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Streszczenie: W niniejszym artykule przedstawiono i scharakteryzowano rol¢ ,.kaspaz roslinnych”
W programowanej $mierci komorki u roslin. Programowana $mieré komorki jest procesem podczas
ktorego w kontrolowany sposob dochodzi do jej obumierania. Kaspazy sa cysteinowymi proteazami
zaangazowanymi w Proces apoptozy w komorkach zwierzat. Hydrolizuja one wigzania peptydowe po
reszcie kwasu asparaginowego. Rosliny posiadaja kilka grup enzymow przypominajacych kaspazy —
wakuolarne enzymy przetwarzajace, saspazy, fitaspazy i metakaspazy — ktore jednak nie speiniajg
podstawowych kryteriow pozwalajacych na uznanie ich za kaspazy. Wakuolarne enzymy
przetwarzajace (VPE) naleza do cysteinowych proteaz i maja aktywno$¢ kaspaz. Saspazy i fitaspazy,
mimo obecno$ci seryny w centrum aktywnym, rowniez wykazujg aktywno$¢ kaspaz. Metakaspazy
natomiast nie majg aktywnosci kaspaz. VPE wystepuja w wakuoli i aktywujg enzymy odpowiedzialne
za rozpad tonoplastu. Saspazy i fitaspazy dzialajg czgsciowo wewnatrz i na zewnatrz komorki.
Saspazy aktywuja kaskad¢ enzymow proteolitycznych, natomiast fitaspazy moga bezposrednio
degradowa¢ biatka wystepujace w komorce. Metakaspazy biora bezposredni udzial w degradacji
waznych dla komorki sktadnikéw komorkowych, prawdopodobnie proces ten zachodzi w cytozolu.
»Kaspazy roélinne”, mimo pewnych podobienstw do kaspaz zwierzecych, sa jedynie ich
funkcjonalnymi odpowiednikami, dlatego tez nazwe t¢ piszemy w cudzystowie. Degradujac wazne
dla komorki struktury lub biatka, doprowadzaja do jej $Smierci.

Stowa  kluczowe: programowana $mier¢ komorki, ,kaspazy ro$linne”, wakuolarne enzymy
przetwarzajace, metakaspazy, saspazy, fitaspazy

Summary: Plant caspases and their function during programmed cell death in plants were presented in
this article. Programmed Cell Death is a process during which cells die in a strictly controlled manner.
Caspases are cysteine proteases which execute apoptosis in animal cells. They hydrolyze peptide
bonds after aspartic acid residues. Plants possess some groups of enzymes which resemble caspases:



160 L. SICZEK, A. MOSTOWSKA

vacuolar processing enzymes, saspases, phytaspases, metacaspases, but do not fulfill basic criterions
that allow considering them as caspases. Vacuolar processing enzymes (VPE) belong to cysteine
proteases and possess caspase activity. Saspases and phytaspases, although having serine in the active
center, possess also caspase activity. Metacaspases do not have caspase activity. VPE are localized in
the vacuole and are responsible for breaking tonoplanst. Saspases and phytaspases act both inside and
outside of the cell. Saspases activate a cascade of proteolytic enzymes, whereas phytaspases can
directly degrade proteins in the cell. Metacaspases directly degrade important cell components,
probably in the cytosol. Plant caspases, in spite of superficial similarities to animal caspases, are only
their functional equivalents, therefore we use quotation mark. They degrade important for cell
structures or proteins, leading to cell death.

Key words: programmed cell death, “plant caspases”, vacuolar processing enzymes, metacaspases,
saspases, phytaspases

WSTEP

Programowana $mier¢ komorki (ang. programmed cell death, PCD) to
fizjologicznie naturalny, zaprogramowany genetycznie proces, podczas ktorego
nastepuje obumarcie komoérki. PCD wystepuje powszechnie u wszystkich
organizméw wielokomoérkowych 1 jest niezbgdna do ich prawidlowego rozwoju
oraz funkcjonowania. PCD stuzy do eliminacji niepotrzebnych komorek, ktore:
spetnity juz swoja funkcjg, wystepuja w nadmiarze, ulegly nieprawidtowemu
rozwojowi lub réznicowaniu, ktorych $mier¢ jest niezbedna do wlasciwego
rozwoju tkanek lub narzadow.

U zwierzat wyrdznia si¢ trzy typy PCD: apoptozg, autofagie i nie lizosomalng
$mier¢ komorki [10]. W przypadku roslin nie ustalono jeszcze ostatecznego
podziatu PCD na konkretne kategorie, powodem tego jest fakt, iz czesto jedna
komoérka umierajagc wykazuje cechy typowe dla kilku typéw programowanej
$mierci wystepujacych u zwierzat [10]. Najbardziej powszechna formg PCD
uroslin jest jeden z typéw autofagii - megaautofagia, a organellami, bedacymi
odpowiednikiem lizosoméw u zwierzat podczas megaautofagii, sg wakuole
lityczne gromadzace enzymy hydrolityczne.

