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ALTERNATYWNA OKSYDAZA NIEWRAZLIWA NA CYJANEK

WPROWADZENIE

Podstawowa funkcjg mitochondriéw jest
przeksztatcanie energii potencjatu oksydoredu-
kcyjnego w dwie wymienne formy energii swobod-
nej, wykorzystywane przez komoérke, to jest site
protonomotoiyczna (Ap) i potencjat fosforylacyjny
ATP (AGp). Dlatego w skiad wewnetrznej btony
mitochondrialnej wszystkich organizméw wcho-
dzg kompleksy biatkowe przenoszace elektrony z
substratow oddechowych do tlenu, a zarazem na
koszt energii tego transportu wypompowujace
protony z matriks mitochondrialnej. Wytwarzana
w nastepstwie przemieszczania protonéw Ap na-
pedza fosfoiylacje oksydacyjna, czyli synteze ATP,
czasteczki stanowigcej gtowne zrodto energii swo-
bodnej wykorzystywane przez komorki. Poniewaz
Ap sprzega transport elektronéw w tancuchu od-
dechowym z syntezg ATP, brak mozliwosci jej
wytworzenia prowadzi do rozproszenia energii
transportu elektronoéw, awiec przeksztatcenia tej
energii w ciepto. Mitochondria brunatnej tkanki
tluszczowej ssakdéw wykorzystujg to zjawisko w
procesie termogenezy, w ktérym hormonalnie re-
gulowane biatko — termogenina, uniemozliwia
wytwarzanie Ap. Natomiast w mitochondriach
roslin WyiSZyCh (Douce i Neuburger 1989, Mo-
ore i Siedow 1991, Rychter 1996) oraz ngybéW
i pierwotniakéw (Ltoyd 1974, Henry iNyns 1975,
Drabikowska 1978, Hryniewiecka 1993) istnieje
nie zwigzana z translokacjg protonéw droga
transportu elektronéw, tak zwana droga alterna-
tywna niewrazliwa na cyjanek, ktorej kohcowym
fragmentemjest oksydaza alternatywna (w odnie-
sieniu do oksydazy cytochromowej).

Praca finansowana przez Komitet Badann Naukowych.

Oddychanie odporne na cyjanki wykryto u
roslin juz w 1929 roku (Henry i Nyns 1975),
jednak dtugo nie wigzano tego zjawiska z oddy-
chaniem mitochondrialnym. Dopiero pod ko-
niec lat szes¢dziesigtych rozpoczeto intensywne
badania nad drogg alternatywng w mitochon-
driach, przy czym szczegé6lny nacisk potozono
na poznanie czynnikéw kontrolujgcych jej
udziat w oddychaniu, co mogtoby poméc w
znalezieniu odpowiedzi na pytanie — jaka role
petni w metabolizmie komorki transport elektro-
néw marnotrawigcy energie? (Rychter 1982,
Lance iwspé’raut. 1985).

Zaréwno u roslin wyzszych (Lance i wspot-
aut. 1985, Rychter 1982), jak i u mikroorgani-
ZmOW (Lioyd 1974, Drabikowska 1978) aktyw-
nos$¢ drogi alternatywnej zalezy od gatunku,
cyklu rozwojowego i warunkoéw srodowiska. W
przypadku roslin duze znaczenie ma typ meta-
boliczny tkanki; w niektérych tkankach alter-
natywna oksydazajest enzymem konstytutyw-
nym, winnych indukowanym (Mcintosh 1994).
Aktywacje i indukcje drogi alternatywnej obser-
wowano w ekstremalnie ré6znych warunkach,
na przyktad zranienie tkanki, obecnos$¢ etylenu
lub kwasu salicylowego, niska temperatura,
nadmiar weglowodanéw w komoérce, okreslony
etap cyklu rozwojowego (Rychter 1982, Mcin-
tosh 1994, Wagner 1995). To sugeruje, ze dro-
ga alternatywna pelni rozmaite funkcje w roz-
nych sytuacjach, co znacznie utrudnia okresle-
nie jej uniwersalnej roli fizjologicznej. Wiadomo,
ze U Araceae droga alternatywna generuje cie-
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pto, jednak w mitochondriach mikroorgani-
zmow i wiekszosci gatunkow roslinnych jej
dziatanie nie jest zwiazane z termogenezg (Lan-
ce i wspoétaut. 1985).

Proby izolowania alternatywnej oksydazy
okazaty sie malo efektywne, przede wszystkim
ze wzgledu na jej btonowg lokalizacje, stad po-
jawity sie hipotezy negujgce istnienie enzymu
(Lance i wspoétaut. 1985). Zz powodu trudnosci
z ustaleniem, cojest produktem redukcji tlenu

H20 czy H202 lub O2 sugerowano, ze aktyw-
nos¢ drogi alternatywnej jest efektem nieen-
zymatycznej reakcji zachodzacej pomiedzy
kwasami ttuszczowymi a nadtlenkowymi rodni-
kami kwasow ttuszczowych. Sugestie, ze droga
alternatywna jest oksydaza chinolowg przeno-
szaca elektrony bezposrednio z ubichinonu do
tlenu czgsteczkowego potwierdzono w ostatnich
latach dzieki uzyciu technik biologii molekular-
nej (Mcintosh 1994).

