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Wzrost i rozwdj organizméw zalezy od wspdétdzialta-
nia zaréwno czynnikéw endo-, jaki egzogennych. Czyn-
niki te wplywaja na metabolizm organizmu, przede
wszystkim na poziomie ekspresji genéw (Tretyn, 2002;
Luscombe i wsp., 2004). Kazdego roku stres wynikajacy
z zaburzen dzialania czynnikéw $rodowiskowych po-
woduje znaczne straty w jakosci i produktywnosci plo-
néw rolnych (Hatfield i wsp., 2011). Ekspozycja roslin na
réznorodne czynniki abiotyczne, takie jak: promienio-
wanie UV, nadmiar promieniowania fotosyntetycznie
czynnego (PAR - ang. photosynthetically active radia-
tion), wahania temperatury, susze, metale ciezkie, stres
osmotyczny, zanieczyszczenia atmosferyczne (O,, SO,,
NO, NO,), niektére herbicydy (np. parakwat), a takze
czynniki biotyczne (np. atak patogenu) przyczynia sie
do wytworzenia stresu oksydacyjnego, zwanego réw-
niez stanem szoku tlenowego (Apel i Hirt, 2004).

Odpowiedz roélin na szok tlenowy moze powodo-
waé uruchomienie takich proceséw jak: lignifikacja,
tworzenie brodawek korzeniowych i starzenie sie komo-
rek. Ze stanem szoku tlenowego bezposrednio wigze sie
wytworzenie na drodze cze¢sciowej redukeji czasteczki
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Ryc. 1. Schemat stopniowej redukgji czasteczki tlenu do wody, w etapach jednoelektronowych lub przy wzbudzeniu,
prowadzacej do wytworzenia réznych ROS ( ), gdzie °S to siarka, a hv energia

Zrédto: oprac. whanse na podst.: Scandaliosa (2005).
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tlenu (O,) lub reaktywnych form tlenu (RFT, ROS, ang.
reactive oxygen species), takich jak: tlen singletowy 'O,,
anionorodnik ponadtlenkowy O,", rodnik hydroksylo-
wy OH" i nadtlenek wodoru H,O, (Das i Roychoudhury,
2014) (Ryc. 1).

Reakcja stresu oksydacyjnego rozpoczyna si¢ od
nadmiernego wytwarzania przez organizm reaktyw-
nych form tlenu i zaburzenia réwnowagi antyoksy-
dantéw (AOX, ang. antioxidant), co doprowadza do
naruszenia homeostazy redoks w organizmie (Bhatta-
charyya i wsp., 2014) (Ryc. 2). Produkcja i akumulacja
wolnych rodnikéw jest obserwowana w reakeji organi-
zmow na wiele réznych streséw srodowiskowych (Lobo
i wsp., 2010).

RFT sg potencjalnie szkodliwe dla komérek i po-
szczegdlnych organelli komdrkowych, poniewaz moga
wchodzi¢ w reakcje z kwasami nukleinowymi, biatka-
mi, lipidami i weglowodanami (Baek i Skinner, 2005;
Sharma i wsp., 2012).

Roéliny, jak i inne organizmy, posiadajg mechani-
zmy umozliwiajace skuteczne i szybkie usuwanie reak-
tywnych form tlenu, jest to tzw. ,,system wychwytujacy
RFT”, inaczej nazywany antyoksydacyjnym systemem
obronnym (Dat i wsp., 2001; Balabusta i wsp., 2016; Ha-
sanuzzaman i wsp., 2017). System ten skutecznie usuwa
wolne rodniki tlenowe z organelli komérkowych, przede
wszystkim z chloroplastéw, mitochondriéw, peroksyso-
mow oraz glioksysoméw (Alscher i wsp., 2002). Wydaj-
ne funkcjonowanie antyoksydantéw obu rodzajéw ma
fundamentalne znaczenie dla zachowania prawidlowej
struktury i funkcji kazdej zywej komérki w warunkach
stresowych. Do przeciwutleniaczy nieenzymatycznych
zalicza sie m.in.: glutation (GSH), a-tokoferol (witamine
E), kwas askorbinowy (witamine C), a takze cysteine,
homoglutation, karotenoidy, flawonoidy i mannitol. Na-
tomiast enzymatyczny system wychwytujacy toksyczne
rodniki tlenowe sklada si¢ z enzymoéw bezposrednio

usuwajacych RFT - dysmutaz ponadtlenkowych (SOD),
katalaz (CAT), peroksydaz (POX) oraz z enzymoéw cy-
klu Halliwell-Asada, uczestniczacych w unieczynnieniu
RFT poprzez antyutleniacze niskoczgsteczkowe (Da-
browska i wsp., 2007b). Generowanie RFT ogranicza
takze alternatywna oksydaza obecna w roslinnych mi-
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Ryc. 2. Schemat ilustrujacy przyczyny stresu
oksydacyjnego;

(@) w naturalnych warunkach komorki utrzymuja dynamiczna
réwnowage miedzy produkcja antyoksydantow (AOX)

i reaktywnych form tlenu (RFT);

(b) w niekorzystnych warunkach srodowiskowych dochodzi do
wzrostu pozioméw RFT i/lub wyczerpania antyoksydantéw,

w efekcie czego zaktdcona zostaje rownowaga redoks, prowadza-
ca do powstania w komorce stresu oksydacyjnego.

Zrédto: oprac. wtasne na podst.: Scandaliosa (2005).

tochondriach (Malecka i Tomaszewska, 2005; Sharma
i wsp., 2012). Ztozony antyoksydacyjny system obronny
umozliwia rodlinom wydajne przeksztalcanie energii
stonecznej w chemiczng i prawidtowe funkcjonowanie
w zmiennych warunkach §rodowiskowych.

Intensywno$¢ przemian zachodzacych w komorce
roélinnej z udzialem RFT zalezy od ich stezenia, ktére
jest wynikiem réwnowagi miedzy szybkoscig powsta-
wania reaktywnych form tlenu i ich eliminacji. Wzrost
stezenia tych czasteczek prowadzi do stresu oksydacyj-
nego. Do jego powstania przyczyniaja si¢: zbyt niska/
zbyt wysoka temperatura, deficyt wody lub soli mine-
ralnych, nadmiar jonéw, promieniowanie UV, meta-
le ciezkie, nadmiar promieniowania fotosyntetycznie
czynnego, atak patogenu, stres osmotyczny (Kotchioni
i Gachmo, 2006).

