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STRESZCZENIE

ytochrom bc, (mitochondrialny kompleks III) wystepuje powszechnie w ukladach

bioenergetycznych. Enzym ten katalizuje przeniesienie elektronéw z ubichinolu na
cytochrom c sprzezone z translokacja protonéw i tym samym przyczynia sie do genero-
wania sily protonomotorycznej wykorzystywanej do produkcji ATP. Cytochrom b razem
z cytochromem c, i biatkiem zelazowo-siarkowym (ISP) tworza zachowany w ewolucji
rdzen katalityczny. W obrebie tego enzymu, transfer elektronéw jest mozliwy dzieki
ruchomej domenie ISP, ktéra poprzez zmiane swojej pozycji umozliwia komunikacje
miedzy cytochromem b a cytochromem c,. Mutacje w tych podjednostkach moga by¢
przyczyna choréb mitochondrialnych, jednakze poznanie ich efektéow molekularnych w
komérkach ludzkich jest utrudnione. Dlatego w badaniach wykorzystuje si¢ systemy
modelowe w komorkach drozdzowych oraz bakteryjnych. Okazuje sie¢, zZe niektére mu-
tacje w cytochromie b wplywaja na ruch ISP i w efekcie na poziom produkcji wolnych
rodnikéw. Badania tego typu przyczyniaja sie do wyjasnienia podloza molekularnego
choréb mitochondrialnych oraz moga poméc w zrozumieniu mechanizméw reakcji za-
chodzacych w cytochromie bc,.

BUDOWA I MECHANIZM DZIAEANIA CYTOCHROMU bc,

FUNKCJA CYTOCHROMU bc,

Cytochrom b jest podjednostka cytochromu bc,, jednego z kilku bialek
tancucha oddechowego uczestniczacych w budowaniu gradientu protono-
motorycznego. Enzym ten nalezy do grupy cytochroméw bc wystepujacych
powszechnie w ukladach bioenergetycznych. W mitochondrialnym tancu-
chu oddechowym cytochrom bc, nazywany jest kompleksem III. Wystepuje
on réwniez w komoérkach prokariotycznych (pod nazwa cytochrom bc,), a
w chloroplastach jego odpowiednikiem jest cytochrom b f. Cytochrom b ra-
zem z cytochromem c, i biatkiem Zelazowo-siarkowym (ISP) tworza rdzen
katalityczny cytochromu bc,, w obrebie ktérego zachodzi przekaz elektro-
néw z blonowego, dwuelektronowego przenosnika elektronéw, ubichinolu,
na jednoelektronowy, pozablonowy przenosnik elektronéw, cytochrom c. W
wyniku tej reakcji nastepuje utlenianie ubichinolu potaczone z uwolnieniem
protonéw w miejscu katalitycznym Q_ zlokalizowanym po stronie mitochon-
drialnej przestrzeni miedzyblonowej (peryplazmy u bakterii), redukcja ubi-
chinonu polaczona z pobraniem protonéw w miejscu katalitycznym Q, po
stronie macierzy w mitochondriach (cytoplazmy u bakterii) oraz redukcja
cytochromu ¢ po stronie mitochondrialnej przestrzeni miedzyblonowej (pe-
ryplazmy) w miejscu oddzialywania cytochromu ¢, z cytochromem ¢ (Ryc. 1).
Poniewaz miejsca katalityczne zwiazane z redukcja/utlenianiem ubichino-
nu/ubichinolu znajduja sie po réznych stronach blony, mozliwe jest przenie-
sienie protonéw w poprzek btony mitochondrialnej (translokacja protonéw).

W mitochondrialnym tancuchu oddechowym (Ryec. 2) protony pochodzace
z macierzy mitochondrialnej sa wprowadzane do blony w postaci ubichino-
lu, ktéry powstaje w wyniku reakcji redukcji ubichinonu zachodzacej w kom-
pleksach I, II i III. W kompleksie I do redukcji ubichinonu wykorzystywane
sa elektrony pochodzace z utleniania NADH. W kompleksie II elektrony po-
chodza z utleniania bursztynianu. Wyjatkowos¢ reakcji redukcji ubichino-
nu zachodzacej w miejscu Q, kompleksu III polega na tym, ze elektrony nie
pochodza bezposrednio z substratéow (jak w przypadku kompleksow I i II),
lecz pochodza z utleniania ubichinolu w miejscu Q, kompleksu III, w ktérym
przeprowadzana jest unikalna w $wiecie przyrody reakcja bifurkaciji (Ryc. 1,
Ryc. 3A a). W wyniku tej reakcji tylko jeden elektron pochodzacy z utlenienia
jednej czasteczki ubichinolu jest wprowadzany do puli cytochromu c. Drugi
elektron (za posrednictwem hemu b, i b)) jest przekazywany do miejsca re-
dukgji ubichinonu Q, i w efekcie do puli ubichinonu w btonie [1,2]. Polgcze-
nie dziatania miejsc katalitycznych Q_ i Q, jest powigzane z translokacjg pro-
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Rycina 1. Schemat reakcji zachodzacych w obrebie dimeru cytochromu bc,. Lan-
cuch wysokopotencjalowy (taricuch c) taczy miejsce utleniania ubichinolu (miej-
sce Q) i miejsce redukgji cytochromu c (biatko oznaczone jest zielong elipsa) po-
przez kofaktory: klaster [2Fe-2S] i hem c,. Laricuch niskopotencjatlowy (faricuch b)
taczy miejsce Q, i miejsce redukcji ubichinonu (miejsce Q) poprzez hem b, i hem
b,,. Zotte strzalki oznaczaja transfer elektronu. Zétta przerywana strzatka oznacza
transfer elektronu pomiedzy hemami b, dwéch monomeréw. Domena biatka ISP,
w ktorej znajduje sie klaster [2Fe-2S]. (oznaczony niebieskim rombem) wykonuje
ruch (czarna przerywana strzatka) miedzy pozycja blisko miejsca Q_ (poz. Q ) a
pozycja blisko hemu ¢, (poz. ¢,). Dla uproszczenia schematu, podjednostki two-
rzace rdzen katalityczny jednego monomeru: cytochrom b, cytochrom c, i biatko
zelazowo-siarkowe zostaly przedstawione jako pomarariczowy prostokat, drugi
monomer jest wycieniowany. Schemat nie uwzglednia stechiometrii cyklu Q za-
mieszczonej na rycinie 2.

tonéw w poprzek blony. Poza przenoszeniem protonéw
zwigzanym bezposrednio z reakcjg redukcji ubichinonu,
kompleksy 111V dzialaja réwniez jako pompy protonowe
i przenosza protony z macierzy do przestrzeni miedzy-
btonowej (Ryc. 2) generujqc sile protonomotoryczna.

