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PROGRAMOWANA SMIERC KOMORKI ROSLINNEJ — PROCES O ,WIELU TWARZACH”

WPROWADZENIE

Termin programowana Smier¢ komorki
(ang. programmed cell death, PCD), oznacza
aktywny proces eliminacji jej sktadnikow,
prowadzacy ostatecznie do Smierci, zacho-
dzacy podczas rozwoju, niekiedy takze w od-
powiedzi na warunki Srodowiskowe (GREEN-
BERG 19906). Realizacja programu obumierania
nastepuje dzieki uruchomieniu przez sama
komorke mechanizméw molekularnych i fi-
zjologicznych, prowadzacych do samounice-
stwienia jej protoplastu (CHARZYNSKA 2004).

W  przeciwiefistwie do programowane;j
Smierci komoérki u zwierzat, zainteresowanie
tym procesem u roSlin pojawito si¢ znacznie
pOzniej. Dzi§ termin ten figuruje powszech-
nie w tytulach publikacji wielu czasopism
botanicznych. Czy oznacza to, ze proces ten
jest juz dobrze poznany? Zainteresowanie
tematem przyczynitlo sie¢ do znacznego po-
szerzenia wiedzy na temat okolicznoSci wy-
stepowania oraz przebiegu PCD w organach
roSlin. Mimo to wiele pytan nadal pozostaje
bez odpowiedzi.

Programowana Smier¢ komorki jest uzna-
wana za jedno z najwazniejszych zjawisk od-
powiedzialnych za formowanie organéw rosli-
ny, a nastepnie utrzymanie w nich homeosta-
zy. Jest to wiec proces niezbedny na wielu
etapach ontogenezy (ZAGORSKA-MAREK 2007).

Juz w poczatkowym okresie rozwoju ro-
sliny, PCD odpowiada za wtaSciwe wyksztal-
cenie zarodka w czasie embriogenezy. Degra-
dacji ulegaja wowczas komorki tworzace np.

tapetum, bielmo, czy wieszadetko, ktore spet-
nity wtasciwe sobie funkcje (WOJCIECHOWSKA
2001).

PCD warunkuje réwniez prawidlowa hi-
stogeneze niektorych tkanek. W przypadku
aerenchymy, przestwory miedzykomorkowe
umozliwiajace magazynowanie gazow, moga
powstawa¢ w wyniku Smierci okreSlonych ko-
morek. Innym, dobrze opisanym przykltadem
jest obumieranie przysztych czlon6w naczyn
w ksylemie, co warunkuje powstanie kanatow
transportujacych m.in. wode w roslinie.

SzczeglOlnie sprzeczne opinie dotycza
wzajemnych zaleznoSci miedzy koncowym
etapem rozwojowym, jakim jest starzenie, a
programowana Smiercia komorki. Podczas
procesu starzenia, z organow ktore w efek-
cie obumieraja (np. liScie jesienia) zostaja
wycofywane zmagazynowane zasoby wegla
i azotu do pozostalych czeSci rosliny (SIME-
ONOVA i MOSTOWSKA 2001, LAM 2004, ROGERS
2006, DELLA MEA i wspotaut. 2007). Niekto-
rzy badacze sugeruja, aby pojecie ,starzenie”
odnosi¢ jedynie do calych organow badz
roSlin, natomiast proces PCD do zmian na
poziomie jednej komorki (NOODE'N 2004).
Inni autorzy uwazaja, ze sa to dwa odrebne
procesy, w ktorych starzenie poprzedza PCD
(VAN DOORNi WOLTERING 2004). Zauwazono
rowniez, ze w obumierajacym liSciu, jezeli
degradacja nie doprowadzita do nieodwracal-
nych zmian, istnieje mozliwoSC¢ zatrzymania
mechanizméw niszczacych i przywrocenia
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pelnej zywotnoSci jego komoérkom. Zapro-
ponowano, aby w przypadkach, w ktorych
proces obumierania jest jeszcze odwracalny,
nazwac go starzeniem, a dopiero po przekro-
czeniu tej granicy traktowac starzenie jako
programowana Smieré¢ komorki (VAN DOORN
i WOLTERING 2004, VAN DOORN 2005, MUNTZ
2007). Wieckszos¢ autoréw sklania sie jednak
do wniosku, ze procesy te sa w duzej mierze
zsynchronizowane i starzenie uznaje si¢ jako
zaprogramowana genetycznie, samobojcza
Smier¢ komoérki — PCD (BEERS i wspolaut.
2000, LaM 2004, NOODE N 2004, VAN DOORN
i WOLTERING 2004). Taki udzial programowa-
nej Smierci komorki podczas starzenia jest
jednak typowy tylko dla roslin. W Swiecie
zwierzat nie ma koniecznosSci wycofywania
zmagazynowanych zasobow wegla i azotu
do tkanek zywych poprzez PCD. Starzenie
komorek zwierzecych nie musi sie wiazaé z
ich Smiercia. Komorka stara nie proliferuje,
zmienia si¢ jej morfologia i metabolizm, ale
moze ona bardzo dlugo funkcjonowac i zyc.

Do programowanej Smierci komorki zali-
czyC nalezy rowniez reakcje nadwrazliwosci
(ang. hypersensitive response, HR). Rosliny

nie maja typowego dla zwierzat ukladu od-
pornoSciowego. W ich przypadku czesto ist-
nieje inna forma obrony w czasie ingerencji
mikroorganizmu patogennego. Zasadniczym
elementem takiej odpowiedzi moze by¢ HR
(GREENBERG 2005). Zjawisko to polega na
bardzo szybkim obumarciu protoplastow ko-
morek zainfekowanych oraz sasiadujacych,
co ulatwia zahamowanie rozprzestrzeniania
sie zakazenia w tkance (ZAGORSKA-MAREK
2007). Liczne badania wykazaly, ze degrada-
cja umierajacych podczas HR komorek, do-
konuje sie na drodze programowanej Smierci
(LAM 2004, 2005; Liu i wspotaut. 2005; VAN
DOORN i WOLTERING 2005; PATEL i wspotaut.
2006; SEAY i wspolaut. 2006; VIANELLO i
wspotaut. 2007).

