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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Gtéwne Zrédta reaktywnych form tlenu (ROS) w komérkach to: mitochondrialny taficuch
oddechowy i wybuch oddechowy fagocytéw z udziatem oksydazy NADPH. ROS sg wytwarzane
réwniez w retikulum endoplazmatycznym, peroksysomach, z udziatem oksydazy ksantynowej
i oksydazy $rédbtonkowej oraz w procesie autooksydacji matych molekut.

W warunkach prawidtowych ROS powstaja jako produkt uboczny wieloetapowego procesu
fosforylacji oksydacyjnej prowadzacej do syntezy ATP. Wytwarzanie ROS w czasie aktywowa-
nego (np. zakazeniem) wybuchu oddechowego fagocytéw odbywa sie réwniez wieloetapowo.
Gtéwnym enzymem odpowiedzialnym za to zjawisko jest oksydaza NADPH, a powstajace ROS
sg wykorzystywane do walki organizmu z infekcjami.

W opracowaniu omdéwiono aktualny stan wiedzy o budowie i funkeji mitochondrialnego taticu-
cha transportu elektronéw, w ktérym produktem ubocznym sg ROS oraz o budowie oksydazy
NADPH, a takze funkcji poszczegdlnych jej elementéw w wybuchu oddechowym fagocytéw.

wolne rodniki tlenowe - mitochondrialny fanicuch oddechowy - oksydaza NADPH

Key words:

Summary

The main cellular source of reactive oxygen species (ROS) is mitochondrial respiratory chain
and active NADPH responsible for “respiratory burst” of phagocytes. Whatsmore ROS are
produced in endoplasmic reticulum, peroxisomes, with the participation of xanthine and
endothelial oxidase and during autoxidation process of small molecules. Mitochondrial respi-
ratory chain is the main cellular source of ROS. It is considered that in aerobic organisms ROS
are mainly formed during normal oxygen metabolism, as byproducts of oxidative phospho-
rylation, during the synthesis of ATP. The intermembranous phagocyte enzyme - activated
NADPH oxidase, responsible for the “respiratory burst” of phagocytes, which is another source
of ROS, plays an important role in defense of organism against infections.

The aim of this article is to resume actuall knowledge about structure and function of the mito-
chondrial electron transport chain in which ROS are the byproducts and about NADPH oxidase
as well as the function of each of its components in the “respiratory burst” of phagocytes.

reactive oxygen species - mitochondrial elctron transport chain - NADPH oxidase
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Wykaz skrotow:

CGD - przewlekta choroba ziarniniakowa, DNA - kwas dezoksyrybonukleinowy, ERO1 - oksy-

doreduktaza retikulum endoplazmatycznego, FAD -, FADH -, fMLP - chemotaktyczny peptyd
bakteryjny, FMN — mononukleotyd flawinowy, GDP - guanozynodwufosforan, GTP — guanozyno-
tréjfosforan, IP3 - inozytolotréjfosforan, IPS - biatko zelazowo-siarkowe, MPO - mieloperoksydaza,
NADH -, NADPH -, PDI - izomeraza biatkowo-dwusiarczkowa, NOX - oksydazy $rédbtonkowe,
RE - retikulum endoplazmatyczne, ROS - reaktywne formy tlenu.

Reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species, ROS)
to okreslenie powszechnie stosowane do opisu wysoko
reaktywnych molekut, ktére sa pochodnymi tlenu czg-
steczkowego. ROS maja na powtoce walencyjnej co naj-
mniej jeden niesparowany elektron, ktéry warunkuje ich
wysoka reaktywnos$é, a w nastepstwie destrukcyjne dzia-
tanie na komponenty komérkowe, sa wiec zagrozeniem
dla prawidlowego funkcjonowania organizmu.

Organizmy maja uktad antyoksydacyjny, do ktérego
nalezg enzymy antyoksydacyjne oraz antyoksydanty
nieenzymatyczne, ktéry redukuje niekorzystne dzia-
tanie ROS. Umozliwia on zachowanie stanu réwnowagi
miedzy prooksydantami i antyoksydantami, tak zwanej
,redox - homeostazy”. Zachwianie tego stanu réwno-
wagi na rzecz oksydantéw nosi nazwe ,,stresu oksyda-
cyjnego” [41,78].

Wykazano jednak, ze obecno$¢ ROS w niewielkich steze-
niach jest niezbedna do prawidtowego przebiegu wielu
proceséw fizjologicznych [41]. Pozorny paradoks okre-
$lajacy role ROS jako zwigzkdw regulatorowych, a z dru-
giej strony jako toksycznych produktéw metabolizmu
komérkowego, mozna wyjadni¢ tym, iz sposéb ich dzia-
tania zalezy gtéwnie od ich stezenia.

Nadmierne wytwarzanie ROS jest uwazane za gtéwny
czynnik odpowiedzialny za patogeneze wielu chordb,
miedzy innymi: nowotwordéw, choréb serca i uktadu kra-
zenia, chordb niedokrwiennych, cukrzycy, zwtéknienia
pluc, reumatoidalnego zapalenia stawéw, bezdechu noc-
nego, choréb neurodegeneracyjnych (Alzheimera, Parkin-
sona) oraz za proces starzenia sie organizmu [13,78,85].

Celem pracy jest przedstawienie gléwnych miejsc
wytwarzania ROS w komérkach oraz aktualnego stanu
wiedzy o wewnatrzkomérkowych mechanizmach ich
powstawania w warunkach fizjologicznych i w czasie
wybuchu oddechowego fagocytéw.

GEOWNE ZRODEA REAKTYWNYCH FORM TLENU W ORGANIZMIE

Wybuch oddechowy fagocytéw jest procesem, w kté-
rym gtéwna role w walce organizmu z infekcjami bak-
teryjnymi i wirusowymi odgrywa oksydaza NADPH.
Enzym ten jest odpowiedzialny za zjawisko zwane
,wybuchem oddechowym” fagocytéw, ktérego pier-
wotnym efektem jest anionorodnik ponadtlenkowy
- 0, , powstajagcy w wyniku transferu elektronéw
z NADPH, znajdujacego sie po wewnetrznej stronie
blony plazmatycznej, na tlen czasteczkowy. Aktywa-
cja oksydazy NADPH jest poddana procesom regulacji,
ktére maja na celu ograniczenie nadmiernego, niekon-
trolowanego wytwarzania ROS, prowadzacego do nie-
bezpiecznego dla funkcjonowania organizmu zjawiska
zwanego ,stresem oksydacyjnym”. Nastepujace po
sobie procesy fosforylacji, translokacji i zmiany kon-
formacyjne poszczegdélnych komponentéw enzymu,
umozliwiaja osiagniecie przez ten kompleks enzyma-
tyczny zdolnosci do wytwarzania 0, [45,80].

Mitochondrialny taricuch oddechowy, a wtasciwie pro-
ces fosforylacji oksydacyjnej, ktéry dostarcza ponad
90% adenozynotrifosforanu - ATP, gléwnego noénika
energii w organizmie, jest réwnocze$nie podstawowym
zrédtem ROS w komérkach.

Tlen czasteczkowy jest akceptorem elektronéw dla
mitochondrialnej oksydazy cytochromowej, enzyma-
tycznego kompleksu koniczacego taticuch transportu
elektronéw w mitochondriach i katalizujacego reak-
cje czteroelektronowej redukcji 0, do H,0. Podczas
transportu elektronéw wzdtuz taticucha oddechowego
dochodzi do niekontrolowanego ,,wycieku” czesci elek-
tronéw. Jest to wynik pewnej niesprawnosci mitochon-
drialnego systemu enzymatycznego. Okoto 1-4% tlenu
zuzywanego przez mitochondria ulega jednoelektro-
nowej redukcji do anionorodnika ponadtlenkowego
[15,79,91].
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Retikulum endoplazmatyczne (RE) - organellum komdér-
kowe, jego podstawowa rolg jest biosynteza lipidéw
i biatek, ma réwniez enzymy katalizujace reakcje detok-
sykacji wielu lekéw, pestycydéw oraz szkodliwych pro-
duktéw przemiany materii. Do najlepiej poznanych
nalezy cytochrom P-450 i cytochrom b, (wchodzace
w sktad tzw. mikrosomalnego taficucha transportu elek-
tronéw), ktére moga utleniaé nienasycone kwasy ttusz-
czowe i ksenobiotyki, redukujac tlen molekularny do 0,
iH,0, [16,92].