Tlen jako pierwiastek zycia i Smierci

Tlen (O,), ktérego zawarto$¢ w dolnych warstwach
atmosfery wynosi 21%, w atmosferze wystepuje jako tlen
trypletowy i pelni funkcje najwazniejszego biologicz-
nego akceptora elektronéw (Zahnle i wsp., 2010). Pier-
wiastek ten umozliwia zycie organizmom tlenowym,
ale stanowi takze zrédlo powaznych zagrozen fizjolo-
gicznych, bedacych nieunikniong konsekwencja stresu
oksydacyjnego i ceng jaka organizmy musza placi¢ za
zycie w srodowisku zawierajacym tlen. Z tego wzgledu,
mowi si¢ o paradoksie zwigzanym z obecno$cig tlenu
w atmosferze. Polega on na tym, zZe z jednej strony me-
tabolizm tlenowy dostarcza organizmom aerobowym
wiecej energii w poréwnaniu z metabolizmem beztleno-
wym anaerobéw, a z drugiej strony stopniowa redukecja
O, do H,O prowadzi do powstawania toksycznych dla
komérki RFT (Malecka i Tomaszewska, 2005; Miiller
i wsp., 2012). Presja ewolucyjna wywierana przez tok-
syczno$¢ tlenu doprowadzita do wytworzenia mecha-
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Ryc. 3. Schemat przedstawiajacy niektore z korzystnych (kolor zielony) oraz niekorzystnych (kolor czerwony) funkcji RFT; MAPK

- kinazy aktywowane mitogenami
Zrédto: Kotchioni i Gachmo, 2006.

nizméw zmniejszajacych niepozadane skutki dziatania
RFT oraz do konstruktywnego wykorzystania wolnych
rodnikéw tlenowych (Lobo i wsp., 2010; Bhattacharyya
i wsp., 2014). Twierdzenie, ze wolne rodniki tlenowe sg
jedynie toksycznymi produktami metabolizmu tleno-
wego zmienilo si¢ wraz z odkryciem pelnienia przez
RFT (szczegolnie H O, i O,”) roli obronnej przed pa-
togenami oraz funkcji precyzyjnie regulowanych
czasteczek sygnalowych, przekazujacych informacje
do komorki (Scandalios, 2005; Slesak i wsp., 2007)
(Ryc. 3).

Charakterystyka wybranych genow
uruchamianych w odpowiedzi na obecnos¢ RFT

W trakcie ewolucji organizmy wyksztalcily skom-
plikowane systemy antyoksydacyjne w celu utrzyma-
nia réwnowagi i sprawnego funkcjonowania komorek.
Poznane sg dwa typy systemdéw przeciwutleniajacych:
nieenzymatycznych i enzymatycznych. Tokoferol, gluta-
tion, flawonoidy, karotenoidy i kwas askorbinowy naleza
do tych pierwszych, a wéréd enzyméw mozna wyrdznié:
dysmutazy ponadtlenkowe, peroksydazy (askorbiniano-

wa, glutationowa), katalazy i enzymy utleniajace i redu-
kujgce askorbinian (Dabrowska i wsp., 2007).
Zréznicowana ekspresja genéw w komorce jest
niezbedna dla jej prawidtowego funkcjonowania oraz
pelnienia $cisle okreslonej roli metabolicznej. Orga-
nizm moze reagowa¢ i odpowiada¢ na rézne warunki
$rodowiskowe w $cisle okreslony sposdb, np. poprzez
aktywacje lub inaktywacje wybranych gendéw. Uwaza
sie, ze geny, ktérych ekspresja wzrasta podczas trwania
stresu s3 odpowiedzialne za ochrone przed czynnikami
powodujacymi stres lub wymaganymi dla przetrwania
organizmu w niekorzystnych warunkach. Wcigz po-
trzebne sa badania na temat podstaw molekularnych
mechanizméw odpowiedzialnych za rozpoznawanie
RFT, poprzez ktére genom odbiera sygnaly srodowi-
skowe i mobilizuje organizm do reakcji. Wiadomo, ze
u organizméw nalezacych do wyzszych eukariontow
odpowiedz na stres oksydacyjny jest bardziej ztozona
w poréwnaniu do prokariontéw i drozdzy. W systemie
ssaczym w regulacje odpowiedzi na stres oksydacyjny
zaangazowane sg czynniki transkrypcyjne NF-kf (ang.
nuclerar factor xf8) oraz AP-1 (ang. activator protein-1)
(Skrzycki i Czeczot, 2004; Scandalios, 2005; Raninga
i wsp., 2014). Ponadto indukcja specyficznych genéw
antyoksydacyjnych, takich jak: S-transferaza glutatio-
nowa (Gst), metalotioneina-I i manganowa dysmutaza
ponadtlenkowa (MnSod), zachodzi za posrednictwem
elementéw warunkujacych odpowiedz antyoksydacyj-
na (ARE - ang. antioxidant responsive element), wy-
stepujacych w regionach promotorowych tych genéw.
Miejsca wigzania NF-kp, AP-1 oraz motywy ARE
zostaly odkryte takze w promotorach genéw antyok-
sydacyjnych (np. w genach kodujacych katalazy, Cat)
u roélin wyzszych. Dzialanie tych czynnikéw nie jest
ograniczone jedynie do aktywacji genéw kodujacych
biatka chronigce przed wybuchem tlenowym. Wiado-
mo, ze szczegdlnie NF-kf pelni wazna role w modulacji




Wybrane mechanizmy obronne organizméw... | Nikola Sikora, Zuzanna Znajewska, Grazyna Dabrowska | EDUKACJA BIOLOGICZNA | SRODOWISKOWA 4/2017 22

; @Eiioh%YDANT? ‘ 8 sbior
£ v ¥
NS =

REART YWNE FORMY ’

SRODOWIShO
wWEwWNLT RINL

T

TLENU

{1
Y
RECEP] o-év/

,/ KRASARATA KRINAZ
>

CryNNIKL
T RANSYHRYPCYINE P

——  Siara

&

EASPRESTA GENOw
DOCELOWYCH
__-//

p s:_'-_:-'_"—-—-..,__“__
OTPOWLE D hOMORKL
& Proc

1 Prog

Ryc. 4. Schemat ilustrujacy szlaki sygnalizacyjne
prowadzace do oksydo-redukcyjnej aktywacji genéw

Zrédto: oprac. whasne na podst. Scandalios (2005).

komoérkowej odpowiedzi na inne stresy oraz w regulacji
metabolizmu podstawowego (Skrzycki i Czeczot, 2004;
Scandalios, 2005).

Innymi enzymami bioracymi udzial w redukgji re-
aktywnych form tlenu w organizmach sg peroksyda-
zy i katalazy. Katalaza to bialko posiadajace w swojej
strukturze hem i katalizuje reakcje dysproporcjono-
wania nadtlenku wodoru. Wystepuje w organizmach
zwierzecych, rodlinnych, jak i bakteryjnych, przy czym
w komorkach eukariotycznych zlokalizowana jest
glownie w peroksysomach (Scibor i Czeczot, 2006). Ak-
tywnos$¢ katalityczna tego enzymu zalezna jest od ste-
zenia nadtlenku wodoru w $rodowisku. W przypadku
niskiego stezenia H,O, nastepuje jego rozktad do wody
i tlenu (Bartosz, 2003; Scibor i Czeczot, 2006). Nato-
miast wsrod peroksydaz jedng z najwazniejszych grup
antyoksydacyjnych enzyméw u roélin jest peroksydaza
askorbinianowa (APX). Sa to bialka zawierajace grupe
hemo-prostetyczng, podobnie jak katalazy, w ktdrej
zelazo odgrywa wazng role w miejscu katalitycznym
enzymu i wplywa na jego aktywno$¢ (Dabrowska
i wsp., 2007b). Peroksydazy obecne sg praktycznie we
wszystkich organizmach, u ktérych ze wzgledu na réz-
na lokalizacje, wlasciwosci, czy strukture podjednostek
wyrédznia si¢ 4 ich rézne formy. Ich gléwna rola jest
rozkladanie nadtlenku wodoru, a takze dzialanie zapo-
biegajace deformacji lipidow, dzieki czemu enzymy te
chronia btone komérkowy przed uszkodzeniem (Luka-
szewicz-Hussain, 2003).

