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ROSLINNY MITOCHONDRIALNY EANCUCH ODDECHOWY

WSTEP

Badanie oddychania roSlin stanowito
wyzwanie dla naukowcoéw od poczatku XX
w. Kwestionowano oddychanie na Swietle
oraz zastanawiano si¢ nad lokalizacja ko-
morkowa i rola tzw. oddychania odporne-
go na dzialanie cyjanku. Izolacja mitochon-
driow roSlinnych jest trudniejsza niz mi-
tochondriow zwierzecych, ze wzgledu na
konieczno$¢ rozbicia Sciany komorkowej i
obecnos¢ chloroplastow. Dlatego wczesSniej
wyizolowano mitochondria zwierzece i po-
znano budowe tzw. tancucha oddechowego
zlokalizowanego w wewne¢trznej blonie mi-
tochondrialne;j.

Mitochondrialny tancuch oddechowy
(mtETC) wszystkich organizmow wyzszych
zbudowany jest z duzych komplekséw bial-
kowych (Kompleksow I-IV) zawierajacych
centra redoks, ktére umozliwiaja transport
elektronow z NAD(P)H i FADH, na tlen z
wytworzeniem czasteczki wody. Linearny
transport elektronow przez transmembra-
nowe Kompleksy I, III i IV zwiazany jest
Z przemieszczaniem protonow w poprzek
wewnetrznej blony mitochondrialnej (Ryc.
1) i prowadzi do wytworzenia sity protono-

motorycznej wykorzystywanej do produkcji
ATP przez syntaze ATP (tzw. Kompleks V
w mtETC). Roslinny tancuch oddechowy, w
odroznieniu od taicucha oddechowego mi-
tochondriow zwierzecych, jest bardziej roz-
galeziony i zawiera zarOwno dodatkowe de-
hydrogenazy dzialajace rownolegle z Kom-
pleksem I, tzw. dehydrogenazy NAD(P)H
typu II (ND), jak i dodatkowa, terminalna
oksydaze nazwana oksydaza alternatyw-
na (AOX) odpowiedzialna za oddychanie
niewrazliwe na cyjanek. W przeciwien-
stwie do ,klasycznych” elementow mtETC,
specyficzne dla roSlin sktadniki mtETC sa
niewielkimi bialkami, a ich aktywnoS¢ nie
prowadzi do wytworzenia sily protonomo-
torycznej. Sa zatem szlakami niefosforyluja-
cymi (ang. non-phosphorylating bypasses).
Budowa, regulacja aktywnosSci i fizjologicz-
na rola alternatywnych szlakow transportu
elektronow w roSlinnym mtETC od wielu
juz lat stanowi istotna cze¢S¢ badan dotycza-
cych metabolizmu roslin. Artykul ten jest
posSwiecony gtownie omowieniu typowych
dla roslin, alternatywnych drog transportu
elektronow w tancuchu oddechowym.

Materiaty do pracy zostaly zebrane i opracowane w ramach projektow badawczych finansowanych przez NCN: nr
N N303 800240 (M.O.-B.) oraz PRELUDIUM nr N NZ3 02953 (A. P).

Stowa kluczowe: oksydaza alternatywna, dehydrogenazy typu II, mitochondria roslinne, oddychanie cyjanood-

porne, szlaki alternatywne w roslinnym mtETC
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Ryc. 1. Mitochondrialny tancuch oddechowy u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana).

DEHYDROGENAZY TYPU II JAKO AKCEPTORY ELEKTRONOW ROSLINNYM mtETC

W latach 60. ubieglego wieku odkryto kil-
ka niezwyktych cech mitochondriow roslin-
nych. Przede wszystkim udowodniono, ze w
przeciwienstwie do mitochondriow zwierze-
cych, moga one utlenia¢ dodane z zewnatrz,
egzogenne, NADH. Ponadto, wykorzystujac
specyficzne inhibitory Kompleksu I (m. in.
rotenon, piericydyne A i kapsaicyne) wyka-
zano, ze mitochondria roSlinne mogg row-
niez utlenia¢ NADH pochodzace z macierzy
mitochondrialnej bez udzialu Kompleksu I
(MoLLER 2001; RASMUSSON i wspotaut. 2004,
2008).

Dehydrogenazy typu II to polipeptydy o
masie 50-60 kDa, tworzace oligomery, kto-
re sa zakotwiczone w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej (RASMUSSON i wspoOlaut.
2004). Na podstawie badan z wykorzysta-
niem wyizolowanych mitochondriow Ilub
frakcji mitochondrialnych stwierdzono, ze
istnieja cztery typy dehydrogenaz typu IIL
Wyrodznia sie dwie zewnetrzne dehydrogena-
zy typu II (NDex), ktore sa akceptorami elek-
trondw z NADH Ilub NADPH pochodzacych
z przestrzeni miedzyblonowej, oraz dwie
wewnetrzne dehydrogenazy typu II (NDin)
utleniajace NADH lub NADPH zlokalizowane

na terenie macierzy mitochondrialnej (Ryc.
1). Powinowactwo dehydrogenaz typu II do
NAD(P)H jest ok. dziesieciokrotnie nizsze
niz Kompleksu I (80 uM wversus 8 uM) (Ra-
SMUSSON i M@LLER 1991). Dlatego tez, aktyw-
noS¢ dehydrogenaz typu II staje sie istotna
dla metabolizmu roSlinnego dopiero w wa-
runkach, gdy dochodzi do nagromadzeniu
sity redukcyjnej w macierzy mitochondrial-
nej lub cytozolu. Obecnos¢ NDex/in po obu
stronach wewngetrznej btony mitochondrial-
nej sugeruje udzial tych elementow mtETC
w regulacji stanu redoks zarowno wewnatrz
mitochondriow, jak i w cytozolu. Charakte-
rystyczna wilaSciwoscia ND jest tez fakt, ze,
w przeciwienstwie do aktywnosci Komplek-
su I (MoLLER 2001), ich aktywnoS¢ nie jest
zwiazana z wytwarzaniem reaktywnych form
tlenu (ROS). Ponadto sugeruje si¢, ze dehy-
drogenazy typu II zlokalizowane od strony
macierzy mitochondrialnej moga wytwarzac
NAD(P)* niezbedne do reakcji zachodza-
cych wewnatrz mitochondriow (RASMUSSON i
wspotaut. 2008).

Spekuluje si¢, ze dehydrogenazy typu II
wyewoluowaly z bakteryjnych FAD-zaleznych
oksydoreduktaz NAD(P)H: dwusiarczek (RA-
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Tabela 1. Izoformy dehydrogenaz typu II zidentyfikowane u réznych gatunkow roSlin.