PCD u roslin mozna tez podzieli¢, wedtug innego kryterium, na dwie kategorie.
Do pierwszej kategorii zalicza si¢ samobodjczg $mier¢ komorek indukowang przez
organizmy patogenne (wirusy, bakterie, grzyby), do drugiej $mier¢ komorek
podczas rozwoju organizmoéw roslinnych. O ile PCD pierwszej kategorii jest
bardziej zréznicowana, 0 tyle PCD drugiej kategorii ma dosy¢ prosty przebieg
(przypomina autofagi¢) [10, 11, 34].

Kaspazy
Kaspazy (ang. caspase, cysteine-dependent aspartate-directed protease) to

najwazniejsze enzymy zaangazowane W proces apoptozy u zwierzat. Po
zaindukowaniu komoérki do popehienia ,,samobojstwa”, kaspazy wzajemnie si¢
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aktywuja oraz hydrolizuja kluczowe dla funkcjonowania komoérki biatka,
doprowadzajac tym samym do jej $mierci.

Wedlug =zasad klasyfikacji enzymoéw, opracowanych przez Komitet
Nazewnictwa Miedzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej, kaspazy
nalezg do klasy hydrolaz, podklasy proteaz i podpodklasy cysteinowych proteaz.
Wedtug klasyfikacji proteaz zawartej w bazie danych MEROPS, kaspazy naleza do
proteaz cysteinowych, do klanu CD, w obrgbie ktorego tworza rodzing C14.

Przynalezno$¢ do proteaz cysteinowych oznacza, ze kaspazy majg w swoim
centrum aktywnym charakterystyczny aminokwas (cysteing), odpowiadajacy za
wlasciwosci enzymatyczne oraz, ze charakteryzuja si¢ wspolnym dla tej grupy
enzymow mechanizmem katalizy. Kaspazy hydrolizuja wigzania peptydowe
wystepujace po sekwencji czterech lub pigciu charakterystycznych aminokwasow.
Ostatnim aminokwasem w rozpoznawanej sekwencji jest zawsze kwas
asparaginowy (asparaginian). Wszystkie kaspazy przecinaja wigzania peptydowe
wylacznie od strony grupy karboksylowej kwasu asparaginowego. Kaspazy sa
syntetyzowane i utrzymywane w postaci nicaktywnych proenzymow (prekursorow
kaspaz) do czasu zainicjowania apoptozy [12].

,, KASPAZY ROSLINNE”

Po odkryciu kaspaz i ich roli w apoptozie u zwierzat, naukowcy zaczgli
poszukiwaé tych enzyméw rowniez u roslin. Okazato si¢, ze w genomach
ro$linnych brak jest genow ortologicznych do genow kaspaz [2, 26, 29, 35].
Badania PCD u roslin doprowadzily jednak do odkrycia proteaz przypominajacych
kaspazy. Dla uproszczenia bedziemy nazywaé kaspazopodobne proteazy
wystepujace u roslin ,,kaspazami roslinnymi”, piszac t¢ nazwe w cudzystowiu.
,»Kaspazy roslinne” pod pewnymi wzgledami przypominaja kaspazy. Sg one
zaangazowane w przebieg PCD u roslin, cze$¢ z nich wykazuje aktywno$¢ kaspaz,
inne przypominaja kaspazy strukturg lub sekwencja aminokwaséw. Zadna z tych
cech nie pozwala jednak na jednoznaczne uznanie tych enzyméw za kaspazy.
Wedhlug przyjetej klasyfikacji, za kaspazy uznawane sa enzymy nalezace do
cysteinowych proteaz i hydrolizujace wigzania peptydowe wylacznie po reszcie
kwasu asparaginowego [34].

Klasyfikacja ,.kaspaz roslinnych” jest trudna i niejednoznaczna w literaturze.
Podjelismy probe jej usystematyzowania. Zgodnie z klasyfikacjg stosowana przez
wigkszos¢ badaczy [2, 35], mozemy wsrod nich wyréozni¢ 8 grup: YVADaza —
VPE — wakuolarny enzym przetwarzajacy [24], DEVDaza [13], VEIDaza —
fitaspaza [4, 7], IETDaza — sazpaza [4], VKMDaza — saspaza [8], LEHDaza [21],
TATDaza i LEVDaza [4]. Aktywno$¢ tych grup ,kaspaz roslinnych” wykryto
w roznych typach komorek i tkanek u roéznych gatunkéw podczas PCD (tab. 1).
Najlepiej poznane i zbadane s3 YVADaza i DEVDaza [13, 24], jak si¢ wydaje
wystepujace powszechnie w ro§linach, natomiast pozostate, szczegodlnie te
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zidentyfikowane w ostatnich kilku latach, sa stabiej poznane. Kaspazo-podobna
aktywno$¢, ktora indukuje PCD jest hamowana odpowiednim inhibitorem
(naturalnym lub syntetycznym) odpowiadajacym stosownemu substratowi [2, 35].
Przyktadowo aktywno$¢ dwoch najlepiej poznanych kaspaz roslinnych: YVADazy
i DEVDazy jest hamowana za pomoca inhibitorow, odpowiednio dla kaspazy 1 —
Ac-YVAD-CMK i dla kaspazy 3 — Ac-DEVD-CHO. Dowody na istnienie
kaspazo-podobnych proteaz sg wigc posrednie i nie dajg jasnej informacji o ich
aktywacji na poziomie pojedynczej komorki [35]. Sg takze znane przypadki, gdy
stosowny inhibitor nie hamuje PCD, wskazujac na $ciezke niezalezng od ,,kaspaz
roslinnych” [23].