Istnieja dowody potwierdzajace indukcje RFT przez
rozne stresy biotyczneiabiotyczne, w ktorych wolne rod-
niki tlenowe stuzg jako wspolny element regulacji roz-
nych szlakéw sygnalizacyjnych. Stresy aktywuja takze
kaskade kinaz biatkowych MAPK, dlatego sugeruje sie, ze
MAPK moglyby by¢ jednym z kilku zbieznych punktéow
w obronnej sieci sygnalizacyjnej (Scandalios, 2005; Taj
i wsp., 2010; Saucedo-Garcia i wsp., 2015) (Ryc. 4).

Roslinne dysmutazy ponadtlenkowe

Spoéréd RFT najbardziej toksyczne sg rodniki hy-
droksylowe (OH") - niezwykle silne utleniacze, ktérych
dyfuzja i reakcje z czasteczkami organicznymi zacho-
dza w podobnym tempie, stad rodniki hydroksylowe
nie moga podlega¢ bezposredniej kontroli. Dlatego
organizmy tlenowe eliminujag mniej reaktywne formy
prekursorowe (H,0, i O,") najskuteczniej, jak tylko to
mozliwe (Imlay, 2008; Sharma i wsp., 2012).

W bezposrednia regulacje komorkowego stezenia
O,” i H,0O, zaangazowane s3 dysmutazy ponadtlen-
kowe (E.C.1.15.1.1; SOD, ang. superoxide dismutase),
ktorych funkcja katalityczna zostala odkryta przez
McCorda i Fridovicha (1969). SOD katalizuja reakcje
dysproporcjonowania (dysmutacji) dwoch anionorod-
nikéw ponadtlenkowych do nadtlenku wodoru i tlenu
czgsteczkowego (Dat i wsp., 2001; Nowak, 2012) (Ryc.
5). Dysmutazy ponadtlenkowe eliminujg pierwszy pro-
dukt jednoelektronowej redukcji tlenu przeksztalcajac
go w nadtlenek wodoru, ktéry usuwany jest nastepnie
przez katalazy lub peroksydazy oraz metalotioneiny
(Scandalios, 2005; Koszucka i Dgbrowska, 2006; Lobo
i wsp., 2010).

Dysmutazy ponadtlenkowe, wraz z katalazami, uwa-
zane sa za najskuteczniejsze enzymy antyoksydacyjne

A) Me-atr. + Oz ——= Mecea. + 0>
B) Me-ced. + OZ'_’f ZH" ——= Meger + HZ OZ

Ryc. 5 Dwuetapowa reakcja dysmutacji anionorodnikéw
ponadtlenkowych katalizowana przez SOD

W pierwszym etapie (a) zwigzany z enzymem jon metalu przej-
$ciowego (M__, - jon metalu w formie utlenionej) ulega redukcji
do jonu metalu zredukowanego (M___ ), a w drugim etapie (b)

e-red”’

utlenieniu przez anionorodnik ponadtlenkowy.

Zrédto: oprac. wtasne na podst. Zuchowski (1999).
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(Fukai i Ushio-Fukai, 2011). Charakteryzuja si¢ bardzo
wysoka stalg szybkoéci katalizowanej reakcji (K = 2-3
x 10° M's™), §wiadczacg o tym, Ze jest ona ograniczo-
na praktycznie tylko przez dyfuzje substratu, a stezenie
SOD w wigkszosci komoérek wynosi ok. 10° M (Fink
i Scandalios, 2002; Forman i wsp., 2010). Szyb-
kos$¢ reakcji dysmutazy ponadtlenkowej z O,”
mozliwa jest dzieki mechanizmowi naprowadzania
elektrostatycznego (ang. electostatic guidance). SOD ma
na swojej powierzchni uktad natadowanych reszt ami-
nokwasowych, ktére tworzg gradient pola elektrosta-
tycznego, dzieki czemu anion kierowany jest wprost do
centrum aktywnego enzymu (Bartosz, 2003).

Aktywno$¢  dysmutazy ponadtlenkowej  za-
bezpiecza  przed reakcja  nadtlenku
z anionorodnikiem ponadtlenkowym (reakcja Habera-
-Weissa), ktéra zachodzi w obecnosci jonéw metali
przejsciowych i prowadzi do powstania, niezwykle
toksycznego dla ukladéw biologicznych, rodnika hy-
droksylowego (Ryc. 6). SOD uwaza sie za pierwszg li-
nie obrony przed toksycznym dziataniem RFT (Alscher
iwsp., 2002).

Poszczegolne formy izomeryczne enzymu réznig sie

wodoru

ponadto wrazliwoscig na KCN i H,O,. Aktywnos$¢ Cu/
ZnSOD jest hamowana zaréwno przez H O, jak i KCN.
Dysmutazy zelazowe ulegaja inhibicji tylko przez cza-
steczki H,0,, natomiast MnSOD jest niewrazliwa na
oba inhibitory (Bowler i wsp., 1994; Staimer i wsp.,

2012).

Fez/Fe?*

HzOz + 0 ——= 0z + OH ™+ OH"*

Ryc. 6. Katalizowana przez jony zelaza reakcja
Habera-Weissa (biologiczna reakcja Fentona)

Zrédto: oprac. wtasne na podst.: Bartosz (2003).

Wystepowanie i klasyfikacja SOD

Dysmutaza ponadtlenkowa jest bardzo rozpo-
wszechniona w przyrodzie. Jej obecnos¢ stwierdzo-
no u wiekszosci organizméw tlenowych, anaerobéw
wzglednych (beztlenowcéw fakultatywnych), a nawet
u niektdérych anaerobdéw bezwzglednych (beztlenow-
cOw obligatoryjnych) (Fink i Scandalios, 2002; Im-
lay, 2008). Obecnos¢ SOD u wigkszosci aerobow pelni
gléwna role w procesie molekularnej adaptacji do zycia
w atmosferze tlenowej. Znaczenie SOD dla organizméw
tlenowych zostalo opisane w licznych badaniach nad
pozbawionymi aktywno$ci SOD mutantami, zaréwno
prokariotycznymi, jak i eukariotycznymi (np. Escheri-
chia coli, Saccharomyces cerevisiae, Neurospora crassa,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster), ktore
sa nadwrazliwe na tlen, w konsekwencji czego umieraja
po ekspozycji na warunki tlenowe (Miller, 2012).

Ze wzgledu na rodzaj, zwigzanego w centrum ak-
tywnym, metalicznego kofaktora wyrdznia si¢ cztery
klasy dysmutaz ponadtlenkowych:

« miedziowo - cynkowe dysmutazy ponadtlenkowe
[Cu(ID), Zn(II); Cu/ZnSOD]
» manganowe dysmutazy ponadtlenkowe [Mn(III);

MnSOD]

o zelazowe dysmutazy ponadtlenkowe [Fe(III);
FeSOD)]

« niklowe dysmutazy ponadtlenkowe [Ni(II/III); Ni-
SOD].

