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Streszczenie: W artykule przedstawiony zostal aktualny stan badan dotyczacych roli mitochondriéow w
procesie programowanej $§mierci komorki (PCD) roslin. Od dawna sugerowano, ze roslinne mitochon-
dria, podobnie jak zwierzgce, moga indukowaé PCD. Dotychczasowe badania wskazuja, ze trudno
jednoznacznie okresli¢ podobienstwo mechanizméw odpowiedzialnych za indukcjg oraz przebieg PCD
w $wiecie zwierzat i roslin. Mitochondria roslinne zaangazowane sa w proces PCD w odmienny sposob
niz mitochondria zwierzgce w apoptozie. Proces starzenia si¢ organow, tkanek i komorek roslinnych,
ktory angazuje mechanizmy PCD, jest bowiem zwiazany z redystrybucja metabolitow syntetyzowa-
nych i magazynowanych podczas cyklu zyciowego ro$liny. Dotad nie wiadomo, czy podczas PCD w
mitochondriach ros$linnych zawsze zachodzi zmiana przepuszczalnosci bton mitochondriow (MPT)
oraz zalamanie sig potencjatu transblonowego (AW ). Uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw roslin-
nych do cytozolu zarejestrowano w systemie cell-free. Rola cytochromu ¢ oraz jego funkcja indukujaca
PCD w roslinach moga sugerowa¢ wspodlne $ciezki apoptozy zwierzat i PCD roslin. Dotychczasowe
informacje dotyczace indukcji PCD podczas roznicowana si¢ komorek w cyklu zyciowym roslin nie
wyjasniaja w petni roli mitochondriéw w tym procesie.

Stowa kluczowe: mitochondria ro$linne, programowana $mier¢ komorki, potencjat transbtonowy mitochondriow.

Summary: In this paper current knowledge concerning the role of mitochondria in plant programmed cell
death (PCD) is presented. It has been already suggested that plant mitochondria, similarly to animal ones,
can induce PCD. Senescence process in plants which engages PCD mechanisms involves transport and
redistribution of metabolites what require energy generated in mitochondria. It seems therefore that PCD
in plants might proceed in different way than animal apoptosis. It is still not clear whether mitochondrial
permeability transition (MPT) and decrease of mitochondrial transmembrane potential (AW ) always
take place in plants. Release of cytochrome c into cytosol and its inducible role in PCD in free-cell system
in plants may suggest the existence of some common pathways of animal apoptosis and plant PCD. In
spite of many results concerning induction of PCD during differentiation process, existing data do not
elucidate the role of mitochondria in this process.
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1. WPROWADZENIE

Od dawna wiadomo, ze mitochondria odgrywaja kluczowa rolg w apoptozie u zwierzat
[36,38]. Wykazano migdzy innymi, ze w izolowanych jadrach bez ekstraktu zawierajacego
mitochondria apoptoza nie zachodzi, podczas gdy komorki bez jader sa zdolne do
rozpoczgceia apoptozy [91]. Wykazano réwniez, ze pierwszymi symptomami apoptozy w
wigkszos$ci analizowanych ludzkich i zwierzgcych komorkach apoptotycznych sa zmiana
przepuszczalno$ci bton mitochondriéw (MPT) i zmiana potencjatu transbtonowego
mitochondriow (AW ) [38]. Depolaryzacja btony mitochondrialnej przy wysokim st¢zeniu
Ca** w cytozolu moze prowadzi¢ do otwarcia megakanatow, czyli porow w blonie
mitochondrialnej (PTP), nastgpnie powodowac naptyw wody do matriks, pecznienie
mitochondriow i w konsekwencji rozerwanie zewngtrznej blony mitochondrialnej oraz
uwolnienie z przestrzeni migdzybtonowej biatkowych czynnikow indukujacych apoptoze:
cytochromu c, czynnika AIF i prokaspaz [69,70].

