POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 322005 NR 2 (311-325)

~ REAKTYWNE FORMY TLENU W KOMORKACH
ROSLINNYCH I ENZYMATYCZNE SYSTEMY OBRONNE*

REACTIVE OXYGEN SPECIES IN PLANT CELLS AND
ANTIOXIDATIVE DEFENSE SYSTEMS

Arleta MALECKA, Barbara TOMASZEWSKA

Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytet im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu, Poznan

Streszczenie: Wszystkie organizmy zywe narazone sa na dziatanie reaktywnych form tlenu (RFT),
takich jak: nadtlenek wodoru, anionorodnik ponadtlenkowy czy rodnik hydroksylowy, ktore powstaja
jako nieuchronny produkt metabolizmu tlenowego. Liczne czynniki biotyczne i abiotyczne, takie jak:
patogeny, zanieczyszczenie powietrza, zasolenie, ksenobiotyki, metale cigzkie, promieniowanie UV,
powoduja wzmozone generowanie RFT. Glownymi zrédtami RFT w komorkach roslinnych sa: chloro-
plasty, peroksysomy i mitochondria. RFT uszkadzaja wiele makromolekut, takich jak: biatka, thuszcze
oraz kwasy nukleinowe, prowadzac do §mierci komoérek. Przypisuje si¢ im rowniez funkcjg czasteczek
sygnatowych. Organizmy aerobowe przed uszkodzeniami spowodowanymi przez RFT sa chronione
przez antyoksydacyjny system obronny, skltadajacy si¢ z katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej, pe-
roksydaz i alternatywnej oksydazy oraz ze sktadnikoéw nieenzymatycznych: askorbinianu, glutationu,
homoglutationu, cysteiny.

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

Summary: All organisms are exposed to reactive oxygen species such as hydrogen peroxide (H,0,),
superoxide anion (O, °) 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 zwiazany z obecnoscia tlenu w atmosferze polega na tym, ze z jednej
strony metabolizm tlenowy dostarcza organizmom aerobowym wigcej energii w
porownaniu z metabolizmem beztlenowym u anaerobdw, z drugiej jednak strony
stopniowa redukeja O, do H,O prowadzi do powstawania RFT, takich jak: anionorodnik
ponadtlenkowy (O, ), nadtlenek wodoru (H,0,), rodnik hydroksylowy (-OH). R6zno-
rodne stresy srodowiskowe, takie jak: wysoka i niska temperatura, zasolenie, promie-
niowanie UV, metale cigzkie, ksenobiotyki czy patogeny, prowadza do podwyzszenia
poziomu reaktywnych form tlenu. Dowiedziono, ze metale cigzkie, takie jak: Cd, Pb,
Al, Zn, powoduja generowanie RFT i przyczyniaja si¢ do wystapienia w komorkach
roslinnych warunkow stresu oksydacyjnego [7, 14, 18, 68, 72, 78, 84]. RFT powstaja
rowniez jako produkty uboczne transportu elektronéw przez btony komoérkowe [84].
Niebezpieczenstwo powstawania anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru
polega na tym, ze w obecnosci jondw metali (Fe, Cu, Cr, Ni, Co, Mn) zachodzi reakcja
Fentona, ktorej sa one substratami, a produktem jest rodnik hydroksylowy, najbardziej
reaktywna czasteczka, jaka wystepuje w uktadach biologicznych [8, 14, 33, 71].

2.ZRODLA POWSTAWANIA RFT W KOMORKACH
ROSLINNYCH

W komorce roslinnej istnieje wiele potencjalnych zroédet RFT. Sa to: chloroplasty,
mitochondria, peroksysomy, blona komorkowa, dwuwarstwowa blona jadrowa i
retikulum endoplazmatyczne oraz apoplast [4, 11-15, 29]. Organellami o szczegdlnie
wysokiej aktywnosci metabolizmu tlenowego sa: mitochondria, chloroplasty oraz
peroksysomy.

2.1. Chloroplasty

W chloroplastach wytwarzany jest O, gléwnie w reakcji Mehlera [8, 66, 77,
86]. Stwierdzono, ze szybkos$¢ wytwarzania tego rodnika w normalnych warunkach
wynosi 120-250 pMs ! i zwigksza si¢ do 720 uMs~! w warunkach stresowych [72].
W chloroplastach zrédtem anionorodnika ponadtlenkowego moze by¢ takze zredukowana
forma monodehydroksyaskorbinianu, jak réwniez elementy kompleksu PSII: chlorofil
P, 1biatko Q, [19]. Chloroplasty, a doktadnie fotosystem II (PS IT) stanowia rowniez
zrodto tlenu singletowego [52, 86] oraz nadtlenoazotynu (ONOO™) [86].