Gatunek NDA NDB NDC PiSmiennictwo

Solanum tuberosum NDA1 NDB1 RASMUSSON i wspotaut. 1999

Arabidopsis thaliana NDA1-2, NDB1-4 NDC1 MICHALECKA i wspotaut. 2003

Oryza sativa NDA1-2 NDB1-3 NDC1 MICHALECKA i wspotaut. 2003
i CARRIE i wspotaut. 2008

Physcomitrella patens NDA1-2 NDB1-3 NDC1 XU i wspélaut. 2013

Vitis vinifera NDA1-2 NDB1-3 NDC1 CARRIE i wspotaut. 2008

Actinida deliciosa NDA1 NDB1-3 CARNEVALI i DE SANTIS 2009

Zea maize NDA1-2 NDB1-4 NDC1 XU i wspotaut. 2013

Selaginella moellendorffii ~ NDA1 NDB1 NDC1 Xu i wspotaut. 2013

Glycine max NDA1-6 NDB 1-7 NDC1-2 Xu i wspotaut. 2013

Picea glauca NDA1 NDB1 NDC1 Xu i wspotaut. 2013

Populus trichocarpa NDA1-2 NDB1-5 NDC1 XU i wspotaut. 2013

SMUSSON i wspotaut. 1999, KERSCHER 2000).
Geny kodujace ND zostaly po raz pierw-
szy scharakteryzowane u E. coli, drozdzy
oraz grzybow Neurospora crassa (KERSCHER
2000, MOORE i wspotaut. 2003). Co cieka-
we, u drozdzy nie posiadajacych Komplek-
su I jedna z dehydrogenaz typu II przejmu-
je jego funkcje (MOORE i wspotaut. 2003).
Pierwsze roSlinne izoformy dehydrogenaz
typu II, NDAI i NDBI, zostaly zidentyfiko-
wane u ziemniaka (RASMUSSON i wspotaut.
1999). Nastepnie znaleziono homologi tych
biatek u rzodkiewnika (Arabidopsis) oraz w
ryzu (MICHALECKA i wspotaut. 2003, MOORE
i wspotaut. 2003). Wszystkie izoformy ND
sa kodowane przez geny jadrowe (MOORE i
wspotaut. 2003). Po analizie filogenetycznej
geny te zostaly podzielone na trzy grupy:
NDA, NDC kodujace NDin oraz NDB kodu-
jace NDex (MICHALECKA i wspotaut. 2003).
Roslinne geny NDA oraz NDB s3 blisko spo-
krewnione z genami grzybow, natomiast
geny kodujace NDC sa spokrewnione z gena-
mi cyjanobakterii. U Arabidopsis zidentyfiko-

wano siedem izoform dehydrogenaz typu II,
NDA1-2, NDB1-4 oraz NDC1 (MOORE i wspot-
aut. 2003) (Ryc. 1). Wszystkie izoformy ND
akceptuja elektrony z NADH, za wyjatkiem
izoformy NDB1, dla ktorej donorem elektro-
now jest NADPH. Izoforma NDC1 wykazuje
powinowactwo zarowno do NADH, jak i do
NADPH. Wykazano rowniez, ze aktywnoS¢
NDB1 i NDB2 jest regulowana przez jony
wapnia (GEISLER i wspotaut. 2007). U rzod-
kiewnika posSrod wszystkich izoform dehy-
drogenaz typu II NDAI i NDB2 wykazuja
konstytutywnie najwyzsza ekspresje (ELHAFEZ
i wspotaut. 2006), natomiast izoforma NDB3
wykazuje najnizszy poziom ekspresji (MICHA-
LECKA i wspotaut. 2003, ELHAFEZ i wspotaut.
2006). NDB1 i NDCI sa uznawane jako geny
cytohomeostatyczne (ang. housekeeping ge-
nes), poniewaz ich ekspresja w wickszosci
komorek roSlinnych jest stosunkowo stata i
niezalezna od warunkow (ELHAFEZ i wspol-
aut. 20006). Izoformy ND zidentyfikowane w
innych gatunkach roSlin zostaly wyszczegol-
nione w Tabeli 1.

REGULACJA AKTYWNOSCI DEHYDROGENAZ TYPU II

Dehydrogenazy typu II maja dwa miej-
sca wiazania nukleotydow. W pierwszym
najprawdopodobniej dochodzi do niekon-
walencyjnego wiazania kofaktora FAD, jako
grupy prostetycznej niezbednej w reakcji
redoks, w drugim centrum aktywnym enzy-
mu wigzany jest substrat NAD(P)H (KERSCHER
2000). AktywnosS¢ ND zalezy przede wszyst-
kim od dostepnoSci substratu. NDex zuzy-
waja NAD(P)H pochodzace z przestrzeni

miedzybtonowej. Trzeba jednak pamietac,
ze pory w zewnetrznej btonie mitochon-
drialnej pozwalaja na swobodne przemiesz-
czanie sie nukleotydow pomiedzy prze-
strzenia miedzybtonowa a cytozolem. NDex
konkuruja zatem o reduktanty z innymi
enzymami zlokalizowanymi na terenie cyto-
zolu, m.in. z reduktazg azotanowa (NR) ma-
jaca wyzsze powinowactwo do NADH (K
= 5 uM) (ESCOBAR i wspotaut. 2006). Dodat-
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kowo, aktywnos¢ gtéwnych izoform NDex:
NDB1 i NDB2, jest zalezna od obecnosci
Ca** w stezeniu mikromolarnym (GEISLER
i wspotaut. 2007). Wzrost stezenia Ca** w
cytozolu stwierdzony podczas dziatania r6z-
nych czynnikéw stresowych (LOGAN i KNI-
GHT 2003), moze aktywowac¢ NDex. NDin
konkuruja z Kompleksem I o NAD(P)H
obecne w macierzy mitochondrialnej, przy
czym Kompleks I ma znacznie wyzsze po-
winowactwo do substratu (RASMUSSON i
MoLLER 1991). NAD(P)H w mitochondriach
wytwarzane jest gtownie w cyklu kwasow
trikarboksylowych (TCA).

AktywnoS¢ dehydrogenaz typu II zale-
zy w pewnym stopniu od dostepnoSci ak-
ceptora elektronow, ktorym jest ubichinon
(UQ) (RASMUSSON i wspotaut. 2008). W wa-
runkach kiedy potencjat elektrochemicz-
ny jest wysoki (nagromadzenie protonow)
ND moga by¢ aktywne w przeciwienstwie
do Kompleksu I, ktorego aktywnosS¢ pod-
lega zahamowaniu. In vivo aktywnoS¢ ND

jest roOwniez zalezna od pH (RASMUSSON i
wspotaut. 2004), przy czym poszczegOlne
izoformy dehydrogenaz typu II w réznym
stopniu reaguja na zmian¢ pH. Szczegodlnie
wrazliwa na alkalizacj¢ jest forma NDBI;
nawet niewielki wzrost pH prowadzi do
zahamowania aktywnoSci tego enzymu (GE-
ISLER i wspotaut. 2007). Zmiany w pH cyto-
zolu roslin, wynikajace z dziatania réznych
czynnikow takich jak: wysokie Swiatlo, hi-
poksja, pobieranie réznych jonoéw ze Srodo-
wiska (FELLE 2001), moga modulowaé ak-
tywnoS¢ NDex (GEISLER i wspotaut. 2007).
Aktywno$¢ dehydrogenaz typu II jest row-
niez zalezna od fotoperiodu. Wykazano
m.in., ze indukcja ekspresji NDAI i NDC1
nastepuje pod wplywem Swiatta (MICHALEC-
KA i wspotaut. 2003, ESCOBAR i wspolaut.
2004). Stwierdzono rowniez, ze glowne
izoformy dehydrogenaz — NDAI i NDB2
wykazuja rytm dobowy i sa indukowane
podczas pierwszych godzin oSwietlania (EL-
HAFEZ i wspoétaut. 2000).