Osobna grupa sa metakaspazy, ktorych przynaleznos¢ do grupy ,kaspaz
ros$linnych” jest kontrowersyjna. Sg one cysteinowymi proteazami (maja w swoim
centrum aktywnym cysteing), ale nie wykazuja aktywnosci kaspaz [2].

TABELA 1. Rodzaje ,.kaspaz roslinnych”, podano gatunek oraz komorki lub organy roslin z ktorych
wyizolowano dane enzymy (klasyfikacja za Bonneau i wsp. 2008, zmodyfikowane)

TABLE 1. Groups of plant caspases; with the species, cells and organs from which enzymes were
isolated, are given (classification according to Bonneau et al.2008, modified)

,.Kaspaza roslinna” Gatunek/ komorki lub organy roslin

YVADaza - VPE Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana/ liscie

DEVDaza Arabidopsis thaliana

VEIDaza — fytaspaza? Picea abies/ linie komorkowe,; Nicotiana tabacum”Xanti”’| liscie
IETDaza - saspaza Avena sativa/ liscie

VKMDaza - saspaza Avena sativa/ liscie

LEHDaza Nicotiana benthamiana

TATDaza —fytaspaza? Nicotiana tabacum ”Xanti”’/ li§cie

LEVDaza Papaver rhoeas/ pytek

Wakuolarne enzymy przetwarzajace

Wakuolarne enzymy przetwarzajace (ang. vacuolar processing enzymes, VPE)
zostaty odkryte u roélin ponad 20 lat temu, a scharakteryzowano je w ciggu kilku
nastepnych lat [25]. Nazwa tych enzymoéw pochodzi od ich lokalizacji
w komorkach roslin — sg gromadzone na ogét w wakuoli. VPE majg aktywnosé
YVADazy — enzymu rozpoznajagcego motyw YVAD (Tyr-Val-Ala-Asp) i sa
zaangazowane w PCD u roslin [17]. Biatka homologiczne do VPE wystepuja takze
w lizosomach u zwierzat [25].

VPE pod wieloma wzgledami przypominaja kaspazy. Sa legumainami,
zaliczanymi wspdlnie z kaspazami do klanu CD proteaz cysteinowych, ale naleza
do odrebnej rodziny C13.
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VPE przecinaja wigzania peptydowe po kwasie asparaginowym, a takze, CO nie
jest charakterystyczne dla kaspaz, po asparaginie. Wykazuja aktywnos¢ kaspazy 1,
rozpoznaja i hydrolizujg syntetyczne substraty kaspazy 1, ale nie substraty
charakterystyczne dla innych kaspaz [17, 24].

VPE sa syntetyzowane w cytozolu w formie proenzyméw w odpowiedzi na
czynnik inicjujagcy PCD. Po dostarczeniu do wakuoli, proenzymy te ulegaja
przeksztatceniu w formy aktywne [17]. Dotychczas u Arabidopsis thaliana odkryto
cztery VPE, nazwane odpowiednio AtVPEa, AtVPEP, AtVPEy i AtVPES [15, 25].

Saspazy

W 2004 r. w lisciach Avena sativa podczas PCD indukowanej wiktoryna, udato
si¢ zidentyfikowa¢ dwa rodzaje proteaz o specyficznosci kaspaz, homologicznych
do proteaz serynowych podobnych do subtilizyny. Te dwa enzymy maja
aktywno$¢ VKMDazy oraz IETDazy [8].

Saspazy (ang. serine-dependent aspartate-directed protease) zawdzigczaja
swo0ja nazwe obecno$ci w centrum aktywnym seryny (naleza do proteaz
serynowych) i hydrolizujg wigzania peptydowe po reszcie kwasu asparaginowego
[8]. W bazie danych MEROPS, w obrebie proteaz serynowych naleza do klanu SB
i rodziny S8 (rodzina subtilisiny). Saspazy, pomimo obecnosci seryny w Swoim
centrum aktywnym, wykazuja aktywno$¢ kaspaz. Hydrolizuja (z rdézna
wydajnoscig) substraty ogdlne kaspaz oraz substraty charakterystyczne dla kaspazy
6, 8 1 9. Z r6zng wydajnosciag sa tez hamowane przez odpowiednie inhibitory.
Saspazy sa syntetyzowane w formie nieaktywnych proenzyméw konstytutywnie.
Po zaindukowaniu PCD, jako aktywne enzymy, sa uwalniane do przestrzeni
migdzykomorkowej [8].

