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Mitochondria jako zrédto reaktywnych form tlenu
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Metabolizm tlenowy zachodzacy w mitochondriach prowadzi do redukcji czasteczki tlenu do
wody za posrednictwem czterech reakcji przeniesienia elektronéw. W wyniku tych reakcji po-
wstaja rézne produkty, tj.: rodnik ponadtlenkowy (O, ), nadtlenek wodoru (H,O,), rodnik hy-
droksylowy (OH ), tlen singletowy (102" "), okreslane mianem reaktywnych form tlenu (RFT).

W warunkach fizjologicznych RFT s3a szybko unieczynnianie i nie powoduja zakiécenn w funk-
cjonowaniu komérki. Nieprawidtowe funkcjonowanie taiicucha oddechowego spowodowane nie-
doborem, mutacja lub zablokowaniem jednego z ogniw tego taricucha prowadzi do nadmiernego
wytwarzania RFT. W nastgpstwie zwigkszenia wytwarzania RFT zmniejsza si¢ sprawnos¢ ko-
morek, tkanek lub catych narzadow.

Najczestszym miejscem tworzenia RFT jest kompleks 11 III, ale miejsce tworzenia RFT zalezy
od warunkéw w jakich znajduja si¢ komorki.

Nadmierne wytwarzanie RFT jest podtozem wielu choréb i odpowiada za proces starzenia si¢
organizmu.

RTF - reaktywne formy tlenu * taincuch oddechowy * dysmutaza ponadtienkowa ¢
anionorodnik ponadtlenkowy ° nadtlenek wodoru ° rodnik wodorotlenowy
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Summary

Atmospheric oxygen molecules are reduced to water through four consecutive electron transfer
reactions in mitochondria. As a consequence of these processes, various by-products (called re-
active oxygen species, ROS), including superoxide radical, hydrogen peroxide, hydroxyl radicals,
and singlet oxygen are released.

Under physiological conditions, ROS are rapidly inactivated and do not induce disruption of cell
function. Abnormal function of the respiratory chain, resulting from deficiency, mutation, or in-
hibition of its elements, leads to elevated ROS production.

Complexes I and III of the mitochondrial chain are the most important sites of ROS formation;
however, this can be affected by extracellular conditions.

Excessive ROS generation leads to decreased efficiency of cells, tissues, and whole organs and
is responsible for acceleration of aging and the development of various diseases.

ROS - reactive oxygen species ° respiratory chain * superoxide dismutase °
superoxide radical * hydrogen peroxide ¢ hydroxyl radical
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Tlen jest niezbednym pierwiastkiem w metabolizmie orga-
nizmow tlenowych, ale w trakcie jego przemian tworza si¢
czasteczki szkodliwe dla organizmu. Paradoksalnie zatem
tlen, ktory jest nieodzownym warunkiem zycia jest jedno-
czes$nie czynnikiem toksycznym.

Prawie cala energia organizmu pochodzi z fosforylacji
oksydacyjnej zachodzacej w mitochondriach. Powstaje
adenozynotrdjfosforan (ATP), a w tym samym czasie tlen
(0,) jest redukowany do wody (H,0O). Jako produkt ubocz-
ny tego procesu moga powstawac bardzo reaktywne cza-
steczki okreslane jako wolne rodniki tlenowe (WRT) lub
szerzej jako reaktywne formy tlenu (RFT) lub ,,aktywne
postacie tlenu”. Zwiazki te uszkadzaja wiele rozmaitych
czasteczek biologicznych, wiaczajac w to lipidy, biatka
i DNA, powodujac nieodwracalne zmiany w ich moleku-
larnej strukturze, co prowadzi do zaburzen ich funkcji bio-
logicznej [19,63,64].

Mitochondria przyczyniaja si¢ réwniez do programowa-
nej Smierci komoérki. Pod wptywem RFT wytwarzanych
przez mitochondria moze dochodzi¢ do uwalniania pro-
apoptotycznych biatek wyzwalajacych apoptoze lub nekro-
z¢ [14,24,32,60]. Nadmierne wytwarzanie RFT, prawdo-
podobnie stanowi podtoze apoptozy, towarzyszacej wielu
chorobom i procesowi starzenia si¢: apoptozy neuronéw
istoty czarnej [12], apoptozy neuronéw w nastgpstwie urazu
niedokrwienno-reperfuzyjnego [29,59], degeneracji neu-
ronéw w chorobie Alzheimera i w stwardnieniu zaniko-
wym bocznym [11].

Gléwnym Zrédiem RFT w organizmach jest mitochon-
drialny fafdicuch oddechowy i dlatego same mitochondria
sa najbardziej narazone na oksydacyjne uszkodzenia, co
w konsekwencji prowadzi do obnizenia transportu elek-
tronéw i zwigkszenia wytwarzania RFT, a wigc tworzy
si¢ tzw. ,,.bledne koto”. Z uptywem czasu w mitochon-
driach powstaje coraz wigcej uszkodzeri powodujacych
spadek wytwarzania ATP, a jednoczesnie pociagajac za
soba wzmozone wytwarzanie RFT, tym samym wpty-
wajac destrukcyjnie na funkcje komorek [13,31,44,45].
Stwierdzono, ze RFT moga by¢ przyczyna pewnych sta-
néw chorobowych, zwtaszcza w warunkach ostabionej
ochrony antyoksydacyjnej, a takze proceséw starzenia
[9,17,21,36,46,56,59,61].