BADANIE AKTYWNOSCI DEHYDROGENAZ TYPU II

Badania dehydrogenaz typu II utrudnia
ich wystepowanie w niewielkiej ilosci w
btonach mitochondrialnych (RASMUSSON i
wspotaut. 2004). Pomiar aktywnosci ND jest
mozliwy w izolowanych mitochondriach na
podstawie rejestrowania szybkoSci zuzywania
tlenu lub utleniania NAD(P)H. W badaniach
tych czesto wykorzystuje si¢ egzogenny ak-
ceptor elektronow jakim jest dodecyl-UQ
(MICHALECKA i wspotaut. 2004). Pomiar ak-
tywnosci zewnetrznych dehydrogenaz typu
Il jest prostszy, poniewaz zewne¢trzna blona
mitochondrialna nie ogranicza dostepnoSci
substratow. Warunkiem koniecznym do pra-
widlowanego badania aktywnoSci NDex jest
uzyskanie mitochondriow posiadajacych inte-
gralne btony. AktywnoS¢ NDin mozna ozna-
czyC po osmotycznej dezintegracji wewnetrz-
nej blony mitochondrialnej lub wykorzystu-
jac pecherzyki z bton mitochondrialnych wy-
wini¢te ,na druga stron¢” metoda sonikacji
(RASMUSSON i wspotaut 2004). Mniej inwazyj-

nym podejSciem jest zastosowanie peptydu,
alametycyny A, ktory tworzy kanaly jonowe
w blonie mitochondrialnej (JOHANNSON i
wspolaut. 2004) i umozliwia dostep substra-
tu, (NAD(P)H), do enzymu. TrudnoScia w ba-
daniu aktywnosci NDin jest rozdzielenie ich
aktywnoSci od aktywnoSci zaréwno NDex,
jak i Kompleksu I. Jednak stosujac specyficz-
ne inhibitory mozna poSrednio wnioskowac
o aktywnoSci poszczegolnych dehydrogenaz
mtETC. Kompleks I mozna zahamowac stosu-
jac np. rotenon (RASMUSSON i M@LLER 1991).
Inhibitorami zewnetrznych dehydrogenaz
typu II sa: platanetina (flawon 3,5,7,8-tetra-
hydroksy,6-izoprenylu) izolowana z platanow
oraz difenylojodonian (RASMUSSON i MOLLER
1991). Obydwa rodzaje dehydrogenaz typu
II sa hamowane przez dikumarol i mersalyl
(RASMUSSON i MoLLER 1991), jednak do tej
pory nie znaleziono specyficznych inhibito-
row NDin.

AKTYWNOSC DEHYDROGENAZ TYPU II A METABOLIZM KOMOREK ROSLINNYCH

Fakt, ze istnieja rozne rodzaje dehydro-
genaz typu II, ktore sa w odmienny sposob

regulowane sugeruje, ze moga mie¢ one od-
rebne funkcje. AktywnoS¢ ND jest na pew-
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no kluczowym elementem sprawnego funk-
cjonowania roSlinnego mtETC, szczegolnie,
jak wspomniano powyzej, funkcjonowania
mtETC w warunkach stresowych. AktywnoS$¢
NDex/in jest rOwniez istotna dla optymali-
zacji procesu fotosyntezy (ESCOBAR i wspol-
aut. 2004). W warunkach, gdy dochodzi do
nadprodukcji NAD(P)H w chloroplastach
(co mogtoby prowadzi¢ w konsekwencji do
fotoinhibicji), reduktanty sa eksportowane z
chloroplastow, a ich nadmiar jest utleniany
w mtETC (DINAKAR i wspotaut. 2010). Szcze-
go0lne znaczenie w interakcji chloroplastow z
mitochondriami przypisuje si¢ NDA1 (ELHA-
FEZ i wspotaut. 2006). Homolog NDC1 zostat
odkryty réwniez w chloroplastach, jednak
znaczenie jego obecnosci w tym kompart-
mencie komorkowym jest nieznane (CARRIE
i wspotaut. 2008). Wyniki niektorych badan
wskazuja takze, ze inne izoformy dehydro-
genaz typu II moga rowniez wykazywac po-
dwojna lokalizacje (XU i wspotaut. 2013).
Ponadto, NDin sa odpowiedzialne za utle-
nianie czeSci NADH powstatego w mitochon-
driach w procesie fotooddychania (RASMUS-
SON i wspoétaut. 2004). Wykazano m.in, ze w
warunkach stresu chlodu, gdy nastepuje za-
hamowanie procesu fotooddychania, poziom
biatka oraz ekspresji NDA1 byl znacznie niz-
szy niz w warunkach kontrolnych (SVENSSON
i wspotaut. 2002). AktywnoS¢ ND w znacz-
nym stopniu bilansuje rOwniez zmienne za-
potrzebowanie na reduktanty wynikajace z
zywienia azotanowego lub amonowego (SZAL
i PODGORSKA 2012). W warunkach zywienia
azotanowego NDex konkuruja z reduktaza
azotanowa o elektrony z NAD(P)H. Podczas
hodowli roslin na jonach amonowych NDex
sa odpowiedzialne za zuzywanie nadmiaru

NAD(P)H z cytozolu, przeciwdzialajac stre-
sowi redukcyjnemu (ESCOBAR i wspoOlaut.
2006). Dodatkowo, podczas zywienia amo-
nowego gdy w cyklu TCA jest produkowany
2-oksoglutaran niezbedny do wbudowania
jonow amonowych w struktury aminokwa-
sow, jednoczeSnie moze zachodzi¢ do wy-
tworzenia duzych iloSci NADH w macierzy
mitochondrialnej (SZAL i PODGORSKA 2012).
W tych warunkach NDin jest odpowiedzial-
ne za utlenienie nadmiaru reduktantow w
mitochondriach (ESCOBAR i wspotaut. 2000).
W dotychczasowych badaniach udowodnio-
no, ze dochodzi do indukcji ekspresji NDB1
(PODGORSKA i wspotaut. 2013) i NDA2 (Esco-
BAR i wspolaut. 2006) podczas zywienia amo-
nowego oraz spadku ekspresji NDB2 i NDB4
u roSlin traktowanych jonami azotanowymi
(ESCOBAR i wspotaut. 20006).

ND maja kluczowe znaczenie dla stabi-
lizacji homeostazy redoks przeciwdzialajac
nadprodukcji ROS, szczegolne podczas dzia-
tania niekorzystnych warunkéw na rosliny.
Stwierdzono, ze pod wplywem rdéznych wa-
runkow stresowych najczeSciej indukowalna
izoforma ND jest NDB2. W 36 z 38 wypad-
kow traktowania roSlin czynnikiem streso-
wym dochodzito do podwyzszenia ekspres;ji
NDB2 (CLIFTON i wspotaut. 2005, 2006). Po
dzialaniu abiotycznymi czynnikiami streso-
wymi takimi jak: wysokie natezenie Swiatla
(ESCOBAR i wspotaut. 2004), chtod (SVENSSON
i wspotaut. 2002), zywienie amonowe (ESCO-
BAR i wspolaut. 2006, PODGORSKA i wspotaut.
2013) zarejestrowano indukcje aktywnoSci
lub ekspresji NDin/ex. Jednak badania doty-
czace dehydrogenaz typu II sa nieliczne, w
porownaniu do wiedzy na temat AOX (Ra-
SMUSSON i wspotaut. 2009).