CHARAKTERYSTYKA OKSYDAZY ALTERNATYWNEJ NIEWRAZLIWEJ NA CYJANKI

Alternatywna oksydaza funkcjonuje we we-
wnetrznej btonie mitochondrialnej obok oksy-
dazy cytochromowej (rys. 1). Katalizuje ona
przeniesienie elektronéw z puli ubichinonu bez-
posrednio na tlen, stad niewrazliwa jest na
inhibitory drogi cytochromowej — antymycyne
A i cyjanek. Oksydaza alternatywna ma mniej-
sze powinowactwo do tlenu niz oksydaza cyto-
chromowa, ale podobnie jak ta ostatnia redu-
kuje tlen do wody (Moore i Siedow 1991, Sie-
dow i Umbach 1995). Inhibitorami transportu
elektronéw alternatywnej oksydazy sa kwasy
hydroksamowe, (np. kwas salicylohydroksamo-
wy — SHAM i kwas benzohydroksamowy —
BHAM), galusan n-propylu i disulfiram (Moore
i Siedow 1991). Poniewaz alternatywna oksyda-
za nie generuje Ap, energia utleniania substra-
téw oddajacych elektrony do ubichinonu z po-
minieciem kompleksu | a nastepnie do alterna-
tywnej oksydazy zamienia sie¢ w ciepto. Nato-
miast utlenianie substratéw, w ktérym bierze
udziat kompleks | jest zwigzane z syntezg 1
czasteczki ATP (Moore i Siedow 1991).

Proby uzyskania homogennego preparatu
alternatywnej oksydazy dotychczas nie powiod-
ty sie ze wzgledu na trudnosci zwigzane z wyod-

rebnieniem enzymu z btony i znalezieniem od-
powiedniego donora elektronéw sposréd chino-
now do pomiardéw kinetycznych in vitro (Moore
i Siedow 1991, Rychter 1996). Metodami bio-
chemicznymi udato sie otrzymac czesciowo
oczyszczone biatko tylko z tkanek termogen-
nych Araceae (Elthon i Mcintosh 1987, Bert-
hold i Siedow 1993, Moore i Siedow 1991),
niemniej pozwolito to na uzyskanie dla oksyda-
zy z Sauromatum guttatum przeciwciat mono- i
poliklonalnych specyficznych wobec trzech po-
lipeptydéw o masie 37, 36 i 35 kDa (Elthon i
wspoétaut. 1989a, Elthon i Mcintosh 1987).
Przeciwciata te reagujg krzyzowo ze wszystkimi
badanymi roslinami wykazujacymi aktywnos$¢
oksydazy alternatywnej (Mcintosh 1994) a tak-
ze z Neurospora crassa (Lambowitz i wspotaut.
1989), Hansenuia anomala (Sakajo i wspétaut.
1991), formg Trypanosoma bruceipasozytujaca
we krwi (Chaudhuri i wspétaut. 1995) i amebag
Acanthamoeba castellanii (Jarmuszkiewicz i
wspotaut. 1996). ldentyfikacja alternatywnej
oksydazy za pomocag przeciwciat przerwata dys-
kusje — czy oddychanie odporne na cyjankijest
rzeczywiscie zwigzane z integralnym biatkiem
tanncucha oddechowego. Dzieki otrzymaniu
Rys.l. Schemat tancucha od-
dechowego w mitochondriach
roslin wyzszych.