Fitaspazy

Fitaspazy sa najp6zniej odkrytymi ,kaspazami roslinnymi”. Zostaly one
wyizolowane i ostatecznie scharakteryzowane w 2010 r. w komoérkach Nicotiana
tabacum i Oryza sativa [7]. Aktywno$¢ fitaspaz i ich udziat w PCD zostaty jednak
wykryte juz wezesniej [7].

Fitaspazy (ang. plant asparatate-specific protease) sa, podobnie jak saspazy,
serynowymi proteazami. Zostaty réwniez zakwalifikowane do klanu SB i rodziny
S8. Wykazuja jednak inng specyficzno$¢ niz wszystkie poznane dotad ,.kaspazy
roslinne”. Fitaspazy hydrolizuja wigzania peptydowe po reszcie kwasu
asparaginowego i wykazuja aktywnos$¢ kaspaz. Z najwigksza wydajnoscia
hydrolizujg jeden z substratow kaspazy 6, posiadajg tez pewna aktywnos$¢ kaspazy
1, 3, 8 oraz 9. Aktywno$¢ fitaspaz hamowana jest najsilniej inhibitorem — Ac-
VEID-CHO [7]. Pod tym wzgledem fitaspazy sg najblizsze zwierzecej kaspazie 6
oraz VEIDazie zaangazowanej W PCD w czasie embriogenezy Picea abies [5].
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Fitaspazy s3a syntetyzowane w formie nieaktywnych proenzyméw. Po
aktywacji sa wydzielane na zewnatrz komorki, bez zadnych sygnatow inicjujacych
PCD. Po zaindukowaniu PCD fitaspazy sa cze$ciowo transportowane z powrotem
do cytozolu. Wydaje si¢, ze naturalnym miejscem ich akumulacji jest apoplast,
a podczas PCD funkcjonujg wewnatrz i na zewnatrz blony komorkowej [7].

Metakaspazy

Metakaspazy zostaty po raz pierwszy odkryte i opisane w 2000 r. w wyniku
poszukiwania w komputerowych bazach danych enzyméw przypominajacych
sekwencja aminokwasow kaspazy [6]. Enzymy te wystepujg u roslin, grzybow
i jednokomorkowych — eukariontdéw. Proteazy przypominajace metakaspazy
wystepujg rowniez U wielu bakterii. Nie wykryto ich natomiast u zwierzat.
Metakaspazy sg syntetyzowane dopiero w warunkach inicjujacych PCD [6],
a zlokalizowane sg glownie w cytozolu.

Wedhlug klasyfikacji MEROPS metakaspazy zostaly umieszczone razem
z kaspazami w obrebie proteaz cysteinowych, w klanie CD, w rodzinie C14.
W obrgbie te] rodziny tworza podrodzing C14B. Klasyfikacja i pokrewienstwo
kaspaz 1 metakaspaz s3g sprawag sporng; niektorzy naukowcy uwazajg, ze
metakaspazy moga by¢ przodkami kaspaz [22]; inni postuluja uznanie metakaspaz
po prostu za kaspazy [6]. Metakaspazy przypominajg kaspazy swoja Strukturg
i sekwencja aminokwaséw. Jednak podstawowa roznica miedzy kaspazami
a metakaspazami jest to, ze te drugie hydrolizujg wigzania peptydowe od strony
grupy karboksylowej argininy oraz lizyny, a nie kwasu asparaginowego.
Metakaspazy nie wykazuja aktywnoS$ci kaspaz, co znaczy, ze nie trawig substratow
charakterystycznych dla kaspaz ani nie sa hamowane przez ich inhibitory.
Hydrolizuja natomiast substraty, ktére nie sa rozktadane przez kaspazy [6].
Metakaspazy, zaleznie od ich sekwencji i struktury podzielono na metakaspazy |
i Iltypu [6].

U A. thaliana odkryto 9 metakaspaz: trzy pierwsze (AtMC1, AtMC2, AtMC3)
nalezg do typu I, pozostate (AtMC4-9) do typu Il [6].

ROLA ,,KASPAZ ROSLINNYCH” PODCZAS PCD
INDUKOWANEJ ATAKIEM PATOGENOW

PCD u ro$lin moze by¢é wywotana przez rézne rodzaje patogendow, takie jak
wirusy, bakterie czy grzyby. W zaleznosci od atakujacego organizmu, PCD moze
przybiera¢ dwie formy. Pierwsza z nich (indukowang przez wirusy, bakterie
i wickszos$¢ grzybow) jest reakcja nadwrazliwosci (ang. hypersensitive response,
HR), w wyniku ktorej zainfekowane komorki same indukujg swoja $mier¢, zeby
zapobiec dalszemu rozprzestrzenianiu si¢ tych patogenow. Druga z nich jest HR
wywolywana przez patogeny okres$lane jako nekrotrofy (miektére grzyby), dla



,JKASPAZY ROSLINNE” W PROGRAMOWANE] SMIERCI 165

ktorych obumieranie komorek gospodarza jest korzystne, gdyz odzywiajg si¢ ich
sktadnikami [10, 24].