WPEYW ZMIAN EKSPRESJT DEHYDROGENAZ TYPU II NA METABOLIZM ROSLIN

Dzialanie dehydrogenaz typu II jest Sci-
sle powiazane z homeostaza redoks komoérek
roSlinnych. Dlatego tez roSliny z wyciszona
ekspresja zewnetrznych lub wewnetrznych
dehydrogenaz maja podwyzszony stan re-
doks (stosunek NAD(P)H/NADP*) w tkankach
(MICHALECKA i wspotaut. 2004; WALLSTROM
i wspotaut. 2014a, b). Wyciszenie ekspresji
wewnetrznej dehydrogenazy NDAI u Arabi-
dopsis powoduje indukcje ekspresji NDAZ2,
prawdopodobnie jako efekt kompensacyjny
(MOORE i wspoOlaut. 2003). Natomiast wyci-
szenie ekspresji dwoch izoenzymow NDAI i

NDA2 u rzodkiewnika powoduje zmiany w
aktywnosci cyklu TCA i w konsekwencji stab-
szy wzrost mutantow (WALLSTROM i wspotaut.
2014b). Nie stwierdzono natomiast wplywu
defektu NDA1/2 na fotosyntez¢ ani na pojem-
no$¢ AOX (WALLSTROM i wspoétaut. 2014b).
Wyciszenie ekspresji zewnetrznej dehy-
drogenazy NDB1 u rzodkiewnika i tytoniu
jest skorelowane glownie ze zmianami w
metabolizmie cukrow i rowniez prowadzi do
obnizenia wzrostu mutantéw (LIU i wspotl-
aut. 2008, WALLSTROM i wspotaut. 2014a). Co
ciekawe, nie stwierdzono wplywu defektu
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NDB1 na fotosynteze. Transgeniczne roSliny
tytoniu z nadekspresja NDB1 wykazuja in-
dukcje AOX, co sugeruje wspotzaleznosc¢ tych
dwoch komponentow alternatywnych szla-
koéw transportu elektronéow w mtETC (M-
CHALECKA i wspotaut. 2004, Liu i wspotaut.
2008). Wyciszenie ekspresji izoformy NDB4
u Arabidopsis wywoluje indukcje NDB2 oraz

wzrost pojemnosci szlaku AOX, jednak zaob-
serwowano tylko niewielkie zmiany w roz-
woju tych roslin (SMITH i wspotaut. 2011).
Dotychczas nie uzyskano mutantow z wy-
ciszona ekspresja gltownej izoformy NDex
NDB2; prawdopodobnie taka dysfunkcja jest
letalna (SMITH i wspotaut. 2011).

OKSYDAZA ALTERNATYWNA — ODDYCHANIE NIEWRAZLIWE NA CYJANEK

Na poczatku XX w. zaobserwowano, ze
oddychanie tkanek rosSlinnych nie jest calko-
wicie hamowane przez inhibitory oksydazy
cytochromowej (COX), takie jak cyjanek, tle-
nek wegla i azydek, ktore dla ssakOw stano-
wia trucizne. Obserwacja ta po wielu latach
badain doprowadzita do odkrycia, ze oddy-
chanie niewrazliwe na cyjanek zwiazane jest
z obecnosScia w laficuchu oddechowym od-
galezienia na poziomie ubichinonu i aktyw-
noScia dodatkowej oksydazy terminalnej (w
odniesieniu do oksydazy cytochromowej),
tzw. oksydazy alternatywnej (AOX). Obecnie
wiadomo, ze oddychanie cyjanoodporne jest
typowe i powszechne w Swiecie roSlin, ale
nie jest unikatowe dla tego krolestwa. Geny
kodujace AOX wystepuja u grzybow, proti-
stow i eubakterii. Ponadto, analizy bioinfor-
matyczne wskazuja na wystepowanie AOX u
niektorych przedstawicieli krolestwa zwie-
rzat, miedzy innymi mieczakOw, nicieni, pa-
rzydelkowcow, gabek, pierScienic, szkartupni
i strunowcow (MCDONALD i wspoétaut. 2009).

U gatunkow roslin z rodziny Araceae (ob-
razkowatych) w okresie kwitnienia zaobser-
wowano wzrost temperatury kwiatostanow.
Dzicki wydzielaniu ciepla (termogenezie) u
obrazkowatych roznica miedzy otoczeniem

a temperatura kwiatostanu moze dochodzi¢
nawet do 20°C. Wyzsza temperatura chroni
pytek w trakcie dojrzewania przed uszko-
dzeniami, ktore mogtby spowodowac chiod,
oraz ulatwia dyfuzj¢ i rozprzestrzenianie si¢
w powietrzu czasteczek zapachu wabiacego
owady posredniczace w zapylaniu kwiatow
tych roslin (VANLERBERGHE 2013). Obecnie
wiadomo, ze wydzielanie ciepta przy znacz-
nym wzroScie oddychania zwiazane jest z ak-
tywnoscia AOX, ktora przekazuje elektrony
z ubichinonu na tlen, z pominieciem dwoch
miejsc sprzezenia zwiazanych z generowa-
niem gradientu protonowego, a zgromadzo-
na energia jest rozpraszana w postaci ciepla.
W okresie kwitnienia w organach genera-
tywnych u obrazkowatych oddychanie jest
bardzo intensywne i niemal wszystkie elek-
trony z UQ kierowane sa na AOX. Jednak u
wiekszoSci roslin, ze wzgledu na duzo niz-
szy poziom oddychania i aktywnoSci AOX,
cieptlo wydzielone na skutek rozpraszania
energii jest zbyt mate, aby miato znaczenie
fizjologiczne (MILLENAAR i LAMBERS 2003). Po-
wszechnie wystepowanie AOX u roSlin jest
zwiazane zatem z jej innymi funkcjami omo-
wionym dale;j.

STRUKTURA BIALKA AOX

Biatko AOX wystepuje u wszystkich roslin
wyzszych i jest znajdowane we wszystkich
typach tkanek w wewnetrznej btonie mito-
chondrialnej od strony macierzy mitochon-
drialnej. Jest to bialko homodimeryczne o
masie okoto 70 kDa zbudowane z monome-
row o masie okoto 35 kDa, polaczonych od-
wracalnie za pomoca mostka dwusiarczkowe-
go (MOORE i wspotaut. 2013). Oksydaza alter-
natywna zaliczana jest do rodziny dwuzela-
zowych biatek karboksylowych typu R2. Wy-

stepowanie nichemowego zelaza w centrum
aktywnym AOX na C-koncu o-helisy tancucha
polipeptydowego potwierdzily niedawne ba-
dania pierwszej struktury krystalicznej AOX
otrzymanej z pasozyta Trypanosoma brucei
(SHIBA i wspotaut. 2013). Miejsce potencjal-
nego wiazania UQ znajduje si¢ w regionie
wewnatrzblonowej helisy laczacej oba kon-
ce biatka. N-koniec biatka w pozycji 78 po
stronie macierzy mitochondrialnej zawiera
natomiast konserwowane reszty cysteinowe
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nazywane miejscem Cys, (Cys-127 w AOXla
u Arabidopsis), ktore uczestnicza w tworze-
niu labilnych mostkéw dwusiarczkowych,
a tym samym w powstawaniu dimerycznej
struktury AOX. Domeny zawierajace reszty

cysteinowe sa takze zaangazowane w wiaza-
nie pirogronianu i innych o-ketokwasow (ak-
tywatoro6w AOX) oraz reduktantow, np. tio-
redoksyn czy glutationu (MOORE i wspotaut.
2013 i prace cytowane).

REGULACJA AOX

Regulacja aktywnosci alternatywnej dro-
gi oddechowej zachodzi na drodze indukcji
syntezy biatka AOX w wyniku kontroli eks-
presji genu oraz na poziomie potranslacyj-
nym, poprzez poziom redukcji biatka, do-
stepnos¢ substratow, a takze obecnos¢ specy-
ficznych aktywatorow, jakimi sa a-ketokwasy
(CLIFTON i wspolaut. 2006). Czynniki regula-
cyjne nie dzialaja w izolacji, ale sa SciSle ze
soba powiazane, hierarchiczne oraz wykazuja
wspoldziatanie.

