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WSTEP

Zycie na Ziemi jest uzaleznione od
obecnosci tlenu. Istnieja jednak organizmy,
dla ktérych juz niewielka ilo§¢ tlenu stanowi
Smiertelne  zagrozenie. Organizmy takie
okreslamy mianem beztlenowych. W obecnie
panujacych na naszej planecie warunkach
wystepuja one tylko w nielicznych
Srodowiskach, ograniczonych dostepem tle-
nu. Pamietajmy jednak, ze zanim w atmos-
ferze Ziemi pojawil sie tlen, to wlasnie ta-
kie organizmy byly jedynymi mieszkancami
naszej planety. W historii Zycia na Ziemi
jest wiele wydarzenn decydujacych o kierun-
ku przebiegu doboru naturalnego i rozwoju
zycia. Jednym z kluczowych wydarzen byto
pojawienie sie w skladzie atmosfery tlenu.
Z jednej strony stworzylo to zagrozenie dla
organizméw beztlenowych, z drugiej, umoz-
liwilo rozw6j nowych form zycia. Jednak
organizmy zywe, oprocz wyksztalcenia tzw.
metabolizmu tlenowego, musialy poradzié¢
sobie réwniez z jego toksycznym dzialaniem.
JednoczesSnie ze wzrostem stezenia tlenu
pojawilo sie zagrozenie ze strony jego reak-
tywnych form. Pierwotne organizmy musia-
tly zatem wyksztalci¢ szereg mechanizmow
zaré6wno ochrony, obrony i usuwania, jak i
naprawiania skutkéw szkodliwego dziatania
tlenu. Podobienstwo i uniwersalny charakter
wielu z tych form pomiedzy réznymi, czesto
odleglymi ewolucyjnie grupami organizmow
Swiadczy o ich wczesnym pochodzeniu.

SKAD NA ZIEMI WZIAL SIE TLEN?

WiekszoS¢ zyjacych obecnie organizmow
zywych to organizmy przystosowane do zycia
w warunkach tlenowych. Wiadomo jednak,
ze sklad atmosfery ziemskiej ulegal na prze-
strzeni wiekoéw istotnym zmianom. Okolo
4,6 miliarda lat temu (4,6 x 10° lat) Ziemia
zostala uformowana jako pozbawiona wody
masa skal. Pierwotna atmosfera skladala sie
glownie z wodoru i helu, dopiero na skutek
wprowadzenia innych gazow, w tym takze
pary wodnej, w wyniku kolizji z kometami i
meteorytami uformowana zostala wtérna at-
mosfera. Poczatkowo skladala sie¢ ona glow-
nie z pary wodnej, dwutlenku wegla, tlen-
ku wegla, azotu, chlorku wodoru i wodoru
(BENZIE 2000, LANE 2004). Powstajacy w tym
okresie w niewielkich ilosciach tlen pocho-
dzit z procesow fotolizy wody i byt zuzywany
w procesach utleniania gazéw atmosferycz-
nych i mineralow na powierzchni planety
oraz ulegal w pewnym stopniu przemianie w
ozon (BENzIE 2000, DANOWSKI 2000). Istniat
wtedy swoisty mechanizm ujemnego sprze-
zenia zwrotnego, zwany efektem Ureya, po-
legajacy na tym, ze powstajacy wolny tlen
trafial do atmosfery, tam ulegal przemianie
w ozon i hamowal doplyw promieniowa-
nia ultrafioletowego, co powodowalo zmniej-
szenie nasilenia fotolizy wody. Kiedy ilos¢
tlenu zmalala w zwigzku z jego zuzyciem
przez utleniajace sie mineraly, zwiekszal
sie doplyw promieniowania ultrafioletowego.

*Praca finansowana ze sSrodkow na dziatalnosc statutowa Zaktadu Fizjologii Roslin Wydziatu Biologii UAM S/P-B/010.
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W ten sposob ilos¢ tlenu oscylowata wokot
tzw. progu Ureya, ktéry wynosi 0,001 P.A.L.
(ang. present atmospheric level), czyli okoto
0,02% (DaNowskIl 2000).

Okolo 3,5 miliarda lat temu na Ziemi
rozpoczelo sie zycie. Przeprowadzane przez
owczesne organizmy zywe procesy metabo-
liczne doprowadzily do stopniowych, aczkol-
wiek znaczacych zmian w skladzie atmosfe-
ry. Sinice wykorzystujace wode jako zrédlo
elektroné6w uwalniatly do atmosfery tlen jako
produkt uboczny, co doprowadzilo do wzro-
stu jego poziomu do tzw. progu Pasteura
(0,01 P.A.L., czyli ok. 0,2%). Jest to poziom,
przy ktorym organizmy okreslane mianem
fakultatywnych tlenowcow przestawiaja sie
na metabolizm tlenowy. Tlen byl réwniez
intensywnie wigzany przez mineraly, glow-
nie metale, co przyczynilo sie do powstania
ich zt6z (BENzIE 2000, LANE 2004). Okolo 2
miliardow lat temu, w wyniku wysycenia sie
mineralow tlenem i znacznego rozmnozenia
sie organizméw, doszlo do wzrostu stezenia
tlenu w atmosferze do okoto 0,1 P.A.L. (ok.
2%, co odpowiada 15 mmHg), na ktérym
to poziomie zawartos¢ tlenu utrzymywata
sie przez okolo miliard lat. Dalszy wzrost
poziomu zawartosci tlenu nastapitl bardzo
gwaltownie w okresie od 1 do 0,5 miliarda
lat temu, prowadzac do ustabilizowania sie
zawartosci tlenu w atmosferze na poziomie
zblizonym do obecnego stezenia (ok. 150
mmHg) (KOCcH i BRITTON 2008). Wzrost ste-
zenia tlenu spowodowal dwa wtorne zjawi-
ska. Pierwszym byto wyksztalcenie tlenowe-
go aparatu oddychania, sprawniejszego niz
fermentacja i umozliwiajacego organizmom
zywym szybszy wzrost. Drugim zjawiskiem
bylo wytworzenie warstwy ozonu w gornych
partiach atmosfery, co spowodowalo odcie-
cie dopltywu zabdjczych promieni jonizu-
jacych (gléwnie UV) do powierzchni Ziemi
i umozliwilo z czasem wyjsScie organizmow
na lad (DANOWSKI 2000, LANE 2004). Trzeba
jednak w tym miejscu zaznaczy¢, iz wzrost
stezenia tlenu w atmosferze, ktora zawiera-
ta go bardzo malo, stanowil zanieczyszcze-
nie toksyczne dla dotychczas rozwijajacych
sie organizméw beztlenowych. Sytuacja
taka moglta by¢ przyczyna ich masowego
wymierania.