Reakcja nadwrazliwosci (HR)

Kluczowymi enzymami bioragcymi udziat w HR, a takze w innych rodzajach
PCD przypominajacymi megaautofagi¢, w ktorych dochodzi do peknigeia wakuoli,
sg wakuolarne enzymy przetwarzajace [20].

Modelowymi roslinami do badania HR s3 miedzy innymi dwa gatunki tytoniu:
N. benthamiana i N. tabacum. U tych roslin reakcj¢ nadwrazliwosci wywotuje si¢
poprzez infekcje wirusem mozaiki tytoniu (TMV). Na poczatku HR nastgpuje
szybki wzrost stezenia i aktywnosci VPE w wakuoli. VPE prawdopodobnie
aktywuja enzymy odpowiedzialne za rozpad tonoplastu, co prowadzi do wyraznych
uszkodzen zainfekowanych tkanek. Wyciszenie ekspresji dwoch genéw VPE
w komoérkach N. benthamiana spowodowato brak typowych dla HR objawéw po
zainfekowaniu przez TMV [17]. Ponadto, kiedy VPE znajda si¢ w cytozolu moga
aktywowa¢ inne proteazy rozkladajace biatka komorki [17, 36]. Biatka, ktore sa
aktywowane przez VPE i bezposrednio zaangazowane w wykonanie PCD nie
zostaly jak dotad poznane.

VPE moga takze aktywowal enzymy proteolityczne potrzebne np. do
degradacji wakuolarnego enzymu — inwertazy Fruct4 — w komorkach A. thaliana
podczas HR wywotanej przez Pseudomonas syringae, a takze enzymy degradujace
sktadniki odzywcze podczas infekcji patogennego grzyba — Botrytis cinerea.
Oznacza to, ze VPE moga takze aktywowac enzymy biorace bezposredni udziat
w wykonaniu PCD [17, 28].

Niedawno odkryto dziatanie metakaspazy AtMC1 promujacej PCD oraz
AtMC2 o przeciwstawnym dziataniu [9]. Antagonistyczne dziatanie tych
metakaspaz przypomina sytuacje wystepujaca u zwierzat: kaspaza 12 hamuje
aktywno$¢ kaspazy 1 [30]. Zarowno AtMCI1 jak i AtMC2 sg zaangazowane
w kontrole zasiggu rozprzestrzeniania si¢ PCD podczas HR indukowanej przez P.
syringae, a takze inicjowanej wzrostem syntezy reaktywnych form tlenu [9].
Ostatnio potwierdzono takze zaangazowanie metakaspazy 4 (AtMC4) w regulacje
PCD indukowanej dziataniem P. syringae [33]. Ponadto, rosliny z mutacja w genie
AtMC4 wykazywaly wyraznie mniejsza wrazliwo$¢ na mykotoksyng
W pordéwnaniu z ro$linami dzikimi [33].

Stwierdzono takze posrednig rol¢ VPE w zamykaniu aparatow szparkowych
podczas HR [38]. Ze wzgledu na to, Ze szparki moga by¢ droga inwazji patogenow,
zazwyczaj przy infekcji bakteriami lub innymi patogenami dochodzi do ich
zamknigcia. Wykazano to na przyktadzie mutantéw N. benthamiana z wyciszona
ekspresja genow VPE po zainfekowaniu przez trzy rodzaje toksyn: harping, Nepl
oraz boehmering, wytwarzanych przez przedstawicieli, odpowiednio bakterii,
grzybow i legniowcow [37, 38, 39]. Inne badania wskazuja, Zze bialka zwigzane
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zbtona wakuoli sa zaangazowane w transdukcje sygnatow w komodrkach
szparkowych [32]. VPE sa zlokalizowane w wakuoli i ich wyciszenie moze
wptynag¢é na funkcjonowanie tonoplastu oraz moze zahamowaé szlak
przekazywania sygnatow w komorkach szparkowych. Skutkiem tego jest brak
reakcji aparatow szparkowych na toksyny patogenow [38].

VPE posrednio wspomagaja reakcje odpornosciowe roslin na atak patogenow
podczas reakcji nadwrazliwos$ci. ,,Kaspazy roslinne” mogg takze bra¢ bezposredni
udziatl w degradacji biatek, ktore sa wytwarzane przez atakujace patogeny.

W jednym z wielu badan majacych na celu zidentyfikowanie enzymow
0 aktywnosci kaspaz, podczas PCD u roslin wykorzystano jako substrat biatko
VirD2, wytwarzane przez bakterie Agrobacterium tumefaciens [7]. Okazalo sig, ze
VirD2 jest hydrolizowane podczas reakcji nadwrazliwosci wywotanej przez TMV
w komorkach N. tabacum przez nieznane dotad enzymy o aktywnos$ci kaspaz.
Dziatanie tych ,kaspaz roslinnych” jest hamowane przez syntetyczny inhibitor
biotynyl-TATD-CHO [7]. Wyizolowanie enzymoéw hydrolizujacych VirD2
(nazwanych fitaspazami) powiodto si¢ jednak dopiero w 2010 r. [7]. Bakterie A.
tumefaciens wywotujg PCD przypominajacg HR [16]. Jak dotad nie zbadano czy
fitaspazy hydrolizujg VirD2 podczas PCD wywotanej przez te bakterie.