Jednak wolne rodniki tlenowe oraz tlenek azotu reguluja kra-
zenie, metabolizm energetyczny, reprodukcje, przeksztatcanie
si¢ komérek w czasie rozwoju embrionalnego, a takze zwiaz-
ki te funkcjonuja jako gtéwna obrona przed patogenami [21].
RFT odgrywaja tez wazna rolg¢ w kontrolowaniu funkcji ko-
morek oraz w przekazywaniu sygnatéw w komorkach [2].

Poniewaz miejsca wytwarzania RFT w mitochondriach nie
sg doktadnie ustalone, ale powszechnie uwaza sig, iz sa
umiejscowione w obrebie elektronowego taricucha trans-
portujacego elektrony, postanowiliSmy przeanalizowac role
poszczegdlnych enzymdéw taincucha oddechowego w wy-
twarzaniu RFT. Nalezy dodaé, ze niektérzy autorzy wy-
kazuja tworzenie RFT réowniez w macierzy przez obecne
tam dehydrogenazy [28,53].

MITOCHONDRIALNY TRANSPORT ELEKTRONGW | FOSFORYLACJA
OKSYDACYJNA

Najbardziej istotne dla komorki jest przeksztatcenie ener-
gii chemicznej zawartej w zredukowanych koenzymach po-
wstatych podczas glikolizy i w cyklu kwasu cytrynowego
do postaci tatwo dostgpnej w procesach komérkowych, tj.
adenozynotrdjfosforanu (ATP). To przeksztalcenie energii
zachodzi z udzialem systemu transportu elektronéw, zwa-
nego taficuchem oddechowym, ktéry znajduje si¢ w we-
wnetrznej blonie mitochondrialnej. Laicuch ten ztozony
jest z kilku ,,ogniw”, ktérymi sa kompleksy lipoproteino-
we oznaczone numerami I, II, III i IV. Sa to, w kolejnosci
dziatania, enzymy: kompleks I, czyli oksydoreduktaza dinu-
kleotydu nikotynoadeninowego-koenzym Q (NADH-CoQ),
kompleks II, czyli oksydoreduktaza bursztynian-CoQ, na-
stepnie kompleks III, czyli oksydoreduktaza CoQH -cyto-
chrom c i jako ostatni, kompleks IV, czyli oksydoredukta-
za, zredukowany cytochrom c- tlen (O,).

Zgodnie z aktualnymi pogladami poszczegdlne ,,0gni-
wa” taficucha oddechowego nie kontaktuja si¢ ze soba.
Przekazywanie wodoréw pomigdzy nimi zapewniaja ru-
chome przekazniki rozpuszczone w blonie i swobodnie
w niej dyfundujace. Pierwszym takim przenosnikiem ,,spi-
najacym” dehydrogenazy ,,substratowe”(kompleks I i II)
z kompleksem III jest koenzym Q, . Drugim jest cytochrom
¢ ,,spinajacy” kompleks III i IV [33,54]

Do poznania roli poszczegdélnych ogniw taiicucha oddecho-
wego przyczynity si¢ swoiste inhibitory transportu elektro-
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noéw, np: amytal, rotenon (blokery kompleksu I), antymy-
cyna (bloker kompleksu III), cyjanek (bloker kompleksu
1V) oraz zwiazki, ktére niszcza gradient protonowy i przez
to rozprzegaja utlenianie od fosforylacji. Takim zwiazkiem
jest np. dinitrofenol.

WYTWARZANIE REAKTYWNYCH FORM TLENU PRZEZ MITOCHONDRIA

Reaktywne formy tlenu, (rodnikowe i nierodnikowe pochod-
ne tlenu), do ktérych nalezy: anionorodnik ponadtlenko-
wy (O™*)), rodnik hydroksylowy ("*OH), nadtlenek wodoru
(H,0,), tlen singletowy (*O, ), ozon sa aktywnymi cza-
steczkami i z tego powodu sa szkodliwe dla organizmoéw.
W organizmach aerobowych RFT powstaja w procesach
metabolicznych podczas autooksydacji wielu zwiazkow,
badZ w wyniku oddziatywan czynnikéw zewngtrznych.
Nadtlenek wodoru, ktéry mimo ze nie jest wolnym rodni-
kiem, odgrywa wazna rolg¢ w procesach oksydacyjnych po-
wstawania wolnych rodnikéw. Nadtlenek wodoru powsta-
je w wyniku redukcji tlenu czasteczkowego lub w wyniku
dysmutacji rodnika ponadtlenkowego przez dysmutaze po-
nadtlenkowa (SOD) [2]. Z kolei anionorodnik ponadtlen-
kowy O, " powstaje w wyniku jednoelektronowej redukcji
tlenu czasteczkowego. Jest produktem koficowym lub po-
Srednim wielu reakcji enzymatycznych. Powstaje gléwnie
w taricuchu oddechowym w przemianach enzymatycznych
katalizowanych przez oksydoreduktazy [57]. Najwigksze
niebezpieczenstwo dla organizmu stwarza rodnik hydrok-
sylowy, bowiem reaguje z kazda napotkana czasteczka or-
ganiczng. Gtéwnym Zrédtem rodnikéw hydroksylowych
('OH) w organizmie jest reakcja Fentona H,O, + Fe™ =
‘OH + 'OH + Fe*3. Drugim Zrédiem rodnikéw hydroksy-
lowych jest reakcja Habera-Weissa, O™, + HO, = O, +
OH" + OH" [2].