Wszystkie wymienione izoformy SOD oprécz ostat-
niej, ktorg wykryto tylko u Streptomyces, moga wyste-
powaé u organizméw roélinnych (Fink i Scandalios,
2002). W organizmach roslinnych SOD rozmieszczone
sa w roznych przedziatach subkomérkowych, tzw. kom-
partymentach, w ktérych dochodzi do wzmozonego po-
wstawania reaktywnych form tlenu (Ryc. 7).

/ Cn/ZaSOD \
mCHOND’RIUM \JADRO ConoRnont \
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Cu/ZnSOD zlokalizowana jest zazwyczaj w cytozo-
lu, chloroplastach, gtéwnie na powierzchni blon tyla-
koidéw gran od strony stromy, gdzie zlokalizowany jest
fotosystem I (PSI) lub w peroksysomach. Reakcje im-
munolokalizacji z uzyciem przeciwcial skierowanych
przeciw cytozolowej Cu/ZnSOD potwierdzily wyste-
powanie tego enzymu w jadrze komérkowym i apopla-
$cie. Sadzi sig, ze apoplastyczna Cu/ZnSOD uczestniczy
w procesie lignifikacji, natomiast jadrowa chroni przed
skutkami mutacji DNA spowodowanymi przez aniono-
rodnik ponadtlenkowy (Alscher i wsp., 2002; Matecka
i Tomaszewska, 2005). Formy cytoplazmatyczne Cu/
ZnSOD s3 homodimerami', natomiast enzymy chlo-
roplastowe wykazuja budowe homotetrameryczng?
(Bordo i wsp., 1994; Sheng i wsp., 2014). Stwierdzono
réwniez, ze chloroplastowa forma SOD dominuje w ele-
mentach zielonych, a enzymy cytozolowe przewazaja
w kietkach i ro$linach etiolowanych (Zuchowski, 1999;
Myouga i wsp., 2008). Ponadto ze szpilek Pinus sylve-
stris wyizolowano, niespotykany wczeéniej u roslin,
rodzaj Cu/ZnSOD okreslany mianem pozakomorko-
wej dysmutazy ponadtlenkowej (ECSOD - ang. extra-
cellular SOD). Jednakze ECSOD pochodzaca z sosny,
w przeciwienstwie do swoich zwierze¢cych odpowiedni-
kéw, ma budowe homodimeryczng i nie podlega proce-
sowi glikozylacji (Zuchowski,1999).

Obecnos$¢ u roslin homotetramerycznej MnSOD
stwierdzono w matriks mitochondrialnej oraz w pe-
roksysomach. Podobnie jak ogromna wiekszo$¢ bialek
mitochondrialnych, MnSOD kodowane s3 przez
genom jadrowy. Z tego wzgledu syntetyzowane sg jako
biatko prekursorowe, bogate w sekwencje N-koricowg
kierujaca do mitochondriéw diugosci kilkudziesieciu
aminokwaséw (ok. 30), bogatg w reszty aminokwaséw

1 Homodimer - bialko, ktérego struktura IV-rzedowa zlozona jest
z dwoch identycznych podjednostek.

2 Homotetramer - biatko, ktérego struktura IV-rzedowa sktada si¢
z czterech identycznych podjednostek.

zasadowych. Aktywno$¢ enzymatyczna proenzymu
jest nizsza w stosunku do enzymu dojrzatego. Jest on
transportowany do mitochondriéw, gdzie odcinana jest
sekwencja skierowujaca (Sheng i wsp., 2014). Peroksyso-
malna MnSOD zostata wykryta m.in. u Pisum sativum,
jednakze u Zadnej ze znanych sekwencji MnSOD nie
znaleziono charakterystycznego peptydu sygnalnego
kierujacego biatko do peroksysoméw (Alscher i wsp.,
2002). Masa czasteczkowa roslinnej MnSOD wynosi
okolo 92 kDa, a kazda z czterech podjednostek zawiera
dwie domeny: N-koncows, obejmujaca pig¢ odcinkéow
a-helikalnych oraz domene C-koncows, zawierajaca
trzy fragmenty o strukturze i dwie niewielkie a-helisy
(Zuchowski, 1999; Pedersen i wsp., 2009).

Roslinne FeSOD zlokalizowane sa w stromie chloro-
plastow i ze wzgledu na réznice w budowie klasyfikuje
sie je na dwie grupy (Tsang i wsp., 1991; Alscher i wsp.,
2002; Sheng i wsp., 2014). Pierwsza grupa obejmuje for-
my homodimeryczne wystepujace powszechnie u pro-
kariont6w, ale takze u kilku gatunkéw roélin: mitorzebu
dwuklapowego (Ginkgo biloba), kapusty (Brassica cam-
pestris) i grazela z6ttego (Nuphar luteum). Druga gru-
pa FeSOD jest typowa dla wiekszo$ci rodlin wyzszych
i obejmuje enzymy homotetrameryczne (Alscher
i wsp., 2002). Wystepowanie SOD w tak wielu réznych
kompartymentach komérkowych jest konsekwencja
miejsca wytwarzania oraz wlasciwosci anionorodni-
ka ponadtlenkowego. O, jest czasteczka hydrofilows,
obdarzong fadunkiem, ktéra z trudnoscig przechodzi
przez blony biologiczne, dlatego musi zosta¢ usuniety
przez SOD obecne w tych samych przedziatach komoér-
kowych, w ktérych jest on wytwarzany (Alscher i wsp.,
2002; Fink i Scandalios, 2002).

W przeciwienstwie do wiekszosci organizmow,
ktére posiadaja zazwyczaj tylko jeden enzym z kazdej
klasy SOD, ro$liny majg wiele form kazdego rodzaju,
kodowanych przez wiecej niz jeden gen. Wydaje sie, ze

wystepowanie w $wiecie roslin wielogenowych rodzin
SOD jest odzwierciedleniem pelnienia przez nie zroz-
nicowanych funkcji oraz konsekwencja wigkszego na-
razenia roslin na niekorzystne warunki §rodowiskowe.
Rosliny nie moga bowiem fizycznie unika¢ czynnikéw
stresowych. Ponadto sposréd wszystkich organizméw
zywych komérkowe stezenie O, (zrédta RFT) jest u ro-
$lin najwyzsze, gdyz nie tylko zuzywaja one tlen jak
inne aeroby, ale takze wytwarzaja go w procesie foto-
syntezy (Scandalios, 1993; Fink i Scandalios, 2002).

Ewolucja rodziny SOD

Ewolucyjne pochodzenie réznych typéw SOD nie
zostalo jeszcze do konca poznane. Obecny stan wie-
dzy pozwala przypuszczaé, ze najstarszg grupa wsrod
dysmutaz ponadtlenkowych sa FeSOD (Pilon i wsp.,
2010). Szereg bezwzglednych anaerobéw zawiera wlas-
nie ten rodzaj SOD, co sugeruje, ze biatko to powstalo
jeszcze przed pojawieniem sie znaczgcych ilosci tlenu
w atmosferze, co nastapilo w §rodku prekambru, przed
1,5-2 mld lat temu. Z tego wzgledu uwaza sie, ze FeSOD
przynajmniej poczatkowo mogla odgrywa¢ innag niz
obecnie role fizjologiczng (Bartosz, 2003).