Od konca lat dziewigcdziesiatych XX w. sugerowano, ze roslinne mitochondria, podobnie
jak zwierzece, moga by¢ zaangazowane w programowana Smier¢ komorki (PCD), a nawet
indukowac¢ PCD [4,40]. Proces PCD w ro$linach jest od dos¢ dawna przedmiotem licznych
badan [37,77]. Wiadomo, ze w trakcie przebiegu wielu procesow w cyklu zyciowym rosliny
zachodzi PCD 1 bezposrednio poprzedza $mier¢ wybranej grupy komorek, okreslonych
organow lub catych organizméw [48]. Ma to miejsce migdzy innymi w przypadku starzenia
sig lisci [67], tapetum [5,49] podczas procesu ksylogenezy [86], a takze podczas superczutej
odpowiedzi (HR) na atak patogena [41]. Indukcja tych proceséw oraz ich prawidtowy
przebieg wymaga ekspresji szeregu specyficznych gendw tzw. senescence associated
genes (SAGs)[13,33,58]. PCD moze by¢ takze indukowana réznymi stresami i czynnikami
srodowiskowymi [9,13,30,37,45,59]. Znanymi wyznacznikami PCD w komorkach roslinnych,
podobnie jak w przypadku apoptozy u zwierzat jest kondensacja chromatyny na terenie
jadra, a takze nieprzypadkowa internukleosomalna fragmentacja jadrowego DNA (nDNA)
[8,23,37,-48,49,59,67]. Chociaz do tej pory nie znaleziono homologdw kaspaz zwierzecych
w roslinach, to jednak w genomie Arabidopsis zlokalizowano geny kaspazo-podobnych
biatek [76] oraz stwierdzono obecno$¢ kaspazo-podobnych proteaz cysteinowych (CLP),
ktorych aktywnos¢ jest indukowana podczas PCD [10,81].

Mimo Ze nie znaleziono takze strukturalnych homologow biatek z rodziny BCL-2,
takich jak BAX i BCL-2, ktore moduluja funkcje kaspaz zwierzecych, to znaleziono
roslinny homolog inhibitora-1 biatka BAX — BI-1 [65], ktory prawdopodobnie funkcjonuje
jako kluczowy i powszechny (u zwierzat i u roslin) regulator szlaku $mierci [80].

Przedmiotem licznych badan jest obecnie analiza zmiany potencjatu transblonowego
mitochondriow i1 powiazanie tego zjawiska z PCD [22,47,50,68]. O ile rola mitochon-
driow w apoptozie u zwierzat, a w szczegdlnosci uwolnienie cytochromu ¢, zostata wykazana
ponad wszelka watpliwosé, o tyle w PCD roslin wymaga dalszych badan. Wsrod badaczy
mechanizmow PCD w roslinach toczy si¢ szeroka dyskusja, czy system sygnatowy indukcji
PCD jest uniwersalny w $wiecie roslin i zwierzat, a szczegdlnie czy mitochondria w
komorkach roslinnych sa zaangazowane w przekazywanie sygnatlow pro-apoptotycznych,
tak jak to ma miejsce podczas apoptozy w komorkach zwierzecych i ludzkich.
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2. ROLA MITOCHONDRIOW W AKTYWACJI’MECHANIZM(')W
PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMORKOWEJ

2.1. Rola mitochondriow w indukcji apoptozy w komorkach zwierzgcych

Doniesienia z ostatnich lat dotyczace apoptozy w komorkach zwierzgcych wskazuja
na mitochondria jako osrodki integracji oraz przekazywania sygnatow o indukcji apoptozy
[28,36,38,40,47]. Ostatnio rozwazana jest rola mitochondriow w indukowaniu PCD w
drozdzach [62]. Wyniki dotychczasowych badan pozwolity na stwierdzenie, iz jednym z
pierwszych przejawdw apoptozy w komorkach zwierzecych i ludzkich w wigkszosci
przypadkow jest zmiana przepuszczalno$ci blon mitochondriow (MPT) [11,34,88] oraz
redukcja potencjatu transblonowego mitochondriow (AW )[1,36,38,87,88]. Wykazano,
izspadek AW jest przyczyna nieodwracalnosci przebiegu apoptozy in vivo oraz in vitro
[87,88]. W nastepstwie spadku AW  zachodzi rozprzgzenie procesu transportu elektronow
i syntezy ATP, co generuje znaczace iloSci reaktywnych form tlenu (ROS) w komorce
[39,57,66,87], a nastepnie powoduje peroksydacje komponentdow wewngtrznej blony
mitochondrialnej, co w konsekwencji prowadzi do nieodwracalnych zmian w jej strukturze
[87]. Wykazano, ze zarowno cyklosporyna (CsA) — inhibitor ssakéw PT [11], jak i
antyutleniacze, ktore wymiataja aniony ponadtlenkowe [79], moga hamowa¢ MPT, co
nie zawsze jest zwiazane ze zmiang AW .

Udzial mitochondriéw w apoptozie zostal potwierdzony wowczas, gdy wykazano,
ze biatka mitochondrialne zarowno pro-, jak i anty-apoptotyczne z rodziny BCL-2, tj.
czynnik indukujacy apoptoze (AIF) oraz cytochrom c, uczestnicza w fazie koncowej
apoptozy (execution phase) [78]. W warunkach stresu nastgpuja zmiany pH w komorce,
a takze zmiany poziomu niektorych metabolitow — ATP, ADP, NADH, NADPH oraz
fosforanu kreatyny, dochodzi do wzrostu stezenia jonow Ca?* i wzrostu stezenia ROS,
co indukuje otwarcie poro6w w blonie mitochondrialnej (PTP) i spadek AW [34,36,38,-
88]. W konsekwencji, wskutek naptywu wody do matriks, mitochondria pgcznieja,
rozerwana zostaje blona zewnegtrzna oraz z przestrzeni migdzybtonowej uwolnione zostaja
do cytozolu biatkowe czynniki pro-apoptotyczne: cytochrom c, AIF oraz prokaspazy 2,
3,91[2,28,32,35,71]. Wolny cytochrom ¢ wiaze sig, w obecnosci dATP, z czynnikiem
Apaf-1ipro-kaspaza 9, dzigki czemu aktywacji ulega kaspaza 9. Wyzwala to kaskade
aktywnosci kolejnych kaspaz — proteaz cysteinowych bedacych gtéwnym sktadnikiem
mechanizmow regulujacych apoptozg. Uwolniony z mitochondriéw do cytoplazmy
cytochrom c stanowi kluczowy element systemu sygnatowego indukcji programowanej
$mierci zwiazanej z dzialaniem kaskady kaspaz. Natomiast czynnik AIF uwolniony z
mitochondriéw jest transportowany do jadra, gdzie zaangazowany jest w aktywacjg
procesu fragmentacji nDNA [4,23].

2.2. Metody badania potencjatu transbtonowego mitochondriow

Jak przedstawiono powyzej, redukcja potencjatu blonowego mitochondriow (AW )
jestjednym z pierwszych przejawdéw PCD w komorkach ludzkich i zwierzgcych.



84 J. KOZIOL-LIPINSKA, E. SSIMEONOVA, A. MOSTOWSKA

Pierwsze metody pomiaru AW prowadzonego in vitro polegaly na oznaczaniu gradientow
stezenia jondéw potasu K* lub radioaktywnych jonéw rubidu 3Rb* w poprzek blony mito-
chondrialnej, po zastosowaniu walinomycyny (ruchomego nosnika, czyli jonoforu, katalizujacego
elektryczny uniport Rb* oraz K*); [29]. W innych metodach monitorowania zmian warto$ci
AY wykorzystuje sig dyfuzjg lipofilnych czasteczek do komorki i ich akumulacjg w matriks
mitochondrialnej, np. kationu tetrafenylofosfoniowego (TPP*) [20,29]. Do fluorochromow
powszechnie stosowanych do analizy AW _naleza: rodamina 123 (Rh 123), tetrametylorodamina
(TMR), ester metylowy tetrametylorodaminy (TMRM), ester etylowy tetrametylorodaminy
(TMRE), safranina O, jodek 3,3 -diheksylokarbocyjaniny (DiOC,(3)) oraz oranz nonylakrydyny
(NAO)[29,31,54,60,85]. W metodzie fluorescencyjnej umozliwiajacej analize kinetyki zmian
potencjatu transblonowego mitochondriéw jest wykorzystywane zjawisko fluorescencji
rezonansowego przeniesienia energii (ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer,
FRET). Metoda FRET oparta jest na interakcji pary fluorochroméw, takich jak: NAO i TMR
lub TMRM i fluorochrom MitoTracker Green [12,29], co pozwala na doktadne sledzenie
zmian AW , orazich precyzyjna lokalizacjg, na przykiad umozliwia obserwacj¢ redukcji AW
w pojedynczych mitochondriach w danej komoéree [12].