AOX jest biatkiem mitochondrialnym ko-
dowanym przez genom jadrowy. Roslinne
AOX naleza do matej, wielogenowej rodzi-
ny, w ktorej mozna wyrozni¢ dwie podro-
dziny: AOX1 i AOX2 (CONSIDINE i wspoOlaut.
2002). Zsekwencjonowanie calego genomu
Arabidopisis thaliana ujawnilo obecnosc
pieciu genow AOX, klasyfikowanych jako:
cztery typu AOX1 (AOXIa, AOX1b, AOXIc,
AOX1d) i jeden typu AOX2 (CLIFTON i wspot-
aut. 2006). U innych gatunkow roslin wyz-
szych wystepuje od 1 (np. w rze¢dzie dyniow-
cOw, Cucurbitales) do 6 genow AOX (np. w
rzedzie kapustowcOw, Brassicales) (COSTA i
wspolaut. 2014) (Tabela 2). Konstytutywna
obecnos¢ bialka AOX w tkankach Swiadczy
o potencjalnej roli AOX w zintegrowanym
metabolizmie tkanek roSlinnych (Juszczuxk i
RYCHTER 2003). Ekspresja niektorych genow
AOX wzrasta znaczaco w warunkach stresu.
Warunki stresowe prowadza m.in. do induk-
cji ekspresji AOXI1a wystepujacego zarOw-
no u jednoliSciennych, jak i dwuliSciennych
gatunkow roslin. Natomiast ekspresja AOX2
jest zwykle konstytutywna albo powiazana ze
specyficznym rodzajem tkanki oraz stadium
rozwoju jedynie u gatunkow dwuliSciennych.
W genomach wszystkich gatunkoéw jedno-
lisciennych badanych do 2014 r. nie znale-
ziono genow z podrodziny AOX2 (COSTA i
wspotaut. 2014). Dlatego tez proponuje si¢
dwie role dla izoenzymow AOX: jeden moze
by¢ niezbedny do petnienia funkcji meta-
bolizmu podstawowego, a drugi zwigzany z
odpowiedzia na stres (CONSIDINE i wspotaut.
2002). Brak rodziny AOX2 u roSlin gatun-
kow jednolisSciennych moze mie¢ znaczace

nastepstwa dla badan naukowych nad rola i
regulacja AOX i wywoluje pytanie o to, czy
rola oksydazy alternatywnej jest taka sama u
jednoliSciennych i dwuliSciennych.

AOX kodowana jest przez genom jadro-
wy, natomiast bialko AOX jest zwiazane z
wewnetrzng btong mitochondrialna, dlatego
ekspresja AOX w pewnym stopniu musi za-
leze¢ od aktywnoSci tancucha oddechowego
i podlegac¢ mitochondrialnej regulacji wstecz-
nej (ang. retrograde). Do indukcji AOX pro-
wadza zroznicowane Sciezki sygnalowe.
Moga byc¢ one zalezne zaroOwno od ROS, jak i
ROS-niezalezne (MoLLER 2001). Szlaki zalezne
od ROS sa prawdopodobnie istotne w wa-
runkach stresowych, gdyz wiele streséw bio-
tycznych i abiotycznych wywoluje zwi¢kszo-
ne powstawanie ROS. Role czasteczki sygna-
lowej w warunkach stresowych moze pehic
nadtlenek wodoru (H,O,), ktory jest stosun-
kowo stabilny i latwo przenika przez btony
(MoLLER 2001). Induktorami ekspresji AOX
moga byc¢ takze metabolity cyklu TCA, w
szczegolnosci cytrynian, jabtczan i 2-oksoglu-
taran oraz kwas salicylowy, salicylan metylu
czy etylen lub kwas jasmonowy (MILLENAAR i
LAMBERS 2003). Ekspresja AOX w warunkach
stresowych dodatkowo jest czesto koregulo-
wana z genami dehydrogenaz typu II. Naj-
wyzszy poziom korelacji specyficznych dla
roSlin komponentow mtETC, w zaleznoSci
od etapu rozwojowego rosliny lub w odpo-
wiedzi na rézne warunki hodowli, stwierdzo-
no pomiedzy wspolna indukcja AOX/Ia oraz
NDB2 (CLIFTON i wspotaut. 2005, ELHAFEZ i
wspotaut. 2006, RASMUSSON i wspoétaut. 2009).
Odkrycie to sugeruje istnienie samodzielnego
szlaku transportu elektronow niezwiazanego
z przetwarzaniem energii i skltadajacego sie z
tych dwoch biatek, mogacych aktywnie utle-
nia¢ reduktanty z cytozolu. Poza tym, AOXIa
i NDB2 wydaja si¢ byC wspolnie regulowane
z wewnetrzna dehydrogenaza NDAZ2 (ELHA-
FEZ i wspoétaut. 2006). WspoélzaleznoS¢ eks-
presji podczas traktowania roSlin czynnikami
stresowymi znaleziono rOwniez dla AOXIc i
NDA 1. Szlak taki prawdopodobnie umozliwia
utlenianie reduktantOw z macierzy mitochon-
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Tabela 2. Wystepowanie podrodzin genow AOX u wybranych okrytonasiennych przedstawiona w
odniesieniu do drzewa filogenetycznego roslin kwiatowych (wg COSTA i wspotaut. 2014).

Okrytonasienne Rzedy

Rodziny genow AOX

grzybieniowce Nymphaeales

Wczesne dwuliScienne

magnoliowce Magnoliales

AOX1a, AOX1b, AOX1c, AOX2

sAOX1a, AOX1b, AOX2

wiechlinowce Poales

Jednoliscienne Monocotyledones

szparagowce Asparagales

AOX1la, AOXlc, AOXle,
AOX1d2

AOX1d1,

AOX1a, AOX1b, AOXl1le, AOX1d

jaskrowce Ranunculales

AOX1a, AOX1b, AOX2a, AOX2d

dyniowce Cucurbitales

rozowce Rosales

AOX2
AOX1, AOX2a, AOX2b, AOX2d

II:OZ;WC bobowce Fabales AOX1, AOX2a, AOX2d
o a
Dwuliscienne oswdae slazowce Malvales AOX1, AOX2a, AOX2b, AOX2c
wlasSciwe K " B cal AOX1lal, AOXla2, AOXlb, AOXlc,
Eudicotyledoneae apustowee Brassicates AOX1d, AOX2
goryczkowce Gentianales AOX1a, AOX1d, AOX2a, AOX2b
Astrowe psiankowce Solanales AOXl1a, AOX1b, AOX1c, AOX1d, AOX2
Asteridae astrowce Astrales AOX1a, AOX1b, AOX1d, AOX2a, AOX2b

selerowce Apiales

AOXl1a, AOX2a, AOX2b

drialnej (CLIFTON i wspotaut. 2005) lub dla
AOXIc i NDB4, co umozliwialoby utlenia-
nie NAD(P)H pochodzacego z cytozolu (HO
i wspotaut. 2008). Izoforma AOX1b wydaje
sie podlegac ekspresji wspOlnie z NDB3 w
meskich organach generatywnych roslin, na-
tomiast AOX1d ma wspolny profil ekspresji z
NDA2 w tkankach ptatkéw kielicha (RASMUS-
SON i wspotaut. 2009). Stwierdzono rowniez,
ze wystepuje takze pozytywna korelacja eks-
presji genow AOX z genami dehydrogenaz
odpowiedzialnych za alternatywne drogi po-
wstawania NADH (z metabolitow posrednich
cyklu TCA lub aminokwasow) oraz genami
kodujacymi kilka przenosnikow metabolitow
zlokalizowanych w mitochondrium (CLIFTON
i wspotaut. 20006).