Wiele analiz zaréwno samej sekwencji, jak i bu-
dowy strukturalnej biatek, wskazuje na to, ze FeSOD
i MnSOD posiadaja wspdlnego przodka i wyewoluowa-
ty najprawdopodobniej z formy FeSOD (Ryc. 8) (Fink
i Scandalios, 2002; Perry i wsp., 2010). Zaktada sig, ze
poczatkowo latwo dostepne w atmosferze redukuja-
cej sole zelazawe (Fe?*), na skutek pojawienia si¢ tlenu
w atmosferze, ulegly utlenieniu i powstaly z nich stabiej
rozpuszczalne i trudniej dostepne sole zelazowe (Fe’*).
W takich warunkach jony Mn?" mogty sta¢ sie bardziej
uzytecznym zamiennikiem Fe**. Ponadto za wigksza
uzyteczno$cig formy manganowej przemawial fakt, ze
w przeciwienstwie do FeSOD, nie jest ona wrazliwa na
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dziatanie H,O, (Bartosz, 2003). Sugeruje sig, ze dru-
ga najprawdopodobniej najstarsza dysmutaza ponad-
tlenkowa - MnSOD wyewoluowala z przodka FeSOD
poprzez Fe/MnSOD. Obecna u archebakterii Fe/Mn-
SOD moze wigza¢ w centrum aktywnym jony zelaza
lub manganu, w zaleznosci od tego, ktdry z tych pier-
wiastkow jest bardziej dostepny. Podobne wlasciwosci
zelaza i manganu pozwalajg funkcjonowaé Fe/MnSOD
z ktérymkolwiek z tych metali bez istotnych zmian
konformacyjnych w strukturze biatka (Alscher i wsp.,
2002).

Za najmlodszg grupe SOD uwaza si¢ Cu/ZnSOD,
ktére pojawily sie prawdopodobnie przed miliardem
lat, w péZnym prekambrze, kiedy stezenie tlenu w at-
mosferze osiggnelo okoto 1% dzisiejszej zawartoéci. By¢
moze Cu/ZnSOD powstala w wyniku ewolucji biatka
miedziowego, ktore nie pelnilo zadnej funkcji katali-
tycznej, a wigzalo jedynie miedz. Sugerujesie, ze samo
wigzanie miedzi moglo mie¢ istotne funkcje antyok-
sydacyjne (Bartosz, 2003). Miedziowo-cynkowe SOD
przez dlugi okres uwazane byly za enzymy wylacznie
eukariotyczne, do czasu wykrycia ich u kilku gatunkéw
bakterii: Photobacterium leiognathi, Caulobacter cres-
centus oraz bakterii z rodzaju Pseudomonas (Malecka
i Tomaszewska, 2005). Wysunieto trzy hipotezy ttu-
maczace obecno$¢ Cu/ZnSOD u Procaryota. Pierwsza
zaklada niezalezng ewolucje tych bialek u pro- i euka-
riontéw. Wedtug drugiej, zaproponowanej przez Mar-
tina i Fridovicha (1981), geny Cu/ZnSod powstaty u Eu-
caryota, po czym zostaly przeniesione do Procaryota.
Taki scenariusz ewolucyjnych zdarzen znalazl poparcie
w badaniach Bannistera i Parkera (1985), wykazujacych
30% podobienstwo miedzy sekwencjami aminokwaso-
wymi Cu/ZnSOD ryby kucyka (Leiognathus splendens)
i jej bakteryjnego symbionta P. leiognathi. Jednakze
hipoteza ta nie tlumaczy wystgpowania Cu/ZnSOD
u prokariontéw niebedacych symbiontami. Ostatnia
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z hipotez przyjmuje, ze Cu/ZnSOD powstata poczatko-
wo u Procaryota i dopiero potem zostala przeniesiona
do Eucaryota. Jednakze, powyzsze zalozenie pociaga za
sobg nieprawdopodobny wymdg, ze wspolny przodek
posiadat Cu/ZnSOD jeszcze przed tym jak te dwie gru-
py organizméw oddzielity sie od siebie i ktdry istniat
przed dostepnoscig jonow Cu?* w atmosferze (Alscher
iwsp., 2002).

Enzymy SOD pochodzace z réznych gatunkow ro-
§lin cechuje wysoki stopiert homologii struktury pierw-
szorzedowej (Zuchowski, 1999). Poréwnania roélinnych
sekwencji aminokwasowych FeSOD i MnSOD wskazu-
ja na wyzszy stopienn homologii w obrebie grupy Mn-
SOD (>70%) anizeli wéréd FeSOD (~60%). Podobien-
stwo mitochondrialnych MnSOD i chloroplastowych
FeSOD u eukariontéw do ich odpowiednikéw u pro-
kariontéw stanowi kolejny argument na poparcie teorii
o endosymbiotycznym pochodzeniu tych organelli ko-
morkowych. Wysokie podobienistwo MnSOD i FeSOD
dotyczy nie tylko struktury pierwszorzedowej (~50%
homologii), ale réwniez drugo- i trzeciorzedowej. Zna-
czgca homologia istnieje takze miedzy sekwencjami ro-
§linnych Cu/ZnSOD, przy czym wyzszy stopienn homo-
logii cechuje chloroplastowe (80-90%) niz cytozolowe
Cu/ZnSOD (~68%) (Ryc. 8) (Alscher i wsp., 2002; Fink
i Scandalios, 2002). Wieksze roznice obserwuje si¢ po-
réwnujac dysmutazy roslinne z enzymami pochodzsa-
cymi z organizméw zwierzecych, cho¢ podobienstwo
nadal jest znaczne (Ryc. 8) (Zuchowski, 1999).

Wsrdd roélinnych i zwierzecych Cu/ZnSOD naj-
wyzsza homologia dotyczy C-konica biatka, gdzie
zlokalizowany jest kanal elektrostatyczny mieszczacy
sie w strukturalnej petli siédmej tego enzymu. Ponadto
wszystkie aminokwasy zaangazowane w koordynacje
jonéw miedzi i cynku sg takze wysoce konserwowane,
podobnie jak aminokwasy biorace udzial w tworzeniu
mostkow dwusiarczkowych. Znaczny stopiert homolo-

gii w obrebie MnSOD oraz FeSOD pochodzacych z réz-
nych organizméw dotyczy gléwnie domen odpowiada-
jacych pierwszej i drugiej a-helisie oraz aminokwaséw
zaangazowanych w koordynacje jonéw metali (Fink
i Scandalios, 2002). W przypadku MnSOD, jon manga-
nu, bioracy udzial w procesie katalitycznym, jest wigza-
ny przez silnie konserwowane — trzy reszty histydyny
i reszte kwasu asparaginowego.