2.2. Peroksysomy

W peroksysomach glownym zrédtem H,O, sa oksydazy flawinowe. Nadtlenek
wodoru jest wytwarzany takze w procesie b-oksydacji przez oksydaze acylo-CoA. W
matriks peroksysomalnej i NADH- zaleznym fancuchu transportu elektronéw w btonie
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peroksymalnej wykazano rowniez wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego przez
oksydaze ksantynowa. Charakterystyczna dla peroksysomow brodawek korzeniowych
ro$lin motylkowatych, oksydaza ksantynowa katalizuje reakcje przeksztatcenia ksantyny
do kwasu moczowego w wyniku czego powstaje 02'_.Kwas moczowy ulega
przeksztatceniu do alantoiny przez oksydaze moczanowa, co rowniez jest zrodtem
powstawania RFT [8, 19, 21, 22].

W btonie peroksysomalnej wystepuja trzy polipeptydy (PMPs) o masie czasteczkowe;j
18 (PMP18), 29 (PMP29) i 32 kDa (PMP32), w obecnosci ktorych powstaje O,
[22, 48]. Przyjmuje sig, ze polipeptyd PMP18 nalezy do grupy cytochromow typu-b i
jest NADH- zalezny. PMP32 jest rowniez NADH- zalezny i najprawdopodobnie;j
odpowiada reduktazie monodehydroaskorbinianowej (MDHAR), ktora zostata
weczesniej wykryta w blonie peroksysomalnej komorek lisci grochu [36].

W btonach peroksysomoéw i tylakoidach chloroplastow lisci szpinaku réwniez odkryto
posredni udziat MDHAR w produkcji O, [56].

Peroksysomalna syntaza tlenku azotu (EC 1.14.13.39) wytwarza NO w reakcji
NADPH-zaleznej przeksztalcenia L-argininy do NO i cytruliny w obecnosci tlenu, wapnia,
kalmoduliny, FAD, FMN i tetrahydrobiopteryny [5]. NO moze reagowac z Oz'_ tworzac
silnie utleniajacy anion ponadtlenoazotynowy, ktéry moze wplywac na przeksztatcanie
dehydrogenazy ksantynowej w generujaca O, - oksydazg ksantynowa [19].

2.3. Mitochondria

W mitochondrialnym fancuchu oddechowym do 2% tlenu ulega przeksztatceniu do
RFT[9, 13,32]. Anionorodnik ponadtlenkowy moze powstawa¢ w tancuchu oddechowym
w wyniku jednoelektronowej redukcji zachodzacej z udziatem flawin lub ubichinonu [58].
Migjscem tworzenia O, "~ jestkompleks I [oksydoreduktaza NADH : ubichinon], kompleks
11 [oksydoreduktaza bursztynian : ubichinon] oraz kompleks I1I [oksydoreduktaza ubichinol
: cytochrom ¢] [13, 19,27, 58]. W mitochondriach w obecnosci substratu oddechowego,
lecz w stanie wyczerpania akceptora fosforanu (ADP) oraz przy spadku aktywnoSci
oksydazy cytochromowej wzrasta powstawanie RFT. W obu sytuacjach wzrasta stezenie
tlenu i poziom zredukowanych donoréw jednoelektronowych, co w konsekwencji powoduje
wzrost tempa ich reakcji z tlenem [46]. Mitochondria roslinne, w odréznieniu od
zwierzecych, charakteryzuja sie wystgpowaniem alternatywnej drogi oddechowej, ktdra
kontroluje generowanie RFT i pelni funkcje ochronne. Alternatywna oksydaza katalizuje
przeniesienie elektronéw z puli ubichinonu bezposrednio na tlen, z wytaczeniem drogi
cytochromowej. Regulacja ta prowadzi do zmniejszenia generowania RFT w
mitochondriach [27, 28, 38, 76]. Ponadto mitochondrialna syntaza tlenku azotu (NOS)
powoduje powstanie NO, ktory w wyniku reakcji z 02'_ prowadzi do powstania
nadtlenoazotynu. Oprécz tego anionorodnik ponadtlenowy w reakcji dysmutacji ulega
przeksztatceniu do nadtlenku wodoru [40, 41, 43, 86].

2.4. Inne zrodta RFT

RFT powstaja takze w btonach komoérkowych, w reakcjach katalizowanych przez
oksydaze NADPH [33] oraz w apoplascie i $cianie komorkowej, gdzie pH-zalezne
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peroksydazy $ciany komorkowej odpowiadaja za powstawanie nadtlenku wodoru [19,
65]. Przypuszczalnie zrodtem RFT w apoplascie moga byc¢ takie enzymy, jak oksydaza
szczawianowa oraz diamino- i poliamino-oksydazy [45]. Ponadto zrodtlem RFT moze
by¢ retikulum endoplazmatyczne. W mikrosomach wystepuje kompleks cytochrom P-
450 i reduktaza NADH, ktore moga generowac 02'_ 1 H,0, [91].

3. SKUTKI DZIALANIA RFT NA KOMORKI ROSLINNE

RFT w wysokich st¢zeniach dzialaja negatywnie na funkcje wszystkich organelli
komorkowych, uszkadzajac biatka, lipidy oraz kwasy nukleinowe [64, 72, 73, 84, 89].
W wyniku dziatania RFT na biatko moze dochodzi¢ do specyficznych modyfikacji ich
reszt aminokwasowych, fragmentacji tancucha polipeptydowego, powstawania wiazan
poprzecznych i agregacji lub zmiany tadunku. Szczegdlnie podatne na uszkodzenia
oksydacyjne sa biatka zawierajace reszty histydyny, argininy, lizyny, proliny, metioniny
i cysteiny oraz biatkowe centra zelazowo-siarkowe. Gtoéwna konsekwencja oksyda-
cyjnych uszkodzen biatek jest zwigkszenie ich degradacji przez proteazy [68].