I-1V — kompleksy gtéwnego tan-
cucha oddechowego (odpowie-
dnio: dehydrogenaza NADH,
dehydrogenaza bursztynanowa,
kompleks bci i oksydaza cyto-
chromowa), AOX — oksydaza al-
ternatywna, NR — dehydrogenaza
matriksowego NADH niewrazliwa
na rotenon, Dh NAD(P)H dehydro-
genazy cytoplaz- matycznego
NADH i NADPH, cyt ¢ — cyto-
chrom ¢, UQ/UQH2 — pula utle-
nionego i zredukowanego
ubichinonu. Inhibitory AOX:
SHAM — kwas salicylohydroksa-
mowy, GP — galusan n-propylu i
DS — disulfiram.
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przeciwciat wyizolowano i ustalono sekwencje
pojedynczczego klonu cDNA dla oksydazy alter-
natywnej z S. guttatum (Rhoads i MclIntosh
1991), H. anomaia (Sakajo i wspotaut. 1993),
Arobidopsis thaliana (Kumar i Soll 1992) i ty-
toniu (Vanlerberghe i Mcintosh 1994). Poja-
wienie sie trzech prazkéw na zelu w wyniku
immunoelektroforezy wymagato wyjasnienia,
czy otrzymane polipeptydy sg produktem trzech
genow jadrowych, czy tylko jednego genu, co
sugerowano w przypadku mutanta N. crassa
(Lambowitz i wspotaut. 1989). Analiza genomu
S. guttatum (Kumar i Soll 1992) i A. thaliana
(Rhoads i McIintosh 1993) przeprowadzona me-
toda Southern btot wykazata, ze alternatywna
oksydaza jest produktem jednego genu jadro-
wego aox-l. Ostatnio analiza DNA soi przepro-
wadzona metoda taricuchowej reakcji polimery-
zacji (PCR) wykazata istnienie trzech genow
(aox-l, aox-2, aox-3) kodujgcych alternatywng
oksydaze (Whelan i wspotaut. 1996). To mogto-
by wyjasni¢ wystepowanie trzech form alterna-
tywnej oksydazy o r6znym ciezarze czasteczko-
wym w mitochondriach S. guttatum (Elthon i
wspotaut. 1989), dwéch w mitochondriach nad-
ziemnych czesci soi i jednej w mitochondriach
korzeni (Kearns i wspoétaut. 1992). Réznice te
ttumaczono dojrzewaniem biatka prekursowego
lub jego posttranslacyjnymi modyfikacjami
(Moore i Siedow 1991). Jednak badania nad
importem biatka do mitochondriéow izolowa-
nych z r6znych tkanek soi nie potwierdzity tych
sugestii (Whelan i wspétaut. 1995).

Na podstawie sekwencji aminokwasow
okreslonej przez gen aox-l, uzyskanej z Kilku
gatunkéw roslin i drozdzy H. anomaia, zapro-

ponowano strukturalny model alternatywnej
oksydazy (Mcintosh 1994, Moore i wspoétaut.
1995). Dojrzate biatko (rys. 2) zawiera dwie
hydrofobowe helisy transbtonowe ijedng helise
powierzchniowg zlokalizowang po stronie prze-
strzeni miedzybtonowej. Korice N i C taricucha
polipeptydowego znajdujg sie po stronie ma-
triks mitochondrialnej. W hydrofilowej domenie
przy koricu C miesci sie binuklearne centrum
zelazowe, ktore prawdopodobnie jest miejscem
aktywnym enzymu odpowiedzialnym za redu-
kcje tlenu. Utlenianie ubichinolu, zredukowa-
nego substratu alternatywnej oksydazy, mogto-
by mie¢ miejsce w kieszonce utworzonej przez
potozone najblizej matriks obszary obu helis
transbtonowych i hydrofilowg domene przy
konncu C. Za taka koncepcjg przemawia obe-
cnos¢ konserwatywnych sekwencji aminokwa-
sow w tych fragmentach tancucha polipeptydo-
wego oraz potozenie miejsca utleniania ubichi-
nolu obok centrum zelazowego.

Alternatywna oksydaza roslin jest dimerem
(rys. 2) wystepujacym w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej w dwdéch formach: utlenionej
— nieaktywnej i zredukowanej — aktywnej (Mo-
ore i wspoétaut. 1995). W formie utlenionej dwa
tancuchy polipeptydowe sg potaczone mo-
stkiem disulfidowym, natomiast w formie zre-
dukowanej grupy sulfhydrylowe nie tworza wia-
zania, zatem dimer jest utrzymywany przez od-
dziatywania niekowalencyjne (Moore i wspot-
aut. 1995). Natomiast w mitochondriach A. ca-
stellanii dominujg pojedyncze polipeptydy w
formie zredukowanej, a forma utleniona enzy-
mu (dimer) wystepuje w niewielkich ilosciach
(Jarmuszkiewicz, wyniki nie publikowane).

Rys. 2. Proponowany model al-
ternatywnej oksydazy.

Zaznaczono reszty cysteinowe -SH
przy koricu -N polipeptydu odpowie-
dzialne za odwracalne tworzenie
wigzan disulfidowych w dimerze i
reszty cysteinowe potozone blisko
btony, prawdopodobnie bedace
miejscem aktywacji enzymu przez
a-ketokwasy. PA —hipotetyczne
miejsce dziatania pirogronianu (wg
Umbach i Siedow 1996).
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REGULACJA PRZEPLYWU ELEKTRONOW DO OKSYDAZY CYTOCHROMOWEJ | OKSYDAZY
ALTERNATYWNEJ