W wyniku reakcji utleniania ubichinolu, ktéra w mi-
tochondrialnym taricuchu oddechowym zachodzi tylko
w miejscu Q_kompleksu III, nastepuje uwolnienie pro-
tonéw ,uwiezionych” w czgsteczce ubichinolu do prze-
strzeni miedzybtonowej. Gradient protonéw budowany
przez kompleks I, II, III i IV jest wykorzystywany przez

inne biatko taficucha oddechowego, kompleks V, do syn-
tezy ATP. Zwiekszenie stezenia ATP powoduje odsunie-
cie uktadu ATP, ADP i P, od stanu réwnowagi, co lezy
u podstaw konwersji energii w metabolizmie komérko-
wym (wiecej informacji o cytochromie bc, w pracy prze-
gladowej [3]).

KATALITYCZNY CYKL Q ORAZ ROZMIESZCZENIE
KOFAKTOROW W CYTOCHROMIE bc,

Kompletny cykl reakgcji katalitycznych cytochromu bc,
(cykl Q) [1,2,4] zachodzi w dwéch laricuchach kofaktoréw
umieszczonych w podjednostkach budujacych rdzen kata-
lityczny (Ryc. 1).

W taricuchu wysokopotencjalowym (laricuch c), miejsce
katalityczne Q_ jest polaczone z miejscem redukgji cytochro-
mu c poprzez dwa kofaktory: klaster zelazowo-siarkowy
(klaster [2Fe-2S]) osadzony w biatku ISP oraz hem c, osa-
dzony w cytochromie c,. W obrebie tego taricucha, transfer
elektronéw jest mozliwy dzieki przemieszczaniu si¢ dome-
ny bialka ISP (tzw. gtéwka biatka ISP, ISP-HD), ktéra wyko-
nuje ruch miedzy miejscem blisko centrum katalitycznego
Q, (pozycja Q,) a miejscem blisko cytochromu c, (pozydja c,)
[5-11]. Na drodze tej domeny bialkowej znajduje sie petla ef
cytochromu b, ktéra stanowi bariere steryczng dla zmiany
pozygji ISP-HD [6,12,13]. Na szczegolna uwage zastuguje
polozenie regionu zawiasowego ISP (jest to fragment biatka
taczacy helise transblonowa ISP z ISP-HD), ktéra jest zlo-
kalizowana w poblizu helisy cd2 cytochromu b znajdujacej
sie u wejscia do miejsca katalitycznego Q . Helisa cd2 razem
z sasiadujaca helisg cdl stanowia fragmenty cytochromu b,
ktore definiujg nisze do ktérej wiaze sie substrat, ubichinol.
Interesujace jest to, ze mutacje wprowadzone na tych dwéch
helisach moga wplywac na dostepnos¢ miejsca katalitycz-
nego dla substratu [14], jak i poprzez sasiedztwo regionu
zawiasowego biatka ISP, zmienia¢ ISP-HD [15].

W tanicuchu niskopotencjalowym (faricuch b) miejsce
katalityczne Q_ jest potgczone z miejscem Q, poprzez
kofaktory: hem b, oraz hem b, osadzone w cytochromie
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Rycina 2. Ogolny schemat reakcji mitochondrialnego taricucha oddechowego. Kompleksy I'i II redukuja ubichinon do ubichinolu i tym samym ,wprowadzajg” elektrony
i protony do btony. Poprzez redukcje ubichinonu do ubichinolu w cyklu Q, kompleks III réowniez wprowadza protony do btony. Kompleks III jest tgcznikiem miedzy
pula ubichinonu w bionie a cytochromem ¢ w przestrzeni miedzyblonowej. W reakgji utleniania ubichinolu uwalnia on protony z blony mitochondrialnej do przestrzeni
miedzyblonowej. Kompleks V wykorzystuje gradient protonomotoryczny generowany przez kompleksy I, II, IIl i IV do syntezy ATP. Strzatki w poprzek blony oznaczaja
transport jonéw H* odbywajacy sie na zasadzie pompy protonowej. Dla kazdego kompleksu pokazana jest ogolnie przyjeta stechiometria przeprowadzanej reakcji enzy-
matycznej.
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Rycina 3. Katalityczne i uboczne reakcje zachodzace w miejscu Q_ cytochromu be,. A. Schemat reakji bifurkacji i powstawania semichinonu (SQ ). Panel ,,a” przedstawia
reakcje bifurkacji w miejscu Q , w wyniku ktérej w reakcji dwuelektronowego utleniania ubichinolu nastepuje przekaz jednego elektronu na utleniony klaster [2Fe-2S].
(reakcja 1), a drugiego elektronu - na utleniony hem b, (reakcja 2). Panel ,b” przedstawia reakcje czesciowego utleniania ubichinolu (ang. semiforward), w wyniku ktorej
nastepuje przekaz tylko jednego elektronu z ubichinolu (reakcja 1) na utleniony klaster [2Fe-2S]. z wytworzeniem SQ, . Panel ,c” przedstawia reakcje czesciowej redukdji
ubichinonu (ang. semireverse), w wyniku ktérej nastepuje przekaz elektronu ze zredukowanego hemu b, (reakcja 1) na ubichinon w miejscu Q_ i wytworzenie SQ . Poma-
ranczowa strzatka oznacza transfer elektronéw. B. Schemat mozliwych reakcji z udziatem SQ . Po lewej stronie pokazane s3 mozliwe scenariusze reakcji SQ, (oznaczony
jako szesciokat z kropka) powstalego w reakgji semiforward (Ryc. 3A b). Po prawej stronie natomiast pokazane sa scenariusze reakcji SQ_ powstalego w reakji semireverse
(Ryc. 3A ). Stany, w ktérych generowany jest anionorodnik ponadtlenkowy sa pokazane na jasnozéltym tle (a-d). Stany w ktérych nie powstaja rodniki to: reakcje
,zwarcia” przedstawione na rézowym tle (f, h, i) oraz reakcje ,neutralne” na fioletowym tle (e, g, j). We wszystkich panelach stan redoks kofaktorow przedstawiony jest
kolorami: czerwony - zredukowany, czarny - utleniony. Reakcja SQ_ z tlenem jest oznaczona czerwona strzatka (a-d), natomiast reakcje kompetycyjne z klastrem [2Fe-2S].
oraz z hemem b, oznaczone sa pomaranczowa strzatka (e-j).

b. W kompletnym cyklu Q utleniane sa dwie czasteczki
ubichinolu. Po utlenieniu pierwszej czasteczki ubichinolu
w miejscu Q_, jeden elektron przechodzi przez taricuch c
i jest wykorzystywany do redukcji jednej czasteczki cy-
tochromu ¢, natomiast drugi przechodzi przez taricuch
b i jest wykorzystywany w miejscu Q, do redukcji ubi-
chinonu do semichinonu. Elektrony dostarczane przez
utlenianie drugiej czasteczki ubichinolu w miejscu Q_ sa
wykorzystywane do redukcji jeszcze jednej czgsteczki cy-
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tochromu ¢ w miejscu redukcji cytochromu c na cytochro-
mie ¢, i do redukcji semichinonu do ubichinolu w miejscu

Q.