POJAWIENIE SIE, TLENU A
ORGANIZMY WIELOKOMORKOWE

Pierwotne organizmy zywe, ktére po-
jawily sie na Ziemi ok. 3,5 miliarda
lat temu, charakteryzowaly sie budowa

jednokomoérkowsa. Opieraly swodj metabo-
lizm energetyczny o reakcje szlaku glikoli-
zy, ktory funkcjonuje we wszystkich zna-
nych grupach organizméw zywych. Pomimo

tak znaczacego sukcesu ewolucyjnego gli-
kolizy, nie udalo sie =zidentyfikowac zad-
nego wspolczesnego ani prehistorycznego
organizmu zywego zbudowanego z kilku
lub z wielu komorek, ktéry opieratby swoj
metabolizm energetyczny tylko o reakcje
glikolizy (CATLING i wspoétaut. 2005). Gwatl-
towny wzrost poziomu tlenu w atmosferze
w wyniku aktywnosci fotosyntetycznej ow-
czesnych organizméw zywych, obserwowa-
ny ok. 2 miliardy lat temu, zwiazany byt z
pojawieniem sie reakcji oddychania tleno-
wego. Nabycie nowych mozliwosci efektyw-
niejszego przetwarzania energii i przejscie
na metabolizm tlenowy stalo sie zaczynem
ewolucji  organizméw  wielokomorkowych
(FALKOWSKI i wspotaut. 2005, RAYMOND i
SEGRE 2000). Reakcje tlenowego oddycha-
nia komorkowego dostarczaja przynajmniej
4-krotnie wiecej uzytecznej biologicznie
energii niz oddychanie beztlenowe (THAN-
NICKAL 2009). W okresie od 2 do 1 mi-
liarda lat temu pierwsze, mate organizmy
wielokomérkowe o prostej budowie osig-
gnely znaczny sukces ewolucyjny i szeroko
rozprzestrzenily sie na Ziemi. Gwaltowny i
znaczny wzrost zawartosci tlenu w okre-
sie kolejnych 500 milionéw lat, obejmuja-
cych okres karbonskiej eksplozji gatunkoéw,
wiazal sie ze znacznym wzrostem skom-
plikowania budowy organizméw zywych.
W okresie tym powstata wiekszos¢é grup
systematycznych zwierzat (KOCH i BRITTON
2008). Poréwnanie sekwencji aminokwaso-
wych biatek przy pomocy metody zegara
molekularnego pozwolilo oszacowac¢ czas
pojawienia sie¢ na Ziemi organizmow zbu-
dowanych z réoznych typow komoérek. Oko-
o 2,3 miliarda lat wstecz, czyli krotko po
pojawieniu sie tlenu w atmosferze, pojawi-
ly sie organizmy zbudowane z dwoch lub
trzech typéw komoérek. Wraz ze wzrostem
zawartosci tlenu wzrastal stopien skompli-
kowania budowy, prowadzac do powstania
organizmow zbudowanych ze 120 roéznych
typow komorek, co wedlug szacunkow
miato miejsce 0,5 miliarda lat temu (HED-
GES 1 wspotaut. 2004). Geofizyczne anali-
zy zawartosci tlenu w atmosferze sugeruja
znaczne wahania jego poziomu w histo-
rii dziejow zycia na Ziemi. Szacuje sie, ze
w okresie okolo 300 milionéw lat wstecz,
wskutek gwaltownego rozwoju roslinnosci
na ladzie, zawarto$¢ tlenu znacznie prze-
kraczala obecny poziom, wzrastajac do
okoto 35% (ok. 260 mmHg). Wysoka za-
wartos¢ tlenu w atmosferze sprzyjala roz-
wojowi owadoéw o olbrzymich rozmiarach,
u ktoérych dyfuzja gazéw w obrebie cia-
la ograniczona byla sprawnoscia systemu
trachealnego (KocH i BRITTON 2008). Jed-
noczesSnie wysoka zawartoS¢ tlenu oraz
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wzrost  Srednich  wartosci temperatury
sprzyjal rozprzestrzenianiu sie¢ samoistnych
pozarow wielkich lasow karbonskich (LANE
2004).