W tanncuchu oddechowym roslin wyzszych z
alternatywna oksydazg wspotpracuja komple-
ksy enzymatyczne (nieobecne w mitochon-
driach ssakéw) (rys. 1) nie zwigzane z translo-
kacja protondéw. sa to: dehydrogenaza zewne-
trznego NAD(P)H niewrazliwa na rotenon, zlo-
kalizowana po zewnetrznej stronie wewnetrznej
btony mitochondrialnej i utleniajgca bezposred-
nio cytoplazmatyczny NAD(P)H oraz dehydroge-
naza wewnetrznego NADH niewrazliwa na rote-
non, umiejscowiona w wewnetrznej btonie mi-
tochondrialnej od strony matriks i utleniajgca
matriksowy NADH (Moore i SIEDOW 1991, Ry-
chter 1996). Tak rozgateziony system przenos-
nikéw elektronéw pozwala na zréznicowanie
wydajnosci energetycznej mitochondriéw. Utle-
nianie matriksowego NADH przebiega wiec dro-
ga fosforylujgca (kompleks | -4 oksydaza cyto-
chromowa) z wytworzeniem 3 czgsteczek ATP
lub drogg niefosforylujgca (dehydrogenaza
NADH niewrazliwa na rotenon — oksydaza al-
ternatywna). Utlenianie bursztynianu i egzo-
gennego NADH jest zwigzane z synteza 2 czg-
steczek ATP, gdy koncowym akceptorem ele-
ktrondw jest oksydaza cytochromowa. W obe-
cnosci cyjanku elektrony z bursztynianu swo-
bodnie przeptywajg do alternatywnej oksydazy
W spos6b nie sprzezony z syntezga ATP, nato-
miast elektrony z egzogennego NADH majg do
niej utrudniony dostep (Moore i Siedow 1991).
Wyjatek stanowig mitochondria termogennych
tkanek roslin, w ktoérych podczas kwitnienia
egzogenny NADH jest utleniany réownie aktyw-
nie jak substraty cyklu Krebsa (Moore i Siedow
1991).

Systemy regulujgce oddychanie w komor-
kach roslinnych odzwierciedlaja koniecznosé
szybkiego przystosowania sie mitochondriéw
do zmiennych warunkéw metabolicznych oraz
ich wspoétdziatania z innymi organellami prze-
ksztatcajgcymi energie, takimijak chloroplasty
i peroksysomy. Dlatego poza typowymi czynni-

REGULACJA TRANSPORTU ELEKTRONOW

W mitochondriach wiekszosci gatunkéw ro-
Slin elektrony z egzogennego NADH, w przeci-
wienstwie do elektronéw z substratéw cyklu
Krebsa, wykazujg o wiele silniejsze powinowac-
two do oksydazy cytochromowej niz do oksyda-
zy alternatywnej (Motter i Lin 1986, Moore i
Siedow 1991). Czesto obserwowano, ze oksyda-
za alternatywna nie odbiera elektronéw pocho-

kami regulujgcymi aktywnos¢ tancucha odde-
chowego i fosforylacji oksydacyjnej duze zna-
czenie ma stopien zaangazowania niefosforylu-
jacej drogi alternatywnej w catkowite oddycha-
nie. Do niedawna uwazano, ze o skierowaniu
elektronéw na droge alternatywng decyduje wy-
tacznie stopien redukcji puli ubichinonu a wiec
tego fragmentu tancucha oddechowego, ktéry
taczy wszystkie drogi transportu elektronéw z
dehydrogenaz (redukcja UQ) do oksydaz (utle-
nianie UQ). Dominujgca przez prawie dwadzie-
Scia lat hipoteza Bahra i Bonnera (1973) zakia-
da, ze droga alternatywna moze dziata¢ dopiero
po wysyceniu elektronami drogi cytochromowej
lub po jej zahamowaniu, na przykiad przez
cyjanek, a wiec wtedy, gdy ubichinon zostanie
catkowicie zredukowany. Przekonanie o stusz-
nosci modelu Bahra i Bonnera utrwalit jeszcze
Lambers (1982), ktory dostosowat ten model do
warunkow fizjologicznych i zaproponowat hipo-
teze przelewu (overflow), wedtug ktorej droga
alternatywna mogtaby by¢ droga odpilywowag
odbierajgca nadmiar elektronéw pochodzacych
z glikolizy w sytuacji, gdy ilos¢ wytworzonych
cukroéw przekracza zapotrzebowanie komoérki, a
pojemnos¢ drogi cytochromowej jest ograniczo-
na przez stosunek NAD+ do NADH i potencjat
fosforylacyjny. W miare postepu badan okazato
sie, ze zatozenia obu hipotez sg tylko czesciowo
stuszne, a aktywno$¢ alternatywnej oksydazy
zalezy od tak roznych czynnikoéw jak: rodzaj
utlenianego substratu (Moore i Siedow 1991),
stan redoks zaréwno puli ubichinonu, jak i
alternatywnej oksydazy (Siedow i Moore 1993),
kowalencyjne modyfikacje form alternatywnej
oksydazy, allosteryczne modulatory (Umbach i
wspoétaut. 1994, Mirrar i wspotaut. 1996) oraz
caly szereg czynnikéw zewnetrznych i wewne-
trznych indukujacych ekspresje genu alterna-
tywnej oksydazy w odpowiedzi na ostabienie
drogi cytochromowej (Mclntosh 1994, Wagner
i Krab 1995).