AOX jest bialkiem homodimerycznym
i wystepuje w mniej aktywnej formie utle-
nionej, gdy podjednostki dimeru pozostaja
ztaczone kowalencyjnie, natomiast redukcja
mostka dwusiarczkowego prowadzi do po-
wstania bardziej aktywnej formy AOX. Re-
dukcja mostkow dwusiarczkowych w obrebie
reszt cysteinowych biatka AOX in vivo zalezy
prawdopodobnie od obecnoSci w macierzy
mitochondrialnej NAD(P)H, systemu tiore-
doksyn lub tez glutationu oraz metabolitow

posrednich cyklu kwasu cytrynowego: cytry-
nianu, izocytrynianu lub jabtczanu (RASMUS-
SON i M@LLER 2006). Dopiero, gdy AOX znaj-
duje si¢ w stanie aktywnym (w formie zredu-
kowanej), enzym ten moze by¢ aktywowany
przez o-ketokwasy (2-oksokwasy organicz-
ne), zwlaszcza pirogronian, ale takze gliok-
salan, hydroksypirogronian i 2-oksoglutaran
(MILLENAAR i LAMBERs 2003), ktore asocjuja
z regulatorowa cysteina w pozycji 78 przy
N-koficu tancucha polipeptydowego (MOORE
i wspotaut. 2013). W wyniku bezposrednie-
go, allosterycznego oddzialywania tych meta-
bolitow wzrasta powinowactwo AOX do sub-
stratu, zredukowanego ubichinonu (ubichi-
nolu). Aktywnos¢ AOX regulowana jest takze
poprzez poziom redukcji ubichinonu. Wzrost
stopnia redukcji ubichinonu wywotuje ak-
tywacje AOX (MILLENAAR i LAMBERS 2003).
AktywnoS¢ AOX jest obnizana w ciemno-
Sci, a zwickszana na Swietle (RIBAS-CARBO i
wspotaut. 2000, RASMUSSON i MoLLER 2000).
FENG i wspoétaut. (2007) udowodnili, ze ak-
tywacja AOX podczas wczesnej fazy zaziele-
niania ryzu jest niezalezna od metabolizmu
fotosyntetycznego, a Swiatlo jest bezposred-
nim sygnalem indukujacym AOX. Wykazano
rowniez zroznicowana ekspresje genow AOX
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miedzy tkankami rosnacymi na Swietle oraz
etiolowanymi (RiBAS-CARBO i wspotaut. 2000)
oraz wzrost aktywnosSci AOX w warunkach
wysokiego Swiatla (FLOREZ-SARASA i wspotaut.
2009). Regulacja AOX przez Swiatto zachodzi
za posrednictwem fotoreceptorow (fitochro-
mow, fototropin i kryptochromow) (XU i
wspotaut. 2011) i moze polega¢ na kontroli
transkrypcyjnej (ESCOBAR i wspotaut. 2004),

poniewaz w promotorze AOXIa w genomie
Arabidopsis zlokalizowano motywy reagujace
na swiatto (ZHANG i wspotaut. 2010). Swiatlo
moze takze wplywac na potranslacyjna regu-
lacje AOX modyfikujac stan redukcji most-
ka dwusiarczkowego w dimerze AOX lub
zwigkszajac pule pirogronianu (RIBAS-CARBO i
wspoétaut. 2000).

METODY POMIARU AKTYWNOSCI AOX

Przez wiele lat aktywno$S¢ oddechowa
organOw, tkanek oraz izolowanych mito-
chondriow badano w roztworach wodnych
z zastosowaniem elektrody tlenowej typu
Clarka. W celu okresSlenia aktywnoSci AOX
hamowano droge cytochromowa przy uzy-
ciu specyficznych inhibitorow, takich jak:
cyjanek, azydek, antymycyna A. Natomiast
w celu okreSlenia aktywnoSci oksydazy cy-
tochromowej (COX) hamowano droge alter-
natywna stosujac m.in.. kwas salicylohydrok-
samowy (SHAM), kwas benzohydroksamowy
(BHAM), disulfiram oraz gallusan n-propylu
(Juszczuk i RYCHTER 2001). Btednie jednak
zaktadano, ze droga alternatywna dziala przy
wysyconej drodze cytochromowej (LAMBERS
1985). Obecnie wiadomo, ze w warunkach
in vivo droga alternatywna nie tylko moze
funkcjonowac przy niewysyconej drodze cy-
tochromowej, ale wrecz wspotzawodniczy
z nig o elektrony. Dawna metoda okreSlania
aktywnoSci AOX stata si¢ jedynie sposobem
na okreSlenie maksymalnej aktywnoSci dro-
gi alternatywnej (nazywanej pojemnoscia)
przy zachowaniu odpowiednich warunkow
pomiaru, gwarantujacych wysoka aktywnos¢
enzymatyczna, takich jak obecnoS¢ pirogro-
nianu oraz czynnika redukujacego (DAY i
wspotaut. 1996). Udziat AOX w oddychaniu
dotyczy szacunku aktualnego przeptywu elek-
tronow przez droge alternatywna, dlatego
tez jest o wiele trudniejszy do zmierzenia niz
pojemnos¢ AOX. Najlepszym sposobem okre-
Slenia aktywnoSci AOX in vivo jest zastoso-
wanie techniki dyskryminacji stabilnych izo-
topow tlenu (GUY i wspotaut. 1989). Metoda
ta opiera si¢ na roznicach pomiedzy AOX a
COX w wybiorczosci wzgledem dwuatomo-
wych czasteczek tlenu zawierajacych ci¢zszy
izotop '®0, a stanowiacych zaledwie 0,204%
catkowitego tlenu atmosferycznego (ROBIN-
SON i wspotaut. 1995). Energia potrzebna do
zerwania wiazania pomic¢dzy atomami tle-
nu w dwuatomowej czasteczce, ktora moze-