Wymienione powyzej procesy, Swiadcza o
koniecznosci wystepowania procesu PCD na
wielu etapach ontogenezy rosliny. Przebieg
zmian zachodzacych na terenie obumieraja-
cych komorek bywa rowniez odmienny w
zaleznoSci od réznic w ich budowie, wyma-
ganego tempa zahamowania ZywotnoSci oraz
koncowego przeznaczenia obumartych komo-
rek (LAM 2004, ZAGORSKA-MAREK 2007).

ROZNORODNOSC PRZEBIEGU PROCESU PCD

AUTOFAGIA — PROCES DEGRADACJI KOMORKI,
TYPOWY DLA ROSLIN

W przypadku komorek zwierzecych, or-
ganellami ,odpowiedzialnymi” za trawienie
zdegradowanych pozostaloSci komorki w
procesie PCD, sa lizosomy. Ze wzgledu na
to, czy sa to lizosomy pochodzace z umiera-
jacej komorki, czy tez z otaczajacych makro-
fagow, wyroznia siec dwa gtowne rodzaje pro-
gramowanej Smierci u zwierzat — autofagie i
apoptoze. Jednak o ile w przypadku autofagii
lizosomy ,pelnia wiodaca role” w procesie
obumierania, to w przypadku apoptozy od-
powiadaja one jedynie za ,usuniecie” pozo-
staloSci komorki (VAN DOORN i WOLTERING
2005, P1sZCZEK i GUTMAN 2007).

W zdecydowanej wickszoSci przypadkow
programowanej Smierci u zwierzat wystepuje
apoptoza (ac. apoptosis, opadanie liSci) (ZHI-
VOTOVSKY 2002). Termin ten oznacza zapro-
gramowany genetycznie proces obumierania
komorki, w ktorego koncowej fazie fragmen-
ty struktury w postaci cialek apoptotycznych
zostaja pochloniete przez sasiadujace makro-
fagi, a nastepnie strawione w lizosomach

(VAN DOORN i WOLTERING 2005, VIANELLO i
wspotaut. 2007).

U roslin zjawisko takie nie zachodzi, co
spowodowane jest gtOwnie istnieniem Scian
komorkowych, ktore uniemozliwiaja proces
wchtoniecia martwych pozostatoSci proto-
plastu przez sasiadujace komorki (BASSHAM
2007, LaM 2004). U roslin podczas progra-
mowanej Smierci mamy do czynienia z pro-
cesem samotrawienia — autofagia.

Autofagia (gr. autds-sam, phdgos-poze-
racz) jest powszechnym zjawiskiem obserwo-
wanym u grzybow, roSlin i zwierzat, polegaja-
cym na trawieniu przez komorke niektorych
wilasnych elementoéw jej struktury (KLIONSKY
i EMR 2000). Taka forme¢ degradacji obserwo-
wano podczas braku materialow pokarmo-
wych. Bierze ona udzial w obiegu sktadni-
kow komorki, polegajacym na wykorzystaniu
produktow ich rozpadu do ponownej synte-
zy w innych czeSciach organizmu (WOJCIE-
CHOWSKA 2001, BAssHAM 2007). Zjawisko tra-
wienia przez komorke jej wlasnych elemen-
tOw jest charakterystycznym procesem dla
PCD wystepujacej u roslin. Dzigki autofagii,
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zakres procesOw degradacyjnych, podczas
programowanej Smierci, zostaje ograniczony
jedynie do protoplastu jednej komorki, ktora
podlega umieraniu, bez wlaczania w mecha-
nizmy PCD komorek sasiednich.

Przeprowadzone w ostatnich latach ba-
dania potwierdzily, ze zjawiskiem dominuja-
cym podczas degradacji protoplastu w roz-
nych przypadkach PCD jest wlasnie autofagia
(OBARA i wspotaut. 2001, WOJCIECHOWSKA
2001, LAM 2004, Liu i wspotaut. 2005, VAN
DOORN i WOLTERING 2005, PATEL i wspotaut.
2006, ROGERS 20006, SEAY i wspotaut. 2000,
BassHAM 2007, VIANELLO i wspolaut. 2007).
Kluczowa role w procesie autofagii pelni
organellum, ktére w swoim wnetrzu zawie-
ra zestaw enzymOw trawiacych komponenty
komorkowe. W przypadku zwierzat jest to
lizosom, natomiast u roSlin jest to wakuola
lityczna (WOJCIECHOWSKA 2001, SANMARTIN i
wspotaut. 2005, MUNTZ 2007).

Wakuole to organella pelniace wiele funk-
¢ji, co wiecej komorka moze zawiera¢ wie-
cej niz jeden ich typ. Zréznicowanie funkcji
wakuoli jest uwarunkowane miedzy innymi
charakterem zgromadzonych w ich wnetrzu
biatek (MUNTZ 2007).

Za degradacje protoplastu podczas PCD
odpowiada wspomniana juz wakuola lityczna
(ang. lytic vacuole, LV) (MUNTZ 2007). Po-
wstaje ona, gdy w soku wakuolarnym groma-
dzone sa m.in. liczne enzymy hydrolityczne,
co moze prowadzi¢ do znacznego zwicksze-
nia jej objetoSci. Badania sktadu soku wa-
kuolarnego komorek Arabidopsis pozwolity
zidentyfikowac liczna grupe bialek, ktore od-
powiedzialne sa za proces autofagii. Niekto-
re z nich odpowiadaja za wlasciwosci tono-
plastu, inne za formowanie autofagosomow,
czyli pecherzykOw otoczonych najczesciej
podwojna btona, czasem wlaczanych do wa-
kuoli (BAsSsHAM 2007).