Ten skomplikowany mechanizm katalizy prowadzo-
nej przez cytochrom bc, zostal utrwalony w toku ewolu-
cji prawdopodobnie dlatego, ze umozliwia zwiekszenie
wydajnosci energetycznej enzymu poprzez zwiekszenie
ilosci przenoszonych protonéw. Dzieki temu zwieksza

www.postepybiochemii.pl



sie wydajnoé¢ calego taricucha oddechowego i znacznie
wzrasta udzial cytochromu bc, w budowaniu sily proto-
nomotoryczne;j.

Zastanawiajace jest dlaczego cytochrom bc, zawsze
wystepuje w postaci homodimeru, podczas gdy kazdy
z monomeréw posiada wszystkie elementy niezbedne
do przeprowadzenia reakcji katalitycznej [16]. Ostatnie
badania dowiodly istnienia funkcjonalnego potaczenia
obu monomeréw pomiedzy hemami b, ktére umozli-
wia transfer elektronéw [17-22]. Dzieki temu zwieksza
sie ilo§¢ mozliwych polaczenn miedzy miejscami katali-
tycznymi Q_ i Q, co moze by¢ korzystne w przypadku
zablokowania przeptywu elektroné6w w obrebie mono-
meru. Mozna przypuszczaé, ze jest to swoiste zabezpie-
czenie enzymu przed niepozadanymi reakcjami mogacy-
mi prowadzi¢ miedzy innymi do zwiekszonej produkcji
wolnych rodnikéw [3,23]. Fizjologiczna rola komunikacji
miedzy monomerami jest wcigz przedmiotem dyskusji
[3,18,20,24-26].

REAKCJE UBOCZNE CYKLU Q

Poza reakcjami katalitycznymi cyklu Q, mozliwe sa
rowniez reakcje uboczne (Ryc. 3B), ktére powoduja ob-
nizenie wydajnosci bifurkacji elektroné6w w miejscu kata-
litycznym Q_ [27-29]. Skutkuje to zmniejszeniem wydaj-
nosci translokacji protonéw, co z kolei przyczynia si¢ do
obnizenia wydajnosci fosforylacji oksydacyjnej. Mozliwe
sa rowniez reakcje uboczne prowadzace do powstania
anionorodnika ponadtlenkowego, jednej z reaktywnych
form tlenu (ROS) [29,30].

Produkgja anionorodnika ponadtlenkowego w miejscu Q,

Najbardziej niebezpiecznymi reakcjami ubocznymi sa
reakcje prowadzace do powstania anionorodnika ponad-
tlenkowego. Rodnik ten generowany jest podczas reakcji
semichinonu utworzonego w miejscu Q_ (SQ,) z tlenem
[31,32]. W wyniku tej reakcji oprécz utworzenia rodnika,
ktéry powoduje uszkodzenia w komoérce, nastepuje obni-
zenie wydajnosci translokacji protonéw.

Semichinon w miejscu Q, moze powsta¢ w wyniku
dwoch reakcji (Ryc. 3A): czedciowego utleniania ubichi-
nolu (ang. semiforward) lub czedciowej redukcji ubichino-
nu (ang. semireverse) [29]. W reakcji semiforward, bedacej
czescia reakcji katalitycznej utleniania ubichinolu w miej-
scu Q_, ubichinol oddaje jeden elektron na klaster [2Fe-2S]
biatka ISP z wytworzeniem SQ_ (Ryc. 3A b), natomiast
drugi elektron z SQ_ nie moze by¢ przekazany na hem b,
i dokoriczy¢ reakcje utleniania ubichinolu, poniewaz jest
on juz w formie zredukowanej i nie moze przyjac elektro-
nu [32,33]. W reakcji semireverse, bedacej czedcia reakcji
odwrotnej miejsca Q_ (reakcji redukcji ubichinonu), ubi-
chinon przyjmuje elektron od hemu b, z wytworzeniem
SQ, (Ryc. 3A c), natomiast utleniony klaster [2Fe-2S] biat-
ka nie jest w stanie przekazac¢ drugiego elektronu na SQ_
aby dokoriczy¢ reakcje odwrotna [29,30,34,35].

Interesujace jest to, ze w zasadzie obie reakcje wyja-
$niaja ogdlny mechanizm produkcji anionorodnika po-
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nadtlenkowego w obecnoéci inhibitora miejsca Q, anty-
mycyny, jednak tylko reakcja semireverse ttumaczy obser-
wowane w badaniach maksimum szybkosci produkcji
rodnikéw pojawiajace sie w warunkach czesciowo utle-
nionej puli ubichinonu (Ryc. 4) [15,34,36]. To maksimum
jest konsekwencja roli jaka pelni ubichinon w reakcji se-
mireverse, jest on substratem dla semichinonu powstajgce-
go w miejscu Q. Produkcja rodnikéw z jednej strony jest
»,napedzana” przez ubichinol, ktéry dostarcza elektrony
na faniicuch b, a z drugiej strony jest regulowana przez
ubichinon. Ubichinon pelni w tej regulacji podwéjna role:
jako inhibitor kompetycyjny miejsca Q_ ostabia nasycanie
taricucha b elektronami przyczyniajac sie¢ w ten sposéb do
zmniejszenia szybkosci produkcji rodnikéw, ale tez jako
substrat dla powstajacego semichinonu przyczynia sie do
wzrostu szybkosci produkcji rodnikéw [36].

Produkcja anionorodnika ponadtlenkowego przez
cytochrom bc, zalezy od pozycji ISP-HD [15,29]. W mo-
mencie powstawania SQ_ prawdopodobieristwo genero-
wania ROS wzrasta wraz ze wzrostem odlegtosci miedzy
ISP-HD, a miejscem Q_. To zwigkszenie produkgji anio-
norodnika ponadtlenkowego mozliwe jest zaré6wno w
reakcji semiforward (Ryc. 3B a, b) jak i reakcji semirever-
se (Ryc. 3B ¢, d). Poniewaz w tych reakcjach ISP-HD jest
poza miejscem Q_, tak naprawde nie ma znaczenia, czy
klaster [2Fe-25] jest w formie utlenionej (Ryc. 3B b, d) czy
w formie zredukowanej (Ryc. 3B a, c).