PRZEZ STAN REDUKCJI PULI UBICHINONU

dzacych z egzogennego NADH nawet po zablo-
kowaniu oksydazy cytochromowej przez cyja-
nek. Natomiast w mitochondriach tkanek ter-
mogennych alternatywna oksydaza utlenia eg-
zogenny NADH réwniez aktywnie jak inne sub-
straty. Z kolei w mitochondriach ameby obser-
wowano sytuacje posrednia; w nieobecnosci cy-
janku elektrony z egzogennego NADH sg Kkiero-
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wane wytacznie na droge cytochromowg, nato-
miast gdy jest zahamowana droga cytochromo-
wa maja réwnie swobodny dostep do alterna-
tywnej oksydazy jak elektrony z substratéw
cyklu Krebsa (Hryniewiecka 1993).

Zalezny od rodzaju substratow, nieréwno-
mierny przeptyw elektronéw przez obie drogi
oddechowe poczatkowo ttumaczono istnieniem
niehomogennej puli ubichinonu (Day i wspo6t-
aut. 1991). Idea kompartmentacji pul ubichino-
nu (czyli réznych pul) zwigzanych funkcjonal-
nie z okreslonymi dehydrogenazami i oksydaza-
mi sugerowata odmienne zachowanie sie ubi-
chinonu w mitochondriach posiadajacych al-
ternatywna oksydaze, niz zaktada model Kro-
gera i Klingenberga (1973) opracowany dla
mitochondriéw zwierzecych. Wedtug tego mode-
lu ruchoma homogenna pula ubichinonu wy-
kazujejednakowa dostepnosé dla elektronéw ze
wszystkich donoréw, a kinetyka zaleznosci sta-
nu redoks puli ubichinonu od szybkosci oddy-
chania jest liniowa. Tymczasem w mitochon-
driach ros$lin zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig
drogi alternatywnej a stanem redoks ubichino-
nu jest nieliniowa, a liniowa kinetyke wykazuje
droga cytochromowg i wyjatkowo droga alter-
natywna u roslin termogennych (Day i wspot-
aut. 1991, Dry i wspo6taut. 1989).

Mimo ze w ostatnich latach zaproponowano
szereg modeli kinetycznych, ktére moga w duzej
mierze przyczynic¢ sie do wyjasnienia mechani-
zmu regulacji przeptywu elektronéw przez roz-
gateziony tancuch oddechowy roslin (Krab
1995), nadal nie mozna opracowacjednego uni-
wersalnego modelu. Skoncentrowano sie na
puli ubichinonu, ale istniejg tez inne czynniki
kontrolujgce oddychanie, takie jak stan energe-

tyczny wewnetrznej biony mitochondrialnej
(okreslony wartoscig Ap), stezenie tlenu czy do-
stepnosé substratéow. Bardzo uzyteczny okazat
sie model Siedowa i Moora (1993) oparty na
zatozeniu, ze alternatywna oksydaza jest redu-
kowana przez ubichinol w reakcji dwustopnio-
wego przeniesienia czterech elektronéw. Szyb-
kos¢ przeptywu elektrondéw przez droge alterna-
tywna zalezy wiec nie tylko od stopnia redukcji
puli ubichinonu, ale takze od stalej rownowagi
reakcji odwracalnego transportu elektronéw,
zachodzacej pomiedzy ubichinolem a alterna-
tywng oksydazg. W konsekwencji poziom redu-
kcji ubichinonu wymagany do skierowania ele-
ktronéw na droge alternatywng nie musi byc¢
staty. Progowa wartos¢ wspotczynnika Qr/Qt,
ponizej ktérej nie obserwuje sie aktywnos$ci dro-
gi alternatywnej moze réznic sie w zaleznosci od
warunkéw metabolicznych. Tak wiec wysycenie
elektronami drogi cytochromowej nie jest ko-
nieczne do uaktywnienia drogi alternatywnej
(Dry iwspoétaut. 1989). Dzieki mozliwosci moni-
torowania stanu redoks puli ubichinonu meto-
da woltametryczng lub ekstrakcji ubichinonu
(van den Bergen iwspoétaut. 1994) mozna obe-
cnie bezposrednio sprawdzaé¢ proponowane
modele kinetyczne. Pomimo komplikacji wyni-
kajacych z odmiennej kinetyki obu drég odde-
chowych funkcjonujgacych w jednym tancuchu
oraz z charakteru badanego materiatu ostate-
cznie zaproponowano, ze w mitochondriach ro-
slin istnieje homogenna, ruchoma pula ubichi-
nonu zgodnie z modelem Krégera i Klingenber-
ga, ktory jednak w przypadku rozgatezionego
tanncucha oddechowego nalezy zmodyfikowaé, a
hipoteza Bahra i Bonnera wymaga ponownego
krytycznego rozpatrzenia (Krab 1995).