Czteroelektronowa redukcja tlenu czasteczkowego do wody
w taricuchu oddechowym zachodzi wylacznie na poziomie
oksydazy cytochromowej (kompleks I'V) [57]. Kompleksy
taricucha oddechowego przeprowadzaja reakcje gléwnie
,.dwuelektronowo”, przenoszac parzysta iloS¢ wodoréw
lub elektronéw na tlen, ktéry jest substratem kompleksu
IV [57]. Jednakze niewielki procent przenoszonych przez
kompleksy elektronéw (okoto 2—5%) moze opusci¢ tan-
cuch oddechowy i wejs¢ w jednoelektronowe reakcje nie-
enzymatyczne z tlenem, prowadzac do wytwarzania tzw.
,,wolnych rodnikéw tlenowych” (WRT), nazywanych takze
,reaktywnymi formami tlenu” (RFT). Tak wigc, przeptyw
elektronéw przez sktadowe taricucha oddechowego nie jest
szczelny: czgs¢ elektrondw ,,wycieka” redukujac czasteczke
tlenu w wyniku procesu jednoelektronowego. Przemiana ta
zachodzi w nastgpujacy sposéb: przytaczenie elektronu do
czasteczki tlenu przeksztalca tg czasteczke w wolny rodnik
nazwany anionorodnikiem ponadtlenkowym. Przytaczenie
drugiego elektronu powoduje powstanie nadtlenku wodo-
ru (H,0,). Dolaczenie trzeciego elektronu generuje rod-
nik hydroksylowy (‘OH). Przytaczenie kolejnego elektronu
umozliwia wytworzenie czasteczki wody, zwiazku zupet-
nie juz obojetnego wobec sktadnikéw komorki.

Odpowiedzialnymi zwigzkami za ,,jednoelektronowy wy-
ciek” z taiicucha oddechowego sa gtéwnie dehydrogenaza
NADH i koenzym Q. Zredukowane formy: koenzymu de-
hydrogenazy NAD i ubihydrochinonu za posrednictwem
jednoelektronowej reakcji z tlenem tworza O, . Catkowita

pula tlenu czasteczkowego 99-96% ulega w mitochondriach
pelnej czteroelektronowej redukcji do H,O. Pozostata czgs¢
1-4% po czgsciowej redukcji stanowi ,,jednoelektronowy
wyciek”(O™") z uktadu. Wystepujaca w macierzy mitochon-
drialnej dysmutaza ponadtlenkowa zalezna od jonéw man-
ganu (MnSOD) transformuje do H,O, okolo 80% ,.jedno-
elektrodowego wycieku”. Pozostata czgs¢ 20% wnika do
cytoplazmy, gdzie napotyka dysmutaze ponadtlenkowa za-
lezna od jonéw miedzi i cynku (CuZnSOD). Mimo tych za-
bezpieczen RFT atakuja i uszkadzaja nawet mitochondria.
Uszkodzent w mitochondriach powstaje coraz wigcej wraz
ze starzeniem sig, pociggajac za soba spadek wytwarzania
ATP. Zmiany kodu DNA pod wptywem RFT ida w ztym
kierunku, powodujac mutowanie komoérek, a tym samym do
powstania i rozrostu komérek nowotworowych [1,35].

RFT powstaja, gdy mitochondria wykorzystujac tlen i ma-
terialy energetyczne docierajace do komorki wytwarzaja
ATP [18,23,32,]. Dobrym obiektem badani nad rola mi-
tochondrium w wytwarzaniu RFT sa dwie postaci komo-
rek HeLa z prawidlowym taficuchem oddechowym (po-
sta¢ dzika) i uszkodzonym (posta¢ zmutowana). Li i wsp.
[31] prowadzili hodowle komérek HeLLa w réznych steze-
niach O,. W atmosferze 80% O, posta¢ dzika gingta po 5
dniach hodowli wskutek zwigkszonego wytwarzania RFT,
natomiast posta¢ zmutowana (z uszkodzonym taricuachem
oddechowym) utrzymywata si¢ przy zyciu i wykazywata
istotny spadek wytwarzania RFT. Innymi do§wiadczenia-
mi potwierdzajacymi role taiicucha oddechowego w wy-
twarzaniu RFT sa badania Hoffmanna i wsp. [18], ktérzy
w podobnym uktadzie doswiadczalnym sprawdzali stopien
uszkodzen jadrowego DNA przez RFT. Wigcej uszkodzen
oksydacyjnych wykazywata posta¢ dzika komérek HelLa
W poréwnaniu z postacia zmutowana niewytwarzajacg RFT
w laiicuchu oddechowym. Z kolei Lyamzaev i wsp. [32] blo-
kowali aktywnos$¢ bioenergetyczna mitochondriéw komérek
HeLa przez zastosowanie blokeréw taricucha oddechowe-
go i zwigzkéw rozprzegajacych fosforylacje oksydacyjna.
Krétka inkubacja (36 h) z tymi zwiazkami obnizata wytwa-
rzanie ATP o 70%, generowata duze ilosci RFT i prowadzi-
a do $mierci przez apoptozg, natomiast dtuzsza inkubacja
powodowata catkowita degradacje mitochondriéw.