RFT sa przyczyna szerokiego spektrum uszkodzen DNA. Uszkodzenia te obejmuja
peknigeia zar6wno pojedynczej, jak 1 obu nici w helisie DNA, powstanie miejsc apury-
nowych i apirymidowych oraz modyfikacje zasad [37]. Rodnik hydroksylowy powoduje
zmiany w zasadach azotowych, polegajace na usuwaniu lub wstawianiu atomow H, co
prowadzi do zaktocenia prawidtowej struktury podwdjnej helisy DNA [15].

Rodnik hydroksylowy i tlen singletowy reaguja z nienasyconymi kwasami thuszczo-wymi
odrywajac od nich atom wodoru, co w konsekwencji prowadzi do powstania
hydroksynadtlenkow lipidow. Zwiazki te moga by¢ degradowane do roznych produktow, w
tym aldehydow i alkoholi, a w obecnosci katalizatora metalicznego biora udziat w reakcji
Fentona, ktora prowadzi do powstania reaktywnych rodnikéw alkoksylowych (RO-). Rodnik
hydroksylowy inicjuje wigc reakcjg tancuchowa prowadzaca do peroksy-dacji lipidow [8,
57]. RFT moga indukowac¢ niespecyficzne uprzepuszczalnianie blony mitochondrialnej, co
powoduje obnizenie potencjatu blonowego i wyptyw Ca?" z mitochondriow [6, 40].

3.1. RFT jako czasteczki sygnatowe

Dwoisty charakter RFT przejawia si¢ tym, iz poza wcze$niej opisanymi wiasci-
wosciami pelnig one funkcjg czasteczek sygnatowych [19, 64, 71, 80]. H,O, jest
niezwykle mobilna czasteczka i moze indukowac szereg molekularnych, bioche-
micznych i fizjologicznych odpowiedzi komorkowych. Nadtlenek wodoru indukuje
ekspresje genow kodujacych takie biatka, jak np. S-transferazy glutationowe (GST)
oraz peroksydazy glutationowe (GPOX).

Wykazano, ze akumulacja H,0, w zawiesinie komorkowej Arabidopsis thaliana
indukowata ekspresje genéw GST i amoniakoliazy fenyloalaniny (PAL) [63]. Ponadto
wykazano, ze H,0, aktywowal geny kodujace oksydazg NADPH [24] i peroksydaze
askorbinianowa w liSciach Arabidopsis thaliana [39], a takze katalazg w nasionach i
lisciach kukurydzy [31].
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RYCINA 1. Model ilustrujacy komunikacjg migdzy organellami komérkowymi (mitochondrium, jadrem,
chloroplastem i peroksysomem) za posrednictwem czastek sygnatowych (H,0,, O, -, NO) oraz lokalizacje
enzyméw antyoksydacyjnych w komorce roslinne;j

Wielu autoréw wskazuje, ze RFT aktywuja kaskadg kinaz biatkowych MAPK. W
zawiesinie komorkowej Arabidopsis thaliana scharakteryzowano kaskadg MAPK, ktorej
funkcja jest odbieranie sygnatu redoks i indukowanie ekspres;ji genow biatek obronnych
np. S-transferazy glutationowej. Na szczycie tej kaskady znajduje si¢ kinaza ANP1 (o
funkcji MAPKKK), a kolejne jej elementy stanowia kinazy AtMPK3 i AtMPK6. Liscie
transgenicznego tytoniu z nadekspresja ANP1 cechowaty si¢ zwigkszona tolerancja na
szok cieplny, zamarzanie oraz zasolenie. Wskazuje to na fakt, iz indukowanie okreslo-
nych etapow drogi przekazywania sygnatow w roslinach moze chronic je przed réznymi
stresami §rodowiskowymi [42].

Funkcje czasteczki sygnatowej pelni rowniez NO. Tlenek azotu bierze udziat w
regulacji roznorodnych procesow w komorkach roslinnych, takich jak: wzrost i rozwoj,
metabolizm oddechowy, reakcja na patogeny, procesy starzenia i dojrzewania oraz
odpowiedz na warunki stresowe. Czasteczka NO pehi funkcje sygnalowa. Transdukcja
sygnatu NO odbywa si¢ przez cGMP (cykliczny guanozynomonofosforan) i aktywacje
cyklazy guanylowej [10, 30].
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W ostatnich latach ukazato si¢ szereg prac [19, 20, 71] sugerujacych, iz rowniez
O, , niezaleznie od H,0,, funkcjonuje jako czasteczka sygnalowa w ro$linnych
reakcjach obronnych.