Podobny do mikrosomalnego taticucha transportu elek-
tronéw uktad enzymatyczny znajduje sie w btonach
jadra komdrkowego, jednak jego funkcja nie jest do
korica poznana. Przypuszcza sie, ze przeciek elektronéw
z tego faricucha transportu elektronéw moze by¢ zré-
dtem ROS, ktére stanowia zagrozenie dla DNA w jadrze
komérkowym in vivo [16].

W retikulum endoplazmatycznym w nowo utworzo-
nych biatkach dochodzi do utleniania grup tiolowych
SH i tworzenia mostkéw disulfonidowych S-S pomie-
dzy czgsteczkami cysteiny. Reakcje te sg katalizowane
przez obecng w RE oksydoreduktaze ERO1 (Endoplazma-
tic Reticulum Oxidoreductin) i izomeraze PDI (protein
disulfide isomerase) czemu towarzyszy transfer elek-
tronéw za posrednictwem czasteczki FAD na tlen cza-
steczkowy i powstanie H,0, [18,20]. Stres oksydacyjny
zwiazany z RE moze przyczyniaé sie do inicjacji apop-
tozy, a takze wielu choréb metabolicznych i neurodege-
neracyjnych [84].

Peroksysomy moga zaréwno wytwarzad, jak i rozkta-
da¢ H,0,, gdyz zawieraja liczne oksydazy flawinowe,
katalizujace reakcje, ktérych produktem ubocznym jest
H,0, [22,51,91]. W zaleznosci od rodzaju tkanek mamy
do czynienia z: oksydazg glikolanowg, oksydaza D-ami-
nokwasowa, oksydaza L-a-hydroksykwasowa, oksydaza
acylokoenzymu A i oksydaza moczanowg [16]. Reakcje
oksydacyjne sa szczegdlnie wazne w komérkach watroby
i nerek, gdzie peroksysomy unieszkodliwiaja wiele tok-
sycznych zwigzkéw (np. etanol). Kolejng wazng funkcja
reakcji oksydacyjnych, ktére zachodza w peroksyso-
mach jest p oksydacja kwaséw ttuszczowych. Wiekszo$é
powstajacego H,0, jest utylizowana przez katalaze znaj-
dujaca sie w peroksysomach [16,92].

Peroksysomy sg réwniez zrédtem anionorodnika ponad-
tlenkowego, wytwarzanego przez oksydaze ksantynowa
oraz obecny w btonach tych organelli taricuch trans-
portu elektronéw, ktéry sktada sie z reduktazy NADH
i cytochromu b,. Reduktaza NADH jest akceptorem elek-
tronéw wewnatrz peroksysomu, nastepnie przekazuje
elektrony cytochromowi b,, ktéry zuzywa je do redukcji
réznych substaratéw lub przekazuje je na tlen czastecz-
kowy, co prowadzi do produkeji anionorodniaka ponad-
tlenkowego [15].

Oksydaza ksantynowa wraz z innymi rozpuszczalnymi
enzymami, takimi jak: oksydaza aldehydowa, dehy-

drogenaza dihydroorotanowa, dioksygenaza trypto-
fanowa mogg katalizowaé reakcje, w ktérych powstajg
ROS [16]. Oksydaza ksantynowa jest enzymem, ktdry nie
tylko katalizuje reakcje utleniania ksantyny do kwasu
moczowego, lecz réwniez reakcje utleniania puryny do
hipoksantyny i hipoksantyny do ksantyny. Katalizuje
réwniez reakcje utleniania aldehydéw do kwaséw kar-
boksylowych. Akceptorem elektronéw w wymienionych
reakcjach jest tlen czasteczkowy, ulegajacy jedno- lub
dwuelektronowej redukcji do 0, iH,0, [15,92].

Autooksydacja matych molekul: dopaminy, noradrena-
liny, flawin, tioli i hydrochinonéw moze prowadzi¢ do
produkcji ROS (w wiekszosci przypadkéw do uwalniania
0, [16,92]. Sugeruje sie, ze samoutlenianie dopaminy do
melaniny, przyczynia sie do postepujacego obumiera-
nia neuronéw substancji czarnej mézgu w chorobie Par-
kinsona, a takze w procesach starzenia sie organizmu
[3,21,38].

Oksydazy $§rédbtonowe Nox redukujace tlen cza-
steczkowy do 0,7, podobne, jednak nieidentyczne
z katalityczng podjednostkg gp91P"**/NOX2 fagocytar-
nej oksydazy NADPH, wystepuja m.in. w komdérkach
pluc, nerek, okreznicy i tarczycy, a takze w komérkach
nabtonka, $rédbtonka, fibroblastach, chondrocytach,
a takze w mie$niach gtadkich naczyn krwiono$nych
[16,45,111]. W ostatnich latach odkryto 6 homologéw
cytochromowej podjednostki NOX2: NOX1, NOX3, NOX4,
NOX5, DUOX1 i DUOX2 [17,75]. Sa to flawocytochromy,
ktére przenosza elektrony gtéwnie z NADPH na O,

Funkcja niefagocytarnych oksydaz NADPH nalezacych
do rodziny NOX, pomimo wielu podobietistw w budo-
wie, rézni sie znaczaco od roli oksydazy wystepujacej
w komdrkach fagocytéw. ROS generowane w komérkach
niefagocytujacych sg zaangazowane gltéwnie w procesy
komunikacji wewnatrzkomdrkowej, jak réwniez miedzy-
komérkowej. Sugeruje sie, ze oksydazy NOX zapewniajg
warunki umozliwiajace transport kationdéw skutkujacy
zmianami pH, co umozliwia przeptyw sygnatu i prawi-
dtowe funkcjonowanie komérek [16].

Pierwszym zidentyfikowanym homologiem pod-
jednostki gp91Phox w komérkach ssakéw byla nie-
fagocytarna oksydaza NADPH - NOX1 wystepujaca
w komérkach $rédbtonka i komérkach miesni gtadkich
naczyti krwionoénych, a takze w macicy, gruczole kro-
kowym i w zotadku [108]. Podjednostka NOX1 wystepuje
réwniez we wszystkich komérkach okreznicy, a szczegdl-
nie w komdrkach nabtonkowych, jednak jej fizjologiczna
rola w jelicie grubym nie jest do korica poznana [53,71].
Wykazano natomiast, iz oksydaza NOX1 przeciwdziata
nadci$nieniu tetniczemu indukowanemu angiotensyna
11[39,87].

Niefagocytarna oksydaza NOX1 tworzy heterodimer
z jednostkg p22°hx [5,60,72]. Aktywacja NOX1 wymaga
obecnosci biatek regulatorowych Noxol (Nox organizer
1) i Noxal (Nox activator 1), homologéw jednostek p47°hox
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i p67°"*x [14,28,54]. Podobnie jak w fagocytarnej oksydazie
wazna role w aktywacji NOX1 odgrywa drobnoczastecz-
kowe biatko Rac. Usprawnia ono interakcje NOX1 z aktywa-
torem Noxa 1 [90].

W komérkach ssakéw wystepuja trzy homologi tego
biatka: wszechobecne Rac1, Rac2 - gtéwnie w komdrkach

mieloidalnych i Rac3 w komérkach nerwowych [16].

WvyTtwarzanie ROS w wYBUCHU ODDECHOWYM FAGOCYTOW

Aktywacja komérek fagocytujacych (granulocytéw,
monocytéw, makrofagéw), ktéra jest wynikiem zakaze-
nia ciata gospodarza przez bakterie, grzyby i pasozyty,
prowadzi do produkcji anionorodnika ponadtlenkowego
- 0,". Anionorodnik ponadtlenkowy jest prekursorem
innych, bardziej efektywnych ROS, ktére sa wykorzysty-
wane przez fagocyty do zabijania, atakujgcych komérki
gospodarza, mikroorganizméw [58,77,93,96,100].