Enzymy, kodowane przez genom jadrowy
i syntezowane w cytozolu, sa dostarczane do
wakuoli w Swietle pecherzykow btonowych
— PPVs (ang. protease precursor vesicles).
PPVs transportuja m.in. czasteczki wakuolar-
nych enzymOw przetwarzajacych (ang. vacu-
olar processing enzymes, VPEs). Bialka te, zo-
staja wlaczone do pecherzykow PPVs dzieki
odpowiednim sekwencjom aminokwasowym
na koficach ich lancuchéw peptydowych.
Enzymy sa dostarczane do wakuoli w formie
nieaktywnej i dopiero w wyniku jej kwasne-
go odczynu ulegaja aktywacji (HATSUGAI i
wspotaut. 2006, ROGERS 2006, MUNTZ 2007,
P1szCcZEK i GUTMAN 2007).

W soku wakuolarnym VPEs odpowiadaja
za dojrzewanie i aktywacje niektorych bialek,
ktoére nastepnie biora udzial w mechanizmie
destrukcyjnym w czasie PCD (HATSUGAI i
wspotaut. 2006, ROGERS 2006, MUNTZ 2007).
Jednak, w zaleznoSci od typu komorki oraz
rodzaju PCD jaki w niej zachodzi, sktad en-
zymoOw w wakuoli moze by¢ rézny. Moze to
Swiadczy¢ o odmiennych programach gene-
tycznych prowadzacych do Smierci komorki
(MUNTZ 2007). Ostatnie badania wskazuja,
ze VPEs pelnia w komorce roslinnej funkcje
kaspaz (ang. caspases), czyli bialek regulacyj-
nych, ktérych obecnos¢ jest typowa dla ko-
morek zwierzecych (SANMARTIN i wspolaut.
2005, HATSUGAI i wspotaut. 2006, DELLA MEA
i wspotaut. 2007). Poza czasteczkami VPEs,
w wakuoli wykryto rowniez dwie inne grupy
zwiazkoOw podobnych do kaspaz: metakaspa-
zy (ang. metacaspases) i saspazy (ang. saspa-
ses) (P1szCZEK i GUTMAN 2007). Wprawdzie
zsekwencjonowany genom Arabidopsis nie
ujawnil zadnych homologicznych genow ko-
dujacych u roSlin kaspazy, to jednak VPEs, jak
tez metakaspazy i saspazy, wykazuja podobna
do tych zwiazkOw, zaro6wno strukture, jak i
aktywnos¢ enzymatyczna (LAM 2005, HATSU-
GAI i wspotaut. 2006, PATEL i wspotaut. 2000,
P1szCzEK i GUTMAN 2007). Obecnie prowadzo-
ne badania maja na celu okreSlenie, ktore z
bialek podobnych do kaspaz stanowia sygnat
inicjujacy procesy degradacyjne w komorce
oraz ktore z nich sa charakterystyczne dla
okreslonych rodzajow programowanej Smier-
ci podczas rozwoju, starzenia czy w warun-
kach stresu (PISZCZEK i GUTMAN 2007).

ROZNY PRZEBIEG AUTOFAGII

Wakuola ,wyposazona” w odpowiednie
enzymy, podlega nastepnie kolejnym zmia-
nom zwigzanym z procesem autofagii. Sciezki
jakimi dalej przebiega ten proces moga by¢
rozne. Wyrdznia sie trzy gtowne typy autofa-
gii: mikro-, makro- oraz megaautofagie (VAN
DOORN i WOLTERING 2005). Mikroautofagia
to proces, podczas ktorego maly fragment
cytoplazmy, poprzez inwaginacje tonopla-
stu, zostaje wlaczony do wakuoli. Powstaje
pecherzyk wewnatrzwakuolarny, zwany cia-
tem autofagowym, ktorego zawartoSC zostaje
uwolniona do soku wakuolarnego zaraz po
strawieniu otaczajacej go btony (VAN DOORN
i WOLTERING 2005, KLIONSKY i EMR 2000).
Makroautofagia jest podobna w przebiegu
do mikroautofagii, jednak w tym przypadku
do wakuoli zostaje wlaczony duzy fragment
cytoplazmy, czesto z wystepujacymi w nim
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organellami. Ponadto, obserwuje si¢ tworze-
nie swoistych pecherzykéw — autofagoso-
mow (BASSHAM 2007, ZAGORSKA-MAREK 2007).
Struktury te prawdopodobnie wywodza sie
z siateczki Srodplazmatycznej. W pierwszym
etapie ich powstawania formuje si¢ otwarta
struktura przedautofagowa (ang. preautopha-
gic structure, PAS). Nastepnie dochodzi do
potaczenia koncow btony i zamkniecia frag-
mentu cytoplazmy — powstaje autofagosom.
Po fuzji zewne¢trznej btony autofagosomu z
tonoplastem tworzy si¢ cialo autofagowe, po
czym struktura ta wraz z zawartoScia zostaje
strawiona przez enzymy soku wakuolarnego
(KLIONSKY i EMR 2000, VAN DOORN i WOLTE-
RING 2005, SEAY i wspolaut. 2006). Ostatnie
badania wskazuja jednak, ze w niektorych
przypadkach zanim zawarto$¢ autofagosomu
zostanie strawiona przez enzymy wakuoli,
zostaje on wlaczony do struktur podobnych
do lizosomow, badz endosomoéw. Odbywa
sic w nich pierwszy etap degradacji bialek
(BAsSHAM 2007).

Do tej pory nie wiadomo do jakiego stop-
nia degradacja cytoplazmy podczas progra-
mowanej Smierci komorki jest zalezna od
dwoch wymienionych powyzej typow autofa-
gii. Ponadto, makroautofagia do tej pory naj-
czeSciej byla opisywana w komorkach zwie-
rzat. Przebieg makroautofagii wystepujacy
w komorkach roslinnych jest jednak niemal
identyczny. Co wiecej badania genéw odpo-
wiedzialnych za mechanizm tego typu auto-
fagii wskazuja, ze makroautofagia jest proce-
sem wysoce konserwatywnym (KLIONSKY i
EMR 2000).