3. 2. Udziat RFT w programowanej $mierci komorki

Stres oksydacyjny moze by¢ przyczyna programowanej Smierci komorki, czyli apoptozy
(ang. Programmed Cell Death — PCD), ktora jest istotnym, fizjologicznym procesem
wystepujacym w czasie rozwoju rosliny i jest odpowiedzia na stres biotyczny i abiotyczny.

Apoptoz¢ komorek wywotuja zarowno reaktywne formy tlenu 1 azotu, jak i produkty
ich reakcji, zwiazki powstajace z rozpadu tych produktéw oraz czynniki indukujace
lub podwyzszajace generowanie RFT oraz powodujace zaklécenia w procesach
energetycznych, aktywacj¢ polimerazy poli-A, wzrost poziomu wapnia w cytoplazmie
[6, 10, 20]. RFT moga indukowa¢ apoptoz¢ powodujac fragmentacj¢ DNA,
aktywowanie lub hamowanie aktywnosci kaspaz, czy tez interferencjg¢ z komorkowymi
szlakami przekazywania informacji zaleznymi od fosforylacji reszt tyrozynowych [6].
Kluczowym etapem PCD jest wzrost przepuszczalno$ci wewngtrznej btony
mitochondrialnej oraz uwolnienie cytochromu ¢ do cytoplazmy, gdzie ma miejsce kaskada
zdarzen promujaca PCD [40, 49].

Stwierdzono, ze podanie cytochromu c technika mikroiniekcji do izolowanych
komorek spowodowato wystapienie apoptozy [90]. W zawiesinie komorkowej soi [17]
i w komorkach lici tytoniu [4] zaobserwowano, ze generowanie H,O, w warunkach
stresu oksydacyjnego, spowodowanego atakiem patogena lub elicytora, indukuje szybki
wyplyw Ca?" z komérki prowadzac do apoptozy. Jedna z hipotez zaktada, ze niespe-
cyficzne uprzepuszczalnienie blony mitochondrialnej w warunkach stresu oksydacyjnego
prowadzace do apoptozy jest jednym z komdrkowych mechanizméw obronnych
przeciwko nadmiernej produkcji RFT [6, 40].

) Wielu autorow [25, 55] wykazato udziat H,O, w programowanej $mierci komorki.
Smier¢ komorki ro§linnej poznano najlepiej w reakcji nadwrazliwosci komoérek (HR,
ang. hypersensitive response) roslinnych podczas infekcji patogenem. Zmiany poziomu
H,0, nie sa same w sobie bezposrednimi egzekutorami programu $mierci, ale wywotuja
kaskadg transdukcji sygnatu, ktora ostatecznie uruchamia program $mierci komorkowe;.
Prawdopodobnie nastepuje to, w wyniku wzajemnego oddziatywania H,O, z innymi
czasteczkami sygnatowymi, takimi jak: etylen czy kwas salicylowy [64, 65] oraz NO
[30]. Zrodlem wybuchu tlenowego, ktory indukuje reakcje nadwrazliwosci, moze by¢
zarowno kompleks oksydazy NADPH, jak i pH- zalezne peroksydazy $ciany komérkowej
[12]. Stwierdzono spadek aktywnos$ci enzymdw antyoksydacyjnych w reakcji nadwraz-
liwos$ci komorki w trakcie ataku patogena, powodujacy wzrost poziomu RFT.

W komorkach ro$lin tytoniu, poddanych reakcji nadwrazliwosci spowodowane;j
przenikaniem elicytorow grzybowych, akumulacja H,O, byta skorelowana z obnizeniem
poziomu transkryptow CATI i CAT2 oraz obnizeniem aktywnosSci katalazy [14].
Stwierdzono, ze H,0, juz w 5 mM stezeniu inicjowal Smier¢ komorek w zawiesinie
komorkowej Arabidopsis thaliana. Zainicjowany proces $mierci komorki byt juz
nieodwracalny [25].
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Tlenkowi azotu przypisuje si¢ rowniez udzial w programowanej §mierci komorki
[20] i aktywacji kaskady kinaz biatkowych MAPK [64].

4. ENZYMATYCZNY SYSTEM ANTYOKSYDACYJNY

Rosliny wyksztalcity rozne mechanizmy obronne, ktore umozliwiaja usuwanie RFT, a tym
samym zapobiegaja postepujacym uszkodzeniom komorki prowadzacym do jej Smierci lub je
minimalizuja. System antyoksydacyjny sktada si¢ zar6wno z enzyméw (dysmutazy
ponadtlenkowe, katalaza, peroksydaza askorbinianowa oraz alternatywna oksydaza), jak i
zwiazkoéw niskoczasteczkowych (askorbinian, cysteina, glutation, O-tokoferol). Enzymy
antyoksydacyjne mozna podzieli¢ na: bezposrednio usuwajace RFT 1enzymy cyklu Halliwella-
Asady, uczestniczace w ich unieczynianiu poprzez antyoksydanty niskoczasteczkowe.