RoLA POTENCJALU TRANSBLONOWEGO W TWORZENIU RFT

Podczas przeptywu elektronéw przez taincuch oddecho-
wy w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej wy-
twarza si¢ gradient protonowy (sila protonomotoryczna).
Sktadnikami tej sily jest potencjat transbtonowy (AWm)
i gradient chemiczny (ApH).

Potencjat transbtonowy (A¥m) ma zasadnicze znacze-
nie dla funkcjonowania mitochondriéw. Czynniki zabu-
rzajace proces powstawania gradientu protonéw i zwia-
zanego z nim AWm np. inhibitory tarficucha oddechowego
Iub go neutralizujace (np. gwaltowny wzrost stezenia Ca*
w macierzy mitochondrium) indukuja tworzenie si¢ RFT.
Zatamanie sie (AYm) w wiekszosci mitochondriéw da-
nej komorki moze byé pierwszym sygnatem rozpoczecia
procesu programowanej smierci [24,30,39]. Do zaburze-
nia powstawania (AWm) prowadzi otwarcie megakana-
16w w mitochondrium, a to powoduje zatrzymanie synte-
zy ATP, wyplyw z macierzy glutationu (GS), NAD(P)H
ijonéw Ca*? [4,7,25,32].
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Ujemny AWm, wewnatrz mitochondrium, napedza pobie-
ranie Ca*? przez tg¢ organelle. Dzieki temu, zaleznie od
szybkosci naptywu tych jonéw z cytoplazmy, mitochondria
moga dziatac¢ jako bufory wapniowe, stacje przekaznikowe
za posrednictwem sygnaléw wapniowych lub przetaczni-
kow kieruja komérke na drogeg apoptozy. Z przestrzeni mig-
dzybtonowej wydostaja si¢ do cytoplazmy biatka apopto-
genne: cytochrom ¢, czynnik indukcji apoptozy (AIF) oraz
prokaspazy 2, 319 [7]. Ubytek cytochromu ¢ przerywa
taicuch oddechowy, co powoduje nadmierne wytwarzanie
RFT (gtéwnie anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlen-
ku wodoru). RFT z kolei utleniaja lipidy btony wewngtrz-
nej (gtéwnie kardioliping), co przyczynia si¢ do zwigksze-
nia jej przepuszczalnosci.

Lyamzaev i wsp. [32] wykazali, ze zahamowanie aktyw-
nosci bioenergetycznej mitochondriéw poprzez inhibito-
ry taiicucha oddechowego degraduje strukturg tych orga-
nelli i prowadzi do apoptozy. Z kolei Batandier i wsp. [4]
na wyizolowanych mitochondriach watroby szczura ba-
dali zalezno$¢ pomigdzy stopniem otwarcia kanatéw mi-
tochondrialnych a tempem tworzenia si¢ RFT. Mierzono
wytwarzanie H,O, wobec réznych stezenn NADH. Przy wy-
sokich stgzeniach NADH wytwarzanie H,O, byto cztero-
krotnie wigksze w poréwnaniu z tym, kiedy zmieniano
przepuszczalnosé btony antybiotykiem (alametycyna) in-
dukujacym otwarcie kanaléw.

Z powyzszych danych wynika, ze rola AYm w tworzeniu
RFT jest bardzo istotna, cho¢ nie wszyscy badacze po-
dzielaja ten poglad. Sipos i wsp. [48] wykazali, ze wy-
twarzanie RFT moze by¢ niezalezne od potencjatu trans-
blonowego. Stosowanie blokeréw poszczeg6lnych ogniw
taiicucha oddechowego wywotywato wigksze wytwarzanie
H,0, w poréwnaniu ze zwiazkami rozprzegajacymi fosfo-
rylacje oksydacyjna.

UbziAt KOMPLEKSU | tANCUCHA ODDECHOWEGO W WYTWARZANIU
RFT 1 w POWSTAWANIU ZMIAN PATOLOGICZNYCH

Pierwszym ogniwem taiicucha oddechowego jest redukta-
za NADH-Q (nazwana takze dehydrogenaza NADH lub
kompleksem I). Jest to duzy enzym zbudowany z 34 tan-
cuchéw polipeptydowych, kodowanych przez dwa genomy:
jadrowy i mitochondrialny. Pierwsza reakcja jest zwiaza-
nie NADH i przeniesienie jego dwoch elektronéw o wy-
sokim potencjale na grupg prostetyczna kompleks-mono-
nukleotyd flawinowy (FMN), ktéry przechodzi w postac
zredukowana: NADH + H* + koenzym Q/NAD* + koen-
zym QH, [54].