REAKTYWNE FORMY TLENU

Paradoksalnie, metabolizm tlenowy
oprocz istotnych korzysci, niesie ze sobg
powazne zagrozenia. W wielu metabolicz-
nych procesach, takich jak transport elek-
tronéw w mitochondrialnym tancuchu od-
dechowym, fotosynteza i fotooddychanie,
B-oksydacja kwaséw tluszczowych, oraz w
odpowiedzi na biotyczne i abiotyczne czyn-
niki stresowe powstaja reaktywne formy
tlenu (RFT). Powstaja one wowczas, kiedy
czasteczka tlenu nie ulega pelnej redukcji
do wody, reaguje z innymi zwiazkami jed-
noelektronowo lub w wyniku jej wzbudze-
nia. Wazna cecha charakterystyczna dla tej
grupy zwiazkow jest ich wysoka reaktyw-
nos¢. Do najwazniejszych RFT zalicza sie:
anionorodnik ponadtlenkowy (O,-) i rodnik
hydroksylowy (‘OH), jak réwniez ozon
(O,), nadtlenek wodoru (H,O,), tlenek azo-
tu (NO°), rodnik semichinonowy (H-Ch-), a
takze zwiazki takie jak: kwas podchlorawy
(HOCI), nadtlenki (ROOH), czy epitlenki -
epoksydy. Najbardziej reaktywne, a wiec
najbardziej szkodliwe dla komorki sa anio-
norodnik ponadtlenkowy i rodnik hydroksy-
lowy. Ze wzgledu na swojg wysoka reaktyw-
nosS¢ reaguja one niespecyficznie ze sklad-
nikami komorek powodujac ich uszkodzenia
i/lub modyfikacje. Jest to niewatpliwie nie-
rozlaczny koszt zZycia w atmosferze tlenowej
(BARTOSZ 2003, LANE 2004).

Obecnos¢ RFT i negatywne skutki ich
dzialania prawdopodobnie przyczynily sie
do wytworzenia systemow obronnych, ktoére
skutecznie chronily komorki przed powsta-
waniem reaktywnych form tlenu, efektywnie
eliminowaly powstajace RFT i nie dopusz-
czaly do reakcji miedzy nimi a sktadnika-
mi komorek. Ze wzgledu na swoja wysokg
reaktywnosé, RFT moga reagowac niemal
ze wszystkimi napotkanymi zwigzkami, po-
wodujac zmiany aktywnosci enzymatycz-
nej biatek, uszkodzenia blon komoérkowych,
modyfikacje struktury waznych zwiazkow,
np. nienasyconych kwasow thuszczowych,
a nawet wplywa¢ mutagennie i degradowac
kwasy nukleinowe, DNA i RNA. Posrednich
dowodow na wyksztalcenie sie mechani-
zmow obrony antyoksydacyjnej w odpowie-
dzi na pojawienie sie¢ RFT dostarczaja wy-
niki badan nad sympatryczna koewolucjg
organizméw w ukladzie pasozyt-zywiciel na
przykladzie wzajemnej interakcji (atak-obro-
na) pomiedzy Schistosoma mansoni a Biom-
phalaria glabrata. Badania te wskazuja na

bezposrednia zaleznos¢ poziomu wolnych
rodnikow i zwiazkow antyoksydacyjnych u
obu organizméw (MONE i wspoétaut. 2011).
Znaczenie RFT w interakcji pomiedzy dwo-
ma grupami organizméw i ich wspoblnej
ewolucji dyskutowane jest réwniez jako klu-
czowe zagadnienie w komunikacji pomiedzy
rosling a grzybem w symbiotycznym ukla-
dzie mikoryzowym (RODRIGUEZ i REDMAN
2005). Wzrost poziomu RFT w odpowiedzi
na wczesna percepcje czynnika stresowego
przez rosline powoduje zwieckszona synteze
proliny, aminokwasu o wtasciwosciach an-
tyoksydacyjnych, w komorkach grzyba i ro-
§liny. Jednoczesnie kontakt rosliny z grzy-
bem moze powodowaé podwyzszony poziom
proliny w komoérkach roslin, co predyspo-
nuje ja do zwiekszonej odpornosci na wa-
runki stresowe (CHEN i DICKMAN 2005, Ro-
DRIGUEZ i REDMAN 2005).

Jednak hipoteza, ze to wlasnie akumu-
lacja tlenu w atmosferze w wyniku reakcji
oksydacyjnej fotosyntezy oraz ewolucyjne
przejscie organizmoéw na metabolizm tle-
nowy stalo sie przyczyna i wymusito po-
wstanie mechanizmow obrony antyoksy-
dacyjnej, nie jest jednoznacznie udowod-
niona. Alternatywna hipoteza zaklada, ze
pierwotne mechanizmy antyoksydacyjne
mogly wyksztalci¢ sie juz wczesniej w or-
ganizmach beztlenowych, chroniac je przed
toksycznym dziataniem tlenu powstajacego
w niebiologicznych reakcjach fotolizy wody
(THOMAS i wspoélaut. 2008). Na korzyscé tej
drugiej hipotezy przemawia fakt, ze wiele
z ewolucyjnie konserwatywnych enzymow
o funkcjach antyoksydacyjnych takich
jak: dysmutazy ponadtlenkowe, reduktazy
ponadtlenkowe, katalazy, czy peroksyda-
zy, jest szeroko rozpowszechniona wsrod
réznych grup organizméw zywych, w tym
rowniez wsrod wspodlczesnych organizmow
beztlenowych 1 archeabakterii (KORNAS i
wspotaut. 2010).

Inna strategia stalo sie rownoczesne
wykorzystanie reaktywnych form tlenu,
a zwlaszcza niektérych zwiazkéw do nich
zaliczanych, jako substancji sygnalnych.
Poprzez wytworzenie mechanizmoéw wykry-
wania ich obecnosci stalo sie mozliwe od-
bieranie i reagowanie na sytuacje i bodzce,
ktore sprzyjaja produkcji RFT. Potencjalne
wykorzystanie RFT moze mieé¢ miejsce w
mechanizmach obronnych w postaci tzw.
zjawiska wybuchu tlenowego. Niektore ro-
§liny zdolne sa takze do wydzielania do
Srodowiska zewnetrznego zwigzkow o cha-
rakterze RFT (przewaznie nadtlenku wodo-
ru), co moze mie¢ znaczenie obronne przed
patogenami oraz uczestniczy¢ w komunika-
cji ze Srodowiskiem (SCHOPFER i wspotaut.
2001).
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WCZESNE MECHANIZMY OCHRONY
PRZED REAK’{{\}%/&\I[\J(MI FORMAMI