4.1. Katalaza (CAT)

Katalaza [EC 1.11.1.6] jest tetramerem hemoproteinowym o masie czasteczkowe;j
240 kDa kodowanym przez genom jadrowy. Wyizolowano trzy formy izoenzymatyczne:
CAT-1, CAT-2 1 CAT-3. Dwie pierwsze formy wystepuja glownie w miejscach obfitego
powstawania H,O,: peroksysomach, glioksysomach i cytozolu, uniemozliwiajac jego
rozprzestrzenianie si¢. CAT-3 jest obecny w mitochondriach i cytozolu [27, 79]. Enzym
ten katalizuje reakcje dysmutacji nadtlenku wodoru. Katalaza ma réwniez wtasciwosci
peroksydazowe, moze utlenia¢ takie substancje, jak: metanol, etanol, formaldehyd,
azotyny i chinony [8, 14]. Jest to enzym o bardzo wysokiej liczbie obrotow, reagujacy
z nadtlenkiem wodoru 10 000 razy szybciej niz typowe peroksydazy roslinne. Stata
szybkosci katalizowanej przez nia reakcji wynosi 1,7 x 107 1x mol! x 57!, lecz warto$¢
statej Michaelisa K jest duza, rzedu 1 mol x 11 [8].

Wielu autoréw [14, 34] stwierdzito, iz forma izoenzymatyczna CAT-1 zwiazana
Jestz tkankami fotosyntetyzujacymi, bierze udziat w usuwaniu H, O, powstatego podczas
fotooddychania. Druga izoforma tego enzymu CAT-2 wystepuje w duzych ilosciach w
tkankach roslin naczyniowych i by¢ moze bierze udziat w lignifikacji §cian komor-
kowych, jego wtasciwa rola biologiczna pozostaje dotychczas nieznana. Natomiast
izoforma CAT-3 wystegpuje w znacznych ilo$ciach w nasionach i mtodych roslinach, a
jego aktywnos¢ zwiazana jest z usuwaniem H,O, powstalego podczas degradacji
kwasow thuszczowych w cyklu glioksalowym w glioksysomach.

Prawdopodobnie to produkty genu CAT2 pehia znaczaca rolg ochronna w warunkach
stresu oksydacyjnego. Ekspozycja roslin na ozon, dwutlenek siarki czy promieniowanie
UV prowadzi do szybkiego obnizenia poziomu transkrypcji genu CAT1, a jednoczesnie
zaobserwowano wzrost transkrypcji genu CAT?2 [34].

Z rzodkiewnika, tytoniu, ryzu i kukurydzy wyizolowano cDNA dla trzech klas
katalazy. U Nicotiana plumbaginifolia CAT1 wystgpuje gldéwnie w komorkach
migkiszu palisadowego, a jego produkty stanowig okoto 80% catkowitej aktywnosci
katalazy w li$ciu. Natomiast gen CAT?2 zlokalizowany jest glownie we floemie, za$
jego produkty stanowia okoto 20% catkowitej aktywnosci katalazy.
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Badania transgenicznej linii tytoniu CAT1AS, z wyciszonym genem CAT1 wykazaly
wigksza wrazliwos¢ tych roslin niz ro$lin dzikich na herbicydy, ozon, stres solny [14].

4.2. Dysmutazy ponadtlenkowe (SOD)

Dysmutazy ponadtlenkowe [EC 1.15.1.1] katalizuja reakcje dysmutacji aniono-
rodnikéw ponadtlenkowych i odgrywaja wazna role w ochronie komorek przed toksy-
cznym dziataniem 02'_, wytwarzanym w réznych kompartmentach komorkowych.
Wykazano obecnos¢ SOD w chloroplastach, mitochondriach i peroksysomach, a wige
w organellach komorkowych zaangazowanych w wytwarzanie RFT [22].

Bardzo wysoka stata szybkos¢ katalizowanej reakcji wynoszaca ok. 2 x 107 M~ 57!
swiadczy o tym, Ze jest ona ograniczana praktycznie tylko przez dyfuzje 02'_ [91]. Dysmutazy
ponadtlenkowe sa metaloproteinami i ze wzgledu na rodzaj zwiazanego kofaktora
wyrézniamy: CuZnSOD, MnSOD i FeSOD. Wszystkie izoformy SOD sa kodowane przez
genom jadrowy, a ich ekspresja jest regulowana niezaleznie.

Dysmutazy miedziowo-cynkowe (CuZnSOD) wystepuja gtéwnie w chloroplastach,
cytozolu, przestrzeniach: migdzykomorkowej i mitochondrialnej oraz w peroksysomach [2, 9,44,
91]. CuZnSOD mozna podzieli¢ na dwie grupy: pierwsza stanowia formy cytoplazmatyczna i
periplazmatyczna, wystepujace w postaci homodimerow, a druga wystepujace w chloroplastach
ina powierzchni komoérek (pozakomoérkowa EC-SOD) bedace homotetramerami. CuZnSOD
przez dtugi czas byta uwazana za enzym wylacznie eukariotyczny, do czasu wykrycia ich w
komorkach bakterii, takich jak: Photobacterium leiognathi, Caulobacter crescentus czy
Pseudomonas. Dalsze badania sugeruja, iz ta forma enzymu pierwotnie wystepowata u
Prokaryota, a znacznie pdzniej pojawita sig u organizméw eukariotycznych [2].