W 2009 r. odkryto nowy mechanizm obronny roslin przeciwko bakteriom,
ktory moze by¢ uaktywniony przed wystgpieniem HR. Zaobserwowano, ze
w komoérkach A. thaliana zainfekowanych P. syringae, doszto do uwolnienia
zwigzkow o wilasciwosciach antybakteryjnych [18]. Badania doprowadzity do
wyizolowania pierwszego enzymu o aktywnosci kaspazy 3 — biatka AtPBA1, ktore
tworzy jedna z podjednostek katalitycznych proteasoméw [18].

PCD wywolana przez nekrotroficzne patogeny

»Kaspazy roslinne” sa zaangazowane w PCD wywotang przez nekrotroficzne
patogeny. Grzyb Fusarium moniliforme, produkujacy toksyne fumonising Bl
(FB1), zostal wykorzystany do indukcji PCD [24]. U mutantdw nie
eksprymujacych VPE, toksyna ta nie wywolata Zzadnych objawow PCD. W jaki
sposob fumonizyna Bl moze wywolywa¢ PCD? FB1 jest inhibitorem jednego
z gtéwnych enzyméw w szlaku syntezy sfingolipidow wystepujgcych obficie
w tonoplascie [14]. Zahamowanie ich syntezy moze spowodowaé utratg
integralnosci btony wakuoli iuwolnienie VPE oraz innych hydrolaz, ktore
przeprowadzajg PCD [24]. Sugeruje to, ze udzial VPE jest niezbedny do
wystgpienia PCD pod wplywem nekrotroficznych patogendw.

Innym przykladem zaangazowania ,kaspaz roslinnych” w przebieg PCD
wywotlanej przez nekrotroficzne grzyby jest reakcja komorek Avena sativa po
zainfekowaniu przez grzyba Cochliobolus victoriae, produkujacego toksyng
wiktoryne [8]. Badania nad PCD wywotang toksyna C. victoriae doprowadzity do
odkrycia nowego rodzaju ,.kaspaz roslinnych” — saspaz oraz stwierdzenia, ze
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proteazy te biora udziat w hydrolizie enzymu karboksylazy/oksygenazy rybulozo-
1,5-bisfosforanu (RuBisCO) [8]. Saspazy w przestrzeni mig¢dzykomorkowe;j,
prawdopodobnie oddziatujac z odpowiednim receptorem w blonie komoérkowe;j,
uruchamiajg kaskadg proteaz prowadzaca do degradacji RuBisCO. Jak na razie, ani
domniemany receptor, ani proteazy aktywowane przez saspazy nie zostaly
zidentyfikowane.

ROLA ,,KASPAZ ROSLINNYCH” PODCZAS PCD
INDUKOWANEJ CZYNNIKAMI ABIOTYCZNYMI

PCD u roélin jest indukowana przez wiele abiotycznych czynnikéw, takich jak
swiatlo ultrafioletowe (UV), podwyzszone stezenie reaktywnych form tlenu
w srodowisku czy herbicydy. Naswietlenie ros§lin UV, hodowla w obecnosci
nadtlenku wodoru (H,0,) lub parakwatu, powodowato wzrost ekspresji genu
metakaspazy 8 — AtMCS8 i pdzniejsze obumieraniec komorek na drodze PCD
w miejscach narazonych na dziatanie tych stresorow. Ponadto, transgeniczne linie
wykazujace nadekspresje AtMCS8 okazaly si¢ bardziej wrazliwe na UV, H,0,
i parakwat. Poniewaz w komorkach tych roslin nie zaobserwowano znacznego
wzrostu innych metakaspaz, wnioskowano, ze AtMCS8 jest specyficznie
indukowana pod wptywem tych czynnikow [19]. Jednoczesnie okazato sig, ze
AtMCS8 znajduje si¢ w szlaku reakcji aktywowanych w wyniku stresu
oksydacyjnego. Wszystkie z zastosowanych czynnikéw stresowych indukuja stres
oksydacyjny, ktory z kolei aktywuje biatka takie jak RCD1 (biorace udziat
w regulacji ekspresji gendéw zaangazowanych w reakcje stresowe), co z kolei
wplywa na ekspresj¢ AtMCS [19]. Mutanty rcdl sg niewrazliwe na stres
oksydacyjny [1], a pod wptywem UV i parakwatu nastepuje u nich nie wzrost, lecz
spadek ekspresji AtMC8 [19].