Aby lepiej zrozumie¢ ewolucyjng dywergencje ge-
néw Sod u roslin wyzszych Fink i Scandalios (2002)
poréwnali pozycje i ilo§¢ introndéw pomiedzy zna-
nymi, genomowymi sekwencjami dysmutaz ponad-
tlenkowych roélin okrytonasiennych. Uzyskane przez
nich wyniki sugeruja, ze liczba i pozycje intronéw sg
ewolucyjnie konserwowane wsréd poszczegdlnych
typow Sod u ro$lin. Geny kodujace cytozolowe Cu/
ZnSOD zawierajg siedem intronéw, podczas gdy geny
chloroplastowych form tego enzymu majg ich osiem.
Chloroplastowe Sod maja dodatkowy intron, ktory roz-
dziela sekwencje drugiego eksonu cytozolowych Cu/
ZnSod. Wyjatkiem jest gen Sodl Zea mays, ktory cho-
ciaz koduje chloroplastowa Cu/ZnSOD, to nie zawiera
dodatkowego intronu, ma wigc ich tylko siedem. Su-
geruje sie, ze roélinne Cu/ZnSOD wzigly poczatek od
wspoélnego przodka, a pdzniej réznicowaly sie wedlug
kompartymentéw komodrkowych, w ktorych obecnie
wystepuja (Ryc. 8). Poréwnanie liczby i pozycji intro-
néw roslinnych i zwierzecych Cu/ZnSod wskazuje na
znaczne réznice. Sod pochodzace np. z Homo sapiens
i Rattus norvegicus maja zaledwie cztery introny we
wzajemnie podobnych pozycjach, ale odmiennych niz
u roélin. Pozycje i liczba introndéw genu MnSod sg takze
silnie konserwowane wéréd gatunkéw roélinnych, ale
nie miedzy roélinami a zwierzetami. Roslinne Mn-
Sod zawieraja sze$¢ eksondw, podczas gdy zwierzece
geny, np. Homo sapiens i Mus musculus skladaja si¢
tylko z pieciu. Sekwencje intronéw nie sa konserwo-

wane, a ich dlugosci sa zmienne (Fink i Scandalios,
2002; Zelko i wsp., 2002). Wiekszo$¢ réznic miedzy
roslinnymi SOD dotyczy przede wszystkim sekwencji
regulatorowych w regionach 5 genéw kodujacych te
biatka. Najprawdopodobniej réznice w ekspresji tych
genéw sg spowodowane réznymi warunkami powodu-
jacymi stres oksydacyjny (Fink i Scandalios, 2002; Zel-
ko i wsp., 2002).

Regulacja ekspresji genow Sod

Zachowanie réwnowagi antyoksydacyjnej ma pod-
stawowe znaczenie dla prawidlowego funkcjonowania
komorki, dlatego tez wszystkie enzymy nalezace do sy-
stemu antyoksydacyjnego musza podlega precyzyjnej
regulacji na réznych poziomach.

Molekularne mechanizmy prowadzace do ekspre-
sji gendéw Sod sa stabo poznane. Wiadomo natomiast,
iz wszystkie izoformy SOD s3g kodowane w genomie
jadrowym, a ich ekspresja jest regulowana niezaleznie.
W warunkach stresu oksydacyjnego indukowane sg
geny dysmutaz ponadtlenkowych tych przedziatéw
komorkowych, w ktérych wzrosta zawartos$é RFT (Zu-
chowski, 1999; Morano i wsp., 2012). Badania przepro-
wadzone na réznych gatunkach roélin dowodza, ze do
akumulacji mRNA FeSod dochodzi, gdy stres genero-
wany jest w chloroplastach, za$ ilo§¢ transkryptu Mn-
Sod, regulowana jest w odpowiedzi na obecnos¢ czynni-
kéw stresowych w mitochondriach (Candas i Li, 2014).

Tsang i wsp. (1991) badali wptyw wysokiej aktyw-
noéci fotosyntetycznej, fotoinhibicji oraz parakwatu
na poziomy mRNA wszystkich typéw dysmutazy po-
nadtlenkowej wystepujacych u Nicotiana plumbagini-
folia. Zaobserwowano spadek ilosci transkryptow Sod
w lisciach po przeniesieniu rodlin do ciemnosci oraz
wzrost (szczegdlnie mRNA FeSod) po ekspozycji ro-
$lin na $wiatlo. Odmienne wyniki uzyskano dla etio-
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lowanych siewek, w ktdrych przeniesienie na $wiatto
indukowato jedynie ekspresje genu FeSod, natomiast
poziomy mRNA mitochondrialnej MnSod oraz cytozo-
lowej Cu/ZnSod utrzymywane byly na stalym, wysokim
poziomie. Wysunieto wniosek, ze wysoki poziom tran-
skryptu MnSod, ktéry odnotowano po przeniesieniu
etiolowanych siewek na §wiatlo, jest odzwierciedleniem
wzrostu oddychania mitochondrialnego, wynikajgcego
ze zwiekszonego rozkladu cukréw na drodze wzmo-
zonej fotosyntezy (Hartl i Finkemeier, 2012). Rosliny
poddane stresowi termicznemu i o$wietleniu wiedty.
Traktowanie zimnem i $wiattem powodowalo jedynie
wzrost mRNA FeSod, podczas gdy poziomy transkryp-
tow MnSod i Cu/ZnSod pozostawaly niezmienione.
Wzrost ilosci tych ostatnich obserwowano po przenie-
sieniu roélin do normalnych warunkéw wzrostu. Silnie
indukowanym przez szok cieplny genem Sod u dzikie-
go tytoniu jest gen kodujacy cytozolowa Cu/ZnSOD
(Tsang i wsp., 1991).

Parakwat (ang. paraquat/methyl viologen), bipiry-
dylowy herbicyd, ktéry przechwytuje elektrony, prze-
kazywane zwykle z PSI na NADH" i transportuje je na
tlen przyczyniajac si¢ do powstania w chloroplastach
anionorodnika ponadtlenkowego. Herbicyd ten wpty-
wa na reakcje transdukcji elektronéw w retikulum en-
doplazmatycznym i mitochondrium (Alscher i wsp.,
2002). Badania zmian w poziomach mRNA Sod u N.
plumbaginifolia spowodowane $wiatlo- i ciemno-zalez-
ng toksyczno$cig parakwatu wskazujg na wzrost ilosci
transkryptéw wszystkich typow dysmutazy ponadtlen-
kowej w odpowiedzi na dzialanie parakwatu w obecno-
$ci $wiatla. Stabszy wplyw parakwatu zaobserwowano
natomiast w ciemnoéci, w ktdrej wzrasta tylko poziom
transkryptu Cu/ZnSod (Tsang i wsp., 1991). Indukcyj-
ne oddzialtywanie parakwatu na ekspresje genéw Sod
wykazano takze u Arabidopsis thaliana (Alscher i wsp.,
2002) i Zea mays (Bartosz, 1997).