Dysmutazy miedziowo-cynkowe wystepuja u niemal wszystkich gatunkow roslin.
Komorki jednego gatunku zawiera¢ moga kilka izoform CuZnSOD. Enzymy pochodzace
z chloroplastow wykazuja wigksza odporno$¢ na nadtlenek wodoru i wysoka tempera-
ture, co jest zapewne zwiazane z wysoka produkcja 02'7 iH,0, w tych organellach
[91]. Ostatnie badania immunologiczne z uzyciem przeciwciat skierowanych przeciw
cytozolowej CuZnSOD dowiodly wystgpowania tego enzymu w apoplascie oraz w
jadrze komorkowym. Wysunigto teze, iz CuZnSOD apoplastyczna uczestniczy w
procesie lignifikacji, natomiast jadrowa chroni przed fatalnymi w skutkach mutacjami
spowodowanymi przez O, [2].

Dysmutazy miedziowo-cynkowe, o masie czasteczkowej 32—33 kDa, sktadaja si¢ z
dwoch podjednostek zawierajacych 8 fragmentéw o strukturze . Jon miedziowy
bezposrednio uczestniczy w procesie katalitycznym. Jego ligandami sa cztery reszty
imidazolowe histydyny. W poblizu znajdujacy sig jon Zn>" jest kompleksowany przez
trzy reszty histydynowe i resztg asparaginowa. Jedna z reszt histydyny uczestniczy
réwnoczesnie w wiazaniu jonu miedzi. Stabilna budowa czasteczki sprawia, ze szybkos¢
dziatania dysmutaz miedziowo-cynkowych jest nieco wyzsza niz MnSOD i FeSOD, sa
one rowniez mniej wrazliwe na dziatanie réznych czynnikow fizycznych i chemicznych
[8, 91]. Dysmutazy miedziowo-cynkowe cechuje wysoki stopien homologii struktury
pierwszorzedowej dla roznych gatunkow roslin, dla enzyméw chloroplastowych podo-
bienstwo jest rzedu 80—90%, a dla form cytozolowych okoto 68% [2].
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Dysmutazy pozakomorkowe (ECSOD3a tetramerami zlokalizowanymi glownie
w komorkach ssakow, zwiazanymi z osoczem krwi, limfa, ptynem maziowym i ptynem
srodmiazszowym stawow [2, 8, 53]. ECSOD wykryto rowniez u roslin, np. w szpilkach
sosny Pinus sylvestrig8] oraz u bakterii gram-dodatnich, nidocardia asteroides
[85]. Te dysmutazy sa tetramerami o masie czasteczkowej kazdej z podjednostek
wynoszacej okoto 30 kDa, a w centrum aktywnym zawieraja miedz i cynk [53].

Dysmutazy manganowe (MnSODjvystgpuja prawie u wszystkich organizmow
zywych: bakterii, glonow, grzybow, zwierzat i roslin wyzszych. MnSOD u roslin
wyzszych wystepuja gtdéwnie w mitochondriach i peroksysomach [23]. MnSOD sa
tetramerami o masie czasteczkowej okoto 92 kDa lub homodimerami o masie 41 kDa,
np. u bakterii brodawkowych roslin motylkowatych. Podjednostka zawiera dwie domeny:
N-koncowa, zawierajaca pi¢¢ odcinkow 0O-helikalnych i domeng C-koncowa zawiera-
jaca trzy fragmenty o strukturze [3 i dwie niewielkied-helisy. Jon manganu bioracy
udzial w procesie katalitycznym jest wigzany przez trzy reszty histydyny i reszt¢ kwasu
asparaginowego [9, 91]. Struktury pierwszorzedowe MnSOD z r6znych, niespokrew-
nionych ze soba gatunkéw roslin, sa bardzo do siebie podobne, np. enzym z grochu
(Pisum sativuywykazuje odpowiednio 79,8% i 71,5% homologii w porownaniu z tym
z tytoniu (Nicotiana plumbaginifoliporaz kukurydzy Zea mayp[91].

Dysmutazy zelazowe (FeSOD)wystepuja zarGwno u organizmow eukariotycznych,
jakiprokariotycznych. Roslinne dysmutazy zelazowe zlokalizowane sa w chloroplastach.
FeSOD mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza grupeg stanowia formy homodimeryczne,
zbudowane z dwoch identycznych podjednostek o masie czasteczkowej 20 kDa kazda,
ktore wykazano migdzy innymi u: Escherichia coliy chloroplastacksinkgo bilobaczy
Brassica campestriPruga grupa tych enzymdéw wystepuje u roslin wyzszych, a sa
one tetramerami zbudowanymi z czterech réwnych podjednostek o masie czasteczkowej
80-90 kDa [2]. W miejscu aktywnym znajduje sig jon zelaza, a jego ligandami sa trzy
reszty histydyny i reszta kwasu asparaginowego. FeSOD pochodzenia roslinnego cechuje
duze, dochodzace do 76%, podobienstwo sekwencyjne [91].