ROLA ,,KASPAZ ROSLINNYCH” PODCZAS PCD
ZWIAZANEJ Z ROZWOJEM

PCD zwigzana ze wzrostem, roznicowaniem si¢ i dojrzewaniem roslin
wystepuje powszechnie, poczawszy od degeneracji tapetum pylnika i megaspor,
poprzez formowanie komoérek zalazka (ostonki zalgzka, bielmo), konczac na
roznicowaniu struktur zarodka (wieszadetko, tkanka ksylemu). Obecnie jest wiele
danych literaturowych na temat przebiegu PCD, ale niewiele z nich dotyczy roli
kaspaz w tym procesie.
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PCD oslonek zalazka

Oslonki zalazka pelnia funkcje ochronne: chronia zarodek przed
uszkodzeniami mechanicznymi i atakiem patogenow. U A. thaliana ostonka
wewngtrzna jest, W poczatkowym etapie rozwoju zarodka, zbudowana z trzech
warstw komorek, z ktorych w trakcie jego rozwoju dwie obumieraja na drodze
PCD. Ten rodzaj PCD jest typowym przyktadem megaautofagii i zachodzi
z udziatem jednego z czterech VPE u A. thaliana, AtVPES. AtVPES ulega
intensywnej ekspresji w poczatkowych stadiach rozwoju embrionalnego,
W komorkach tych warstw ostonek zalazka, ktére sa kierowane na droge PCD.
AtVPES, prawdopodobnie tak jak pozostate VPE, aktywuje enzymy hydrolityczne
doprowadzajace do degradacji blony wakuoli. Niestety ani enzymy hydrolityczne
aktywowane przez te AtVPES, ani tez ewentualny udziat innych ,kaspaz
roslinnych” w tym procesie nie zostat dotychczas poznany [25].

PCD podczas somatycznej embriogenezy

Somatyczna embriogeneza u P. abies zostata doktadnie poznana i jej przebieg
moze by¢ precyzyjnie kontrolowany [5]. PCD, ktorej podlegaja komorki
proembriogenicznej masy (PEM) oraz wieszadetka podczas somatycznej
embriogenezy przypomina autofagi¢. Analiza ekstraktow uzyskanych z komorek
na réznych etapach embriogenezy wskazata, ze komorki te zawieraja pojedyncza
proteaze lub grupg proteaz o aktywnos$ci przypominajacej kaspaze 6 [S]. We
wczesnej embriogenezie, podczas formowania i zaniku wieszadetka, enzymy
0 aktywnosci kaspazy 6 zlokalizowane sg wylacznie w tych komoérkach zarodka,
ktore sg kierowane na drogg PCD, czyli w komorkach wieszadelka. Nastepnie, po
zaniku wieszadetka aktywno§¢ VEIDazy prawie catkowicie zanika. Enzym
0 aktywno$ci kaspazy 6 jest niezbedny do rozwoju zarodkowego P. abies [5].

Prawie rownocze$nie z odkryciem aktywnosci VEIDazy w komorkach P.
abies, wyizolowano metakaspaz¢ zakwalifikowang do metakaspaz typu II —
PaMCII [5], ulegajaca aktywacji w tych samych komérkach i w podobnym czasie
embriogenezy co VEIDaza. Odkrycie miejsca lokalizacji PaMCII w komorkach,
pozwolito na wyciagni¢cie wniosku, ze enzym ten bierze prawdopodobnie udziat
w degradacji sktadnikow jader komodrkowych podczas PCD w wieszadetku,
podobnie jak kaspazy 3 1 6 podczas apoptozy u zwierzat. JednoczeSnie
stwierdzono, ze metakaspaza P. abies nie moze odpowiada¢ za aktywno$¢
VEIDazy, poniewaz, podobnie jak inne metakaspazy nie ma aktywno$ci kaspaz
[5]. Enzym o aktywnosci VEIDazy pozostaje nadal niezidentyfikowany (tab. 1);
prawdopodobnie jest on spokrewniony z odkrytymi w 2010 r. fitaspazami, ktore
rowniez z najwigksza wydajnoscig hydrolizujg substraty z sekwencja VEID [7].
Udalo sie zidentyfikowaé biatko TSN (ang. Tudor staphylococcal nuclease) —
naturalny substrat PaMCIl [31]. TSN jest powszechnie wystepujacym,
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konserwatywnym ewolucyjnie biatkiem o wlasciwos$ciach rybonukleazy, ktére
W komorkach zwierzat wchodzi w sktad komplekséw odpowiedzialnych za
wyciszanie ekspresji genéw poprzez degradacje mRNA, bierze udziat w regulacji
ekspresji genow i jest degradowane podczas apoptozy przez kaspaze 3 [31].
Degradacja PaTSN podczas PCD, wystgpujacej w czasie somatycznej
embriogenezy u P. abies, zostata potwierdzona jedynie w komorkach, ktore miaty
podwyzszong aktywno$¢ PaMCII, czyli w komoérkach wieszadetka, podczas jego
degeneracji. Wyciszenie ekspresji metakaspazy Il zapobiegato hydrolizie PaTSN
[31]. Obecnos¢ PaTSN wytacznie w cytozolu wskazuje, ze roslinne TSN nie moze,
jak jest w przypadku zwierzat, by¢ zaangazowane w proces translacji i splicingu
[31]. Rola tego waznego dla funkcjonowania komorek roslinnych biatka nadal nie
jest poznana.