REGULACJA AKTYWNOSCI ALTERNATYWNEJ OKSYDAZY PRZEZ MODULATORY ALLOSTERYCZNE

Z charakterystycznym dla roslin metabo-
lizmem tgczy sie ztozony mechanizm utleniania
jabtczanu, w ktérym biorg udziat dwa matrikso-
we enzymy generujgce NADH: dehydrogenaza
jabtczanowa (MDH) i enzym jabtczanowy dekar-
boksylujacy, wspotpracujacy z NAD+ (ME) (Do-
uce i Neuburger 1989). Przyjeto, ze wspétdzia-
tanie obu tych dehydrogenaz pozwala na catko-
wite utlenianie wprowadzonego anaplerotycz-
nie jabiczanu, jednakze ostatnio sugeruje sie,
ze obecnos¢ ME w matriks mitochondrialnej
moze by¢ zwigzana z regulacyjna rola pirogro-
nianu, produktu tego enzymu. Stwierdzono, ze
w obecnosci niektérych kwaséw organicznych,
a szczegoblnie pirogronianu, droga alternatywna
moze funkcjonowaé przy niskim stosunku
UQH2 do UQ (Millar i wspoétaut. 1996). Po

wykluczeniu jakiegokolwiek zwigzku miedzy
stymulacyjnym dziataniem pirogronianu a me-
tabolizmem kwasow organicznych oraz stwier-
dzeniu, ze pirogronian nie podwyzsza stosunku
Qr do Qt przyjeto, ze jest on aktywatorem allo-
sterycznym znoszacym réznice w utlenianiu
substratéw przez droge alternatywng, co moze
mie¢ duze znaczenie irt vivo (Millar i wspoétaut.
1993). W oparciu o0 model Siedowa i Moorea
(1993) zaproponowano, ze pirogronian obniza
Km reakcji zachodzgcej pomiedzy alternatywna
oksydazg a pulg ubichinonu (Day i wspétaut.
1994, Siedow i Umbach 1995). Przypuszczalnie
alternatywna oksydaze aktywuje zaréwno piro-
gronian dostarczony z cytoplazmy przez glikoli-
ze, jak i ten wytworzony wewnatrz mitochon-
driéw podczas utleniania jabtczanu i burszty-
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nianu (Mirrar i wspotaut. 1993). Tak wiec zja-
wisko stymulacji aktywnosci alternatywnej oksy-
dazy przez pirogronian teraz uktada sie w logiczng
calos¢ z kontrowersyjng hipotezg Rustina |
wspotautorow (1980), wedtug ktorej niefosfoiy-
lujgca droga utleniania jabtczanu (dehydroge-
naza wewnetrznego NADH niewrazliwa na rote-
non — alternatywna oksydaza) jest zwigzana
preferencyjnie z ME, a droga fosforylujaca
(kompleks | -> oksydaza cytochromowa) z MDH.

W mitochondriach ameby A. castellanii, mi-
mo obecnosci w tancuchu oddechowym dehy-
drogenazy wewnetrznego NADH niewrazliwej
na rotenon, a w matriks mitochondrialnej ME
oraz jego produktu — pirogronianu, nie obser-
wowano S$cistego powigzania pomiedzy ME a
droga alternatywng (Hryniewiecka 1993). Nie
stwierdzono takze stymulacji drogi alternatyw-
nej przez jabtczan i bursztynian (Jarmuszkie-

wicz | Hryniewiecka 1994) Obecnie gdy wiado-
mo, ze w mitochondriach roslin pirogronian
stymuluje aktywnos$¢ alternatywnej oksydazy
moznajuz wyttumaczy¢ te réznice. W przypad-
ku ameby role stymulatoréw petnig 5-monofo-
sforany nukleozydéw puiynowych, z ktérych
najbardziej efektywny jest GMP (Hryniewiecka
1993). Dziatanie GMP prawdopodobnie polega
na zwiekszeniu powinowactwa alternatywnej
oksydazy do zredukowanego ubichinonu, podo-
bnie jak w przypadku pirogronianu w mito-
chondriach roslin (Jarmuszkiewicz | wspo6taut.
1996). Wyniki pomiaréw redukcji puli ubichi-
nonu w mitochondriach ameby potwierdzity
wczesniejszg sugestie, ze mononukleotydy pu-
rynowe dziatajg w mitochondriach mikroorga-
nizmoéw jako modulatory allosteryczne oksyda-
zy alternatywnej (Hryniewiecka 1993).