Niewatpliwym postepem w badaniu ma-
kroautofagii wystepujacej u roSlin jest od
niedawna stosowana metoda polegajaca na
oznaczaniu zielonym biatkiem fluoryzujacym
(ang. green fluorescent protein, GFP) biatek
ATGS8, znajdujacych sie w autofagosomach
(BAsSHAM 2007).

Jednym z potwierdzonych przypadkéw
programowanej Smierci, w ktorych zaobser-
wowano symptomy makroautofagii jest re-
akcja nadwrazliwosci. Moze o tym Swiadczy¢
obecnos$¢ autofagosomoéw w komorkach za-
atakowanych przez mikroorganizm patogen-
ny, jak tez w komorkach sasiadujacych (LU
i wspotaut. 2005). Badania wskazuja rowniez,
ze autofagia podczas HR jest glownym czyn-
nikiem ograniczajacym rozprzestrzenianie si¢
obumierania komorek w tkance, poprzez au-
todestrukcje komorek zainfekowanych (GRE-
ENBERG 2005, SEAY i wspotaut. 2006, BASSHAM
2007).

Trzeci rodzaj autofagii — megaautofagia,
to proces, ktory w przeciwienstwie do mi-
kro- i makroautofagii, odgrywa kluczowa role
w programowanej Smierci komorek roslin-
nych. Jednym z pierwszych objawow mega-
autofagii jest intensywna synteza enzymow
hydrolitycznych, ktorych produkcja jest uwa-
runkowana aktywacja okreSlonych genow.
Proteazy cysteinowe, proteazy serynowe, en-
donukleazy (RNazy, DNazy), kwasne fosfata-
zy, lipazy i inne bialka sa lokowane w soku
wakuolarnym. Sa to enzymy, ktore odgrywa-
ja zasadnicza role rowniez podczas apoptozy
komorek zwierzat. Nastepnie dochodzi do
znacznego powickszenia objetoSci wakuoli,
ktora ostatecznie zajmuje prawie caly proto-
plast (FUKUDA 2000). Kluczowym zjawiskiem
towarzyszacym megaautofagii jest przerwanie
ciaglosci tonoplastu, po ktorym uwolnione z
wakuoli enzymy rozpoczynaja proces degra-
dacji skladnikow komorki (WOJCIECHOWSKA
2001, HIGAKI i wspotaut. 2007). Do tej pory
nie wiadomo co dokladnie odpowiada za
przerwanie tonoplastu, zauwazono jednak, ze
krotko przed tym faktem, btona ta przestaje
by¢ selektywnie przepuszczalna. Zjawisko ta-
kie bylo obserwowane podczas ksylogenezy
w izolowanych komorkach mezofilu Zinnia
elegans (OBARA i wspotaut. 2001). Poza ksy-
logeneza, megaautofagia jest procesem typo-
wym dla formowania aerenchymy czy ele-
mentow sitowych (VAN DOORN i WOLTERING
2005).

Niekiedy, w komorkach w ktorych zacho-
dzi programowana Smieré, mozna zauwazyc
symptomy Swiadczace o obecnosSci co naj-
mniej dwoch typow autofagii. Obserwowano
rowniez sytuacje, gdy po réwnoczesnym wy-
stapieniu mikro- i makroautofagii nastepowa-
la megaautofagia (VAN DOORN i WOLTERING
2005).

Cho¢ autofagia jest procesem zdecydo-
wanie dominujacym na drogach prowadza-
cych do samobojczej Smierci komorki, nie
we wszystkich przypadkach mozna wykazac
jej obecnos¢; dotyczy to na przyktad komo-
rek bielma niektorych gatunkow zboz (VAN
DOORN i WOLTERING 2005). Wskazuje to na
mozliwos$¢ wystepowania podczas programo-
wanej Smierci nieznanego, jak dotad, modelu
degradacji komorki.

ROZNA SEKWENGCJA ,ZDARZEN
STRUKTURALNYCH” PODCZAS PCD

Jak juz wczeSniej wspomniano, rézna bu-
dowa komorek, ich przyszte przeznaczenie
oraz wymagane tempo zahamowania zywot-
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noSci ma wplyw na odmienny przebieg pro-
gramowanej Smierci w poszczegolnych jej
przypadkach (LaM 2004).

Zaobserwowano, ze czesto procesy PCD
zachodzace podczas embriogenezy lub hi-
stogenezy mozna powiaza¢ w jeden okre-
Slony model obumierania protoplastu, ktory
prowadzi do Smierci komorki (VAN DOORN i
WOLTERING 2005). Taka grupe zjawisk okre-
Slono jako PCD zwiazana z rozwojem (ang.
developmental cell death, DCD). Stanowi ona
zwykle koncowy etap réznicowania komorek
badz odpowiada za ich eliminacj¢ po spetnie-
niu swoich funkcji (VAN DOORN i WOLTERING
2005, DELLA MEA i wspotaut. 2007). Obserwa-
cje w mikroskopie elektronowym wykazaty,
ze jedna z pierwszych zmian strukturalnych
podczas DCD jest znaczny wzrost objetoSci
wakuoli, ktora ostatecznie zajmuje prawie
caly protoplast (VAN DOORN i WOLTERING
2005). Zmiany takie moga wiec SwiadczyC o
udziale w tym procesie zjawiska megaautofa-
gii.

Krotko po wzroScie objetosci wakuoli, od-
notowuje si¢ szybki spadek liczby innych or-
ganelli. Zanik skltadowych komorki jest praw-
dopodobnie powodowany wyplynieciem en-
zymOw hydrolitycznych w skutek przerwania
ciagltosci tonoplastu, po ktéorym nastepuje
zapadniecie si¢ wakuoli. Proces degradacji
protoplastu zwykle zaczyna si¢ od eliminacji
siateczki Srodplazmatycznej tacznie z ryboso-
mami. Mitochondria oraz jadro komoérkowe
(poza chromatyna, ktéra podlegata kondensa-
¢ji juz na poczatku procesu) wykazuja zwykle
duza stabilnoS¢ i ulegaja degradacji dopiero
w koncowych etapach autolizy. Nadal jednak
nie wiadomo, jakie mechanizmy molekular-
ne sa odpowiedzialne za degradacje wymie-
nionych organelli (VAN DOORN i WOLTERING
2005).