Genova i wsp. [13] wykazali, ze wtasnie ten kompleks jest
najbardziej narazony na uszkodzenia oksydacyjne, ponie-
waz az 13 podjednostek tego enzymu jest kodowane przez
mitochondrialny DNA (mDNA). Do jednoelektronowej re-
dukgji tlenu dochodzi prawdopodobnie przy przenoszeniu
elektronéw na centra zelazo-siarkowe reduktazy NADH-
CoQ [28]. Elektrony centréw zelazo-siarkowych redukta-
zy NADH-CoQ sa nastgpnie przekazywane na koenzym
Q, zwany réwniez ubichinonem.

Inhibitorami, ktérymi mozna bada¢ czynnos¢ kompleksu
I w taiicuchu oddechowym sa: rotenon i amytal. Powoduja
one zahamowanie przeptywu elektronéw miedzy NADH

i koenzymem Q, czyli hamuja procesy oddechowe w obec-
nosci substratéw dostarczajacych NADH. Jezeli substratem
oddechowym jest bursztynian, utleniany przez dehydroge-
naze bursztynianowa z wytworzeniem FADH,, obecnos¢
rotenonu lub amytalu nie wplywa na szybkos¢ oddycha-
nia mitochondriéw [54].

Wielu autoréw [12,27,28,41] wykazato wzrost wytwarza-
nia RFT po zablokowaniu transportu elektronéw reteno-
nem, a gtéwnym rodnikiem, ktéry si¢ tworzyt w tych wa-
runkach byt anionorodnik ponadtlenkowy O-,.

W chorobie Parkinsona obserwowano obnizenie aktywno-
Sci kompleksu I oraz spadek potencjatu transbtonowego
(AWm), a nadmierne wytwarzanie RFT wyzwalato Smieré
przez apoptoze neuronéw dopaminergicznych [12].

Zablokowanie przenoszenia elektronéw w kompleksie
I stwierdzono réwniez w chorobach serca. W komérkach
serc poddanych reperfuzji po niedokrwieniu wykazano za-
blokowanie transportu elektronéw pomigdzy dehydrogena-
73 a ubichinonem [59]. Kushnareva i wsp. [28] oraz Kudin
i wsp. [27] po podaniu rotenonu obserwowali zwigkszone
wytwarzanie RFT przez izolowane mitochondria z mézgéw
i serc szczuréw. Podanie rotenonu zwigkszato wytwarza-
nie RFT w takim samym stopniu jak uwolnienie cytochro-
mu ¢ z mitochondriéw.

Innym badaniem roli kompleksu I w wytwarzaniu RFT
byta mutacja jego genu. W zmutowanym genie kodujacym
kompleks I u nicienia Caenorhabditis elegans obserwowa-
no spadek oddychania zaleznego od NADH, kwasice mle-
czanowa i wzrost aktywnosci uktadu antyoksydacyjnego
[15]. Mutacja genu kodujacego oksydoreduktazg NADH
— ubichinon (kompleks I) wywotuje réznorakie choroby
neurologiczne [15,43].

U zwierzat z ograniczonym spozyciem kalorii obserwowa-
no mniejsze wytwarzanie RFT przez mitochondria, a spa-
dek RFT byt zwiazany z obnizeniem redukcji w komplek-
sie I taicucha oddechowego. Niewielkie wytwarzanie RFT
zwigksza zywotnos$¢ zwierzat [16,34]. Badano zwiazek po-
migdzy stresem oksydacyjnym a procesem starzenia si¢
u réznych gatunkéw kregowcéw [1].

Interesujace byto zastosowanie rotenonu jako leku prze-
ciwnowotworowego. Zahamowanie tym inhibitorem tan-
cucha oddechowego indukowato $mieré¢ komérek nowo-
tworowych w procesie apoptozy [42].

Reasumujac RFT powstaja w duzym stopniu na odcinku
przemian pomigdzy zredukowanym dwunukleotydem ni-
kotynamidoadeninowym (NADH + H*) a koenzymem Q,,
(CoQ,,). Zdaniem wielu autoréw [4,12,13,28] kompleks
I jest gtéwnym miejscem tworzenia RFT w taficuchu od-
dechowym mitochondriéw.

UbziAt KOMPLEKSU 1l tANCUCHA ODDECHOWEGO W WYTWARZANIU
RFT | POWSTAWANIU CHOROB

Reduktaza bursztynian-Q (kompleks II) jest integralnym
biatkiem btonowym z wbudowana czasteczka dwunukleoty-
du flawinoadeninowego (FADH,). Jego elektrony s prze-
noszone na centra Fe-S, a nastgpnie na koenzym Q, ktéry
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przekazuje je dalej na tancuch oddechowy [6]. Kompleks
II katalizuje reakcje utleniania bursztynianu do fumaranu
zgodnie z rGwnaniem:

HOOC-CH,-CH,-COOH + FAD = HOOC-CH = CH-COOH + FADH,
FADH, + koenzym Q = FAD + koenzym QH,

Rosenstock 1 wsp.[46] wyzwalali choroby degeneracyjne
u zwierzat przez podanie inhibitora kompleksu II (kwa-
su 3-nitropropionowego) w mitochondriach. Zmiany we-
wnatrzkomérkowego Ca*? i tworzenie si¢ RFT w mitochon-
driach prowadzity do apoptozy neuronéw i byty przyczyna
proceséw neurodegeneracyjnych, tj. choroby Huntingtona.
Zdaniem tych autoréw charakterystyczna cecha tej choroby
jest zahamowanie kompleksu II w mitochondriach.