W 1933 1. po raz pierwszy Baldridge i Gerard zaobserwo-
wali, ze komérki fagocytujace, a w szczegdélnosci granu-
locyty obojetnochtonne, w czasie fagocytozy zuzywaja
zwiekszong ilo§¢ tlenu [13]. Pierwotnie sugerowano,
ze zjawisko to wigze sie ze wzrostem zapotrzebowa-
nia energetycznego zwigzanego z przebiegiem fago-
cytozy, a w zwigzku z tym ze wzrostem intensywnosci
oddychania miochondrialnego. Dopiero w 1961 r. lyer,
Islami Quastel wskazali, ze zwiekszone pobieranie tlenu
w czasie fagocytozy jest zwigzane z produkcja nadtlenku
wodoru - H,0,, ktéry wykazuje wiasciwosci bakteriobdj-
cze [70]. Powstajacy H,0, juz wtedy nie byt uwazany
za jedyny czynnik w pelni odpowiedzialny za walke
z mikroorganizmami, a jedynie stanowit jeden z wielu
zwiazkéw nalezacych do arsenatu wykorzystywanego
przez fagocyty do zabijania bakterii i grzybéw. Zjawisko
zwigzane ze wzmozong konsumpcja tlenu towarzyszaca
fagocytozie, jest $ci$le zwigzane z przeksztalcaniem
wiekszo$ci pochtanianego przez neutrofile i mono-
cyty tlenu. Zostato to opisane w 1984 r. przez Babiora
i nazwane ,,wybuchem oddechowym” [10].

Anionorodnik ponadtlenkowy - O, jest pierwotnym,
mato toksycznym produktem ,wybuchu oddecho-
wego” fagocytdw, przez co nie jest wykorzystywany do
zabijania mikroorganizméw, lecz ulega spontanicznej
dysmutacji do nadtlenku wodoru - H,0,. Enzymem kata-
lizujgcym reakcje dysmutacji jest dysmutaza ponadtlen-

kowa - SOD, dzieki ktérej efektywnosé tego procesu jest
niezwykle wysoka (wzrasta ponad 10* razy) [45,57,96].

20, +2H' = H,0,+0,
SOD—Cu’ + 0, +2H’ — SOD—Cu” + H,0,.

Nadtlenek wodoru nie jest wolnym rodnikiem, jest jednak
zwigzkiem bardziej stabilnym niz 0,”, majacym zdolno$¢
migracji przez blony komérkowe. Podobnie jak aniono-
rodnik ponadtlenkowy, nie nalezy do zwiazkéw bardzo
toksycznych i jedynie w duzych stezeniach wykazuje
wiasciwosci bakteriobdjcze [68]. Wiekszos$¢ H,0, produ-
kowanego przez neutrofile jest zuzywana przez mielo-
peroksydaze - MPO. Mieloperoksydaza jest enzymem
stanowigcym podstawowy sktadnik azurochtonnych
ziarnisto$ci neutrofila. W procesie degranulacji docho-
dzi do uwalniania MPO do wnetrza fagosomu, gdzie wraz
z nadtlenkiem wodoru i jonami Cl~ tworzy uktad odpo-
wiedzialny za produkcje bardzo efektywnego arsenatu
zwiazkéw silnie bakteriobdjczych, do ktérego naleza:
kwas podchlorawy, chloroaminy, rodnik hydroksylowy,
tlen singletowy oraz ozon. Pierwotnym produktem reak-
cji utleniania jonéw chlorkowych CI~ przez H,0,, w reak-
cji katalizowanej przez MPO, jest bardzo silny oksydant
(najbardziej bakteriobdjczy zwigzek produkowany przez
neutrofile) kwas podchlorawy - HOCI [73,118].

MPO

H,0,+Cl™ + H" — HOCl + H,0.

Kwas podchlorawy oprécz swoich wyjatkowo silnych
wiladciwosci bakteriobdjczych jest prekursorem dla
chloramin. Moze reagowa¢ z wieloma zwigzkami zawie-
rajagcymi grupy aminowe R-NH,, tworzac pochodne
azotowo-chlorowe typu monochloramin R-NHCl i dichlo-
ramin R-NCL,, ktére sg trwalsze od podchlorynéw i silnie
bakteriobdjcze [74,97].

ocl + R-NH, — R-NHCl + OH

20Cl" + R-NH, — R-NCl, + 20H ",

Kolejnym produktem aktywowanych fagocytéw jest rod-
nik hydroksylowy - OH, silny oksydant, ktéry powstaje

w reakcji Habera-Weissa miedzy anionorodnikiem
ponadtlenkowym i nadtlenkiem wodoru [73,118].
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Ryc. 2. Schemat zaleznej od mieloperoksydazy produkgji RFT w trakcie wybuchu oddechowego fagocytéw zmodyfikowano wg Champe [27]

0,”+H,0,— OH +OH™ +0,
Bardziej skuteczna w wytwarzaniu rodnika hydroksylo-
wego jest reakcja Fentona, zachodzaca przy katalitycz-
nym udziale jonéw zelaza Fe? /Fe* [36].

Mechanizm powstawania OH" w uktadach biologicznych
zaklada istnienie cyklu dwdch reakcji: jedna z nich jest
wlasciwa reakcjg Fenona:

H,0, + Fe* — Fe* + OH +OH,,

druga natomiast to reakcja regenerujaca jony Fe?, droga
redukcji przez anionorodnik ponadtlenkowy jonu zelaza
Fe*, powstajacego w wyniku pierwszej reakcji:

0, +Fe™ —0,+Fe”.

Sumujac oba réwnania, otrzymujemy prezentowang
wczesniej reakcje Habera-Weissa katalizowana przez
jony zelaza:

Fe? /Fe*

0, +H,0,— OH +OH™ +0,.

Reakcje te moga katalizowacé nie tylko jony zelaza, réw-
niez jony miedzi (Cu‘/Cu?), a takze innych metali
przejéciowych. Wystepowanie nawet w bardzo matych
stezeniach jonéw Fe lub Cu w ptynach ustrojowych jest
wystarczajace do produkgji rodnika hydroksylowego [15].

Wytwarzanie rodnika hydroksylowego przez aktywo-
wane neutrofile zachodzi réwniez dzieki mechanizmowi
zaleznemu od MPO, ktére katalizuje powstawanie HOCI
w reakgji utleniania jonéw Cl™ przez H,0,, a nastepnie
kwas podchlorawy reaguje z anionorodnikiem ponad-
tlenkowym, tworzac rodnik hydroksylowy OH [102],
zgodnie z reakcja:

HOCl +20,” — OH'+0, +Cl".

Wytwarzanie OH jest hamowane w wyniku dziata-
nia dysmutazy ponadtlenkowej - SOD, przeksztatcaja-
cej anionorodnik ponadtlenkowy w nadtlenek wodoru,
a takze w wyniku dziatania katalazy rozktadajacej nad-
tlenek wodoru oraz w wyniku dziatania azydkéw, ktére
sg inhibitorami mieloperoksydazy [73].

Dzieki systemowi zaleznemu od MPO w neutrofilach docho-
dzi réwniez do powstania tlenu singletowego (*0,), wysoce
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Ryc. 3. Schemat budowy oksydazy NADPH, zmodyfikowano wg Assari [7]

energetycznej formy tlenu, ktérej dwa niesparowane elek-
trony na zewnetrznej orbicie posiadaja przeciwny spin
i dzieki temu moga bardzo szybko reagowaé z innymi
parami elektrondéw. Tlen singletowy powstaje w reakcji
kwasu podchlorawego z nadtlenkiem wodoru [45,106]:

HOCl + H,0, — 10, +H,0 + C + H",

W ostatnim czasie réwniez ozon - O, jest uwazany za
produkt wybuchu oddechowego neutrofili. Do syntezy
ozonu jest wykorzystywany '0, (tworzony przez system
zalezny od MPO). Ozon posiada wta$ciwo$ci bakterio-
béjcze, jednak jego toksyczno$é w stosunku do mikro-
organizméw w powigzaniu z nadtlenkiem wodoru, jest
wyraznie wyzsza niz w przypadku dziatania tych zwigz-
kéw oddzielnie [11,116].