Jak dotad najlepiej poznanym przykladem
programowanej Smierci komorki sposrod
procesow DCD jest ksylogeneza, szczegolnie
dobrze poznana u cynii Zinnia elegans. Pro-
ces ksztaltowania dojrzalych czlonow naczy-
nia, ktoremu towarzyszy PCD, jest w wigk-
szoSci przypadkow Scisle uzalezniony od for-
mowania Sciany komoérkowej wtornej (FUKU-
DA 2000, FUKUDA 2004). Wlasne obserwacje
wykazaly jednak, ze w niektOorych roSlinach
wodnych, Sciana wtorna jest stabo wyksztal-
cona. W przypadku Zinnia natomiast, row-
nolegle do wyksztalcania Sciany komoérkowe;j
wtornej dochodzi do wzrostu objetoSci wa-
kuoli. Pierwsze procesy degradacyjne kom-
ponentow komoérkowych zanotowano po

szeSciu godzinach od powstania wspomnia-
nej Sciany (FUKUDA 2000). Jednak dopiero
po przerwaniu ciagloSci tonoplastu nastepu-
je szybka sekwencja zdarzen prowadzaca do
lizy catego protoplastu. Dzicki zastosowaniu
kamery video stwierdzono, ze zaraz po tym
obserwuje si¢ zahamowanie ruchu cytopla-
zmy. Sugeruje to, ze komorka utrzymuje ak-
tywnos¢ fizjologiczna do czasu uwolnienia
zawartoSci wakuoli, co stanowi etap krytycz-
ny PCD (OBARA i wspotaut. 2001). Jednymi
z pierwszych objawow obumierania komor-
ki po przerwaniu tonoplastu sa: degradacja
zawartoSci chloroplastow oraz kondensacja
chromatyny w jadrze komorkowym. Konden-
sacja chromatyny postepuje od zlokalizowa-
nej w centralnej czeSci nukleoplazmy, do ob-
wodowej czeSci jadra. Otoczka jadrowa pozo-
staje nienaruszona do pdéznych etapéw PCD.
Rownolegle do opisanych zmian w jadrze
komorkowym przebiega degradacja DNA
chloroplastowego (OBARA i wspotaut. 2001).
Ciecie genomu prowadzace do jego fragmen-
tacji nastepuje w wyniku dziatalnoSci okre-
Slonych endonukleaz. Do tej pory niewiele
wiadomo na temat mechanizmu ich aktywa-
cji. W komorkach Zinnia elegans udalo sie
wyizolowac¢ endonukleazy dzialajace przy pH
5,5 w obecnosci jonow cynku (WOJCIECHOW-
SKA 2001, SIMEONOVA i MOSTOWSKA 2001).
Model Smierci programowanej zwiazanej z
rozwojem, ktory najlepiej reprezentuje ksylo-
geneza, jest wiec uzalezniony w duzej mierze
od wakuoli (VAN DOORN i WOLTERING 2005,
LAM 2004, OBARA i wspoétaut. 2001). Zmiany
zwiazane z ta organella naleza do jednych z
najwczesniejszych i warunkuja dalsze proce-
sy prowadzace do degradacji protoplastu.
Dla komoérek przechodzacych progra-
mowana Smier¢ podczas starzenia, przebieg
zmian degradacyjnych rézni si¢ od opisa-
nych powyzej. Jest to zwiazane z konieczno-
Scia redystrybucji materialow zapasowych z
okreslonych organow jeszcze przed ich za-
mieraniem (SIMEONOVA i MOSTOWSKA 2001,
LAM 2004, ROGERS 20006). Konsekwencja tego
jest wydluzenie czasu obumierania komorek
(VAN DOORN i WOLTERING 2004). Programo-
wana Smier¢ w trakcie starzenia wyrdzniaja
szybko zachodzace zmiany na terenie chlo-
roplastow (OBARA i wspotaut. 2001, ROGERS
20006). Proces degradacji tylakoidow, biatek
oraz DNA w stromie chloroplastow rozpoczy-
na sie przed zaistnieniem zmian zwiazanych
z wakuola (OBARA i wspotaut. 2001). Co wie-
cej okazuje sie, ze jeszcze na etapie trwania
niezaklOconej syntezy biatek w cytozolu po-
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jawiaja sie symptomy Swiadczace o przerwa-
niu syntezy bialek na terenie chloroplastow.
W ich stromie dochodzi bowiem do utraty
czeSci polirybosomow i zaprzestania syntezy
RNA spowodowanej brakiem aktywnoSci po-
limerazy RNA (VAN DOORN 2005). Nastepuje
rowniez degradacja DNA, ktora, co ciekawe,
trwa tutaj stosunkowo dlugo. IloS¢ biatek w
stromie gwaltownie spada.

Niekiedy, w czasie trwania procesu starze-
nia, obserwowano zjawisko wstrzymania pro-
cesow degradacyjnych z chwila powtornego
wytworzenia funkcjonalnych chloroplastow,
co spowodowalo ponowne zazielenienie li-
Sci. Taki proces byl zalezny miedzy innymi
od ponownej aktywnosci polimerazy RNA w
stromie chloroplastow (VAN DOORN 2005).
Moze to Swiadczy¢, ze w niektorych przypad-
kach chloroplasty odgrywaja wazna role na
Sciezce prowadzacej do degradacji komorki
podczas procesu starzenia. Zmiany w jadrze
komorkowym zachodzily w tym przypadku
dopiero w ostatnich etapach PCD (OBARA i
wspotaut. 2001). Polegaly one miedzy innymi
na kondensacji chromatyny oraz fragmentacji
DNA przez swoiste endonukleazy (SIMEONO-
VA i MOSTOWSKA 2001).