Postepujace zmiany w skladzie atmosfery
ziemskiej byly czynnikiem, ktéory w istotny
spos6b wplywal na kierunek zmian ewolu-
cyjnych. Organizmy zywe musialy zaadap-
towac¢ sie do nowych warunkéw, aby méc
przezy¢ w nowym sSrodowisku. Te, ktéorym to
sie udalo zwiekszaly swoje szanse na prze-
zycie i pozostawienie potomstwa, a te, kto-
re nie wyksztalcily odpowiednich mechani-
zmoéw, przegrywaly w konkurencji i skazane
zostaly na wymarcie. Pierwszym czynnikiem
majacym ogromny wplyw na kierunek zmian
ewolucyjnych stalo sie zmniejszenie stezenia
wodoru w atmosferze do poziomu, ktory byt
niewystarczajacy dla organizméw wykorzy-
stujacych go w procesach energetycznych.
Sytuacja ta promowala rozwdj przodkéw
cyjanobakterii, ktorzy potrafili wykorzystac
wode jako latwo dostepne, alternatywne zro-
dio elektronéow oraz pojawienie sie procesow
chemo- i fotosyntezy (BENzIE 2000). Proces
ten niést ze soba jednak ryzyko zwiekszo-
nego narazenia na dzialanie powstajacych w
jego trakcie reaktywnych form tlenu. Wymu-
silo to rozwoj bardziej zaawansowanych sys-
temow antyoksydacyjnych, w tym rowniez
synteze zwiazkéw takich jak askorbinian
(GEsT i wspoétaut. 2012). Ciaggle wzrastajace
stezenie tlenu wymusilo na organizmach wy-
ksztalcenie nowych szlakow metabolicznych
pozwalajacych wykorzysta¢ czasteczke tle-
nu jako ostateczny akceptor elektronow. W
ten sposob powstaly organizmy o metaboli-
zmie tlenowym, ktére w relatywnie kréotkim
okresie staly sie dominujaca forma Zycia na
Ziemi. U czeSci organizmow tlenowych roz-
winela sie zdolnos¢ do przeprowadzania pro-
cesu fotosyntezy. W warunkach tlenowych
zachodzi ona tylko u eubakterii (cyjanobak-
terii i w plastydach powstalych na drodze
endosymbiozy), natomiast nie jest spotyka-
na u archeabakterii (CASTRESANA i wspotaut.
1994). Rozw0Oj metabolizmu tlenowego za-
chodzil réwnoczesnie z ulepszaniem i rozwi-
janiem systemoéw chroniacych komoérki przed
toksycznym dziataniem produktéw niepelnej
redukcji czasteczki tlenu (BENZIE 2000).

Niewatpliwie bardzo waznymi enzyma-
mi w metabolizmie tlenowym sa oksydazy
koncowe. Katalizuja one metaboliczne prze-
niesienie elektronéw na czasteczke akcepto-
ra, ktéorym w przypadku metabolizmu tle-
nowego jest atom tlenu, z wytworzeniem
wody. Wiekszos¢ bialek o funkcji oksydaz
koncowych stanowia te zaliczane do nad-
rodziny bialek hemowo-miedziowych. Naj-
wazniejsza grupe stanowig oksydazy -cyto-
chromowe, w tym gléwnie cytochromu c.

Duze zainteresowanie budzi takze oksydaza
alternatywna odporna na cyjanek, obecna
w mitochondriach roslin, niektérych grzy-
bow 1 pierwotniakéow. Biatka =zaliczane do
nadrodziny hemowo-miedziowej r6znig sie
budowa w dos$¢ znacznym stopniu, jednak
porownanie modeli tréjwymiarowej struktury
podjednostek I i II wskazuje na znaczne po-
dobienstwo pomiedzy oksydazami tak odle-
glych grup systematycznych jak ssaki i bak-
terie (PEREIRA i wspotaut. 2001). Sekwencje
kodujace oksydaze cytochromowa wystepuja
zarowno w genomach bakterii, jak i u ar-
cheabakterii. Moze to swiadczy¢ o pojawie-
niu sie pierwotnej oksydazy cytochromowej,
zwanej uroksydaza, jeszcze przed oddziele-
niem sie linii ewolucyjnych prowadzacych
do bakterii i archeabakterii. Postuluje sie, ze
w pierwotnym organizmie, tzw. LUCA (ang.
Last Universal Common Ancestor, Ostatni
Uniwersalny Wspolny Praprzodek), obecne
byly przynajmniej trzy rézne typy oksydaz.
W okresie kiedy taki pierwotny organizm zyt
na Ziemi, atmosfera byla niemal pozbawiona
obecnosci tlenu. Pewne jego iloSci powsta-
waly jednak w procesie fotolizy wody. Mogty
one tworzy¢ lokalne obszary, w ktorych ste-
zenie tlenu w powierzchniowych warstwach
wody moglo by¢ wyzsze. Obecnos¢ oksydaz
mogla chroni¢ komoérki przed toksycznym
dziataniem tlenu. Inna mozliwoscia jest ist-
nienie oksydaz, ktore mogly przekazywac
elektrony na czasteczki o podobnej konfigu-
racji elektronowej, jak np. azot lub tlenek
azotu. Kiedy stezenie tlenu w atmosferze za-
czelo rosngé, enzym ten zostal wlaczony w
lancuch transportu elektronéw dajac tym
samym ewolucyjna przewage tym organi-
zmom (CASTRESANA i wspétaut. 1994). Od-
mienne spojrzenie na taka kolejnos¢ zdarzen
prezentuje amerykanski zespét uczonych.
Przeprowadzajac dokladna analize nie tylko
sekwencji oksydazy cytochromu c i oksyda-
zy chinolowej, ale uwzgledniajac réwniez ich
funkcje sugeruja oni, ze proces oddychania
tlenowego jest ewolucyjnie starszy od oddy-
chania azotowego i reakcji fotosyntezy. Oba
wspomniane typy reakcji wymagaja obec-
nosci cytochromu bcl, ktory pojawit sie w
pozniejszych stadiach ewolucji oddychania
tlenowego (MUSSER i CHAN 1998).

