji genów AOX pozwoli³o stwierdziæ, i¿ alternatywna oksydaza
nie jest bia³kiem transb³onowym, lecz bia³kiem peryferycznie zasocjowanym od strony
matriks z wewnêtrzn¹ b³on¹ mitochondrialn¹ i po³¹czonym z ni¹ oddzia³ywaniami bia³ko-
bia³ko [1, 3]. Wystêpuje w dwóch formach: utlenionej (nieaktywnej) i zredukowanej
(aktywnej). W formie utlenionej dwa ³añcuchy polipeptydowe s¹ po³¹czone mostkiem
disulfidowym, natomiast w formie zredukowanej grupy sulfhydrylowe nie tworz¹
wi¹zania, zatem dimer jest utrzymywany przez oddzia³ywania konwalencyjne [59].

AOX u ro�lin wy¿szych jest kodowane przez genom j¹drowy. Wyizolowano geny
AOX1, AOX2a oraz AOX2b (nazywany AOX3) w�ród ro�lin nietermogennych, jedno-
li�ciennych i dwuli�ciennych. Gen AOX1 wystêpuje zarówno u ro�lin jedno-, jak i
dwuli�ciennych, za� gen AOX2 jest g³ównie obecny u ro�lin dwuli�ciennych. Przyjêto,
i¿ ekspresja genu AOX1 jest wynikiem adaptacji ro�lin na ró¿ne czynniki stresowe,
natomiast ekspresja genu AOX2 zale¿y od tkanki i stadium rozwojowego ro�liny i jest
wymagana dla prawid³owego funkcjonowania metabolizmu oddechowego [38]. Ostatnio
wyznaczono sekwencje cDNA dla bia³ka AOX kilku ro�lin wy¿szych i grzybów [26,
27, 83]. Analiza sekwencyjna ro�linnych bia³ek  alternatywnej oksydazy wykazuje du¿¹
konserwatywno�æ na poziomie helis, pocz¹wszy od pierwszej hydrofobowej helisy przy
N-koñcu a¿ do znacznej czê�ci domeny  hydrofilowej przy C-koñcu [81].

 Wielu autorów [27, 38, 61, 81] zaobserwowa³o zwiêkszony udzia³ drogi alterna-
tywnej w oddychaniu mitochondrialnym w warunkach niskiej temperatury, zranienia,
ataku patogena, dojrzewania ro�lin, stresu osmotycznego czy zwiêkszenia poziomu
kwasu salicylowego. Podanie antymycyny A, inhibitora drogi cytochromowej, do
zawiesiny komórek tytoniu indukowa³o transkrypcjê genu AOX1 w ci¹gu 60 minut,
indukcjê syntezy bia³ka AOX w ci¹gu 3�5 godzin, a po up³ywie 5 godzin obserwowano
wyra�ny wzrost aktywno�ci alternatywnej oksydazy. To samo obserwowano po dodaniu
cytrynianu lub nadtlenku wodoru [50]. Transkrypcja genu AOX w komórkach ro�linnych
indukowana jest przez ró¿ne czynniki, takie jak: niska temperatura [35], nadtlenek
wodoru, cytrynian czy cysteina [82]. U Magnaporthe grisea [88] i Arabidopsis thaliana
[69] stwierdzono wzrost ilo�ci transkryptu mRNA AOX na skutek zahamowania drogi
cytochromowej poprzez inhibicjê kompleksu III.

Stwierdzono, ¿e droga cytochromowa mo¿e byæ hamowana przez NO, którego
poziom w mitochondriach gwa³townie wzrasta w warunkach stresowych [54]. W
mitochondriach w¹troby �wiñ, u  których  nie wystêpuje alternatywna oksydaza,
zaobserwowano wzrost poziomu H2O2 pod wp³ywem NO, natomiast w mitochondriach
hipokotyli fasoli nie stwierdzono stymulacji generowania H2O2 przez NO. Te wyniki
podtrzymuj¹ hipotezê, ¿e droga alternatywna obni¿a wytwarzanie nadtlenku wodoru w
sytuacji, gdy droga cytochromowa jest hamowana przez NO [87]. Purvis i Shewfelt
[67] jako pierwsi zasugerowali udzia³ AOX w regulacji poziomu RFT w mitochondriach
oraz w ich usuwaniu.
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Wykazano ponadto, ¿e równie¿ bia³ko rozprzêgaj¹ce (UCP), które powoduje rozpro-
szenie si³y protonomotorycznej wytworzonej w poprzek wewnêtrznej b³ony
mitochondrialnej, powoduje obni¿enie poziomu RFT w tych organellach.  Bia³ko roz-
przêgaj¹ce i AOX mo¿na uwa¿aæ za endogenny mitochondrialny system antyoksy-
dacyjny, chroni¹cy przed oksydacyjnymi uszkodzeniami, ale dzia³aj¹cy kosztem
wydajno�ci fosforylacji oksydacyjnej  [58, 78].
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