REGULACJA AKTYWNOSCI ALTERNATYWNEJ OKSYDAZY PRZEZ STAN REDUKCJI/UTLENIANIA
JEJ DIMERU

W wewnetrznej btonie mitochondrialnej ro-
Slin dimery alternatywnej oksydazy stanowig
mieszang populacje nieaktywnych form utle-
nionych i aktywnych form zredukowanych.
Aktywnos$¢ alternatywnej oksydazy mogtaby
by¢ regulowana dzieki odwracalnos¢ tworzone-
go pomiedzy monomerami wiazania disulfido-
wego (rys. 2). Tak wiec przeptyw elektronéw
przez droge alternatywng bytby zalezny nie tyl-
ko od stopnia redukcji elektronami puli ubichi-
nonu i alternatywnej oksydazy, ale takze od
stanu rownowagi pary oksydoredukcyjnej: gru-
pa sulfhydrylowa — wigzanie disulfidowe (Um-
bach I wspoétaut. 1994). Poniewaz pirogronian
nie ma wptywu na tworzenie lub zrywanie wig-
zan disulfidowych proponuje sie, aby aktywato-
rami alternatywnej oksydazy dziatajacymi bez-

posrednio na to wigzanie mogtyby by¢ tioredo-
ksyna (Umbach i Siedow 1993) albo NADPH
(Vanterberghe iwspotaut. 1995) zlokalizowane
w matriks, a pirogronian wspétdziatatby jako
regulator allosteryczny tylko z aktywnag forma
enzymu (Siedow i Umbach 1995).

Niewiele wiadomo o wptywie kowalencyj-
nych modyfikacji oksydazy alternatywnej najej
aktywnos¢ w mitochondriach mikroorgani-
zmow. U A. castellanii wystepowanie enzymu w
postaci zredukowanych monomeréw i mata
wrazliwosé nielicznych utlenionych dimeréw na
czynniki redukujgce moga Swiadczy¢ o braku
opisanego powyzej mechanizmu regulacji
aktywnosci alternatywnej oksydazy (Jarmusz-
kiewicz, Wyniki nie publikowane).

REGULACJA TRANSPORTU ELEKTRONOW PRZEZ POZIOM EKSPRESJI GENU(OW)
ALTERNATYWNEJ OKSYDAZY

Udziat w oddychaniu obu drdg, alternatyw-
nej i cytochromowej, moze by¢ regulowany tak-
ze przez zmiany w ekspresji ich genéw skoordy-
nowane z wymaganiami metabolicznymi ko-
morki (Mclntosh 1994, Vanterberghe | Mcin-
1996). W tkankach termogennych pod-
czas nasilania sie procesu termogenezy (Leach
i wspétaut. 1996) a w zawiesinie komdrkowej
tytoniu (Vanterberghe i wspétaut. 1994) i Pe-
tunia hybrida (Wagner i wspéltaut. 1992) na
skutek obecnosci antymycyny A w hodowli ob-
serwowano zwiekszong ekspresje genu aox-l,
zwiazana z obnizeniem sprawnosci drogi cyto-

tosh

chromowej. Poréwnanie zuzycia tlenu w zawie-
sinach komoérek dzikiego szczepu tytoniu oraz
komoérek tytoniu transgenicznego zawieraja-
cych zwielokrotniony gen aox-l i gen bezsen-
sowny wykazato, ze alternatywna oksydaza
umozliwia oddychanie w przypadku obnizenia
sprawnosci drogi cytochromowej, wynikajacego
albo z uposledzenia ktérego$ z przenosnikow
elektronéw albo z ograniczenia, jakie narzuca
kontrola ze strony potencjatu fosforylacyjnego
(Vanlerberghe i wspoétaut. 1994). Natomiast
dodanie kwasu salicylowego do hodowli komo-
rek tytoniu bardzo silnie zwieksza udziat drogi
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alternatywnej w oddychaniu (oraz ekspresje ge-
Nnu cLox-1) przy niezmienionej pojemnosci drogi
cytochromowej. W wiekszosci przypadkow in-
dukcja lub aktywacja alternatywnej oksydazy
jest zwigzanajednak z uposledzeniem aktywno-
Sci drogi cytochromowej. Indukcje ekspresji ge-
nu aox-l u roslin wywotujg réznego rodzaju
stresy, takie jak niskie temperatury, zranienie
tkanki, brak wody czy nieodpowiednie stezenie
soli (Mcintosh 1994, wagner 1995). Wobec
sytuacji, w ktorej tak rézne przyczyny wywotujg
jednakowy skutek, powstat problem — skad i
jakie sygnaty informujgce o ograniczeniu drogi
cytochromowej docierajg do jadra komorkowe-
go? Ostatnio zaproponowano, ze taka role moga
petni¢ rodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodo-
ru (Wagner 1995).