Oxksvpaza NADPH

W 1964 r. Rossi i Zatti po raz pierwszy zasugerowali, ze
enzymem odpowiedzialnym za wybuch oddechowy fago-
cytéw jest oksydaza NADPH, a w 1973 r. Babior, Kipnes
i Curnutte ogtosili, Ze pierwotnym produktem oksydazy
NADPH jest anionorodnik ponadtlenkowy, powstajacy
zgodnie z reakcja [8,98]:

NADPH + 0, — 0, + NADP" + H".

Oksydaza NADPH jest §rédbtonowym enzymem, dzieki
ktéremu dochodzi do przeniesienia elektronu ze zre-
dukowanej formy fosforanu dinukleotydu nikotyna-
midoadeninowego - NADPH powstajacego w cyklu
pentozowym i znajdujacego sie po wewnetrznej stro-
nie blony plazmatycznej, na tlen czasteczkowy, znajdu-
jacy sie w plynie zewnatrzkomérkowym lub we wnetrzu

tworzgcego sie fagosomu, powodujac jednoelektronowa
redukcje czgsteczki tlenu do anionorodnika ponadtlen-
kowego 0, [15,17].

Oksydaza NADPH to enzym sktadajacy sie z 5 podjedno-
stek: pa0Phox, pa7phox pe7Phox pogphox i gng1phox (zwanej
réwniez NOX2).

Nazewnictwo poszczegblnych jednostek oksydazy
NADPH jest zwiazane z ich budowa chemiczna, gdzie: p -
protein, gp - glycoprotein, natomiast liczba wystepujaca
po p lub gp - oznacza mase czasteczkowg podjednostki.
Symbol phox - jest zwiazany z przynalezno$cia komér-
kowa i pochodzi od phagocyte oxidase [11,45].

W komérkach fagocytéw bedacych w stanie spoczynku
3 z 5 podjednostek: p40Phx, p47phox i p67Phox znajduja sie
w cytosolu, gdzie tworzg kompleks zawierajacy po jed-
nej kopii kazdej podjednostki [80,88,89]. Dwie pozostate
jednostki: p22Phox i gp91Phox wystepujg w postaci hetero-
dimeru, zawierajacego réwniez po jednej kopii kazdej
podjednostki i sa zlokalizowane w nieaktywnych fago-
cytach w 85% w btonach ziarnisto$ci swoistych - wtdr-
nych i w btonach pecherzykéw wydzielniczych [45].
Natomiast pozostate 15% znajduje sie w btonie plazma-
tycznej, gdzie wraz z jedna czasteczka dinukleotydu
flawinoadeninowego - FAD i dwoma réznymi ugrupo-
waniami hemowymi tworzg cytochrom b, [11,56,102].
Czasteczka FAD w cytochromie b, pelni role miej-
sca wigzgcego czasteczke NADPH, a grupy hemowe
biorg udzial w transporcie elektronéw na tlen. Jedna
z grup hemowych selektywnie wigze sie z podjednostka
gp91Phox 3 druga taczy gp91Phorz p22Phox, przez co moga
by¢ niezbedne w czasie taczenia sie oksydazy NADPHw
aktywny kompleks enzymatyczny [1,37,55,56].
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Aktywacja oksydazy NADPH powoduje przemiesz-
czenie catej puli cytochromu b, do bton plazmatycz-
nych lub fagosomalnych, gdzie dochodzi do potaczenia
si¢ jednostek cytosolowych z cytochromem b, i praw-
dopodobnie biatkiem Rap1A [17,74,101]. Translokacja
jednostek cytosolowych jest poprzedzona fosforylacja
niektérych biatkowych elementéw oksydazy [23]. Utrzy-
manie oksydazy NADPH w stanie aktywnym wymaga
statego przemieszczania sie podjednostek cytosolowych
do btony fagosomalnej lub plazmatycznej, natomiast
rozdzielenie jednostek cytosolowych od cytochromu
b, gwarantuje, ze oksydaza NADPH jest nieaktywna
w komoérkach fagocytéw bedacych w stanie spoczynku
[11,113].

Oprécz wymienionych biatkowych podjednostek cyto-
solowych, w cytoplazmie wystepuja réwniez drobno-
czasteczkowe biatka Rac2 i Racl niezbedne w procesie
aktywacji oksydazy NADPH [47]. Biatka Rac nie sg uwa-
zane za podjednostki oksydazy NADPH, poniewaz odpo-
wiadaja tez za regulacje innych funkcji komérkowych,
aw szczeg6lnosci organizacje cytoszkieletu i proces che-
motaksji [17,72]. Biatko Rac2 nalezy do rodziny Rho bia-
tek G i jest dominujacym biatkiem wigzgcym nukleotydy
guaninowe w ludzkich neutrofilach [47,55,77].

W fagocytach bedacych w stanie spoczynku Rac2 wyste-
puje w kompleksie z czasteczka GDI (dissociation inhibi-
tor, GDP), ktéra jest inhibitorem dysocjacji biatka Rac2
i czgsteczki GDP. Aktywacja za$ komdrek fagocytujacych
prowadzi do rozpadu kompleksu Rac2 - GDP-disociation
inhibitor, czemu towarzyszy przeksztatcenie czasteczki
GDP w GTP. Biatko Rac2 zwigzane z GTP migruje do blony
fagosomalnej lub plazmatycznej, co w konsekwencji
umozliwia transfer cytochromu b,,,, znajdujacego sie
w blonach pecherzykéw wydzielniczych do btony pla-
zmatycznej [1,11,77,99,105]. W blonie plazmatycznej
Rac2 wigze sie bezpo$rednio z p67°"%, nie faczy sie nato-
miast z jednostkami p40Poxi p47°hex [55 83],

Interakcja miedzy aktywnym (zwigzanym z GTP) bial-
kiem Rac i p67P"* jest podstawowa dla aktywacji oksy-
dazy NADPH, gdyz stanowi swego rodzaju rusztowanie
umozliwiajgce doktadne zakotwiczenie biatka p67°hox
w cytochromie b,,, [55]. Prawidlowe oddziatywanie
miedzy tymi jednostkami prowadzi do zmian konfor-
macyjnych w podjednostce p67°"*%, co wplywa na jej
aktywacje [99].

W biatku Rac2 zidentyfikowano dwa wazne dla aktyw-
nosci oksydazy NADPH regiony: ,.effector region” odpo-
wiedzialny za wigzanie p67°"°* i ,insert region”, ktéry
prawdopodobnie odpowiada za interakcje z cytochro-
memb, [93].

W cytochromie by, czasteczka FAD i 2 grupy hemowe
stanowig $ciezke redox, umozliwiajgca transport elek-
tronéw ze zredukowanego NADPH znajdujacego sie
w cytosolu, poprzez btone plazmatyczna na tlen cza-
steczkowy [17,34,55,99,115].