Dane te sugeruja, ze w przebiegu PCD
podczas procesu starzenia udzial wakuoli w
enzymatycznej degradacji sktadnikéw komor-
ki zostaje poprzedzony zmianami na poziomie
chloroplastow. W zwiazku z tym biatka obec-
ne w soku wakuolarnym nie spelniaja swojej
funkcji az do czasu, gdy proces obumierania
stanie sie nieodwracalny (MUNTZ 2007). Ma
to wplyw na mozliwos¢ zatrzymania procesu
prowadzacego do Smierci komorki, jak tez
na wydluzenie jego trwania w czasie (FUKU-
DA 2000, OBARA i wspotaut. 2001, SIMEONOVA
i MOSTOWSKA 2001, LAM 2004).

Inna sekwencja zmian strukturalnych
wystepuje podczas programowanej Smierci
komorki zwiazanej z reakcja nadwrazliwo-
Sci (HR). W trakcie tego procesu wazna jest
przede wszystkim natychmiastowa odpo-
wiedZ na atak mikroorganizmu patogenne-
go, w postaci Smierci wybranych komorek.
Umozliwia to zahamowanie rozprzestrzenia-
nia sie zakazenia w tkance. W takim przy-
padku degradacja protoplastow przebiega

szybciej niz w przypadku procesu starzenia,
a odzyskiwanie materialow pokarmowych
ma mniejsze znaczenie (LAM 2004). Zmiany
zwiazane ze wzrostem objetoSci wakuoli na-
tomiast, tak samo jak w przypadku starzenia,
naleza tu do pozniejszych (LaM 2004).

Pierwsze symptomy rozpoczetego proce-
su PCD w reakcji nadwrazliwoSci stanowia
zmiany w mitochondriach i wypltyw m.in. cy-
tochromu ¢ (VIANELLO i wspotaut. 2007). Do
tej pory rola tego biatka w przypadku roslin
nie jest do konca wyjasniona, wiadomo nato-
miast, ze komorkach zwierzecych cytochrom
c jest gtldbwnym czynnikiem regulacyjnym od-
powiedzialnym za przebieg PCD (LAM 2004,
GAO i wspotaut. 2007, VIANELLO i wspotaut.
2007). Inna cecha wyrdzniajaca programowa-
na Smier¢ komorki w HR od innych rodzajow
PCD sa wczesne zmiany zachodzace w jadrze
komorkowym. Kondensacja chromatyny oraz
fragmentacja DNA odbywaja si¢ bowiem
jeszcze przed zapadnieciem sie wakuoli, kto-
rej tonoplast zostaje przerwany dopiero w
ostatnich etapach PCD (LAM 2004, VIANELLO
i wspotaut. 2007). Pézine zmiany zwiazane
z wakuola, po ktorych nastepuje koncowa
degradacja protoplastu, umozliwiaja zajScie
wczesniejszego procesu zwigzanego z uwol-
nieniem okresSlonych zwiazk6w z mitochon-
driow. W takim przypadku mitochondria sa
organellami majacymi duzy wplyw na regu-
lacje PCD poprzez prawdopodobny wplyw
cytochromu ¢ (VIANELLO i wspolaut. 2007).
Cecha wyrodzniajaca programowana Smierc
w reakcji nadwrazliwoSci od pozostatych jej
rodzajow jest rowniez obkurczanie cytopla-
zmy. Zjawisko to jest rzadko obserwowane
w innych przypadkach PCD. W komorkach
zakazonych mikroorganizmem odnotowywa-
no réwniez formowanie fragmentow cytopla-
zmy, ktore przypominaly ciala apoptotyczne
komorek zwierzat (LAM 2004).

Powyzsze dane wskazuja, ze w trakcie
programowanej Smierci komorki zachodzacej
podczas procesOw rozwojowych, starzenia
czy reakcji nadwrazliwosci, sekwencja zmian
strukturalnych w protoplascie nie jest jedna-
kowa. Procesy te ro6znia si¢ rowniez szybko-
Scia przebiegu.

PROBY WYODREBNIENIA RODZAJOW PCD U ROSLIN

Pierwszych obserwacji komorek przecho-
dzacych programowana Smieré, ktore jedno-
czeSnie byly jednymi z pierwszych obserwa-

¢ji mikroskopowych tkanek roSlinnych, do-
konal Lange w 1891 r. (VAN DOORN i WOLTE-
RING 2004). Badal on niedojrzaly czlon naczy-
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nia i stwierdzil, ze drastyczny spadek liczby
organelli oraz iloSci cytoplazmy w protopla-
Scie nastapil tuz przed Smiercia komorki, co
potwierdzaja aktualne badania. Co wiecej,
mimo ze pojecie programowanej Smierci nie
bylo jeszcze znane, Lange okreslil takie zmia-
ny jako SciSle zwiazane z procesami rozwo-
jowymi (VAN DOORN i WOLTERING 2004). Od
tamtej pory poznano wiele innych przykla-
dow PCD podczas ontogenezy roSlin, a wie-
dza dotyczaca tego zjawiska znaczaco si¢ po-
szerzyla. Z czasem okazalo si¢ jednak jaki to
skomplikowany i zréznicowany strukturalnie
proces, wymagajacy dalszych, szczegotowych
badan.

Termin ,programowana S$mier¢ komor-
ki”, utworzony przez Lockshina i William-
sa na przetomie lat 1964/1965, poczatkowo
wprowadzono tylko do zoologii. Do botaniki
zostal przyjety dopiero pod koniec lat 80., a
upowszechnil sic w potowie lat 90. XX w.
(VAN DOORN i WOLTERING 2004, GREENBERG
2005, DELLA MEA i wspotaut. 2007), kiedy to
obserwacje zwigzane z eliminacja komorek
w procesach regulacyjnych dowiodly jedno-
znacznie istnienia PCD u roSlin.