Inna hipoteza proponuje udzial w pro-
cesie redukcji tlenu do wody prymitywnych
enzymoéw, nalezacych do rodziny dwuzela-
zowych biatek typu R2. Hipoteza ta opiera
sie na badaniach poréwnawczych sekwencji
i struktury bialek typu R2 oraz ferrytryn,
bakterioferrytryn i rubrerytryn, wlaczajac
je, razem z bialkami typu R2, do wspodlnej
nadrodziny biatek dwuzelazowych. Do ro-
dziny tej naleza miedzy innymi: oksydaza
alternatywna, podjednostka R2 reduktazy
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rybonukleotydowej, podjednostka o aktyw-
nosci hydroksylazy z monooksygenazy meta-
nu oraz A°-desaturaza. Cecha wspdlna tych
bialek jest posiadanie w centrum aktywnym
enzymu dwoéch niehemowo zwiazanych ato-
moéw. Obecnie zakres reakcji katalizowanych
przez te enzymy jest bardzo szeroki, nie-
mniej jednak wiekszoS¢ z nich opiera sie o
mechanizm reakcji redoks. Najbardziej pry-
mitywnym enzymem z tej grupy wydaje sie
rubrerytryna (Rbr) i biatka jej pokrewne,
ktérych sekwencje zlokalizowane zostaly we
wszystkich zywych organizmach (GOMES i
wspoélaut. 2001, MOORE i wspoétaut. 2002).
Pewnych odpowiedzi na temat pierwotnych
mechanizméw obrony przed RFT dostarcza-
ja wyniki badan konserwatywnych sekwen-
cji bialkowych, szeroko rozpowszechnionych
wsrod organizmow zywych. Niezmiernie inte-
resujaca pod tym katem grupe organizmoéw
stanowia termofilne archeabakterie, ktore ze
wzgledu na pozycje w drzewie filogenetycz-
nym posiadaja gleboko zakorzenione ewolu-
cyjnie mechanizmy odpowiedzialne za ochro-
ne komorki przed toksycznym dziataniem
RFT. Do grupy tych organizméw nalezy m.in.
Sulfolobus solfataricus, u ktoérego zidenty-
fikowano biatko strukturalnie podobne do
klasy biatek wigzacych sie do DNA charak-
terystycznych dla glodzonych komoérek (ang.
Dps-like). Biatko to posiada motywy charak-
terystyczne dla nadrodziny bialek dwuzelazo-
wych, zawierajacej inne biatka Dps, ferryty-
ny i bakterioferrytyny, zgrupowane w trzech
podklasach. Bialtka te tworza multimeryczne
struktury klatkowe sekwestrujace jony zela-
za. W odroznieniu jednak od ferrytyn i bak-
terioferrytyn wigzace jony zelaza tylko przy
ich wysokim stezeniu i utleniajacych jony
zelaza Fe?* do Fe®* w obecnosci tlenu, biatka
Dps posiadaja zdolnosé¢ do wigzania i utle-
niania zelaza tylko w obecnosci nadtlenku
wodoru. Podejrzewa sie, ze biatka te pelnig
wazna funkcje w obronie komorki przed nie-
korzystnymi konsekwencjami stresu oksy-
dacyjnego i nadmiernej akumulacji nadtlen-
ku wodoru (WIEDENHEFT i wspoétaut. 2005).
Ze wzgledu na ewolucyjnie zakonserwowany
charakter tych bialek oraz usytuowanie w
pozycji filogenetycznej archeabakterii uwa-
za sie, ze biatka te, lub im podobne, mogtly
pelni¢ wazna role w ewolucji mechanizmoéow
obrony antyoksydacyjne;j.

Kolejng grupa biatek o ewolucyjnie za-
konserwowane]j strukturze sa biatka podob-
ne do rubrerytryny (ang. Rbr-like). Do tej
pory udalo sie zidentyfikowac kilka typow
biatek zaliczanych do tej grupy. Do grupy
tej sklasyfikowano réwniez sulerytryne zi-
dentyfikowana w Sulfolobus tokodaii, ktéra
nalezy do tlenowych archeabakterii. Biatko
to charakteryzuje sie posiadaniem pojedyn-