4.3. Peroksydazy (POX)

Peroksydazy powszechnie wystepuja w §wiecie roslin, katalizuja reakcje rozktadu
H,0,, utleniajac jednoczes$nie rozne substraty organiczne lub nieorganiczne. Sa
hemoproteinami o réznej lokalizacji i specyficzno$ci wobec substratu, ktory wyko-
rzystuja jako donor elektronow [84]. Mozna je podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza
stanowia peroksydazy o znaczeniu fizjologicznym, zaliczane do kluczowych enzyméow
kontrolujacych réznicowanie sig i rozwoj komorek roslinnych. Biora one udziat w takich
procesach, jak: opadanie lisci i owocéw, starzenie si¢, tolerancja na zimno, stan
odrgtwienia, dojrzewanie owocow, kietkowanie, weczesny rozwoj, reakcje przeciw
patogenom, a takze lignifikacja i metabolizm auksyn.

Druga grupe stanowia enzymy uczestniczace w unieczynnianiu RFT, takie jak:
peroksydaza glutationowa, gwajakolowa czy askorbinianowa [51, 70].

Peroksydaza glutationowa[EC 1.11.1.9](GPOX) powszechnie wystepuje u
zwierzat, obecna jest takze u roslin. Wyréznia si¢ wiele izoenzymow, ktore katalizuja
redukcje H,O, i hydroksynadtlenkow lipidow przez zredukowany glutation [16].
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TABELA 1. Enzymy pehiace fimkcje antyoksydacyjna w komoérkach roslinnych (AH,” — zredukowany
askorbinian; QH,™ — zredukowany ubichinon)

Nazwa enzymu Funkcja
Dysmutazy Katalizowanie reakcji dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego
ponadtlenkowe 0, +0,/+2H - HO,+0,
Katalazy Katalizowanie reakcji dysmutacji nadtlenku wodoru

H,O0,+H0, - 2H,0 + O,
Peroksydazy np. Katalizowanie reakcji usuwania nadtlenku wodoru i nadtlenkoéw
peroksydaza organicznych (ROOH) oraz utleniania zwiazkéw np. AH,” w cykiu
askorbinianowa Halliwela- Asady

AH," + HO, (ROOH) ~ 2H,0 (ROH + H,0) +A

Alternatywna oksydaza Katalizowanie reakcji redukcji tlenu do wody w tancuchu oddechowym
przy ograniczeniu drogi cytochromowej w warunkach stresowych,
zachowujac stezenie O, na niskim poziomie. Pelni funkcje obronng w
warunkach stresowych ograniczajac generowanie RFT.

QH," +e + 120, -~ HO +Q

Peroksydaza gwajakolowdEC 1.11.1.7] jest glikoproteina o masie czasteczkowe;j
okoto 50 kDa, zlokalizowana w cytozolu, wakuoli, $cianie komorkowej i przestrzeni
migdzykomorkowej. Bierze ona udziat zar6wno w procesach lignifikacji, biosyntezy
etylenu, obrony przed patogenami, jak i wykazuje wtasciwosci antyoksydacyjne [9, 84].

Peroksydaza askorbinianowdEC 1.11.1.11JAPOX) wystepuje w chloroplas-
tach, cytozolu, wakuoli i apoplascie. APOX jest hemoproteing, zawierajaca 4 cysteiny,
ktore sa odpowiedzialne za jego wrazliwo$¢ na zwiazki inaktywujace grupy tiolowe.
Stwierdzono wzrost aktywnosci tego enzymu w warunkach stresu oksydacyjnego spowo-
dowanego takimi czynnikami, jak:: intensywne $wiatto, niska i wysoka temperatura,
ozon, parakwat czy susza [79]. APOX stanowi element cyklu askorbinianowo-
glutationowego, nazywanego cyklem Halliwella-Asady, ktorego funkcja jest usunigcie
H,0,z kompartmentow komorkowych. Enzymy tego szlakuatieéwano gtownie
w chloroplastach, ale takze w cytozolu [62] oraz mitochondriach i peroksysomach
[36]. W lisciach grochu potwierdzono wystgpowanie APOX o masie czasteczkowe;j
35 kDa w btonie peroksysomalnej, po stronie cytozolowej [22, 36].

Nie tylkoenzymy uczestnicza w obronie antyoksydacyjnej przed szkodliwym dzia-
taniem RFT. Bardzo efektywnymi zmiataczami RFT sa rowniez antyoksydanty nisko-
czasteczkowe, wystepujace w stosunkowo duzych stezeniach w komoérkach roslinnych,
takie jak: askorbinian, glutation, cysteina -tokoferol.

4.4. Alternatywna oksydaza (AOX)

Mitochondria wszystkich ro$lin, niektorych grzybow, glonéw inielicznych pierwot-
niakow zawieraja niewrazliwa na cyjanek, alternatywna oksydaze, ktora przy ogranicze-
niu drogi cytochromowej katalizuje reakcjg redukcji tlenu do wody w tancuchu oddecho-
wym [56, 59, 60, 76, 81]. Droga alternatywna jest droga niefosforylujaca, elektrony
omijaja kompleksy I11 11V, stad jest ona niewrazliwa na inhibitory drogi cytochromowej
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— antymycyng i cyjanek [75]. Przeptyw elektronow przez alternatywna oksydaze nie
prowadzi do przemieszczania protonow w poprzek btony wewnegtrznej mitochondriow,
przez co cata uwalniana energia podczas transportu elektronéw z ubichinolu na tlen
jest rozpraszana w postaci ciepta [38, 74, 76].