,Zwarcia” zabezpieczajace przed produkcja rodnikéw

Innym scenariuszem od przedstawionych wczesniej
reakcji generowania ROS sa reakcje, w ktérych nastepuje
tylko utrata energii pochodzacej od utleniania ubichinolu,
tzw. zwarcia (ang. short-circuit) [27,28]. Reakcje te obniza-
ja wydajnosé¢ bifurkacji elektronéw w miejscu Q, ale bez
generowania anionorodnika ponadtlenkowego. W wyni-
ku tych reakgji elektrony sa praktycznie przekazywane
tylko na fanicuch ¢, co prowadzi do utraty funkcji trans-
lokacji protonéw, i w konsekwencji do zmniejszenia wy-
dajnosci fosforylacji oksydacyjnej. Prawdopodobieristwo
zajécia reakcji ,zwarcia” jest wigksze, kiedy zablokowane
jest dziatanie miejsca katalitycznego Q.. Co ciekawe, za-
réwno w cytochromie bc, jak i cytochromie bf (enzymie
bedacym czescig taricucha fotosyntetycznego) wytaczenie
miejsca Q, nie powoduje catkowitego zablokowania dzia-
tania miejsca Q_. Jednak tylko w przypadku cytochromu
bf udziat reakcji ,zwarcia” jest na tyle duzy, ze pomimo
zablokowania miejsca Q, przeplyw elektronow przez tan-
cuch fotosyntetyczny jest wystarczajacy aby podtrzymad
wzrost komoérek [37].

Reakcje ,zwarcia” konkuruja z reakcjami generowania
ROS o elektron pochodzacy z semichinonu powstatego
w miejscu Q_. Obecnos¢ ISP-HD w pozycji Q_ zwieksza
prawdopodobienistwo zajscia ,zwarcia”, i tym samym
zmniejsza szanse reakcji semichinonu z tlenem. Nato-
miast odsuniecie si¢ ISP-HD od miejsca Q, zmniejsza
szanse zajscia ,zwarcia” na rzecz zwiekszenia prawdo-
podobienstwa powstania anionorodnika ponadtlenko-
wego. Pomimo tego, ze ,zwarcia” powoduja dyssypacje
energii, moga by¢ korzystne z punktu widzenia ochrony
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Rycina 4. Zaleznos¢ szybkosci produkcji anionorodnika ponadtlenkowego od
stanu redoks puli ubichinonu. Q oznacza catkowicie utleniong pule ubichinonu,
QH, natomiast catkowicie zredukowang pule. Na zielono przedstawiony jest ob-
szar, w ktorym wysokie stezenie ubichinonu powoduje zmniejszenie szybkosci
produkcji rodnikéw poprzez hamowanie (ubichinon wspétzawodniczy z ubichi-
nolem) miejsca katalitycznego Q . Na pomaraniczowo przedstawiony jest obszar,
w ktérym niskie stezenie ubichinonu zmniejsza produkcje rodnikéw, poniewaz
jest on substratem dla semichinonu powstajacego w miejscu Q. Kreska przery-
wang oznaczony jest optymalny stan redoks puli, przy ktérej wystepuje maksi-
mum szybkosci produkcji ROS.

przed produkcja wolnych rodnikéw. Zapobiegaja one po-
wstawaniu ROS zaréwno w przypadku semichinonu po-
wstalego w reakcji semiforward (Ryc. 3B f) jak i semireverse
(Ryc. 3B h).

Istnieje jeszcze jedna reakcja ,, zwarcia” w ktorej uczest-
niczy hem b, . W tym przypadku ubichinol znajdujacy sie
w miejscu Q_ oddaje elektron na utleniony klaster [2Fe-2S]
i powstaje w tym miejscu katalitycznym semichinon (re-
akcja semiforward, Ryc. 3A b). Nastepnie zachodzi transfer
elektronu z hemu b, na SQ_ z wytworzeniem ubichinolu
(Ryc. 3B i), przy czym dla tej reakcji nie ma znaczenia po-
zycja ISP-HD ani stan redoks klastra [2Fe-2S].

Inne reakcje zabezpieczajace przed produkcja rodnikéw

Niektére reakcje zachodzace w miejscu Q, mozna
uzna¢ za neutralne z energetycznego punktu widzenia.
Ponadto poprzez ,neutralizacje” semichinonu, reakcje
te zabezpieczaja przed produkcja anionorodnika ponad-
tlenkowego. Taka reakcja jest transfer elektronu ze zre-
dukowanego klastra [2Fe-2S] domeny ISP-HD znajduja-
cej sig¢ w pozycji Q na semichinon SQ_. Reakcja ta moze
zaj$¢ zarowno w przypadku gdy SQ_  powstal w reakcji
semiforward (Ryc. 3B e) jak i w reakcji semireverse (Ryc. 3B
g). Inna reakcja ,neutralna” jest transfer elektronu z SQ
powstatego w wyniku reakcji semireverse na utleniony
hem b, (Ryc. 3Bj).

W przypadku, gdy przeplyw elektronéw przez lan-
cuchy kofaktoréw jest niezaburzony i przy swobodnym
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odptywie elektronéw z miejsc katalitycznych, udzial
reakcji ubocznych w katalizie przeprowadzanej przez
cytochrom bc, jest znikomy. Udziat tych reakcji, w tym
produkcji wolnych rodnikéw, zalezy prawdopodobnie
od stanu oddychania komérkowego [38,39]. Wynika to
z obserwacji, zgodnie z ktérymi czynniki zmniejszajace
szybkos$¢ oddychania komoérkowego: wysoki potencjal
btonowy, zablokowanie kompleksu V, wysoki stosunek
NADH:NAD? lub hipoksja, sprzyjaja powstawaniu anio-
norodnika ponadtlenkowego [38-42]. W tych warunkach
wzrasta poziom redukcji kofaktorow w kompleksach
tanncucha oddechowego, co zgodnie z mechanizmem
uwzgledniajacym reakcje semireverse sprzyja powstawa-
niu semichinonu w miejscu Q , ktéry w reakcji z tlenem
tworzy anionorodnik ponadtlenkowy.

Reakcje uboczne w cytochromie bc, moga zosta¢ réw-
niez wzmocnione podczas obecnosci inhibitora miejsca
Q, antymycyny, [32,35,43,44] lub poprzez wprowadzenie
mutacji punktowych, ktére zaburzaja komunikacje mie-
dzy miejscami katalitycznymi np. nokauty kofaktoréw
lub mutacje zmieniajace ruch ISP-HD [15,29]. Przykla-
dami takich mutacji moga by¢ réwniez ludzkie mutacje
mitochondrialne objawiajace sie w postaci réznych cho-
rob takich jak nietolerancja wysitku, miopatie, dysplazja
przegrodowo-oczna, retinopatia barwnikowa [45-48].