my symbolicznie zapisa¢ jako tlen=tlen, jest
wicksza dla czasteczki zawierajacej izotop
BO (*0O=0'°) niz dla czasteczki zlozonej z
l1zejszych izotopow '°0=0'¢. Zaréwno COX,
jak i AOX w reakcji katalitycznej preferuja
20,. Jednak enzymy te wykorzystuja inne
mechanizmy by zerwaé kowalencyjne wiaza-
nie w dwuatomowej czasteczce tlenu, wyka-
zuja zatem odmienne wartosci dyskrymina-
cji w stosunku do czasteczek zawierajacych
ciezszy izotop. Podczas pomiaru proba (np.
krazek liSciowy) umieszczana jest w szczel-
nym naczyniu pomiarowym, z ktoérego w
rownych odstepach czasu pobierane sa pro-
by powietrza o zmniejszajacej si¢ zawartosci
tlenu pochtanianego w procesie oddychania.
Nastepnie sktad izotopowy powietrza pobra-
nego z kuwety pomiarowej jest analizowany
przez spektrometr masowy. W celu okreSle-
nia wartoSci dyskryminacji, zar6wno stezenie
tlenu, jak i stosunek izotopow sa okreSlane
dla poszczegolnych prob. Otrzymane warto-
Sci sa nastepnie poroéwnywane z koncowymi
wartoSciami dyskryminacji dla AOX i COX,
ktore sa otrzymywane oddzielnie dla kazdej
drogi oddechowej po zahamowaniu kazdej
z nich (GUY i wspoétaut. 1989). COX wyka-
zuje frakcjonowanie w granicach 18-20%o,
podczas gdy wartosci te dla AOX oscyluja w
zakresie 24-31%o (RIBAS-CARBO i wspotaut.
2005). RoOznica tych wartoSci moze zostac
wykorzystana przy okreSlaniu wzglednego
przepltywu elektronow przez droge cytochro-
mow3a i alternatywna, a wi¢c pozwala na po-
miar aktywnoSci COX i AOX in vivo. Badania
moga by¢ prowadzone w fazie cieklej, umoz-
liwiajac pomiar oddychania izolowanych mi-
tochondriow, lub w fazie gazowej, w celu
pomiaru oddychania catej tkanki, w szczegol-
nosci lisci (RIBAS-CARBO i wspoétaut. 2005).
Zastosowanie w badaniach AOX techniki
wykorzystujacej dyskryminacje izotopow tle-
nu okazato si¢ przelomowe. Obecnie uzna-
wana jest ona za jedyna pewna metod¢ ba-
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dania rozdzialu elektronéw pomiedzy obie
drogi oddechowe in vivo (DAY i wspolaut.
1996) i umozliwiajaca pomiar rzeczywistej
aktywnoSci AOX, ktora najczeSciej jest znacz-
nie nizsza niz pojemnosc¢, czyli maksymalna
aktywnoS¢ AOX. Oksydaza alternatywna jest
jednym z bardzo niewielu biatek, ktorych ak-
tywnos¢ in vivo moze by¢ mierzona w sta-
bilnych warunkach z uzyciem nieinwazyjnej
metody. Niestety istnieje jeszcze kilka ogra-

niczen w stosowaniu techniki dyskryminacji
izotopow tlenu. Przede wszystkim pomiary
prowadzi si¢ jedynie w ciemnoSci, by unik-
nac¢ wplywu fotosyntetycznej wymiany tlenu.
Zatem, mimo iz jest to aktualnie najpewniej-
sza z metod pomiaru aktywnoSci drog od-
dechowych, wciaz nie dostarcza ona najcen-
niejszej informacji o aktywnosci oddechowej
in vivo na Swietle.

ROLA AOX W METABOLIZMIE ROSLIN

Ze wzgledu na niefosforylujacy charak-
ter, aktywno$s¢ AOX moze by¢ niezbedna
do dostosowania wymagan energetycznych
tkanek, zapotrzebowania na metabolity po-
Srednie oraz usuwania nadmiaru reduktan-
tOw (VANLERBERGHE i wspotaut. 2009). Udziat
AOX w oddychaniu pelni istotna role w roz
nych stadiach rozwoju roSlin oraz w warun-
kach stresowych (JuszCZUK I RYCHTER 2003).
Rola AOX moze by¢ wspieranie metaboli-
zmu, kiedy pojemno$¢ COX (Kompleks IV)
lub Kompleksu III jest silnie ograniczona,
np. poprzez obecnos¢ CN, CO, NO, H,S, ni-
ska temperature, niskie stezenie fosforu, lub
gdy status energetyczny komorki jest wyso-
ki (Juszczuk i RYCHTER 2003) W takich wa-
runkach aktywnos¢ AOX moze shuzy¢ takze
odtwarzaniu utlenionych nukleotydow piry-
dynowych (NAD* i NADP") i w ten sposob
takze zapobiega¢ hamowaniu metabolizmu
wegla (MILLENAAR i LAMBERS 2003). Induk-
cja ekspresji AOX inhibitorami cyklu TCA i
fosforylacji oksydacyjnej moze Swiadczy¢ o
tym, ze wzrost aktywnoSci AOX jest ogolna
odpowiedzia na zaklocenia w metabolizmie
energetycznym. Przykladowo, w deficycie
fosforu przy ograniczonej aktywnosSci drogi
cytochromowej i obnizonej syntezie ATP, ob-
serwuje si¢ wzrost oddychania odpornego na
cyjanek i powiazany z tym wzrost st¢zenia
biatka i aktywnosSci AOX (RYCHTER i wspol-
aut. 1992).

Oksydaza alternatywna odbierajac elektro-
ny z ubichinolu, obniza potencjal blonowy i
przeciwdziala wytwarzaniu ROS na poziomie
kompleksu III (MoLLER 2001), dzicki temu
jej udzial w oddychaniu moze chronic¢ przed
stresem oksydacyjnym.

Aktywnos¢ AOX laczona jest takie z pel-
nieniem kilku fizjologicznych funkcji zwia-
zanych z fotosynteza: utlenianiem jablczanu
u roslin C, (DINAKAR i wspotaut. 2010), utle-
nianiem sily redukujacej zwiazanej z meta-

bolizmem jablczanu w metabolizmie kwaso-
wym gruboszowatych (CAM) (VANLERBERGHE
i wspotaut. 2009), podtrzymywaniem aktyw-
noSci enzymoOw cyklu Calvina i zapobiega-
niem nadmiernej redukcji chloroplastowego
fancucha transportu elektronow (DINAKAR i
wspoétaut. 2010), zapobiegajac tym samym
fotooksydacyjnym uszkodzeniom tylakoidow
chloroplastow (YOSHIDA i wspoétaut. 2007).
Zahamowanie AOX powoduje wzrost reduk-
cji fotosyntetycznego ETC, glownie fotosys-
temu II oraz zmniejsza nat¢zenie fotosyntezy
(YosHIDA i wspotaut. 2007).

Oksydaza alternatywna odpowiada za
dostosowanie si¢ funkcjonowania mtETC
do zmieniajacego sie Srodowiska (CLIFTON
i wspolaut. 2006). Dowiedziono, ze dro-
ga alternatywna moze by¢ aktywowana we
wczesnej odpowiedzi na utrate rownowagi
metabolicznej (ARNHOLDT-SCHMITT i wspoOl-
aut. 20006). Poniewaz AOX jest indukowana
zarbwno w warunkach stresu biotycznego,
jak i abiotycznego nazywana jest ,biatkiem
stresu” i jest uwazana za biatko ,przetrwania”
wspierajace homeostaze komorkowa (ARN-
HOLD-SCHMITT i wspotaut. 2006, VANLERBER-
GHE 2013).

Wystepowanie genow oksydaz alternatyw-
nych u organizméw nalezacych do réznych
gatunkow wskazuje na ewolucyjne znaczenie
tego biatka i wywotuje pytanie o jego poczat-
kowa funkcje. GOMES i wspotaut. (2001) za-
proponowali, ze biatko to moglo petnic¢ role
reduktazy tlenu funkcjonujacej w pierwszych
stadiach przejScia z atmosfery beztlenowej
do tlenowej. Zaktada sie, ze pierwsze anaero-
bowe organizmy zyty w Srodowisku reduku-
jacym, w ktorym wprowadzenie tlenu mogto
skutkowa¢ powstawaniem toksycznych ROS.
Dlatego tez jedna z pierwszych adaptacji,
ktorych organizmy potrzebowaly by przezyc,
byta modyfikacja istniejacych biatek w celu
usuwania tlenu rozpuszczonego w komor-
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kach. Jedna z hipotez dotyczacych wspot-
czesnej roli AOX sugeruje takze, ze biatko
to moze przyczynia¢ sie do utrzymywania
rownowagi tlenowej w mitochondrium. Z
uwagi na nizsze powinowactwo AOX do
tlenu w porownaniu z COX [Km(O,) wy-
nosi 1,630 uM i 0,1-0,125 uM odpowiednio
dla AOX i COX (GUPTA i wspotaut. 2009)],
udzial oksydazy alternatywnej w oddychaniu
nie powinien kolidowac¢ z aktywnoScia COX,
natomiast aktywno$¢ AOX moze zapewnial
redukcje stezenia tlenu, zmniejszajac tym sa-
mym powstawanie ROS w mitochondrium.
Do badan nad rola AOX konstruowane s3
specjalne mutanty, najczeSciej w genie kodu-
jacym AOXla. Dotychczas otrzymano rosliny
wykazujace nadekspresje lub obnizona eks-
presje genu AOXIa, takie jak tyton (VANLER-
BERGHE i wspotaut. 1994), ziemniak (HISER i
wspotaut. 1996) oraz rzodkiewnik (UMBACH
i wspotaut. 2005). Stworzono takze rosliny z
unieczynnionym genem kodujacym AOXla u
Arabidopsis (GIRAUD i wspotaut. 2008, WATA-
NABE i wspotaut. 2008). Nie udato sie jednak
dotychczas uzyska¢ mutanta z wyciszona cal-
kowicie ekspresja wszystkich genoéw izoform
AOX, co prawdopodobnie oznacza, ze taka
mutacja jest letalna dla roSlin. W optymal-
nych warunkach wzrostu, mutanty AOX nie
wykazuja roznic fenotypowych w poréwna-
niu do roslin dzikich (VANLERBERGHE i wspol-