Badania réznych etapow ontogenezy
uSwiadomily jak roéznorodny strukturalnie
jest to proces. Przez ostatnie dziesieciolecie
dominowala opinia, ze PCD u roSlin w duzej
mierze przypomina apoptoze — czyli progra-
mowana Smier¢ typowa dla komorek zwie-
rzat. Wskazywata na to obecnos$¢ swoistych
symptomow takich jak: kondensacja chro-
matyny i fragmentacja DNA w jadrze, obkur-
czanie protoplastu, formowanie fragmentow
cytoplazmy podobnych do ciat apoptotycz-
nych, udzial enzymow podobnych do kaspaz,
udzial cytochromu ¢, czy obecno$s¢ homolo-
gicznych genoéw sterujacych procesami PCD
w roznych rodzajach tego procesu u roslin.
Przyczynito sie to do wprowadzenia terminu
,2Smier¢ podobna do apoptozy” (LAM 2004,
HIGAKI i wspotaut. 2007, PISZCZEK i GUTMAN
2007). GREENBERG (1996) sugerowal, ze u
roSlin moga wystepowal co najmniej dwa
rodzaje Smierci programowanej: Smieré po-
dobna do apoptozy oraz druga o innym mor-
fotypie, w ktorym brak symptomow typo-
wych dla komorek zwierzecych lub sa one
nieznaczne.

W ostatnich latach zwrécono uwage na
udzial wakuoli litycznej w PCD, ktéora w
komorkach roslin pelni funkcje podobna
do lizosomow. W wickszoSci przypadkow
obserwacje te dotyczyly PCD podczas pro-
cesOw rozwojowych zwiazanych z embrio-

geneza czy formowaniem tkanek. Tak jak
wczesniej wspomniano, grupe takich proce-
soOw okreslono jako PCD zwiazana z rozwo-
jem (DCD) (VAN DOORN i WOLTERING 2005,
DELLA MEA i wspotaut. 2007). Przyktady
tego typu eliminacji komoérek lub ich pro-
toplastu potwierdzaja fakt, ze rola PCD u
roslin nie zawsze konczy sie Smiercia, lecz
jest poczatkiem nowego etapu w rozwoju
rosliny (VAN DOORN i WOLTERING 2004).
Okazato sie ponadto, ze to wakuola litycz-
na jest gldownym ,narzedziem” procesu au-
tofagii. Nie wykluczono jednak mozliwosci
istnienia typu Smierci podobnej do apopto-
zy (WOJCIECHOWSKA 2001). Zwrécono row-
niez uwage na mozliwos¢ réwnoczesnego
wystepowania w umierajacej komorce za-
rowno symptomoOw autofagii roslinnej, jak
i apoptozy (np. podczas somatycznej em-
briogenezy) (LAM 2004).

Wykazano takze, ze degradacyjna rola wa-
kuoli litycznej dotyczy zdecydowanej wick-
szoSci przypadkéw programowanej Smierci
u ro$lin, potwierdzajac tym samym dominu-
jaca role autofagii (OBARA i wspotaut. 2001,
WOJCIECHOWSKA 2001, LAM 2004, LIU i wspot-
aut. 2005, VAN DOORN i WOLTERING 2005,
HATSUGAI i wspotaut. 2006, PATEL i wspolaut.
20006, ROGERS 20006, SEAY i wspotaut. 2000,
VIANELLO i wspotaut. 2007). Niektorzy auto-
rzy kwestionuja obecnie poprawnoS¢ termi-
nu ,Smier¢ podobna do apoptozy” (VAN Do-
ORN i WOLTERING 2005, VIANELLO i wspotaut.
2007) sugerujac, ze jest on zbyt pochopnie
stosowany do procesOw obserwowanych u
roSlin. OkreSlenie ,podobna do apoptozy”
moze opisywac procesy typowe nie tylko dla
tego procesu. Przykladem moze by¢ konden-
sacja chromatyny w wyniku reakcji na stres,
czy tez obkurczenie protoplastu podczas pla-
zmolizy.

VAN DOORN i WOLTERING (2005) podje-
li prébe wyodrebnienia rodzajow PCD u
roslin. Wyr6znili oni: mikro-, makro- i me-
gaautofagie oraz czwarty rodzaj, w ktorym
obecnos¢ autofagii nie jest w pelni udo-
wodniona, okreSlany jako ,podobny do ne-
krozy” badZ ,nielizosomalny”. Inni autorzy
(BASSHAM 2007, MUNTZ 2007) kwestionu-
ja jednak role¢ mikro- oraz makroautofagii,
podkreslajac dominujace znaczenie megaau-
tofagii. Rodzaj podobny do nekrozy polega
na zahamowaniu w protoplascie obumie-
rajacej komorki podstawowych procesow
syntezy, ktoéremu towarzyszy dezorganiza-
cja blon, bez udzialu wakuoli. Za przyktad
takiego rodzaju PCD VAN DOORN i WOLTE-
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RING (2005) uznali Smier¢ komorki podczas
reakcji nadwrazliwosSci.

W innych badaniach (GREENBERG 2005,
PATEL i wspotaut. 2006, PISZCZEK i GUTMAN
2007) zasugerowano jednak, ze w komorkach
podlegajacych procesowi HR wazna role od-
grywa autofagia, co podwaza wspomniany
wyzej podzial. Temat ten nadal wzbudza licz
ne kontrowersje. Na podstawie sekwencji
zmian morfologicznych reakcje nadwrazli-
wosci mozna by zaliczy¢ do typu Smierci po-
dobnej do nekrozy. Z drugiej jednak strony,
proces ten jest regulowany przez geny ATG,
ktore koduja niektore biatka odpowiedzialne
za przebieg autofagii. Autofagia jest wiec zja-
wiskiem, ktore z pewnoScia bierze udziat w
kontrolowaniu obumierania komorek w trak-
cie HR. Odpowiada réwniez za zahamowanie
rozprzestrzeniania si¢ martwicy w tkance
poprzez autodestrukcje komorek zakazonych
(P1szczek i GUTMAN 2007). Potwierdza to
przykltad zainfekowania rosliny wirusem mo-

zaiki tytoniowej, gdzie po wyciszeniu genow
odpowiedzialnych za autofagie, martwica ko-
morek znacznie si¢ rozprzestrzenita (GREEN-
BERG 2005).