BADANIA EFEKTOW MUTAC]I
MITOCHONDRIALNYCH W
UKLADACH MODELOWYCH

Ludzkie komorki zawieraja zréznicowana ilo$¢ mi-
tochondriow. Przewaznie ilo§¢ tych organelli wynosi
okoto kilkaset, jednak moze ona siega¢ nawet kilku ty-
siecy w komoérkach o duzym zapotrzebowaniu na ener-
gie (komorki watroby, komérki miesniowe, neurony).
W kazdym mitochondrium znajduje sie kilka czasteczek
mtDNA, ktére moga réznié sie miedzy soba (zjawisko he-
teroplazmii). Dlatego mutacje w obrebie mtDNA moga
by¢ mutacjami heteroplazmatycznymi (w obrebie popu-
lacji mtDNA wystepuje forma zawierajgca zmutowany
mtDNA i forma natywna) jak i homoplazmatycznymi
(cata populacja mtDNA zawiera mutacje). Przewazajaca
wiekszo$¢ mutacji mitochondrialnych to mutacje hetero-
plazmatyczne. Poniewaz mitochondria rozdzielane sa do
komoérek potomnych losowo, udziatl formy zmutowanej
w komoérkach potomnych moze si¢ zmieniaé. Dlatego
choroby mitochondrialne ujawniaja si¢ tylko w niekto-
rych tkankach (zwlaszcza w tkankach o duzym zapo-
trzebowaniu energetycznym). Objawy choréb zaleza od
stosunku prawidlowego mtDNA do mtDNA niosacego
mutacje i pojawiajg sie po przekroczeniu pewnej wartosci
progowej.

Ze wzgledu na ograniczong ilo§¢ materialu do badan
otrzymywanego od pacjentéw i zjawiska heteroplazmii,
efekty ludzkich mutacji mitochondrialnych najczesciej
bada si¢ w ukltadach modelowych: modelu drozdzowym
[46,47,49] i modelu bakteryjnym (purpurowe bakterie
fotosyntetyzujace z rodzaju Rhodobacter) [15,36,50]. Cy-
tochrom bc, jest biatkiem konserwowanym ewolucyjnie,
wiec efekty molekularne mutacji opisanych dla bakteryj-
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Rycina 5A. Struktura monomeru cytochromu be, z Rb. capsulatus (Protein Data Bank: 1ZRT [64]) wraz z zaznaczonymi pozycjami mutacji mitochondrialnych omawianych
w artykule. Pozycje mutacji wraz z numeracja (zgodna z sekwencja bakteryjnego cytochromu b, w nawiasach podano odpowiedniki tych mutacji w systemie drozdzo-
wym) oznaczone sa na czerwono. B. ZbliZzenie na fragment struktury miejsca Q . Podjednostki cytochromu bc, oznaczone sg kolorami: jasnoszarym - biatko ISP, jasno-
zielonym - cytochrom b, jasnoniebieskim - cytochrom c,. Stigmatelina (inhibitor miejsca Q) oznaczona jest kolorem z6ttym, hem c, - pomarariczowym, hem b, - szarym,
hem b,, - czarnym, helisy cd1 i cd2 - ciemnozielonym. Mutacje mitochondrialne oznaczone sa jak na rycinie 5A, a miejsce insercji alaninowych, pozycja A46 (odpowiednik

drozdzowej pozycji A90), kolorem niebieskim.

nego lub drozdzowego cytochromu b mozna odniesé do
analogicznych mutacji w ludzkim mitochondrialnym cy-
tochromie b.

Istnieja liczne przyklady badarn ludzkich mutacji mi-
tochondrialnych w systemie drozdzowym [46,47,49].
Najczesciej za glowny efekt tych mutacji uznawano za-
burzone skladanie sie kompleksu i obnizona stabilnosé
enzymu. Natomiast mutacje, ktére w niewielkim stopniu
wplywaly na skladanie sie biatka, powodowaly zmniej-
szenie aktywnosci enzymatycznej. Wiekszos¢ tych muta-
cji zaburza wzrost komoérek drozdzowych wymagajacy
metabolizmu tlenowego, co umozliwia uzyskanie rewer-
tantéw (nowych mutacji kompensujacych efekt mutacji
pierwotnej). Analiza rewertantéw tego typu pomaga zro-
zumie¢ molekularny efekt mutacji mitochondrialnych.

Jesli poréwna¢ stabilno$¢ cytochromu be, z ludzkimi
mutacjami mitochondrialnymi z ekwiwalentami tych
mutacji na cytochromie b w innych systemach, to ludzki
i drozdzowy cytochrom bc, wydaja sie by¢ mniej stabil-
ne od bakteryjnego [15,36,49,51,52]. Jest wysoce prawdo-
podobne, ze mniejsza stabilno$¢ biatka w tych ukladach
jest wtérnym efektem mutacji mitochondrialnej. Badania
tych mutacji w systemie bakteryjnym pozwalaja wyjsc
poza ograniczenie zwiazane z mniejsza stabilnoscia biat-
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ka i umozliwiajg poznanie przypuszczalnie pierwotnego
efektu mutacji mitochondrialnych. Zaleta tego systemu
jest sprzegniecie dzialania cytochromu bc, z fotosynte-
tycznym centrum reakcji. Umozliwia to sprawdzanie w
prosty spos6b funkcjonalnosci réznych form cytochromu
be, in vivo poprzez obserwacje wzrostu fotosyntetycznego
w warunkach beztlenowych. W tych warunkach bakte-
rie Rb. capsulatus do podtrzymania wzrostu potrzebuja
sprawnie dziafajgcego cytochromu bc, [53]. System bak-
teryjny umozliwia réwniez badanie kinetyki transferu
elektronéw w obrebie cytochromu bc, poprzez aktywacje
centrum reakgcji btyskiem swiatta [54].

Inng metoda przydatna w badaniu molekularnych
efektow mutacji w cytochromie bc, jest spektroskopia
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR)
wykorzystujaca obecnoé¢ centréw paramagnetycznych.
W oparciu o metode impulsowa EPR poprzez pomiary
oddzialywania dipol-dipol miedzy zredukowanym Kkla-
strem [2Fe-25] a utlenionym hemem b, mozliwa jest ana-
liza potozenia tych centréw wzgledem siebie, przy czym
im mniejsze jest oddziatywanie dipol-dipol, tym bardziej
oddalone sg od siebie te centra [55].

Z licznych mutacji mitochondrialnych w cytochromie
b wybralismy kilka, dla ktérych poznanie efektéw rzuca
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$wiatlo nie tylko na etiologie choréb mitochondrialnych, ale
takze na molekularne mechanizmy dziatania cytochromu
be, (Ryc. 5).