U wielu roslin stwierdzono, ze H20:2 bierze
udziat w reakcjach odpornosciowych skierowa-
nych przeciwko patogennym mikroorganizmom
(Chen i wspotaut. 1993). Stezenie H20:2 jest
regulowane przez kwas salicylowy, ktéry wiazac
sie z katalazg hamuje jej aktywnos$¢. Kwas sa-
licylowy jest najprawdopodobniej naturalng

czasteczkg sygnatowg przekazujgcag informacje
dla genéw zwigzanych z patogeneza, koduja-
cych uktad odpornosci nabytej. H202 mogtaby
funkcjonowa¢ jako sygnat drugiego rzedu dla
genéw aktywowanych przez rézne rodzaje stre-
su. Potgczenie powyzszych danych z obserwa-
cja, ze kwas salicylowy i H202 indukuja ekspre-
sje genu aox-l w roslinach dato w wyniku bar-
dzo interesujgca hipoteze, uwzgledniajaca za-
rowno aktywacje, jak i indukcje alternatywnej
oksydazy wywotana wptywem czynnikéw Srodo-
wiskowych i wewnatrzkomérkowych upoSle-
dzajacych droge cytochromowa (rys. 3) (Wagner
1995). Jezeli stezenie substratow jest zbyt duze
dla ograniczonych mozliwosci ostabionej drogi
cytochromowej, gromadzg sie kwasy organicz-
ne, a wzrastajgca dzieki nim aktywnos¢ drogi
alternatywnej zapobiega powstawaniu szkodli-
wych wolnych rodnikéw. W razie niewystarcza-
jacej aktywnosci drogi alternatywnej nastepuje
akumulacja H202 i O2 . Nastepnie czgsteczki te
przechodzg dojadra i indukuja ekspresje genu
(lub genéw) alternatywnej oksydazy.

Rys. 3. Schemat przedsta-
wiajacy hipotetyczne mecha-
nizmy aktywacji i in- dukcji
alternatywnej oksydazy.

AOX — oksydaza alternatywna,
cyt — droga cytochromowa.

UWAGI KONCOWE

Wykorzystanie nowych technik do badan
nad strukturg oksydazy alternatywnej w mito-
chondriach roslin wyzszych, grzybow i pierwot-
niakéw oraz regulacja jej udzialu w oddycha-
niu, dostarczyto wielu cennych informacji. Mi-
mo to jednoznaczne sprecyzowanie fizjologicz-
nej roli drogi alternatywnej nadal jest trudne ze
wzgledu najej dziatanie w bardzo odmiennych
warunkach. Proponuje sie wiec podejscie do
tego problemu z punktu widzenia szeroko poje-

tej regulacyjnej roli alternatywnej oksydazy, a
nie tylko jej specyficznych reakcji na okreslone
sytuacje (Mcintosh 1994). Podsumowanie
wszystkich danych uzyskanych dotychczas z
réznych zrédet prowadzi do wniosku, ze zarow-
no u roslin, jak i u mikroorganizmoéw droga
alternatywna zwieksza szanse na przetrwanie
w warunkach niekorzystnych dla komorki.
Obecnie opracowuje sie takie metody badaw-
cze, ktore pozwolityby na okreslenie udziatu
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drogi alternatywnej w oddychaniu in vivo i po-
znanie rzeczywistej wydajnosci energetycznej
oddychania ros$lin (Moore i wspotaut. 1994,
Krab 1996, Rychter 1996). Jednakze prace na
materiale roslinnym utrudnia zalezno$¢ wydaj-
nosci fosforylacji oksydacyjnej, a wiec i aktywno-

Lilta Hryniewiecka

Sci oksydazy alternatywnej, od fotosyntezy i
fotooddychania. Dlatego przydatne w rozwigzy-
waniu wspominanych probleméw moga byc¢
heterotroficzne pierwotniaki, ktore reprezentu-
ja bardzo prosty ukiad doswiadczalny, jak na
przyktad A. castellanii (Hryniewiecka 1993).

CYANIDE-INSENSITIVE ALTERNATIVE OXIDASE
Summary

The alternative oxidase found in the mitochondria of
higher plants and some a microorganisms, is an integral
inner membrane protein which branches from the main
respiratory chain at the level of the ubiquinone pool. Elec-
tron flow through this oxidase is not coupled to ATP syn-
thesis, and the enzyme catalyses the reduction of oxygen to
water. In recentyears much attention was focused upon the
regulation and nature of the alternative oxidase. Monoclo-
nal antibodies raised against the alternative oxidase from
S. guttatum have been shown to cross-react with the alter-
native oxidase of a wide variety of plant species and a few
microorganisms. Alternative oxidase is encoded by nuclear
gene(s) and consists, depending on the species, of 1-3
proteins of 32-39 kDa. In plant mitochondria it seems to
exist as a dimer which is active in the reduced, noncoval-

ently linked form and inactive in the oxidised, covalently
linked form. Extensive kinetic analyses of regulation of the
alternative pathway activity suggest that this regulation is
determined by the redox poise of the ubiquinone pool, the
amount of oxidase protein, the redox status of the alterna-
tive oxidase intermolecular sulfhydiyl/disulfide system and
the activity of the quinone-reducing enzymes. The mechan-
isms of interplay between all of these various regulatory
systems are still not fully understood. In plants and micro-
organisms the synthesis of alternative oxidase can be in-
duced by a number of treatments. The alternative pathway
respiration can be induced in many ways from lowered
temperatures to chemical signals, a common factor being
here the inhibition of the cytochrome pathway.
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