czej domeny typu Rbr-like, charakterystycz-
nej dla grupy bialek szeroko rozpowszech-
nionych wsréd bakterii o metabolizmie tle-
nowym lub fakultatywnie tlenowym, podczas
gdy bialka zawierajace typowa domene Rbr
wystepuja w grupie bakterii beztlenowych.
Sugeruje sie zatem udzial bialek posiada-
jacych pojedyncza domene podobng do ru-
brerytryny w obronie komorek przed nega-
tywnymi skutkami stresu oksydacyjnego
w Srodowiskach tlenowych. Wydaje sie, ze
pierwotna funkcja tych biatek mogla byc re-
dukcja tlenu do wody. Reakcje taka obec-
nie katalizuje oksydaza alternatywna, jed-
nak inne biatka z tej grupy w specyficznych
warunkach (brak wlasciwego substratu,
obecnos¢ tlenu i reduktora dostarczajacego
elektrony) réwniez sa w stanie katalizowac
reakcje redukcji tlenu do wody (GOMES i
wspotaut. 2001, MOORE i wspotaut. 2002).
Mechanizm dwuelektronowej redukcji nad-
tlenku wodoru do wody katalizowanej przez
dwuzelazowa domene biatek podobnych do
ferrytyny zostal zaproponowany przez IYER
i wspélaut. (2005). Oksydaza alternatywna
katalizuje czteroelektronowa redukcje tlenu
do wody, jednak bez wytworzenia energii w
postaci biologicznie dostepnej. Energia uwal-
niana podczas tego procesu ulega rozprosze-
niu w postaci ciepta. Jej potwierdzona bio-
logiczng funkcja jest udzial w termogenezie
u roslin z rodziny Araceae, jednak postuluje
sie udzial oksydazy alternatywnej w regula-
cji potencjalu energetycznego i redukcyjnego
komoérki oraz ochrone przed powstawaniem
reaktywnych form tlenu poprzez utlenianie
ubichinolu, ktory jest jednym ze zrodet RFT
(Juszczuk i RYCHTER 2003, MALECKA i TOMA-
SZEWSKA 2005, VANLERBERGHE 2013).
Kolejna, stara ewolucyjnie grupa biatek o
wlasciwosciach antyoksydacyjnych sa perok-
syredoksyny. Obecnosc¢ biatek z tej rodziny
stwierdzono u wszystkich grup organizmoéw
zywych, wlaczajac w to bardzo prymitywne
archeabakterie. Pierwszym dosS¢ szczegolo-
wo poznanym bialtkiem, zaklasyfikowanym
do tej rodziny jest peroksydaza tioredoksy-
ny. Chroni ona biatka, DNA i lipidy przed
skutkami stresu oksydacyjnego (LIM i wspol-
aut. 1993). Peroksyredoksyny charakteryzu-
ja sie odmiennym od innych znanych enzy-
moéw  antyoksydacyjnych mechanizmem ka-
talizowanej reakcji. Nie posiadaja w swojej
strukturze jonéw metali, ktére bylyby moc-
no zwiazane z czasteczka biatka. Obserwuje
sie to w przypadku dysmutazy ponadtlenko-
wej zawierajacej atomy zelaza, manganu lub
miedzi i cynku, peroksydazy glutationowe;j
wigzacej selen lub hemowe albo flawinowe
grupy prostetyczne czy katalazy zawieraja-
cej strukture hemowa. Wtasciwosci antyok-
sydacyjne peroksyredoksyn przypisywane sa
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ich zdolnosci do rozkladu nadtlenku alki-
Iu i nadtlenku wodoru, co chroni komorki
przed powstawaniem rodnika hydroksylowe-
go (MCGONIGLE i wspétaut. 1998). Jednocze-
$nie eukariotyczne peroksyredoksyny 2-Cys
Prxs nie tylko pelnig funkcje antyoksydacyj-
ne, ale uczestnicza rowniez w regulacji sys-
temow sygnalizacji angazujacych nadtlenek
wodoru (WooD i wspotaut. 2003). Dane te
pozwalaja przypuszczac, ze pewne elementy
pierwotnych systemoéw antyoksydacyjnych w
toku ewolucji nabyly nowych funkcji zwigza-
nych z sygnalizacja i przekazywaniem infor-
macji.

Jedna =z najbardziej szkodliwych form
RFT jest rodnik hydroksylowy (‘OH), jednak
ze wzgledu na jego wysoka reaktywnosc¢ nie
jest mozliwe istnienie biologicznego mechani-
zmu wybiérczego usuwania tej wlasnie for-
my. Z tego powodu rozwinely sie systemy
zapobiegajace jego produkcji i ja ogranicza-
jace. Inne mechanizmy obrony przed RFT,
to usuwanie nadtlenku wodoru, dysmuta-
cja anionorodnika ponadtlenkowego, reakcje
zmiatania wolnych rodnikéw i rozpraszania
nadmiaru energii. Wiele enzymow katalizu-
jacych te reakcje obecnych jest w wiekszo-
§ci organizméw o metabolizmie tlenowym, co
nasuwa przypuszczenie, ze powstaly one na
bardzo wczesnych etapach ewolucji. Jednak
nie tylko enzymy zaangazowane sa w obro-
ne komorki przed RFT. W usuwaniu i wyla-
pywaniu RFT uczestnicza takze systemy nie-
enzymatyczne. Zaliczamy do nich jony meta-
li, gtéwnie manganu, oraz niskoczasteczkowe
antyoksydanty rozpuszczalne w wodzie lub
w thluszczach. Do zwiazkow rozpuszczajacych
sie w wodzie nalezg: askorbinian, glutation,
homoglutation, cysteine, melatonine, kwas
moczowy, kreatynine, karnozyne, pterydy-
ne, neopteryne, antocyjaniny i flawonoidy.
Glownymi zmiataczami RFT rozpuszczalny-
mi w tluszczach sa: a-tokoferol znany jako
witamina E, karotenoidy, oksykarotenoidy,
czyli ksantofile, bilirubina, biliwerdyna, zre-
dukowana forma kwasu a-liponowego oraz
przynajmniej poza mitochondriami koenzym
Q - ubihydrochinon (zwiazek odpowiedzialny
za uwalnianie anionorodnika ponadtlenkowe-
go przez mitochondria), a takze zenskie hor-
mony plciowe, pochodne estronu i estradio-
lu oraz produkty ich metabolizmu (Bartosz
2003). Jony metali, zwlaszcza z grupy meta-
li przejsSciowych, pelnia bardzo istotna funk-
cje rowniez w powstawaniu RFT. Najistot-
niejsze sa jony zelaza Fe?", ktore katalizu-
jac tzw. reakcje Fentona przyczyniaja sie do
produkcji rodnika hydroksylowego (BARTOSZ
2003). Zaangazowanie jonow zelaza w pro-
ces powstawania rodnika hydroksylowego,
moglo promowac rozwoj takich ukladéw bio-
logicznych, w ktorych stezenie wolnego zela-