Transfer elektronéw jest wieloetapowy. Poczatkowo
elektrony z NADPH sa przenoszone na czgsteczke FAD,
a proces jest regulowany przez podjednostke p67°hox,
Nastepnie pojedynczy elektron ze zredukowanego
FADH, przechodzi na czasteczke hemu znajdujaca sie po
wewnetrznej stronie membrany. Poniewaz atom zelaza
w grupie hemowej moze przyjac tylko pojedynczy elek-
tron, konieczne jest przed przyjeciem drugiego elek-
tronu z cze$ciowo zredukowanej czasteczki FADH dalsze
przeniesienie elektronu na drugi (zewnetrzny) hem,
a nastepnie na tlen, co prowadzi do utworzenia aniono-
rodnika ponadtlenkowego [30,32,104]. Czasteczka FAD
jest uwazna za element niezbedny w transporcie elektro-
néw. Aktywno$¢ oksydazy NADPH zostaje utracona, gdy
cytochrom b, zostaje pozbawiony czasteczki FAD (co
wynika z zablokowania $ciezki transportu elektronéw)
i przywrécona powtdrnie, kiedy nastapi rekonstytucja
cytochromu b, czasteczkg FAD. Poza tym aktywnos¢
oksydazy zostaje utracona w wyniku dziatania antago-
nistéw FAD, takich jak: deaza-FAD i DPI (jodonian dwufe-
nylowy) [30,55,61,102]. W komérkach bedacych w stanie
spoczynku FAD znajduje sie w stanie réwnowagi miedzy
forma zwigzang i niezwigzang z cytochromem b, . Naj-
prawdopodobniej dzieki tak luznemu i niedoktadnemu
powigzaniu czgsteczki FAD w cytochromie b, przy-
padkowe powstawanie ROS jest ograniczone, gdyz mato
prawdopodobny wydaje sie przeplyw elektronéw w tak
niedoskonatlym uktadzie, chociaz dalsze badania wydaja
sie konieczne, by okresli¢ mechanizm, dzieki ktéremu
FAD moze dziataé jako regulator aktywnosci oksydazy
NADPH [30,61].

Pod wplywem dziatania czynnikéw aktywujacych
komérki fagocytéw, struktura miejsca wiazania cza-
steczki FAD w cytochromie b,,, ulega modyfikacji, co
skutkuje $cistym potgczeniem, wczesniej wolnego FAD
z cytochromem b, . Nastepstwem tego Scistego powia-
zania jest przytaczenie biatkowych podjednostek cyto-
solowych, ktére odgrywaja znaczaca role w utrzymaniu
czasteczki FAD w cytochromie b, , w aktywnej oksyda-
zie. Maskowanie wiazania czgsteczki FAD w cytochromie
przez jednostki cytosolowe gwarantuje wysoka stabil-
no$¢ aktywnej oksydazy, miedzy innymi przez osta-
nianie miejsca wigzania FAD i grup hemowych przed
dziataniem licznych zwiazkéw chemicznych, powszech-
nie uwaznych za inhibitory transportu elektronéw, do
ktérych naleza: cyjanki, azydki, tlenek wegla i pirydyna
[30,69,86].

Waznym czynnikiem umozliwiajacym poznanie fizjolo-
gicznego znaczenia poszczegdlnych jednostek biatko-
wych dla aktywno$ci oksydazy NADPH byto odkrycie
przewlektej choroby ziarniakowej - CGD (chronic gra-
nulomatous disease), objawiajacej sie bardzo ciezkimi
i nawracajacymi infekcjami bakteryjnymi i grzybiczymi.
Choroba charakteryzuje sie brakiem lub znaczgcym
ograniczeniem aktywnosci enzymatycznej oksydazy
NADPH, a w zwigzku z tym zahamowaniem ,,wybuchu
oddechowego” w komdrkach fagocytéw. Przyczyna jest
catkowita nieobecno$é, niedobdr lub zmiany struktu-
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ralne w budowie biatek, bedgcych elementami sktado-
wymi oksydazy NADPH [7,64,89].

Biatkowa podjednostka cytosolowa p67Ph* przez inter-
akcje z biatkiem Rac i cytochromem b,., wptywa na
aktywno$¢ oksydazy NADPH [34,44,99]. Jest ona niezbed-
nym elementem, gdyz umozliwia transport elektronéw
do czasteczki FAD w cytochromie b,,, nawet w przy-
padku braku podjednostki p47°h* [30,58,88,90]. Stwier-
dzono réwniez, ze w tej jednostce znajduje sie miejsce
wigzania dla NADPH, aczkolwiek miejsca takie wystepuja
réwniez w cytochromie b, [28,33,82,105]. Podjednostka
p67°"* w komdrkach w stanie spoczynku stale ulega
procesom fosforylacji i defosforylacji [35,102]. Aktywa-
cja neutrofili wigze sie réwniez z procesem fosforyla-
cji p67P"%, jednak jej znaczenie dla aktywacji oksydazy
NADPH nadal pozostaje niejasne [34,89]. Na podstawie
obserwacji pacjentéw z CGD, ktdrzy posiadaja mutacje
w jednostce p67°"* stwierdzono, ze nie ma ona zdolno$ci
wigzania z biatkiem Rac2, a ponadto nie dochodzi u nich
do przemieszczania sie jednostek cytosolowych do btony
plazmatycznej w wyniku aktywacji oksydazy [8]. Dane te
nie sa jednak jednoznaczne, gdyz wedtug innych Zré-
det brak p67°"* uniemozliwia tylko przemieszczanie sie
biatka p40Ph*%, a translokacja i fosforylacja p47°h°* pozo-
staje niezmieniona [12,30,88,94,104,114].

Jednostka p47°ho*w gtéwnej mierze jest odpowiedzialna
za transport kompleksu cytosolowego do bton plazma-
tycznych w czasie aktywacji oksydazy NADPH i jest
swego rodzaju tgcznikiem miedzy cytchromem b,,,
i podjednostkami cytosolowymi [17,75]. Pierwszym eta-
pem aktywacji jest fosforylacja trzech reszt serynowych
w autoinhibitorowym regionie w podjednostce p47°hox
prowadzaca do zmian konformacyjnych, odstaniajacych
domene PX odpowiedzialng za wigzanie z difosforanem
fosfatydyloinozytolu, przez co mozliwe jest potaczenie
z p22°hox [6,81,99,114]. Proces fosforylacji p47phox to
mechanizm umozliwiajacy kontrole tworzenia aktyw-
nego kompleksu enzymatycznego oraz zapobiegajacy
niezamierzonej aktywacji enzymu. Po przytaczeniu grup
fosforanowych do reszt serynowych nastepuje prze-
mieszczenie podjednostki p47°"™ polgczonej z p67°hox
i p40rhox do blony plazmatycznej, w celu wspétdziatania
z elementami blonowymi [6,44].

Brak podjednostki p47P"* jest przyczyna wystepowania
jednej z form CGD. U 0s6b pozbawionych podjednostki
p47°hox biatka p67°hoX, p40Phex i Rac2 tracg zdolno$é do
przemieszczania sie z cytosolu do btony plazmatycznej
w wyniku aktywacji droga receptorowa chemotaktycz-
nym peptydem bakteryjnym - fMLP i estrem forbolu
- PMA, ktéry jest bezposrednim aktywatorem kinazy
biatkowej C [43,103]. Jednak w do$wiadczalnych ukta-
dach bezkomérkowych, zawierajgcych wyizolowany
cytochrom b, i podjednostki cytosolowe stwierdzono,
ze obecno$¢ podjednostki p47Ph** nie jest konieczna do
aktywacji oksydazy pod warunkiem, ze w uktadach tych
podjednostka p67°hox i biatko Rac2 wystepujg w wyso-
kich stezeniach. Obecno$¢ p47°h°* powoduje jednak pra-

fMLP

biatko G

(sktadajgce sie z podjednostek a,
R v)

K/ GTP

GDP

odfgczenie
podjednostek

PLC

PIP,

N

IP; DG

+ ca*

N\

————— > | PKC

fosforylacja podjednostek
oksydazy NADPH

aktywny kompleks
oksydazy NADPH

Ryc. 4. Schemat aktywacji oksydazy NADPH. R - receptor, PLC - fosfolipaza C,
PIP, — difosforan fosfatydyloinozytolu, IP, -1,4,5 inozytolotrifosforan,
DG - 1,2 diacyloglicerol, 1Ca?* - uwalnianie (a?* z magazynéw
wewnatrzkomdrkowych do cytoplazmy oraz transport wapnia ze
srodowiska zewnetrznego poprzez btone komérkowa, PMA — ester
forbolu (bezposredni aktywator kinazy biatkowej C), PKC - kinaza
biatkowa C

wie 100-krotny wzrost sily wigzania poszczegdlnych
podjednostek w aktywnej oksydazie [4,41,52,76,83].