MUTACJA MITOCHONDRIALNA T15197C (S151P)
WPLYWA NA ODDZIALYWANIE CYTOCHROMU b
Z 1SP-HD - EFEKT STRUKTURALNY

Mutacja T15197C (numeracja sekwencji ludzkiego mtD-
NA) zostata znaleziona u pacjenta cierpiacego na nietole-
rancje wysitku [51]. W sekwencji aminokwasowej skutkuje
ona zamiang reszty seryny na reszte proliny w pozycji 151
(S151P). Pozycja ta znajduje sie na helisie cd1 u wejécia ubi-
chinolu do miejsca katalitycznego Q_ (Ryc. 5, pozycja G167
W Rb. capsulatus).

Badania biochemiczne tej mutacji u ludzi wykazaty
miedzy innymi nieznacznie zmniejszona iloé¢ cytochro-
mu b i cytochromu c,, oraz zmniejszong aktywnos¢ enzy-
matyczna w poréwnaniu do WT [51]. Odpowiednikiem
tej mutacji w systemie drozdzowym jest mutacja S152P
(Ryc. 5). W modelu drozdzowym konsekwencja tej mu-
tacji jest znaczny spadek ilosci bialka ISP i obnizenie
aktywnosci enzymatycznej, ktére moze by¢ wynikiem
substechiometrycznej iloéci biatka ISP [49]. Co ciekawe
mutacjami supresorowymi dla mutacji S152P jest mutacja
A90D znajdujaca sie w regionie zawiasowym biatka ISP,
w bliskim sasiedztwie helisy cd2 cytochromu b (Ryc. 5B)
[49].

W modelu bakteryjnym ekwiwalent tej mutacji mito-
chondrialnej, G167P (Ryc. 5), nie powoduje zmian w skta-
dzie podjednostkowym biatka. Molekularnym efektem
tej mutacji jest odsuniecie ISP-HD od miejsca Q, (Ryc. 6)
oraz znaczny spadek aktywnosci enzymatycznej, co czyni
mutanta G167P niefunkcjonalnym in vivo w warunkach
fotosyntetycznych [15]. Spektroskopowym dowodem na
odsuniecie ISP-HD od miejsca Q_ jest mniejsze, w porow-
naniu do formy WT, oddzialywanie dipolowe miedzy he-
mem b, a klastrem [2Fe-2S] badane metoda impulsowga
EPR [15].

Odsuniecie ISP-HD od miejsca Q, w mutancie G167P
powoduje wzrost produkcji anionorodnika ponadtlen-
kowego. Co ciekawe, odsuniecie to jest na tyle duze, ze
mutant G167P produkuje wolne rodniki nawet podczas
nieobecnosci antymycyny. W tym mutancie zaleznos¢
szybkosci produkcji ROS od stanu redoks puli ubichi-
nonu w kompleksie nie zablokowanym antymycyna
przyjmuje charakterystyczny ksztalt krzywej dzwonowej
(zgodnie z ogoélnym profilem przedstawionym na Ryc. 4)
z maksimum produkcji anionorodnika ponadtlenkowego
przypadajacym na stan puli ubichinonu w okoto 70% zre-
dukowanej [15], co jest zgodne z mechanizmem uwzgled-
niajacym reakcje semireverse powstawania SQ_ (Ryc. 3A ¢
oraz 3B ¢, d), w ktérym substratem dla SQ_ jest ubichinon.

Istnieja formy cytochromu bc,, ktére w poréwnaniu do
G167P wywieraja przeciwny efekt na produkcje rodni-
koéw. Ta supresja produkcji ROS pojawia sie w mutantach
1Ala i 2Ala badanych w systemie bakteryjnym [29,30].
Sa to mutacje, w ktérych biatko ISP w pozycji 46 (ekwi-
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walent pozycji A90 w drozdzowym ISP) ma dodatkowo
jedna (1Ala) lub dwie (2Ala) reszty alaniny (pozycja A46
oznaczona jest na Ryc. 5B) [10]. Efektem strukturalnym
tych dodatkowych reszt aminokwasowych jest przysu-
niecie dystrybucji polozenia ISP-HD w kierunku miejsca
Q, (pozycja Q) [30,55] i tym samym, zgodnie z mechani-
zmem produkcji ROS przez cytochrom bc, (Ryc. 3B e-h),
zmniejszenie produkcji anionorodnika ponadtlenkowego
(Ryc. 6) [29,30]. Mutacja 2Ala powoduje ,przytrzyma-
nie” ISP-HD w pozycji Q, na czas rzedu sekund, dlatego
niemal cala populacja ISP-HD znajduje sie w tej pozycji
[10]. To przytrzymanie sprawia, ze w mutancie 2Ala nie
obserwuje si¢ eksperymentalnie produkcji anionorodni-
ka ponadtlenkowego nawet podczas inhibicji kompleksu
antymycyng [29]. Natomiast mutacja 1Ala prowadzaca
do ,przytrzymania” ISP-HD w pozycji Q  na czas rzedu
milisekund [10], powoduje zmniejszenie produkgcji rod-
nikéw w poréwnaniu do formy natywnej [30], dla ktorej
czas przebywania ISP-HD w pozycji Q_ jest rzedu mikro-
sekund.

Poréwnujac molekularne efekty mutacji G167P z
1Ala i 2Ala mozna przypuszczaé, ze mutacje alaninowe
sa dobrymi kandydatami na mutacje supresorowe dla
G167P. Rzeczywiscie, okazalo sie, Ze molekularny efekt
podwéjnych mutantéw G167P/1Ala oraz G167P/2A-
la jest wypadkowa efektéw pojedynczych form [15].
Réwnowagowe potozenie ISP-HD w podwéjnych mu-
tantach G167P/1Ala i G167P/2Ala znajduje sie miedzy
potozeniami ISP-HD dla pojedynczych mutacji G167P i
1Ala oraz G167P i 2Ala. Ta zmiana polozenia ISP-HD w
podwéjnym mutancie G167P/2Ala, w poréwnaniu do
G167P, jest wystarczajaca do zabezpieczenia przed pro-
dukcja ROS w warunkach braku inhibitora. Badanie zdol-
noéci mutantéw podwojnych do wzrostu w warunkach
fotosyntetycznych wykazato, ze sa one funkcjonalne in
vivo. Co ciekawe, pojedyncze mutacje 2Ala i G167P czy-
nig enzym niefunkcjonalnym in vivo, natomiast kombina-
cja mutacji G167P oraz 2Ala przywraca zdolnoéé wzrostu
fotosyntetycznego.

Podobny efekt przywrécenia funkcjonalnosci in vivo
zaobserwowano w ukladzie drozdZowym gdy w wyjscio-
wym mutancie S152P pojawila sie rewersja A90D (w tej
samej pozycji na biatku ISP co mutacje 1Ala i 2Ala w Rb.
capsulatus), co wyraznie wskazuje na to, ze mutacja ta wy-
wiera wplyw na oddzialywanie miedzy podjednostkami
na powierzchni cytochrom b - ISP-HD [49].