Z kolei Paddenberg i wsp. [38] wykazali, ze kompleks II
odgrywa istotna rol¢ w wytwarzaniu RFT w czasie hipok-
sji. Do§wiadczenia przeprowadzono in vitro, na izolowa-
nych wycinkach Sciany naczyini ptucnych. W tych wrazli-
wych na hipoksje tkankach mierzono wytwarzanie RFT.
Gdy tkanki byty hodowane w prawidlowych warunkach
tlenowych RFT byly wytwarzane przez kompleks I i 111,
natomiast w czasie hipoksji gléwnym miejscem wytwa-
rzania RFT byt kompleks II.

Wiadomo, ze oddychanie ssakow pod wysokim st¢zeniem
tlenu wywotuje choroby ptuc i oczu. Li i wsp.[31] prowa-
dzili hodowle komérek HelLa w r6znych stgzeniach O,. Ich
doswiadczenia wykazaty, ze przyczyna uszkodzen przez hi-
peroksje jest zwigkszone wytwarzanie RFT przez faiicuch
oddechowy. Podobne obserwacje poczynili Freeman i wsp.
[6] wykazujac, ze anionorodnik O, i nadtlenek wodoru
H,0, sa gléwnymi zwigzkami wytwarzajacymi si¢ w cza-
sie hiperoks;ji i to one sa odpowiedzialne za toksycznosé
tlenu przy jego duzym st¢zeniu. Réwniez mutacja biatek
kompleksu Il u Coenorhabditis elegant spowodowata wzrost
RFT i obnizyta zywotnos¢ tego nicienia [26].

Z powyzszych rozwazai wynika, ze miejsce tworzenia RFT
w taricuchu oddechowym zalezy od warunkéw, w ktérych
znajduja si¢ komorki, oraz ze wigksze st¢zenia tlenu nasi-
laja wytwarzanie RFT.

RoLa koEnzymu Q

Koenzyn Q (CoQ) uczestniczy w reakcjach komplek-
su I, IT i III taiicucha oddechowego i jest nie tylko gtéw-
nym zwigzkiem gromadzacym atomy wodoru dostarczone
przez zredukowane koenzymy dehydrogenaz (NADH+H*,
FMNH,, FADH,), ale takze stanowi podstawowe zrédto
protonéw i elektronéw, wykorzystanych w reakcjach kom-
pleksu IIT'i IV [37].

Zwiazek ten jest réwniez odpowiedzialny za ,,jednoelektro-
nowe przeciekanie” taicucha oddechowego. Doswiadczenia
Suzuki i wsp. [54] z zastosowaniem blokeréw poszcze-
g6lnych ogniw taiicucha wykazaty, ze najwigcej RFT po-
wstaje pomigdzy kompleksem II a III, a wigc dotyczy to
koenzymu Q.

CoQ warunkuje wytwarzanie ATP w czasie przemian tle-
nowych. W taiicuchu oddechowym mitochondriéw tempo
wytwarzania ATP zalezy od stezenia CoQ. Dodanie z ze-

wnatrz koenzymu Q10 przyspiesza transport elektronéw
przez taricuch oddechowy. Tak, wigc CoQ jest nie tylko
,;obligatoryjnym posrednikiem” w przekazywaniu wodo-
réw wzdhuz taiicucha oddechowego. Poza udziatem w tan-
cuchu oddechowym CoQ petni w komérkach inne funkcje.
Bierze udzial w regeneracji o-tokoferolu oraz petni rolg
czynnika wychwytujacego wolne rodniki. James i wsp. [22]
badali rolg koenzymu Q jako czynnika prooksydacyjnego
i antyoksydacyjnego w mitochondriach. Wykazali, ze ko-
enzym Q jest zarowno waznym nosnikiem elektronéw, jak
i antyoksydantem w btonie wewngtrznej mitochondriéw.
Posta¢ zredukowana — ubichinol obniza peroksydacje lipi-
doéw zaréwno przez bezposrednie dziatania, jak i posred-
nio poprzez odnowe¢ witaminy E. Warto tez podkresli¢,
ze obnizenie zawarto$ci CoQ we krwi towarzyszy wielu
stanom chorobowym, takim jak kardiomiopatie, choroba
Parkinsona, miazdzyca, a podanie CoQ prowadzi do wy-
raznej poprawy zdrowia [10].

W podsumowaniu rozwazan stwierdzi¢ mozna, ze poda-
wanie CoQ byloby wskazane, w celu umocnienia uktadu
antyoksydacyjnego organizmu i przeciwdziataniu w ten
sposob ewentualnym patologiom, w ktérych istotng rolg
odgrywaja mechanizmy wolnorodnikowe.