Rola podjednostki 40°"* w aktywacji oksydazy NADPH
jest stabo poznana [25,88]. Przypuszczano, iz najpraw-
dopodobniej petni ona role regulatorows, jednak wyniki
badan nie sa jednoznaczne. Z jednej strony ufosforylo-
wana podjednostka p40P"** hamuje aktywno$¢ oksydazy,
natomiast wedlug innych doniesieti fosforylacja tej jed-
nostki przez kinaze biatkowg C (PKCJ) jest niezbedna dla
przemieszczenia sie podjednostki p47°"°* do blon fago-
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Ryc. 5. Schemat budowy taricucha oddechowego, zmodyfikowano wg [27]

somu i osiagniecie petnej aktywacji oksydazy w komdr-
kach neutrofili myszy [29,61,63,82].

Do niedawna nie byto informacji o przypadku braku jed-
nostki p40P"°* ani waznych pod wzgledem funkcjonal-
nym zmian w budowie tego elementu oksydazy NADPH
w jakiejkolwiek postaci CGD [19,102]. Jednak ostatnio
opisano przypadek pacjenta z CGD, u ktdérego stwier-
dzono mutacje w podjednostce p40Ph°%, Przypadek ten
potwierdza, iz p40PP* poprzez wiazanie trifosforanu
fosfatydyloinozytolu (IP3) odgrywa wazna role w akty-
wacji oksydazy NADPH w czasie fagocytozy, umozliwia-
jac potaczenie podjednostek cytosolowych z membrang
plazmatyczng [29,56,95,99].

Lipidy blony plazmatycznej, oprécz fosforylacji cytosolo-
wych podjednostek, biorg udzial w regulacji aktywnosci
oksydazy NADPH [23,69]. Wytwarzanie diacyloglicerolu
i inozytolotrifosforanu - IP, (odpowiadajacego za uwal-
nianie Ca* z magazynéw wewngtrzkomérkowych) przez
fosfolipaze C prowadzi do aktywacji kinazy biatkowej C
i fosforylacji podjednostki p47°"°* oraz innych elemen-
téw oksydazy [2,83].

MiTOCHONDRIA - GLOWNE ZROD£O REAKTYWNYCH FORM TLENU

Mitochondria to gtéwne Zrédto reaktywnych form tlenu
(ROS) w organizmach aerobowych. Zdecydowang wiek-
szo$¢ komdrkowej produkcji ROS, szacowang nawet na
90%, przypisuje sie wlagnie mitochondriom [12,65,91].
W warunkach prawidtowych wytwarzanie ROS jest nie-
uniknione i moze przyczynia¢ sie do narastania ,,stresu
oksydacyjnego”, ale czasteczki te moga petnié istotna
role w redox-zaleznych procesach przeptywu informacji
[16,26,41,94,112].

W warunkach patologicznych powstawanie ROS jest
wyraznie wzmozone. Nadmierna ich ilo§é poprzez
oksydacje biatek, lipidéw i DNA przyczynia sie do
uszkodzenia komérek, co prowadzi do zaburzen ich
funkcji biologicznych, a w konsekwencji do licznych
choréb dotykajacych niemal wszystkich czesci ludz-
kiego organizmu, a w szczegblno$ci dwéch najwazniej-
szych narzaddw, tj.: serca i mézgu [6,46,48,67,81,103].
Ponadto, ROS u ludzi zdrowych przyczyniaja sie do
procesdw starzenia sie organizmu [42,108]. Dotychcza-
sowe wyniki badan §ledzacych proces produkeji ROS
w mitochondriach nie pozwalaja jednoznacznie stwier-
dzié czy w warunkach patologicznych akumulacja ROS

uwalnianych podczas fosforylacji oksydacyjnej jest
pierwotnym czynnikiem, czy tez konsekwencja innych
dysfunkcji komérkowych.

W mitochondriach jest kontynuowany proces kata-
bolizmu zwigzkéw (weglowodandw, biatek i lipidéw)
bedacych Zrédtem energii w organizmie. Obejmuje on
przemiany reszt acetylowych w cyklu kwaséw trikar-
boksylowych (cykl Krebsa, cykl kwasu cytrynowego).
Wynikiem jest powstanie wysokoenergetycznych zwiaz-
kéw NADH i FADH, (tzw. réwnowaznikéw wodorowych),
bedacych donorami elektrondéw, ktére sa przenoszone
za pos$rednictwem mitochondrialnego taricucha odde-
chowego na tlen czgsteczkowy. Wieloetapowa, cztero-
elektronowa redukcja tlenu prowadzi do powstania H,0
[79]. Jednak niewielka cze$¢ elektronéw przedwczesnie
,wycieka” z taticucha oddechowego, powodujac jedno-
elektronowg redukcje tlenu i powstanie anionorodnika
ponadtlenkowego [4,15,49,91].

Bubowa MITOCHONDRIALNEGO £ANCUCHA ODDECHOWEGO

W budowie mitochondrialnego taricucha oddechowego
strukturalnie i funkcjonalnie wyrdznié mozna 4 ztozone,
zwigzane z wewnetrzna blong mitochondrialng kom-
pleksy biatkowe:

kompleks I - oksydoreduktaza NADH: ubichinon
(dehydrogenaza NADH),

kompleks II - oksydoreduktaza bursztynian: ubichinon
(dehydrogenaza bursztynianowa),

kompleks III - oksydoreduktaza ubichinon: utleniony
cytochrom ¢ (kompleks cytochroméw b - c,),

kompleks IV - oksydaza cytochromowa
(oksydoreduktaza zredukowany cytochrom c: tlen).

Poszczegdlne ogniwa taticucha oddechowego nie kontak-
tuja sie ze soba bezposrednio. Elementami spinajacymi
poszczegblne kompleksy sa: zakotwiczony w wewnetrz-
nej membranie mitochondrialnej wysoce hydrofobowy
ubichinon (Q) i rezydujacy w przestrzeni miedzymem-
branowej hydrofilowy cytochrom c [79].

Kompleks I (oksydoreduktaza NADH: ubichinon) jest
pierwszym ogniwem mitochondrialnego faricucha odde-
chowego, katalizujacym pierwszy etap fosforylacji oksy-
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dacyjnej zachodzacej w mitochondriach. Enzym ten
katalizuje utlenianie NADH w matriks i przeniesienie 2
elektronéw z NADH za po$rednictwem mononukleotydu
flawinowego FMN i serii centréw zelazowo-siarkowych
na ubichinon, znajdujacy sie w wewnetrznej membranie
mitochondrialnej [25,66]. Czasteczka FMN ulega reduk-
cji do FMNH,, nastepnie elektrony przechodza na cen-
tra zelazowo-siarkowe, ktére jednorazowo moga przyjaé
tylko jeden elektron, czemu towarzyszy redukcja jonéw
zelaza: Fe*—Fe?. Utlenianie czgsteczki FMNH, jest moz-
liwe jedynie dzieki dwom jednoelektronowym reakcjom,
zachodzgcym po sobie i prowadzacym do wytworzenia
produktu przejéciowego semichinonu - Q (bedacego wol-
nym rodnikiem), ktérego dalsza redukcja prowadzi do
powstania czgsteczki hydrochinonu (ubichinolu) - QH,.
Przeniesieniu 2 elektronéw z NADH na ubichinon towa-
rzyszy przeniesienie 4 protonéw z matriks do przestrzeni
miedzybtonowej, skutkujace wytworzeniem w poprzek
wewnetrznej blony mitochondrialnej elektrochemicz-
nego gradientu protonowego, tzw. sity protonomotorycz-
nej (Ap). Sita protonomotoryczna jest komponenta dwéch
sktadnikéw: gradientu pH (gradientu chemicznego) oraz
elektrycznego potencjatu transblonowego (A¥), wyni-
kajacego z réznicy rozmieszczenia tadunkéw elektrycz-
nych po obu stronach btony. Elektrochemiczny gradient
protonowy jest formg tymczasowego magazynowania
energii, stopniowo uwalnianej w czasie przeptywu elek-
tronéw wzdhuz taticucha oddechowego, ktéry nastepnie
jest wykorzystywany do napedzania syntazy ATP (trans-
portujacej H') i tworzenia w obecno$ci ADP i P, wysoko-
energetycznego adenozynotrifosforanu - ATP. Kompleks
I generuje okoto 40% catkowitego gradientu protonowego,
jaki jest tworzony w wyniku utleniania NADH przez caty
taticuch oddechowy [62,98].