MUTACJA MITOCHONDRIALNA G15615A (G290D)
WPLYWA NA ODDZIALYWANIE CYTOCHROMU b
Z ISP-HD - EFEKT ELEKTROSTATYCZNY

Mutacja o podobnym efekcie molekularnym jak opisa-
na powyzej mutacja G167P jest mutacja G15243A zidenty-
fikowana u pacjenta cierpiacego na nietolerancje wysitku
[56]. Mutacja ta powoduje zamiane reszty glicyny w po-
zycji 290 na reszte kwasu asparaginowego. Pozycja 290
znajduje sie na powierzchni oddzialywania cytochromu b
z ISP-HD. Jest ona zlokalizowana na transblonowej heli-
sie F w poblizu miejsca Q_, oraz blisko ISP-HD bedacego
w pozycji Q_ (Ryc. 5, pozycja G332 w Rb. capsulatus).
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Rycina 6. Schemat ilustrujacy réznice w dystrybucji potozenia domeny ISP-HD w réznych mutantach w poréwnaniu do WT. W mutancie 2Ala $rednia pozycja domeny
ISP-HD jest przesunigta w kierunku miejsca Q_. Obecnos¢ ISP-HD miejscu Q zabezpiecza przed produkcja ROS. Mutant G167P ma efekt przeciwny do mutanta 2Ala; w
poréwnaniu do WT, srednia pozycja domeny ISP-HD jest odsunieta od miejsca Q . To odsuniecie powoduje wzmocnienie produkcji rodnikéw. Efekt mutacji 1Ala i G332D

jest posredni. Zielony gradient w prostokatach reprezentuje zmiany gestosci ISP-HD.

Badania na mitochondriach izolowanych z komorek
miesniowych wykazaly obnizong aktywnos$é enzyma-
tyczna oraz obnizona iloé¢ niektérych podjednostek,
miedzy innymi cytochromu b i biatka ISP, podczas gdy
ilod¢ cytochromu ¢, byta normalna. Takie same obserwa-
cje opisano dla G291D (Ryc. 5), analogicznej mutacji w
drozdzach [52,57,58]. Ponadto w systemie drozdzowym
mutant G291D nie byt w stanie podtrzymaé wzrostu ko-
moérkowego wymagajacego metabolizmu tlenowego [49].
Interesujace jest to, ze w uktadzie drozdzowym wystepu-
ja liczne rewersje mutacji G291D. Sa to mutacje, tak jak
w przypadku mutacji S152P, w obrebie regionu zawiaso-
wego biatka ISP (V88A/G/D, A90T/D) [49]. Wystepowa-
nie rewersji w tym samym obszarze drozdzowego kom-
pleksu sugeruje podobny pierwotny molekularny efekt
mutacji mitochondrialnych S151P oraz G290D. Oprécz
rewersji w obrebie biatka ISP, zidentyfikowano réwniez
mutacje w obrebie cytochromu b, D287H, znajdujaca sie
tylko 3 A od mutacji G291D [49]. Zmiana kwasu aspara-
ginowego obdarzonego tadunkiem ujemnym na dodatnia
histydyne prawdopodobnie neutralizuje tadunek ujemny
wprowadzony w pozycji 291 i przywraca funkcjonalnosé
kompleksu. Jest to wskazéwka, ze efekty mutacji G291D
maja charakter elektrostatyczny.

W systemie bakteryjnym ekwiwalent mutacji mito-
chondrialnej G291D, mutacja G332D (Ryc. 5), nie powo-
duje zmian w skiadzie podjednostkowym biatka [36].
Analiza wynikéw pomiaru oddziatywan dipolowych
miedzy hemem b, a klastrem [2Fe-2S] badanych metoda
impulsowa EPR wykazala, Zze efekt odsuniecia ISP-HD
od miejsca Q_ dla mutanta G332D jest posredni miedzy
G167P a WT (Ryc. 6). W odréznieniu do G167P, wplyw
tego odsuniecia na wzrost poziomu produkcji ROS jest
widoczny tylko w obecnosci antymycyny i jest on oko-
to dwukrotnie wyzszy od poziomu produkcji ROS przez
natywny kompleks. Ponadto, zaobserwowano, ze ksztatt
widma EPR klastra [2Fe-2S] oddzialujacego z pulg ubi-
chinonu zmienia si¢ wraz ze wzrostem sily jonowej, co
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wskazuje na elektrostatyczne pochodzenie odsuniecia
ISP-HD od miejsca Q_ [36].

W podsumowaniu, mutanty, ktére zmieniajg dystry-
bucje potozenia ISP-HD mozna uszeregowac w kolejnosci
przedstawionej na rycinie 6 (po lewej stronie posiadajace
najwieksza populacje ISP-HD w pozycji Q, i zmniejsza-
jace produkcje rodnikéw, po prawej stronie posiadajace
najmniejsza populacje ISP-HD w pozycji Q_ i wzmacnia-
jace produkcje ROS).

MUTACJA MITOCHONDRIALNA G14846A (G34S) -
EFEKT STRUKTURALNY NA DUZA ODLEGEOSC

Mutacja chorobotwércza zlokalizowana w innym
miejscu na cytochromie b niz mutacje opisane powyzej
jest G34S. Znajduje sie ona pomiedzy miejscem katali-
tycznym Q, i hemem b, i dlatego moze wywiera¢ wplyw
na oba te miejsca (Ryc. 5, pozycja G48 w Rb. capsulatus).
Mutacja ta zostata zidentyfikowana u 52-letniej kobiety,
ktéra od dziecka wykazywala nietolerancje wysitku nie
tylko podczas ¢wiczen fizycznych czy chodzenia, ale na-
wet podczas czynnosci takich jak jedzenie [59]. U pacjent-
ki wykryto takze zwiekszone stezenie kwasu mlekowego
we krwi, a badanie elektromiograficzne potwierdzito ta-
godna miopatie. Mutacja G34S pojawila sie u pacjentki
de novo, gdyz objawoéw tych nie stwierdzono u jej matki.