PCD bielma podczas rozwoju nasion

Udzial enzymow o aktywnos$ci kaspaz podczas PCD zostal potwierdzony
podczas rozwoju ziarniakow Hordeum vulgare [3, 27]. Bielmo w ziarniakach
zroznicowane jest na zewnetrzng warstwe aleuronowg oraz bielmo wiasciwe,
wypelniajagce wigkszo$¢ objetosci ziarniakow. Boren i wsp. [3] odkryli, ze PCD
w komorkach bielma zwigzana jest, podobnie jak podczas rozwoju embrionalnego
P. abies, z aktywno$cig enzymu przypominajacego kaspaze 6 (VEIDaza).
Aktywno$¢ VEIDazy byla najwyzsza w poczatkowym etapie rozwoju ziarniakow,
potem aktywnos$¢ tego enzymu znacznie spadia i pozostata na niskim poziomie, az
do ostatecznego uformowania si¢ ziarniakow H. vulgare. Enzym przypominajacy
kaspaze 6 zostal zlokalizowany w autofagosomach komodrek bielma [3].
Stwierdzono roéwniez, ze w PCD komorek owocni H. vulgare zaangazowany jest
jeden z VPE wystepujacy u tej rosliny — HvVPE4, ktorego ekspresj¢ stwierdzono
wylacznie w poczatkowym etapie dojrzewania ziarniakow [27].

PODSUMOWANIE

PCD u zwierzat przebiega z udzialem kaspaz. U roslin doszto do wyksztalcenia
bardziej ztozonego i zréznicowanego mechanizmu PCD, w ktory zaangazowane sg
réozne rodzaje enzymow przypominajacych kaspazy, w tym VPE, saspazy,
fitaspazy, metakaspazy oraz inne.

VPE przypominaja aktywno$cig kaspaze 1; wystepuja w wakuoli
i prawdopodobnie aktywuja enzymy odpowiedzialne za rozpad tonoplastu.
Przerwanie ciagglosci wakuoli doprowadza do uwolnienia do cytozolu enzymow
hydrolitycznych, ktore degradujg sktadniki komorki. Obecnos¢ VPE jest niezbgdna
podczas HR wywotanej infekcja wirusowa lub bakteryjng. VPE sa elementem
mechanizméw obronnych roslin, biorg takze udzial w PCD — podczas rozwoju
ostonek zalgzka oraz spowodowanej stresem abiotycznym.
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Metakaspazy to enzymy najbardziej przypominajace kaspazy zwierzgce. Maja
podobng sekwencje aminokwaséw, sa syntetyzowane i aktywowane w podobny
sposob. Istotng rdéznica migdzy metakaspazami, a kaspazami jest to, ze te pierwsze
charakteryzuja si¢ innym mechanizmem katalizy. Metakaspazy wystepuja
w cytozolu i prawdopodobnie biorg bezposredni udziat w degradacji waznych dla
komorki sktadnikow. Dotychczas udzial metakaspaz w PCD zostal dobrze
udokumentowany w badaniach embriogenezy somatycznej P. abies oraz w kilku
przypadkach HR.

Saspazy i fitaspazy to ,.kaspazy roslinne”, ktore zostaly najpdzniej odkryte.
Wykazujg zroéznicowang aktywno$¢ przypominajaca kaspazy. Funkcjonuja
czgsciowo wewnatrz i na zewnatrz komorki. Dotychczas udokumentowany zostat
udziat saspaz w aktywacji kaskady enzymow, prowadzacej do rozktadu RuBisCO
w komoérkach A. sativa. Jedyna potwierdzong jak na razie funkcjg fitaspaz jest
hydroliza biatka VirD2 podczas reakcji nadwrazliwosci u N. tabacum.

Nie jest znany doktadny mechanizm w wyniku ktérego ,.kaspazy roslinne”
przyczyniajg si¢ do $mierci komorki. Nie udato si¢ takze wykaza¢ jednoczesnej
aktywnos$ci wszystkich grup ,.kaspaz roslinnych” w jednej komorce. Jak na razie
mozemy by¢ pewni, ze PCD podczas HR nie przebiega wylacznie z udziatem VPE,
a podczas rozwoju embrionalnego wylacznie z udzialem metakaspaz.
Metakaspazy, funkcjonujac w cytozolu, prawdopodobnie bezposrednio (tak jak
kaspazy) degraduja wazne dla komorki biatka, zaklocajac tym samym jej
funkcjonowanie. Saspazy i fitaspazy moga posrednio lub bezposrednio wspomagaé
dzialanie metakaspaz. Mimo, ze PCD u roslin przebiega wedlug innego
mechanizmu niz u zwierzat, ogolny cel tego procesu pozostat taki sam. Konieczne
sa dalsze badania w celu wyjasnienia roli jaka w procesie PCD spetniajg ,,kaspazy
roslinne”.
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