Kompleks I jest najwiekszym kompleksem proteinowym
zakotwiczonym w wewnetrznej blonie mitochondrialne;j.
Jest multikompleksem zbudowanym z 45 polipeptyddw,
o catkowitej masie czasteczkowej ok. 1 MDa (980 kDa), nie-
kowalencyjnie zwiazanych z mononukleotydem flawino-
wym FMN oraz centrami zelazowo-siarkowymi [24,62,65].
Kompleks ma ksztalt litery L, z jednym hydrofobowym
taricuchem, zakotwiczonym w btonie mitochondrialnej
i drugim ramieniem hydrofilowym, skierowanym w kie-
runku mitochondrialnej matriks [19,63,66,92,117].

7 sposréd 45 subkomplekséw jest kodowane przez mito-
chondrialne DNA, a pozostate 38 to produkty jadrowego
genomu, ktére z cytoplazmy sg przenoszone do mito-
chondrium.

Podjednostki kodowane przez mitochondrialne DNA
i 7 podjednostek kodowanych przez jadrowe DNA, two-
rzg tzw. ,,core subunits” i stanowig katalityczny rdzen
enzymu. Wymienione podjednostki wigza sie z FMN, 8
lub 9 centrami zelazowo-siarkowymi i jedng lub wiecej
czgsteczkami ubichinonu [62,98].

Pozostate 31 podjednostek polipeptydowych, ktére sa
okreslane jako tzw. “supernumerary”, nie bierze bezpo-

$rednio udzialu w transporcie elektrondéw, jak réwniez
w generowaniu gradientu protonowego. Najprawdopo-
dobniej odgrywajg one wazna role w utrzymaniu stabil-
nosci kompleksu, jednak funkcja wiekszosci z nich nie
zostala do tej pory poznana [63,66].

Dzieki dysocjacji kompleksu I odkryto, ze miejsce wigza-
nia czasteczki NADH i wszystkich centréw redoks (tzn.
FMN oraz centréw zelazowo-siarkowych) znajduja sie
w peryferyjnym ramieniu, natomiast struktury uczest-
niczagce w mechanizmie ,,pompowania” protonéw do
przestrzeni miedzymembranowej, najprawdopodobniej
sg usytuowane w hydrofobowym taricuchu $cisle zwig-
zanym z btong mitochondrialna.

W kompleksie I wystepuje 8-9 centréw zelazowo-siarko-
wych: N1a, N1b - [2Fe-2S)] i N2, N3, N4, N5, N6a, N6b i N7
- [4Fe-4S]. U wielu gatunkéw w dehydrogenazie NADH
kompleks N7 nie wystepuje, stad najprawdopodobniej
nie jest on czescia $ciezki przeptywu elektrondw [95,98].

Kompleks II - oksydoreduktaza bursztynian: ubichinon
petni w komérkach podwdjna funkcje, gdyz jest to enzym
katalizujgcy reakcje utleniania bursztynianu do fumaranu
w przemianach cyklu kwasu cytrynowego (cykl Krebsa),
jest réwniez cze$cia mitochondrialnego taticucha trans-
portu elektrondw, gdzie katalizuje reakcje utleniania
bursztynianu do fumaranu, potaczona z redukcja ubichi-
nonu (Q) do hydrochinonu (ubichinolu - QH,).

W kompleksie 1T wyrdznié mozna 2 czesci sktadowe:
podjednostke hydrofilowa sktadajaca sie z flawoprote-
iny - SdhA, w ktérej kowalencyjnie zwiazana czasteczka
dinukleotydu flawinoadeninowego FAD jest czescia
katalitycznego centrum enzymu oraz biatko zelazowo-
-siarkowe - SdhB, w ktérym znajduja sie trzy centra
zelazowo-siarkowe: [2Fe-2S]%"*, [4Fe-4S] 1, [3Fe-4S]*°,
stanowiace $ciezke transportu elektronéw z czasteczki
FAD na zwiazany z btong mitochondrialng ubichinon.

Budowa czgsteczki flawoproteinowej i biatka zelazowo-
-siarkowego w podjednostce hydrofilowej kompleksu II
charakteryzuje sie duzym stopniem podobietistwa u réz-
nych gatunkéw. Cze$é hydrofilowa kompleksu wiaze sie
z btong mitochondrialng dzieki interakcji biatka SdhB
z dwiema hydrofobowymi podjednostkami SdhC i SdhD,
ktére tworzg w komérkach ssakéw cytochrom b, zawie-
rajacy czgsteczke hemu i kotwiczg caty enzym w blonie
mitochondrialnej [2,65].

W czasie utleniania bursztynianu do fumaranu, naste-
puje odlaczenie 2 elektronéw i 2 protondéw, a kowalen-
cyjnie zwiazany kofaktor flawinowy FAD ulega redukcji
do FADH,, nastepnie ww. elektrony sg pojedynczo prze-
noszone za po$rednictwem trzech centréw zelazowo-
-siarkowych na czgsteczke ubichinonu, zakotwiczong
w btonie mitochondrialnej i umozliwiajgcg ich wejscie
i dalszy przeptyw wzdtuz taricucha oddechowego, za$ 2
protony pochodzace z oksydacji bursztynianu sa wyko-
rzystywane do redukcji ubichinonu.
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Kompleks 11 nie generuje gradientu protonowego, gdyz
nie dochodzi tutaj do pompowania protonéw do prze-
strzeni miedzymembranowej [28].

Czasteczka ubichinonu jest elementem spinajacym
kompleks 11 kompleks 11 z resztg mitochondrialnego tan-
cucha oddechowego.

Kompleks III - (kompleks cytochroméw b-c,) w mito-
chondrialnym taticuchu oddechowym katalizuje reak-
cje przeniesienia elektronéw z czasteczki hydrochinonu
(ubichinolu) na cytochrom ¢, potaczona z przemiesz-
czeniem protonéw w poprzek wewnetrznej btony mito-
chondrialnej.

W organizmach eukariotycznych kompleks 111 jest homo-
dimerem o masie ok. 480 kDa. Kazdy monomer sktada sie
z 10 lub 11 podjednostek rozdystrybuowanych w trzech
regionach: w mitochondrialnej matriks, w przestrzeni
miedzymembranowej i w wewnetrznej blonie mitochon-
drialnej [48].

Do funkcjonowania enzymu sa niezbedne 3 podjednostki
zwigzane z wewnetrzng btong mitochondrialng, stano-
wigce katalityczny rdzen enzymu. Pierwsza z nich jest
cytochrom b z 2 réznymi czasteczkami hemu typu b: b,
(o niskim potencjale) i b, (0 wysokim potencjale). Druga
to cytochrom c,, w ktérym znajduje sie czasteczka hemu
typu c. Trzecia to biatko zelazowo-siarkowe IPS, z cen-
trum zelazowo-siarkowym 2Fe-2S. Rola pozostatych pod-
jednostek nie jest doktadnie poznana. Cytochrom b jest
kodowany przez genom mitochondrialny, a pozostate
podjednostki maja swe zrédlo w genomie jadrowym [46].