za bedzie jak najnizsze. Nalezy pamietac, ze
we wczesnych etapach rozwoju zycia na Zie-
mi stezenie zelaza w postaci rozpuszczalnego
jonu Fe?* bylo wysokie, dopiero na skutek
pojawienia sie w atmosferze tlenu doszlo do
jego utlenienia do nierozpuszczalnego Fe’* i
wytracenia sie zl6z rud zelaza. W ukladach
biologicznych nastgpito zwiazanie jonow ze-
laza w ukladach hemowych, a takze w nie-
hemowych, jak np. w oksydazie alternatyw-
nej, katalazie czy w peroksydazach i wyko-
rzystanie do katalizowania reakcji biologicz-
nych. Réwniez mangan, ktory w stanie nie-
zwiazanym pelni funkcje antyoksydacyjna,
zostal wlaczony we wczesne systemy usuwa-
nia anionu ponadtlenkowego. Wystepowanie
jonéw manganu, podobnie jak jonéw zela-
za, w budowie enzymoéw antyoksydacyjnych
jest szeroko rozpowszechnione. Podobnie jak
w przypadku zelaza ma to zwiazek z pier-
wotnym skladem Srodowiska zewnetrznego,
poniewaz rozpuszczalne, a zatem bioprzy-
swajalne formy tych wlasnie metali byly w
tamtych czasach najbardziej dostepne. Mtod-
sze ewolucyjnie sa uklady zawierajace w
swoim centrum aktywnym atom miedzi, np.
miedziowo-cynkowe dysmutazy ponadtlenko-
we. Dla przykladu, pierwotnie symbiotyczne
organelle, takie jak mitochondria, zawieraja
manganowa forme dysmutazy. Dodatkowo,
forma manganowa i zelazowa sa struktural-
nie homologiczne, natomiast roznia sie bu-
dowa od form zawierajacych miedz (BENZIE
2000, MALECKA i TOMASZEWSKA 2005).

Ochrona komorek przed dziataniem RFT
nie polegata tylko na rozwoju enzymatycz-
nych mechanizméw inaktywacji szkodli-
wych produktéw ubocznych metabolizmu
tlenowego. Rowniez fizyczne bariery zmniej-
szajace ryzyko powstawania RFT staly sie
bardzo wazne dla 6wczesnych organizmoéw.
Depozycja w blonach komoérkowych sub-
stancji takich jak barwniki zmniejszata na-
razenie komoérki na dzialanie promieni UV,
ktore miedzy innymi sa zrédlem RFT (np.
poprzez prowadzenie do zjawiska fotolizy
wody). Dodatkowo, substancje te zmniej-
szaly skutki negatywnego dzialania RFT na
btony biologiczne i ich sktadniki, jak np.
peroksydacja lipidow czy uszkodzenia bia-
tek btonowych. Zrédtem RFT sa réwniez
stresy biotyczne i abiotyczne: zmiany tem-
peratury, ci$nienia osmotycznego, dostep-
nosci tlenu, atak patogenéw, uraz mecha-
niczny. Bariery takie jak blony biologiczne
i Sciany komorkowe maja na celu zapew-
nienie maksymalnej stalosci sSrodowiska
wewnetrznego, a tym samym ograniczenie
negatywnego wplywu zmian zachodzacych
w Srodowisku zewnetrznym, przekazu-
jac jednak informacje o tych zmianach do
wnetrza komorki.
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WYKORZYSTANIE RFT PRZEZ
KOMORKI

Od czasow, kiedy w atmosferze ziemskiej
pojawil sie tlen, organizmy zywe musia-
ly zmagac¢ sie ze szkodliwym i toksycznym
dzialaniem jego reaktywnych form. W kon-
sekwencji wszystkie organizmy musialy roz-
wina¢ szereg efektywnych systemoéw obrony
przed toksycznym dzialaniem RFT. W ostat-
nich latach odkryto jednak, ze RFT oprocz
znanej szkodliwej roli, pelnig réwniez bardzo
istotne i wazne funkcje. Zaobserwowano bo-
wiem udziat reaktywnych form tlenu w re-
gulacji i kontroli réznych proceséw biologicz-
nych, takich jak: wzrost, cykl komoérkowy,
programowana Smier¢ komorki, sygnalizacja
hormonalna, odpowiedz na biotyczne i abio-
tyczne czynniki stresowe, a takze w proce-
sach rozwojowych (HALLIWELL 2006). Udziat
RFT jako czasteczek sygnalowych sugeruje,
ze w toku ewolucji komorki osiagnely nad
nimi wysoki poziom kontroli. Duza liczba
zidentyfikowanych genéw, ktérych poziom
ekspresji zalezny jest od stezenia odpowied-
nich RFT dowodzi istnienia szerokiej sieci
powiazan i zaleznosci zwiazanej z biologia
reaktywnych form tlenu (MITTLER i wspélaut.
2004). Udzial w programowanej Smierci ko-
morki oraz w systemach obrony przed pato-
genami roéwniez jest coraz lepiej udokumen-
towany. Wydzielany do srodowiska zewnetrz-
nego nadtlenek wodoru moze pelni¢ podobng
role jak 3% woda utleniona (rowniez H,O,).
Wybuch tlenowy, czyli gwaltowne uwolnienie
duzych ilosci RFT, towarzyszy atakom pato-
genow, ale obserwowany jest rowniez w sy-
tuacjach kontaktu z substancjami toksycz-
nymi. Jedna z hipotez szukajacych przyczyn
starzenia sie komoérek wskazuje reaktywne
formy tlenu i rodniki jako jedna z gltow-
nych przyczyn. Na temat biologicznej roli
i znaczenia RFT pojawia sie ostatnio duzo
nowych doniesien. Prowadzone badania po-
zwola na pelniejsze zrozumienie ich biologii,
niewatpliwie jednak reaktywne formy tlenu
sg nieodlacznym produktem ubocznym me-
tabolizmu tlenowego. Poczatkowo pojawienie
sie RFT wywolywalo niewatpliwie znacznie
powazniejsze uszkodzenia komoérek niz obec-
nie. Bezposredni kontakt RFT z kwasami
nukleinowymi sprzyjal pojawianiu sie szere-
gu uszkodzen i mutacji. Sytuacja ta z jed-
nej strony mogla wywolac¢ presje selekcyjng
promujaca rozwoj tych organizmow, ktore
wyposazone byly w lepsze systemy obrony
przed negatywnymi skutkami dzialania RFT,
z drugiej, poprzez zwiekszenie czestotliwosci
pojawiania sie mutacji, mogla przyspieszyc
tempo ewolucji i proces przystosowywania
sie organizmow do nowych, zmieniajacych
sie warunkéw egzystencji. Wyewoluowanie