Wzrost transkrypcji Sod zaobserwowano ponadto
w odpowiedzi na ozon (O,) i SO,. Udowodniono réw-
niez wystepowanie pozytywnej regulacji genu Mn-
Sod przez stres solny, toksyczno$¢ manganu (Hossain
i Dietz, 2016), stres chtodu (Baek i Skinner, 2003) oraz
susze (Wu i wsp., 1999). W ostatnim z wymienionych
przyktadéw odnotowano réznice w ekspresji genu Mn-
Sod pomiedzy pszenicg jarg i ozima. Indukcja genu
MnSod w odpowiedzi na susze¢ jest bardziej gwalttow-
na w siewkach pszenicy ozimej w poréwnaniu do jarej,
co moze wigzac si¢ z wysoka tolerancja na stres rolin
zboza ozimego. Z przeprowadzonych przez Wu i wsp.
(1999) badan wynikato, ze geny chloroplastowej Cu/
ZnSod indukowane sg przez niskg temperature zaréwno
u pszenicy jarej jak i 0zimej, natomiast nie ulegajg zmia-
nom w warunkach suszy.

Zréznicowana ekspresja roslinnych genéw Sod
dotyczy nie tylko trzech gléwnych form dysmutazy
ponadtlenkowej, ale takze cztonkéw konkretnej kla-
sy. Zaobserwowano m.in. odmienng ekspresje wsrod
rodziny MnSod w odpowiedzi na kwas abscysynowy
i stres osmotyczny u Zea mays (Feng i wsp., 2016), niska
temperature u Triticum aestivum (Baek i Skinner, 2005)
oraz czlonkéw rodziny FeSod Arabidopsis w odpowie-
dzi na $§wiatlo i rytm okolodobowy (Kliebenstein i wsp.,
1998). Istnieja dane $wiadczace o tkankowo-specyficz-
nej regulacji genow Sod. U N. plumbaginifolia ekspresja
MnSod jest bardzo niska w liSciach, 2-3 krotnie wyz-
sza w korzeniach i okolo 50 razy wyzsza w hodowa-
nych w ciemnosci kulturach zawiesinowych komérek.
Najprawdopodobniej wysoki poziom ekspresji genu
MnSod w kulturach zawiesinowych wynika ze zmiany
w typie tych komorek lub z odmiennych warunkéw ich
hodowli. Badania wptywu sktadu pozywki na ekspre-
sje MnSod doprowadzily do stwierdzenia, ze za wysoki
poziom transkryptu obserwowany w kulturze zawiesi-
nowej odpowiedzialne byty cukry: sacharoza i glukoza,

ale nie mannitol. Byla to zatem obserwacja efektu ra-
czej troficznego niz osmotycznego (Bowler i wsp., 1989).
Zréznicowang regulacje Sod zaobserwowano takze
w organach Raphanus sativus. Stwierdzono, ze sposrod
wszystkich typow Sod wystepujacych u tego gatunku
jedynie MnSod ulega wysokiej ekspresji w korzeniach
(Kwon i An, 2003). Podobny wynik uzyskano réwniez
dla MnSod Hevea brasiliensis (Miao i Gaynor,1993).
Wrystepowanie tkankowo-specyficznej oraz rozwojo-
wo-zroznicowanej ekspresji genéw Sod wykazano tak-
ze w badaniach przeprowadzonych na Prunus persica
(Bagnoli i wsp., 2002).

Niezwykle wysoki poziom transkrypu MnSod uzy-
skano ponadto w kalusie embriogenicznym Hevea bra-
siliensis (Miao i Gaynor, 1993) oraz w somatycznych
zarodkach Aesculus hippocastanum. W tych ostatnich
izozym® MnSOD pojawil si¢ jako jedyny w odpowiedzi
na traktowanie kultur tkankowych czynnikami $rodo-
wiskowymi indukujacymi stres oksydacyjny w mito-
chondriach (Bagnoli i wsp., 1998). Ponadto sprawdzono
poziom ekspresji MnSOD kalusa Vicia faba ssp. minor
w trakcie regeneracji w kulturze in vitro i stwierdzono,
ze moze by¢ to jeden z markeréw réznicowania tkanek
w warunkach in vitro (Dabrowska i wsp., 2007a).

Stres oksydacyjny w kulturach tkankowych

Kultury tkankowe sg szczeg6lnie narazone na wptyw
czynnikéw powodujacych stres. W warunkach in vitro
dochodzi do zmiany charakteru, stezenia i kierunku
transportu substancji troficznych obecnych w podtozu.
Labilne sg takze stezenia regulatoréw wzrostu, warunki
tlenowe i stezenie etylenu. Manipulacja, podczas izola-
cji eksplantatéw, moze generowac stres oksydacyjny na
skutek ekspozycji tkanek, lezacych in vivo w glebi, na
bezposérednie dzialanie tlenu atmosferycznego. Pomimo

3 Izozym - jeden z wariantow wystepowania danego enzymu.
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negatywnych skutkow, stres moze mie¢ réwniez cha-
rakter pozytywny. BodZce stresowe mogag przyczyniaé
sie do przywrécenia komoérkom zdolnosci mitotycznej,
a nastepnie do ponownego réznicowania, konczacego
sie czgsto regeneracja nowej, kompletnej roéliny (Du-
bert, 2003). Dodatkowo udowodniono, ze manipulacje
mechaniczne sg bezposrednia przyczyna powstawania
stresu oksydacyjnego w hodowlach komérkowych (Cas-
sells i wsp., 2006).

Akumulacje mRNA MnSod zaobserwowano dla H.
brasiliensis. W kalusie embriogenicznym tego gatunku
stwierdzono okolo 50 razy wyzszy poziom transkryptu
MnSod niz w dojrzatych lisciach (Miao i Gaynor, 1993).

Wyniki wielu badan dowodza, ze aktywnos$¢ mi-
tochondrialnej MnSOD odpowiada aktywnosci odde-
chowego lancucha transportu elektronéw, co wydaje
sie by¢ zwigzane z radykalnym wzrostem tempa oddy-
chania oraz ze wzmozong produkcja anionorodnikéw
ponadtlenkowych w odpowiedzi na dzialanie stresora
(Bowler i wsp., 1989). Bowler i wsp. (1989) wykazali
réwniez istnienie pozytywnej korelacji miedzy aktyw-
noécig oksydazy cytochromowe;j i ekspresja MnSod u N.
plumbaginifolia.

Stres osmotyczny wydaje si¢ by¢ czynnikiem in-
dukujacym ekspresje MnSod u wielu gatunkdéw roélin.
Wzrost ekspresji genu MnSod w odpowiedzi na 10%
mannitol lub 10% sacharoze odnotowano w siewkach
Raphanus sativa (Kwon i An, 2003). Z badan Skrzy-
pek i Szechynskiej-Hebdy (2005) wynika, ze moga to
by¢ réwniez substancje pozwalajace okresli¢ potencjat
morfogenetyczny tkanek. Sacharoza oraz mannitol sg to
substancje regulujgce ci$nienie osmotyczne, wplywaja-
ce na turgor komorek oraz procesy wymiany substancji
miedzy komoérka a $rodowiskiem zewnetrznym. Po-
ziom mRNA MnSod zwieksza si¢ pod wpltywem sacha-
rozy takze u H. brasiliensis (Miao i Gaynor, 1993) i Ni-
cotiana plumbaginifolia (Bowler i wsp., 1989). U tytoniu

dzikiego stwierdzono, ze reakcja ta jest liniowo skorelo-
wana ze stezeniem sacharozy oraz ze mannitol nie sty-
muluje ekspresji MnSod, co wydaje si¢ $wiadczy¢ o pod-
tozu troficznym obserwowanej aktywacji transkrypciji.
Scandalios i Zhu (1994) odnotowali zrdznicowang
odpowiedz izoform MnSod na stres osmotyczny (20%
sacharoze) w tarczkach zarodkowych Zea mays.