Co ciekawe, niedawne badania udowod-
nity, ze wakuolarne enzymy VPEs, metakaspa-
zy i saspazy, sa niezbedne do przeprowadze-
nia lizy protoplastu w kazdym z poznanych
rodzajow PCD u roSlin (PISZCZEK i GUTMAN
2007), co moze sugerowad, ze autofagia jest
jej kluczowym mechanizmem.

Wiele kontrowersji wzbudza rowniez za-
gadnienie wystepowania Smierci podobnej
do apoptozy u roslin. Hilary Rogers (ROGERS
2000), akceptujac podzial stworzony przez
van Doorna i Wolteringa, sugeruje jednak,
ze w niektorych przypadkach nalezy stoso-
wac termin ,Smier¢ podobna do apoptozy”.
Moze o tym Swiadczy¢ obecnoS¢ licznych
symptomow typowych dla apoptozy w cza-
sie obumierania komorek tapetum i fagiewki
pylkowe;j.

PODSUMOWANIE

Programowana Smier¢ komorki roslinnej
jest niewatpliwie procesem o ,wielu twa-
rzach”. Roznorodnos¢ zachodzacych zmian
strukturalnych oraz ich odmienna kolejnos¢
w roznych przypadkach PCD sprawiaja, ze
usystematyzowanie tego zjawiska i okresSlenie
jego rodzajow natrafia na wiele trudnoSci.
Wiadomo jednak, ze procesem najczesciej wy-
stepujacym na drodze do obumarcia komor-
ki roslinnej lub jej protoplastu podczas PCD
jest autofagia. Nieznana jest jednak jak dotad
sekwencja proteolitycznej kaskady zachodza-
cej w czasie autofagii. Symptomy Swiadczace
o autolitycznej aktywnosSci wakuoli sa zauwa-
zalne na roznych etapach PCD. W procesach
rozwojowych zmiany zwiazane z ta organella
naleza do jednych z najwczesniejszych, majac
wplyw na dalsza sekwencje zdarzef struktu-
ralnych w komorce. W przypadku starzenia,
przejawy Swiadczace o udziale wakuoli w
procesie autolizy wystepuja w pozZniejszych
etapach PCD. Natomiast w przypadku reakcji
nadwrazliwoSci, zmiany takie obserwowano
dopiero w koncowej fazie procesu. Nie zmie-
nia to faktu, ze we wszystkich tych przypad-
kach wakuola jest oraganellum niezbednym
na drodze prowadzacej do Smierci komorki.

Nadal jednak niewiele wiadomo na te-
mat mechanizméw molekularnych odpowie-
dzialnych za przebieg PCD u roslin. Jest to
rowniez zZrodlem trudnoSci przy akceptacji

nomenklatury poje¢ zwiazanych z tym pro-
cesem, takich jak: apoptoza czy autofagia.
Zaszeregowanie mechanizméw zwigzanych
z obumieraniem komorki opiera sie zwykle
na ich cechach morfologicznych, co wiecej
obserwacje sa zwykle przeprowadzane w wa-
runkach #n-vitro. Brak jest natomiast cz¢sto
odniesienia do mechanizmow na poziomie
molekularnym. W zwiazku z tym, czasopismo
»,Cell Death and Differentiation” powotato do
zycia Komitet ds. Nomenklatury (DELLA MEA i
wspotaut. 2007). Komitet ten ustalit kryteria,
wedle ktorych mozna zdefiniowac¢ obserwo-
wany proces obumierania komorki. Ponadto
wprowadzil zastrzezenia co do stosowania
niepoprawnych poje¢ badz koncepcji, ktore
moglyby by¢ czynnikiem spowalniajacym roz-
woOj nauki dotyczacej Smierci komorki. Do-
datkowe trudnoSci pojawiaja si¢ czesto przy
rozroznianiu terminu obumierania, ktory jest
procesem oraz Smierci, ktora jest jego zakon-
czeniem (DELLA MEA i wspotaut. 2007).
Nierozstrzygni¢te pozostaje pytanie, czy
roSliny w przebiegu PCD stosuja te same
konserwatywne mechanizmy jak zwierzeta?
W zwiazku z tym, podjeto proby zidentyfi-
kowania genow roSlinnych sterujacych pro-
cesami PCD. Wiele obecnie podejmowanych
badafn ma réwniez na celu poznanie kluczo-
wych regulatoréw biatkowych, odgrywaja-
cych wazna role w przebiegu réznych typow
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PCD. To jednak tylko niektore z zagadnien
wymagajacych odpowiedzi.

Programowana Smier¢ komorki roslinnej
jest wiec procesem, ktorego stopiefi pozna-
nia jest jeszcze ciagle daleki od wiedzy jaka

posiadamy na temat samobojczej Smierci ko-
morek zwierzecych. Stanowi to dodatkowy
bodziec do intensywnych badan w celu lep-
szego poznania i pelnego zrozumienia tego
zjawiska.

PROGRAMMED DEATH OF PLANT CELL — A PROCESS WITH MANY FACES

Summary

Programmed cell death (PCD) is a complicated
phenomenon which can be characterized with a
large variety of the course. It is one of the basic
processes responsible for accurate functioning of
plant organism. PCD appears frequently in many
stages of ontogenesis, embryogenesis, histogenesis
and senescence., PCD is also an important element

of plants defense against attack of pathogenic mi-
croorganism. Although the knowledge about PCD
in plant cells has considerably broaden in the last
decade, there are still many questions to be an-
swered. The main purpose of this paper is an at-
tempt to systematize reports about PCD in plant
cell in relation to morphology of its course.
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