aut. 1994, SIEGER i wspotaut. 2005, UMBACH
i wspotaut. 2005, GIRAUD i wspotaut. 2008,
WATANABE i wspotaut. 2008). Nie stwierdzo-
no takze wplywu zmian ekspresji AOX na
produkcje ROS u roslin (UMBACH i wspolaut.
2005, GIRAUD i wspotaut. 2008). U tytoniu z
obnizona ekspresja AOXIa, zaobserwowana
aktywacja obrony przeciwrodnikowej prowa-
dzila nawet do obnizenia poziomu ROS w ca-
tych komorkach, pomimo zmian w produkcji
ROS w mitochondriach (MAXWELL i wspotaut.
1999).

Podczas niekorzystnych warunkow srodo-
wiskowych udzial AOX w oddychaniu zwick-
sza sie, dlatego najnowsze badania nad rola
AOX skupiaja sie na analizie wplywu roz
nych stresOw biotycznych lub abiotycznych
na mutanty charakteryzujace si¢ zmieniona
ekspresja AOX (VANLERBERGHE 2013). Rosliny
z wyciszona ekspresja AOXIa narazone na
dzialanie niekorzystnych warunkow wolniej
rosna oraz wykazuja symptomy stresu oksy-
dacyjnego. Rosliny z defektem AOX sa bar-
dziej wrazliwe na chtéd (WATANABE i wspot-
aut. 2008), deficyt azotu lub fosforu (SIEGER i
wspotaut. 2005), wysokie Swiatto (YOSHIDA i
wspotaut. 2007) oraz susz¢ (GIRAUD i wspot-
aut. 2008). Natomiast rosliny z nadekspresja
AOX sa bardziej odporne na dzialanie czynni-
kow stresowych (GIRAUD i wspotaut. 2008).

PODSUMOWANIE

Rosliny w wiekszosci prowadza osiadly
tryb zycia i spotykaja si¢ ze zmiennymi wa-
runkami zewnetrznymi wegetacji, np. susza,
powoddz, chtéd, ciepto, Swiatlo, ciemnosSc.
Rozgaleziona budowa mtETC z dodatkowy-
mi enzymami pozwala roSlinom na dosto-
sowanie metabolizmu do zmieniajacych si¢
warunkow Srodowiska. Dodatkowo obec-
nos¢ fotosyntezy, dostarczajacej sily reduk-
cyjnej i ATP na Swietle, powoduje koniecz-
noS¢ regulacji gospodarki energia. Wyniki
badan prowadzone wyrafinowanymi tech-
nikami pozwolily na znalezienie odpowie-
dzi na wiele pytan nurtujacych fizjologow
zajmujacych si¢ badaniami oddychania ro-
slin i funkcjonowaniem roslinnego mtETC.
Przyktadem moga by¢ pytania zwiazane z
oddychaniem odpornym na cyjanek, zagad-
nienia termogenezy roslin, wspotdziatania

procesow fotosyntezy i oddychania czy tez
reakcji roSlin na warunki stresowe Srodo-
wiska. Badania prowadzone na poziomie
genow, bialek, aktywnoSci enzymow udo-
wadniaja, jak skomplikowanym poziomom
regulacji podlega metabolizm roSlinny, w
tym procesy zwiazane z funkcjonowaniem
mitochondrialnego tancucha oddechowego.
Nalezy podkresli¢, ze badania dotycza-
ce roslinnego mtETC maja jednak nie tylko
aspekt teoretyczno-poznawczy. Juz od lat
90. ubiegltego wieku miedzynarodowe kon-
sorcjum prowadzi zaawansowane badania
molekularne nad mozliwoScia wykorzysta-
nia komponentéw alternatywnych szlakow
roslinnego mtETC w terapii genowej u pa-
cjentow, u ktorych podlozem choroby sa
mutacje w genach kodujacych biatka tancu-
cha oddechowego (RUSTIN i JACOBS 2009).
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ROSLINNY MITOCHONDRIALNY EANCUCH ODDECHOWY
Streszczenie

Roslinny mitochondrialny tancuch oddechowy, oprécz duzych komplekséw biatkowych (Kompleksow I-IV) zawiera
dodatkowe elementy: wewnetrzne i zewnetrzne dehydrogenazy typu II (NDin/NDex) utleniajace NAD(P)H pochodzace
odpowiednio z macierzy mitochondrialnej lub cytozolu oraz dodatkowa terminalna oksydaz¢ nazwang oksydaze alterna-
tywna (AOX). Udzial szlakow alternatywnych w oddychaniu musi by¢ SciSle regulowany poniewaz aktywnoS¢ tych enzy-
mow nie jest zwigzana z translokacja protonéw w poprzek blony i w konsekwencji nie prowadzi do produkcji ATP. Ak-
tywnosSc¢ ta pozwala natomiast rozproszy¢ nadmiar sily redukcyjnej, co jest szczegolnie wazne w warunkach stresowych. W
tym artykule przegladowym oméwiono budowe szlakow alternatywnych roslinnego mtETC, regulacje ich aktywnoSci na
réznych poziomach oraz opisano role jakie petnia NDin/ex i AOX w metabolizmie komérek roslinnych.

MONIKA OSTASZEWSKA-BUGAJSKA, ANNA PODGORSKA, ANNA M. RYCHTER, BOZENA SZAL

Zaktad Anatomii i Cytologii Roslin
Instytut Biologii Eksperymentalnej i Biotechnologii Roslin
Wydziat Biologii Uniwersytetu WarszawsRiego

Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa

PLANT MITOCHONDRIAL RESPIRATORY CHAIN
Summary

Plant mitochondrial electron transport chain (mtETC), besides large complexes (Complex I-IV), consists of additional
elements: internal and external type II NAD(P)H dehydrogenases (NDin/NDex) and an additional terminal oxidase, named
alternative oxidase (AOX). The engagement of alternative pathways in respiration must be tightly regulated since their ac-
tivity is not linked to pumping protons across membrane and, as a consequence, is not associated with ATP synthesis. The
activity of plant-specific components in mtETC allows to dissipate the excess of reducing power and may be especially
important under stress conditions. In this review the structure, the regulation of activities and the role of NDin/NDex
and AOX in metabolism of plant cells is described.