W celu zbadania molekularnych efektow mutacji G34S
na dziatanie kompleksu Il jej odpowiednik zostat wpro-
wadzony do mitochondriéw drozdzy Saccharomyces cere-
visiae jako mutacja G33S (Ryc. 5A) [49]. Tak zmutowane
kompleksy nie byly w stanie podtrzymaé¢ wzrostu droz-
dzy na medium wymagajacym metabolizmu tlenowego.
Aktywnos¢ katalityczna zmutowanego kompleksu byla
okoto o$miokrotnie nizsza niz w przypadku natywnego
kompleksu bc,. Analiza biochemiczna wykazata, ze sktad
podjednostkowy kompleksu z mutacja G33S jest inny niz
kompleksu typu dzikiego i zawieral mniejsza ilos¢ cy-
tochromu b oraz biatka ISP w stosunku do innych pod-
jednostek. Ta ostatnia obserwacja jest o tyle zaskakujaca,
Ze umiejscowienie mutacji w poblizu miejsca Q, nie po-
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winno raczej mie¢ wplywu na interakcje cytochromu b z
biatkiem ISP. Autorzy sugeruja ze mutacja reszty glicyny
w pozycji 33 na reszte seryny w sposéb niebezposredni
powoduje zmiany strukturalne na daleka odlegtos¢ [49].
Podobny efekt na daleka odleglos¢ obserwowany dla an-
tymycyny zwigzanej w miejscu Q, powiazany byl z od-
sunieciem ISP-HD od miejsca Q_ [55]. Zmierzone widma
optyczne heméw w tym kompleksie réwniez réznity sie
od widm bialka natywnego. Sugeruje to, ze mutacja G335
poprzez zmiane S$rodowiska aminokwasowego wokot
hemu b, moze réwniez lokalnie wplywa¢ na strukture
biatka. Ekwiwalent tej mutacji mitochondrialnej w sys-
temie bakteryjnym, G48S (Ryc. 5A), jest obecnie badany.

PODSUMOWANIE

Przygladajac sie budowie i mechanizmowi dzialania
cytochromu bc,, jak i efektom badanych dotychczas mu-
tacji punktowych w obrebie enzymu mozna zapropono-
wad, ze ruch biatka ISP jest elementem stosunkowo tatwo
podatnym na modyfikacje, ktoére w szeregu przypadkow
moduluja aktywnos$é enzymu przy zachowaniu jego
ogolnej funkcjonalnosci. Istotnie dla niektérych chorobo-
twoérczych mutacji mitochondrialnych pierwotnym, mo-
lekularnym efektem okazuje sie by¢ przesuniecie dystry-
bucji polozenia ISP-HD w kierunku cytochromu c,. Efekt
ten przypisany zostal mutacjom G167P (S151P u ludzi)
i G332D (G290D u ludzi) badanym w modelu bakteryj-
nym. Nastepstwem tego przesuniecia moze by¢ mniejsza
stabilno$¢ enzymu wykazana dla analogicznych muta-
cji wprowadzonych w systemie drozdzowym (S152P i
G291D), ktéra przejawia sie zaburzeniem w sktadzie pod-
jednostkowym, brakiem miedzy innymi biatka ISP.

Korelacje miedzy odsunieciem ISP-HD w mutacjach mi-
tochondrialnych a mniejsza stabilnos$cia mozna uzasadnic
obserwacja, zgodnie z kt6rg inhibitor miejsca Q, antymy-
cyna, ktéra przesuwa dystrybucje ISP-HD w kierunku cy-
tochromu c,, powoduje wieksza podatnoé¢ ISP-HD na cie-
cie proteolityczne [60]. Natomiast mutacje oraz inhibitory,
ktore przesuwaja ISP-HD w odwrotnym kierunku chronia
kompleks przed proteoliza [10,60].

Oprécz zmniejszonej aktywnosci enzymatycznej, na-
stepstwem odsuniecia ISP-HD jest wieksza produkcja
rodnikéw. W modelu bakteryjnym, dla mutantéw G167P
i G332D poziom produkcji anionorodnika ponadtlenko-
wego generowanego w obecnosci antymycyny jest blisko
dwa razy wiekszy niz w formie natywnej. Dodatkowo,
odsuniecie domeny ISP-HD w mutancie G167P jest na tyle
duze, ze produkuje on wolne rodniki nawet bez antymy-
cyny. Profil zaleznosci szybkosci produkeji anionorodni-
ka ponadtlenkowego przez niezablokowany inhibitorem
G167P jest zgodny z modelem powstawania semichinonu
w reakcji semireverse (Ryc. 4).

Przypuszczalnie, inne mutacje mitochondrialne znaj-
dujace si¢ w poblizu miejsca Q, moga mie¢ efekt mole-
kularny podobny do efektu mutacji S151P i G290D. Przy-
kltadami takich mutacji moga by¢ G166E [61] (G167E w
drozdzach, G182E w Rb. capsulatus (Ryc. 5)) i G251D [62]
(G252D w drozdzach, G275D w Rb. capsulatus (Ryc. 5)),

170

ktore w badaniach w systemie drozdzowym wykazywaty
duza niestabilnosé. Muteina G167E wykazywata niesta-
bilnoé¢ w czasie przebiegu reakcji enzymatycznej [63],
natomiast muteina G252D wykazywala niestabilno§¢ ma-
nifestujgca sie¢ w obnizeniu aktywnosci enzymu podczas
oczyszczania biatka [49]. Prawdopodobnie przyczyna tej
niestabilnodci moze by¢ odsuniecie rownowagowego po-
tozenia ISP-HD od miejsca Q,. Podobny efekt odsuniecia
mozna prawdopodobnie przypisa¢ mutacji G34S. Wska-
z6wka na to sa badania w systemie drozdzowym, gdzie
wykazano mniejszg stabilno$¢ biatka i zasugerowano
mozliwosé wystapienia oddzialywan na dalekie odleglo-
$ci miedzy miejscem Q, a powierzchnia oddziatywania
cytochrom b - ISP-HD.

Przedstawione powyzej przyklady uwidaczniajg, ze
badanie mutacji mitochondrialnych w cytochromie b w
uktadach modelowych moze z jednej strony przyczynic¢
sie do wyjaénienia podloza molekularnego choréb mito-
chondrialnych, z drugiej zas strony moze poméc w zrozu-
mieniu mechanizmu reakcji katalitycznych i warunkow
wystepowania reakcji ubocznych. Dwa systemy uzywane
w tych badaniach (bakteryjny i drozdZzowy) wzajemnie
sie¢ uzupelniaja dajgc pelniejszy obraz efektéw moleku-
larnych tych mutacji.
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ABSTRACT

Cytochrome bc, (mitochondrial complex III) is a common element of several bioenergetic systems. This enzyme catalyses electron transfer
from ubiquinol to cytochrome c coupled to translocation of protons across the membrane, which contributes to generation of protonmo-
tive force utilized for ATP production. Cytochrome b, together with cytochrome c, and iron-sulfur protein (ISP), forms the evolutionarily
conserved catalytic core. Transfer of electrons within this enzyme, is facilitated by the movement of ISP domain that allows communication
between cytochrome b and cytochrome c,. Mutations in the subunits of catalytic core may cause mitochondrial diseases, however elucidation
of their molecular effects in human cells is difficult. For that reason yeast or bacterial systems are used. It was found that some mutations in
cytochrome b influence the movement of ISP and, in consequence, the levels of superoxide generation. By exploring the effects of mitochon-
drial mutations in model systems one can not only learn about molecular basis of diseases but also gain insights about catalytic and side
reactions in cytochrome bc,.
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