UbziAt KOMPLEKSU 111 tANCUCHA ODDECHOWEGO W WYTWARZANIU
RFT | cHOROBY ZWIAZANE Z JEGO NIEDOBOREM

Reduktaza cytochromowa (okreslana réwniez jako reduk-
taza ubichinol-cytochrom c, kompleks cytochroméw bcl
Iub kompleks III), katalizuje reakcje koenzym QH, + 2
cytochrom ¢ (Fe*?*) = koenzym Q + 2 cytochrom (Fe*?) +
2H*. Grupa prostetyczng cytochroméw jest hem. Podczas
transportu elektronéw atom Fe przechodzi ze stanu zredu-
kowanego (+2) do stanu utlenionego (+3).

Turrens i wsp. [58] wykazali, ze anionorodnik ponadtlen-
kowy powstaje z O, w reakcji zwiazanej z redukcja sktad-
nikéw kompleksu III w mitochondrialnym taiicuchu odde-
chowym szczegblnie w obecnosci antymycyny (inhibitor
transportu elektronéw migdzy cytochromem b i ¢). Podobne
obserwacje poczynili Chen i wsp. [8] w doswiadczeniach
na mitochondriach izolowanych z niedotlenionych mio-
cytow serca szczura w poréwnaniu z mitochondriami izo-
lowanymi z prawidtowych miocytéw. Pozbawienie mig-
$nia sercowego tlenu zatrzymuje taiicuch oddechowy, a po
wznowieniu dostawy krwi, czyli reperfuzji, nastgpuje eks-
plozja wytwarzania RFT. Ich zdaniem to kompleks III jest
gtéwnym miejscem wytwarzania RFT w mitochondriach,
a rotenon (bloker kompleksu I) tylko ogranicza przeptyw
elektronéw do kompleksu III. Rotenon zwigkszatl wytwa-
rzanie H,O, w mitochodriach izolowanych ze zdrowych
miocytow, natomiast nie zwigkszal wytwarzania w mito-
chondriach z komérek niedotlenionych. Rowniez Wang
i wsp. [62], badajac poszczegdlne ogniwa taicucha odde-
chowego, wskazali, ze kompleks III jest gtéwnym miej-
scem wytwarzania RFT. W swoich dos§wiadczeniach z za-
stosowaniem kadmu wykazali, ze pierwiastek ten gtéwnie
hamowat kompleks III, a doktadnie wiazal si¢ pomigdzy
ubisemichinonem a cytochromem b566.

Powyzsze badania dostarczaja dalszych dowodéw, ze miej-
sce, w ktérym generuja si¢ w tancuchu oddechowym RFT
zalezy od czynnikéw oddziatywajacych na komorke.
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RoLa cYTocHrROMU ¢

Cytochrom c, przenosi elektrony z reduktazy cytochro-
mowej (kompleks III) na oksydaze cytochromowa beda-
ca konicowym sktadnikiem taricucha oddechowego (kom-
pleks IV) [53].

Ubytek cytochromu ¢ przerywa taricuch oddechowy, co
powoduje nadmierne wytwarzanie RFT (giéwnie anio-
norodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru). RFT
z kolei utleniaja lipidy btony wewngtrznej (gtéwnie kar-
dioliping), co przyczynia si¢ do zwigkszenia jej prze-
puszczalnosci. Uwalnianie cytochromu c jest nastep-
stwem obnizenia potencjatu transbtonowego delta'¥!(m)
[24]. Uwolniony cytochrom ¢ z mitochondriéw do cytoso-
lu aktywuje kaspazy, czyli proteinazy rozkladajace biatka
komérki. Prowadzi to — oprécz dziatania innych czynni-
kéw — do fragmentacji i Smierci komoérki przez apopto-
z¢. Uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw jest regu-
lowane przez biatka z rodziny BCL-2, ktére sa biatkami
kanatowymi czasteczek cytochromu ¢ w zewngtrznej blo-
nie mitochondrialnej. Biatka BCL-2 i BCL-X hamuja,
a biatka BAX i BAK powoduja uwalnianie cytochromu
¢ z mitochondriow [3].

Chen i wsp. [7] badali role RFT i mitochondriéw w induk-
cji apoptozy wywotanej promieniowaniem w komérkach
czerniaka. Obserwowano dwa wyrazne szczyty generowania
RFT przez promieniowanie. Bylo to zwigzane z obnizeniem
zredukowanej postaci glutationu i zaburzeniem powstawa-
nia mitochondrialnego potencjatu blonowego (delta¥(m)).
Egzogenne RFT i kaspaza 3 indukowaly spadek potencja-
tu blonowego i uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw.
Mozna byto zapobiec temu farmakologicznie przez inhibi-
tory kaspaz oraz przez nadekspresje Bcl-2. Egzogenne RFT
powodowaly zmiang przepuszczalnosci btony wewngtrz-
nej, co otwierato pory i uwalniato cytochrom ¢ w izolo-
wanych mitochondriach, a to z kolei mogto by¢ hamowane
przez cyklosporyng. Z kolei Starkov i wsp. [50] wykazali,
ze izolowane mitochondria z mézgowia pod wplywem du-
Zego stezenia jonéw Ca*2, lub pod wplywem biatek apop-
totycznych BAX i BH3 wzmagaja wytwarzanie H,O, i do-
chodzi do uwolnienia cytochromu c.