W kompleksie 111, a doktadniej w cytochromie b, wyste-
puja dwa rézne miejsca wigzgce czgsteczke ubichinonu,
usytuowane po przeciwnych stronach blony i potaczone
wewnatrzmembranowg $ciezkg transferu elektronéw.
Pierwsze z nich to miejsce utlenienia hydrochinonu,
tzw. centrum P (lub Q)), znajdujace sie po dodatniej stro-
nie membrany i drugie miejsce, w ktérym dochodzi do
redukcji ubichinonu, tzw. centrum N (lub Q,), zlokalizo-
wane po ujemnej stronie btony mitochondrialne;.

Pierwsza faza przemian obejmuje reakcje utleniania
hydrochinonu, w czasie ktdrej dochodzi do odtaczenia
w miejscu Q, dwdch elektronéw z czgsteczki hydro-
chinonu i przeniesienie jednego z nich na cytochrom
c za posrednictwem biatka zelazowo-siarkowego IPS
i cytochromu c,. Drugi elektron przechodzi w poprzek
wewnetrznej btony mitochondrialnej za posrednic-
twem czasteczki hemu b, a nastepnie hemu b, kon-
czac swa wedréwke w miejscu Q,, gdzie dochodzi do
redukcji czasteczki ubichinonu, z przej$ciowym wytwo-
rzeniem rodnika semichinonowego - Q, wystepujacego
w formie anionowej lub neutralnej, w zaleznosci od
kolejnosci transferu elektronéw i protonéw. Oksydacja
kolejnej czasteczki hydrochinonu w centrum P i prze-
niesienie nastepnego elektronu za posrednictwem
cytochromu b, prowadzi do dalszej redukcji rodnika

semichinonowego i powstania czasteczki hydrochi-
nonu, czemu towarzyszy pobranie dwéch protonéw
z mitochondrialnej matriks w centrum N (Q,). W ciagu
catego cyklu przemian w kompleksie 111 mitochondrial-
nego taficucha transportu elektronéw dwie czasteczki
hydrochinonu ulegaja utlenieniu w centrum P (Q,),
za§ w centrum N dochodzi do regeneracji jednej cza-
steczki hydrochinonu. Caty wyzej opisany proces wigze
sie z przeniesieniem czterech protonéw do przestrzeni
miedzymembranowej, co skutkuje wytworzeniem sity
protonomotorycznej [46,67].

Kompleks IV - (oksydaza cytochromowa) jest kotico-
wym ogniwem mitochondrialnego taiicucha oddecho-
wego. W komdrkach ssakdéw jest to heterooligomeryczny
kompleks o masie ok. 200 kDa, sktadajacy sie z 13 zako-
twiczonych w wewnetrznej btonie mitochondrialne;j
podjednostek biatkowych, kodowanych przez genom
mitochondrialny i jadrowy. Katalityczny rdzeti enzymu
stanowig 3 podjednostki Cox 1, Cox 2 i Cox 3 (kodowane
przez mDNA) [10,11,49].

Podjednostka Cox 1 jest najwiekszym, silnie hydrofo-
bowym ogniwem oksydazy cytochromowej, w ktérym
zachodzi wla$ciwa reakcja redukcji tlenu. W podjed-
nostce tej, relatywnie gteboko, znajduja sie dwa centra
redox: pierwsze to czasteczka hemu a, natomiast dru-
gie to heterobimetaliczny kompleks cytochromu a, i jonu
miedzi Cu, (hem a,-Cuy). Podjednostka Cox 2 jest naj-
mniejszym i najmniej hydrofobowym elementem kata-
litycznego rdzenia enzymu, w ktérej w tzw. centrum Cu,
znajduja sie dwa jony miedzi Cu(I) i Cu(Il). W centrum
Cu, dochodzi do wigzania czasteczki cytochromu c. Jony
miedzi Cu, s3 pierwotnym akceptorem elektronéw prze-
plywajacych przez koticowy fragment taticucha odde-
chowego. Elektrony uwalniane z czgsteczki cytochromu
¢ przechodzg na centrum Cu,, nastepnie dochodzi do
redukcji hemu a, a stad elektrony dalej sa przenoszone
do centrum hem a,-Cu, (jest to tzw. faza redukcyjna).
Redukcja kompleksu hem a,-Cu, umozliwia wigzanie
czgsteczki tlenu, ktéra ulega czteroelektronowej reduk-
cji do wody (jest to tzw. faza utleniania) [10,11,24].

Transfer kazdego elektronu wiaze sie z translokacja do
przestrzeni miedzybtonowej dwdch protonéw. Protony
niezbedne do redukcji tlenu czgsteczkowego, jak réwniez
protony wykorzystywane przez oksydaze do generowa-
nia gradientu protonowego sg pobierane z mitochondrial-
nej matriks i transportowane w sasiedztwo centrum hem
a,-Cu,. W podjednostce Cox 1 s3 zlokalizowane dwie $ciezki
transferu protonéw: tzw. K-pathway i D-pathway. Pierw-
sza z nich odpowiada za dostarczenie jednego lub dwéch
protonéw w fazie redukcyjnej, natomiast przez D-pathway
sg przenoszone pozostate dwa lub trzy protony niezbedne
do wytworzenia czasteczki wody. Tg samg droga ,,pompo-
wane” sg réwniez protony do przestrzeni miedzymembra-
nowej w czasie generowania gradientu protonowego [118].

Podjednostka Cox 3, podobnie jak Cox 1 jest réwniez
biatkiem wysoce hydrofobowym rozciaggajacym sie
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w wewnetrznej blonie mitochondrialnej. W podjedno-
stce tej nie ma zadnej grupy prostetycznej. Przypusz-
cza sie, iz podjednostka ta zapewnia stabilno$¢ catego
enzymu, moduluje transfer protonéw przez podjed-
nostki Cox 1 i Cox 2, a takze reguluje dostep tlenu do
centrum hem a,-Cu, [66].

Pozostate podjednostki oksydazy cytochromowej kodo-
wane przez genom jadrowy sa syntetyzowane w cytopla-
zmie, a nastepnie przenoszone do mitochondrium, gdzie
otaczaja katalityczne centrum enzymu i prawdopodob-
nie sg zaangazowane w stabilizacje i proces dimeryzacji
enzymu. Ponadto odgrywaja one istotng role w ochro-
nie katalitycznego rdzenia enzymu przed dziataniem
reaktywnych form tlenu, a takze reguluja katalityczna
aktywno$¢ enzymu [49].

Pomimo braku danych dajgcych uzasadnienie funk-
cjonalnej roli dimeryzacji oksydazy cytochromowej,
uwaza sie, ze katalitycznie aktywny enzym jest dime-
rem utrzymywanym przez oddziatywanie miedzy
podjednostkami Cox 6a i Cox 6b [91]. Obok grup pro-
stetycznych (3 jonédw Cu, hemu a i a,) niezbednych do

PismiennicTwo

funkcjonowania enzymu w podjednostce Cox 5b znaj-
duje sie jon Zn(Il), a na powierzchni podjednostek
Cox 11 Cox 2 sg zlokalizowane jony Mg(II). Dodatkowo
w Cox 1 znajduje sie pojedynczy jon Na(1) [10,11]. Zna-
czenie tych trzech dodatkowych kofaktoréw nie jest do
kotica wyjasnione.

PobsumowaNie

Gtéwnymi miejscami endogennej produkeji ROS sa
mitochondria, ktére wytwarzaja ROS w kazdej komdrce
w mitochondrialnym taticuchu oddechowym w warun-
kach prawidtowych oraz oksydaza NADPH wystepujaca
w komérkach fagocytujacych, w ktérych zwiekszone
wytwarzanie ROS jest wykorzystywane do zabijania ata-
kujacych mikroorganizméw w mechanizmie ,wybuchu
oddechowego”. Oba uktady transportu elektronéw sa
wieloetapowymi skomplikowanymi uktadami enzyma-
tycznymi, stad wiele mozliwo$ci wycieku elektronéw, co
stwarza trudnoéci w diagnozowaniu miejsca wycieku. Od
wielu lat trwajg badania nad mechanizmami prowadza-
cymi do wytwarzania ROS, ale wciaz sa one nie w pelni
poznane.
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