Alternatywna oksydaza jest homodimerem, o masie czasteczkowej 32-36 kDa.
Ostatnio poznanie sekwencji genow AOXpozwolito stwierdzic, iz alternatywna oksydaza
nie jest biatkiem transbtonowym, lecz biatkiem peryferycznie zasocjowanym od strony
matriks z wewngtrzng btona mitochondrialna i potaczonym z nig oddziatywaniami biatko-
biatko [1, 3]. Wystgpuje w dwoch formach: utlenionej (niecaktywnej) i zredukowane;j
(aktywnej). W formie utlenionej dwa tancuchy polipeptydowe sa potaczone mostkiem
disulfidowym, natomiast w formie zredukowanej grupy sulthydrylowe nie tworza
wigzania, zatem dimer jest utrzymywany przez oddziatywania konwalencyjne [59].

AOX uroslin wyzszych jest kodowane przez genom jadrowy. Wyizolowano geny
AOX1, AOX2arazAOX2b(nazywanyAOX3 wsrod roslin nietermogennych, jedno-
lisSciennych i1 dwulisciennych. Gen AOX1wystgpuje zarowno u roslin jedno-, jak i
dwulisciennych, za§ gen AOX2jest gtdwnie obecny u roslin dwulisciennych. Przyjeto,
iz ekspresja genu AOX1jest wynikiem adaptacji ro$lin na rézne czynniki stresowe,
natomiast ekspresja genu AOX2zalezy od tkanki i stadium rozwojowego ro$liny i jest
wymagana dla prawidlowego funkcjonowania metabolizmu oddechowego [38]. Ostatnio
wyznaczono sekwencje cDNA dla biatka AOX kilku roslin wyzszych i grzybow [26,
27, 83]. Analiza sekwencyjna roslinnych biatek alternatywnej oksydazy wykazuje duza
konserwatywnos¢ na poziomie helis, poczawszy od pierwszej hydrofobowej helisy przy
N-koncu az do znacznej cz¢$ci domeny hydrofilowe;j przy C-koncu [81].

Wielu autorow [27, 38, 61, 81] zaobserwowato zwigkszony udzial drogi alterna-
tywnej w oddychaniu mitochondrialnym w warunkach niskiej temperatury, zranienia,
ataku patogena, dojrzewania ro$lin, stresu osmotycznego czy zwigkszenia poziomu
kwasu salicylowego. Podanie antymycyny A, inhibitora drogi cytochromowej, do
zawiesiny komorek tytoniu indukowato transkrypcje genu AOX1 w ciagu 60 minut,
indukcje syntezy biatka AOX w ciagu 3—5 godzin, a po uptywie 5 godzin obserwowano
wyrazny wzrost aktywnosci alternatywnej oksydazy. To samo obserwowano po dodaniu
cytrynianu lub nadtlenku wodoru [50]. Transkrypcja genu AOX w komorkach roslinnych
indukowana jest przez rozne czynniki, takie jak: niska temperatura [35], nadtlenek
wodoru, cytrynian czy cysteina [82]. U Magnaporthe grisea [88] 1 Arabidopsis thaliana
[69] stwierdzono wzrost ilo$ci transkryptu mRNA 4 OX na skutek zahamowania drogi
cytochromowej poprzez inhibicj¢ kompleksu II1.

Stwierdzono, ze droga cytochromowa moze by¢ hamowana przez NO, ktorego
poziom w mitochondriach gwattownie wzrasta w warunkach stresowych [54]. W
mitochondriach watroby $win, u ktorych nie wystgpuje alternatywna oksydaza,
zaobserwowano wzrost poziomu 5O, pod wptywem NO, natomiast w mitochondriach
hipokotyli fasoli nie stwierdzono stymulacji generowania H,O, przez NO. Te wyniki
podtrzymuja hipoteze, ze droga alternatywna obniza wytwarzanie nadtlenku wodoru w
sytuacji, gdy droga cytochromowa jest hamowana przez NO [87]. Purvis i Shewfelt
[67] jako pierwsi zasugerowali udziat AOX w regulacji poziomu RFT w mitochondriach
oraz w ich usuwaniu.
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Wykazano ponadto, ze rowniez biatko rozprzegajace (UCP), ktére powoduje rozpro-
szenie sity protonomotorycznej wytworzonej w poprzek wewngtrznej btony
mitochondrialnej, powoduje obnizenie poziomu RFT w tych organellach. Biatko roz-
przegajace i AOX mozna uwazac¢ za endogenny mitochondrialny system antyoksy-
dacyjny, chroniacy przed oksydacyjnymi uszkodzeniami, ale dziatajacy kosztem
wydajnosci fosforylacji oksydacyjnej [58, 78].
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