Powyzsze obserwacje wskazuja na niebagatelng role cy-
tochromu ¢ w wytwarzaniu RFT, a takze na jego udziat
w wyzwalaniu programowanej Smierci komorek.

UbziAt KOMPLEKSU IV tANCUCHA ODDECHOWEGO W WYTWARZANIU
RFT 1 w POWSTAWANIU ZMIAN PATOLOGICZNYCH

Oksydaza cytochromowa (kompleks IV) katalizuje prze-
niesienie elektronéw z cytochromu ¢ do O,. W kompleksie
IV przebiegaja reakcje utleniania cytochromu c i kolejno
reakcje redukcji i utleniania cytochroméw a i a,. Oksydaza
cytochromowa, bgdaca sktadnikiem tego kompleksu, prze-
nosi elektrony na O, i redukuje go do jonu O, a jon ten
wchodzac w reakcje z protonami uwolnionymi w reakcjach
kompleksu III, tworzy czasteczke wody zgodnie z réwna-
niem 4H* + 207, = 2H,0. Przyjegcie czterech elektronéw

przez O, powoduje jego catkowita redukcje do H,O. Ten
kompleks sktada si¢ z 10 podjednostek, z ktérych 3 sa ko-
dowane przez genom mitochondrialny. Oksydaza cytochro-
mowa zawiera dwa hemy i dwa jony miedzi [53].

W chorobie Alzheimera obserwuje si¢ obnizona aktyw-
no$¢ kompleksu IV (niekiedy réowniez I1 i III). Istnieja pod-
stawy, by sadzié, ze amyloid odkladajacy si¢ w blaszkach
widékien nerwowych 0séb dotknigtych choroba Alzheimera
powoduje apoptoz¢ neuronéw poprzez mechanizm stresu
oksydacyjnego. Cytotoksyczne fragmenty amyloidu wy-
woluja in vitro apoptozg neuronéw embrionéw szczura in-
dukujac jednoczesnie znaczne obnizenie st¢zenia glutatio-
nu w tych komérkach [11].

PobpsumowaNIE

W celu okreslenia roli poszczegdlnych ogniw taricucha odde-

chowego w wytwarzaniu RFT przeanalizowano prace z za-

stosowaniem réznorodnych metod do§wiadczalnych, tj.:

* stosowanie swoistych blokeréw tancucha oddechowego,

e wplyw zwiazkow rozprzggajacych transport elektronéw
z synteza ATP,

* badanie zmian potencjalu transblonowego mitochon-
driéw,

e badanie nastgpstw mutacji genoéw kodujacych poszcze-
gblne ogniwa

Niezaleznie od zastosowanej metodyki do§wiadczen wszyst-
kie badania dowodzity, ze taiicuch oddechowy jest gtéwnym
miejscem w komorce, w ktérym powstaja RFT, natomiast
doktadne miejsce tworzenia RFT zalezy od warunkéw w ja-
kich znajduja si¢ komorki. Najwigcej RFT powstaje w kom-
pleksie I i III, ale np. podczas hipoksji gtéwnym miejscem
powstawania RFT jest kompleks II. Ponadto z przedstawio-
nych prac wynika, ze nieprawidlowe funkcjonowanie tafcu-
cha oddechowego spowodowane niedoborem, ktéregos z ele-
mentéw lub zablokowaniem przeptywu elektronéw objawiaja
si¢ zwigkszonym wydzielaniem RFT z jednoczesnym nie-
dostatecznym wytwarzaniem zwiazkéw wysokoenergetycz-
nych. Im wigkszy stopien uszkodzenia taficucha tym wigksze
jest wytwarzanie RFT, a organellami komérkowymi najbar-
dziej narazonymi na atak RFT sa mitochondria.

Wiele przemawia rowniez za tym, ze upos$ledzenie wytwa-
rzania energii w mitochondriach i zwigkszone wytwarza-
nie RFT powoduje cigzkie choroby. Na ogét najbardziej
dotknigte sa narzady charakteryzujace si¢ wysokim po-
ziomem metabolizmu tlenowego: uktad nerwowy, migsnie
szkieletowe, migsien sercowy, watroba.

Zmiany powodowane przez RFT w metabolizmie komor-
kowym sa nastgpstwem peknigé taricucha DNA, wzro-
stu stezenia jonéw Ca*?> wewnatrz komorki, uszkodze-
nia blonowych no$nikéw jonéw, obnizenia poziomu ATP
oraz uszkodzenia btony w wyniku peroksydacji lipidéw.
Komérki wytworzyty wiele mechanizméw chronigcych je
przed dziataniem RFT. W obronie uczestnicza zarowno
drobnoczasteczkowe antyoksydanty, jak i biatka enzyma-
tyczne (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza).
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