precyzyjnych mechanizmow chroniacych ko-
morki przez uszkodzeniami powodowanymi
przez RFT oraz niedopuszczajacych do ich
nadmiernego nagromadzenia si¢ umozliwito
jednoczesne uksztaltowanie sie systemu re-
agowania na zmiany ich zawartosci. Takie
rozwigzanie stwarzalo niewatpliwie duze ko-
rzysci poprzez mozliwos¢ szybkiego reagowa-
nia na zmieniajace sie¢ warunki, co pozwo-
lito wykorzysta¢ zmiany poziomu RFT jako
jednego z elementéow ukladu sensoryczne-
go (LANE 2004). Sugeruje sie, ze pierwszym
ukladem sensorycznym, jaki funkcjonowat u
pierwotnych organizmow zywych, na diugo
zanim atmosfera ziemska zostala wzbogaco-
na w tlen, byl system sygnalizacji oparty na
zmianach poziomu redukcji komponentéw
komoérkowych, tzw. system redoks (FOYER i
ALLEN 2003), w ktorym RFT, jako czastecz-
ki o wtasciwosciach utleniajacych, sa tylko
jednym z elementéw. W system sygnaliza-
cji poprzez zmiany poziomu redoks zaanga-
zowane sa rowniez tioredoksyny, peroksy-
redoksyny i sulforedoksyny, w modyfikacji
ktorych uczestnicza zaréwno reaktywne for-
my tlenu, jak i azotu (SEVILLA i wspoétaut.
2015) oraz inne zwiazki zawierajace grupy
tiolowe, w tym glutation (SLESAK i wspol-
aut. 2007). Wraz z uplywem czasu komor-
ki nie tylko ,nauczyly sie” zy¢ w obecnosci
RFT, ale takze ,wykorzystywac” je dla swo-
ich potrzeb i korzysci (LANE 2004). Wspol-
czesne analizy zaleznosci pomiedzy roéznymi
szlakami sygnalizacji wewnatrz- i miedzyko-
morkowej wskazuja na centralng role RFT
w komunikacji i krzyzowym przekazywaniu
informacji pomiedzy réznymi komponentami
komorki (PETROV i BREUSEGEM 2012). Zaréw-
no systemy usuwania, jak i produkcji RFT
wspottworza skomplikowang sie¢ zaleznosci i
komunikacji regulujaca metabolizm komorki
i uczestniczaca w odpowiedzi na zmiany za-
chodzace w sSrodowisku (MAATY i wspotaut.
2009, MITTLER i wspotaut. 2011). Zlozonosc
i powszechnosc¢ szlakéw sygnalizacji anga-
zujacych RFT i zwiazki im pokrewne, takie
jak reaktywne formy azotu i siarki oraz pro-
dukty ich reakcji ze skladnikami komérki,
Swiadcza o korzysciach ewolucyjnych wyni-
kajacych z takiego rozwiazania.

Streszczenie

Zycie na Ziemi rozwijalo sie w drodze ewolucji przez
okoto 3,5 miliarda lat. Procesowi temu towarzyszyly
zmiany skladu atmosfery, w tym zmiany zawartosci
tlenu. Pierwotne organizmy rozwinely sie w warunkach,
kiedy zawartosé¢ tlenu w atmosferze oscylowata wokét
poziomu 0,02%. Nabycie przez organizmy zdolnosci do
pozyskiwania energii na drodze reakcji fotosyntezy i ka-
talizowania rozszczepienia czasteczki wody z wykorzy-
staniem energii stonecznej zapoczatkowalo stopniowe
zwiekszenie sie zawartosci tlenu w atmosferze i umozli-
wilo wyksztalcenie metabolizmu tlenowego. Wzrastajaca
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zawartosc tlenu, ze wzgledu na jego wlasciwosci utlenia-
jace, byla toksyczna dla 6wczesnie zyjacych organizmow.
Stalo sie to przyczyna promowania w toku ewolucji roz-
woju wczesnych mechanizméw antyoksydacyjnych oraz
wyksztatcenia nowych sprawniejszych ukladéw majacych
na celu usuwanie nadmiaru niebezpiecznych reaktyw-
nych form tlenu. Przez lata organizmy nabyly zdolnosé
do regulowania ilosci powstajacych reaktywnych form
tlenu oraz wykorzystywania ich obecnosci w procesach
sygnalizacji i przekazywania informacji.
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Summary

Life on Earth had evolved about 3.5 billion years ago. Evolutionary processes were accompanied by changes
in the composition of the atmosphere, including changes in oxygen level. Primitive organisms have evolved in an

environment in which the atmospheric oxygen content was fluctuating around 0.02% .

These organisms, after hav-

ing acquired the ability to generate energy through the process of photosynthesis and to catalyze splitting of water
using solar energy, gave rise to gradual increase of the oxygen level in the atmosphere and provided a basis for
the evolution of aerobic metabolism. The increased oxygen level, due to its oxidizing properties, appeared toxic to
living organisms. This led to the development of early antioxidant mechanisms and their further evolution to more
efficient systems for removal of dangerous reactive oxygen species. In the course of the evolution, organisms have
acquired ability to control the amount of generated reactive oxygen species and to use them in signaling processes

and transduction of information.