W wielu badaniach wykazano stymulujacy wplyw
niskiej temperatury na ekspresje genéw Sod. Baek
i Skinner (2003) zasugerowali, Ze pozytywna regula-
cja transkrypcji MnSod przez zimno moze mieé zwig-
zek z funkcjonowaniem mitochondrialnego fancucha
transportu elektronéw, ktéry wykazuje labilno$¢ w ob-
nizonej temperaturze. W warunkach stresu termicz-
nego, elektrony moga bowiem ,wycieka¢” z fancucha
oddechowego, przyczyniajac sie¢ do zwiekszonej pro-
dukcji anionorodnika ponadtlenkowego - substratu dla
SOD. Istotng role MnSod w tolerancji roélin na chiéd
wydaja si¢ takze potwierdza¢ badania nad roslinami
transgenicznymi. Podwyzszong odporno$¢ na niskg
temperature stwierdzono m.in.u transgenicznej lucerny
z nadekspresja genu MnSod tytoniu w chloroplastach
lub mitochondriach (McKersie i wsp., 1993).

Uwaza sig, ze aklimatyzacja roélin do warunkéw
chtodu przebiega pod kontrola hormonéw - przede
wszystkim kwasu abscysynowego (ABA - ang. abscisic
acid) oraz etylenu. Dlatego tez, przedmiotem intensyw-
nych badan stal sie ostatnio udzial ABA w selektyw-
nej regulacji ekspresji gendéw u roélin reagujacych na
czynniki stresowe. Uwaza sig, ze elementy warunkujace
odpowiedz na ABA (ABRE - ang. ABA-responsive ele-
ment), zwigzane sg z genami reagujagcymi na niskg tem-
perature, susze i zasolenie (Alscher i wsp., 2002; Osakabe
i wsp., 2014). Elementy te znaleziono m.in. w genach
Cuw/ZnSodl i FeSod3 A. thaliana (Alscher i wsp., 2002).
Baek i wsp. (2006) badajac strukture i organizacje Mn-
Sod pszenicy wykazali obecno$¢ w promotorze tego

genu elementu CEl, dzialajacego w pozycji cis, ktory
najprawdopodobniej odpowiada za wywotang przez ob-
nizong temperature akumulacje ABA. O wystepowaniu
w genie MnSod Raphanus sativus dwoch elementow za-
angazowanych w odpowiedz na temperature donosza
tez Kwon i An (2003). W promotorze genu MnSodl A.
thaliana nie stwierdzono obecnos$ci ABRE, wykryto
natomiast sekwencje regulatorowg HSE (ang. heat shock
element), charakterystyczng dla promotoréw bialek
szoku cieplnego, miejsca wigzania NF-kf oraz kasete
Y (ang. Y-box), ktéra posredniczy w redoks-zaleznej
aktywacji transkrypcji (Alscher i wsp., 2002). Z da-
nych literaturowych wynika, ze zréznicowana regula-
cja genow antyoksydacyjnych u roélin zachodzi przez
interakcje bialtko-DNA w regionie ARE, NF-kf i ABRE
oraz ze bezposrednig role sygnalizacyjng spelnia tu
H,0, (Scandalios, 2005). Baek i wsp. (2006) stwier-
dzili, ze miejsce inicjacji transkrypcji genu MnSod
T. aestivum poprzedza promotor bogaty w pary G+C
(wyspa CpQ), nie zawierajacy ani kasety TATA ani
kasety CAAT, w przeciwienstwie do gendéw dysmutaz
manganowych A. thaliana, H. brasiliensis, P. sativum
oraz O. sativa, ktore posiadaja kasete TATA.

Podsumowanie

Stres jest powszechnie postrzegany jako niekorzyst-
ny czynnik $rodowiskowy, prowadzacy do miejscowego
uszkodzenia lub nawet zamierania tkanek oraz efektéw
metabolicznych, gtéwnie podwyzszonego poziomu od-
dychania i nagromadzenia sie substancji szkodliwych,
takich jak RFT i fenole. Roslinne dysmutazy ponadtlen-
kowe tworzg zlozony i bardzo skuteczny system pierw-
szej linii obrony przed stresem oksydacyjnym. Chociaz
rodzina SOD obejmuje kilka izozyméw, to udowod-
niono, ze jedynie MnSOD jest niezbedna do przetrwa-
nia organizméw w $rodowisku tlenowym. Regulacja
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ekspresji genu MnSod w stanie stresu oksydacyjnego
pozwala komorce na precyzyjnag, zréznicowang w sile
i czasie trwania odpowiedZ na czynniki wywotujace
stres. MnSOD, ze wzgledu na lokalizacje subkomérowas,
uwazana jest za gléwny enzym chronigcy przed wybu-
chem ROS w mitochondriach. Sugeruje si¢, ze rdzne
izoformy MnSOD wystepuja w odmiennych subkom-
partymentach matriks mitochondrialnej, wydzielonych
przez wewnetrzng blone tych najbardziej narazonych
na oksydacyjny atak wolnych rodnikéw.

Szerokie zastosowanie w badaniach proceséw rézni-
cowania oraz zmian genetycznych zachodzacych w kul-
turach in vitro znalazty markery biochemiczne i mole-
kularne. Wielu naukowcéw, w wyniku analizy tkanki
uzyskanej w kulturze, stwierdzifo zréznicowane wzory
izoenzymatyczne dla hodowli embriogennej i nieemb-
riogennej. Od kilkunastu lat podejmowane s3a préby
identyfikacji markeréw réznicowania si¢ tkanki wéréd
enzymoéw antyoksydacyjnych. Wydaje sig, ze oprocz
peroksydaz i katalaz to wlasnie dysmutazy stanowia
wazne zrédlo oceny kompetencji kultur tkankowych do
regeneracji.

Praca czesciowo finansowana z funduszy na dziatal-
nos¢ statutowg UMK.
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Defence mechanisms of organisms against oxidative stress
with particular focus on superoxide dismutases

Nikola Sikora, Zuzanna Znajewska, Grazyna Dabrowska

Oxidative stress may be defined an imbalance between
reactive oxygen species, ROS (i.a. singlet oxygen, super-
oxide anion, hydroxyl radical and hydrogen peroxide and
the antioxidant defense system. Reactive oxygen species
easily react with organic compounds and disturb ho-
meostasis of the whole organism. In the organism they
are eliminated by non-enzymatic antioxidants and by en-
zymes which remove or inactivate ROS. Among them, su-
peroxide dismutase (SOD) plays a main role, which in the
plant cells is regulated by many stress factors. Superox-
ide dismutases are present in both aerobic and anaerobic

organisms, and their classification includes copper-zinc,
manganese, iron and nickel isoforms. The family of plant
superoxide dismutases, their role in oxidative stress and
the relationship between amino acid sequences of plant
and human SOD, as well as tissue-specific and develop-
mental-differentiated expression of SOD genes were char-
acterized in this paper.

key words: growth and development of plants, oxidative stress,
SOD, reactive oxygen species
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