Do analizy zmian AW _w ludzkich i zwierzecych komoérkach apoptotycznych zastosowano
réwniez sondg fluorescencyjna typu: jodek 5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraetyloben-
zimidazolokarbocyjaniny, JC-1[1,29,87,88]. Lipofilne kationy JC-1 specyficznie wnikaja do
mitochondriéw, akumulujac si¢ w ujemnie naladowanej matriks mitochondrialnej w
formie J-monomerow 1 J-agregatéw. Formowanie si¢ J-agregatéw jest uwarunkowane
powstawaniem wysoce ujemnego potencjatu transblonowego w mitochondrium o
wartosciach AW bardziej ujemnych niz 140 mV [63,72]. J-agregaty w mitochondriach o
wysoce ujemnym potencjale transblonowym fluoryzuja na czerwono. Monomery JC-1
wykazuja zielona fluorescencje wskazujac na depolaryzacje btony mitochondrialnej o
warto$ciach dodatnich potencjatu do—100 mV [63,72]. Redukcja potencjatu, a tym samym
depolaryzacja btony powoduje zanik czerwonej fluorescencji. Zielona fluorescencja
monomerow moze by¢ nadal obserwowana, gdyz depolaryzacja blony nie powoduje
catkowitego uwolnienia monomeréw fluorochromu z mitochondriow [63,72]. Badania
fluorometryczne AW przy zastosowaniu fluorochromu JC-1 byty prowadzone w komérkach
zwierzecych i ludzkich oraz w mitochondriach w warunkach in vitro stosujac mikroskop
fluorescencyjny i laserowy skaningowy mikroskop konfokalny oraz spektrofluorymetr i
cytometr przeptywowy [20,63,72]. Ostatnio zastosowano badania fluorometryczne po raz
pierwszy do monitorowania AW w mitochondriach roslinnych [68].

2.3. Rola mitochondriéw w indukcji programowanej $mierci komorki w rodlinach

Jak wynika z przedstawionych powyzej danych, istnieje szereg doniesien o zaangazowaniu
mitochondriow w mechanizmy regulujace indukcj¢ programowanej $mierci w komorkach
zwierzeeych 1 ludzkich. Ostatnie lata przyniosty pierwsze wyniki badan dotyczacych roli
mitochondriow podczas starzenia si¢ i programowanej sSmierci w komorkach roslinnych
[22,40,46,47,68]. Mitochondria roslinne byty poddane analizie AW  przy uzyciu safraniny O
orazrodaminy 123, a takze fluorochromu MitoTracker Orange [22,31,60] i fluorochromu JC-
1, ktory specyficznie akumuluje si¢ w mitochondriach ro§linnych (ryc.112) [68].
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RYCINA la-c. Protoplasty mezofilu izolowane z zielonych lisci 21-dniowych siewek Pisum sativum (a-c)
barwione JC-1, ogladane w mikroskopie konfokalnym. Liczne mitochondria (strzatki) réwnomiernie
rozmieszczone w cytoplazmie. Czerwona fluorescencja mitochondriow (strzatki) wynika z wytworzenia
si¢ J-agregatow spowodowanego wysokim potencjalem transbtonowym (a), zielona fluorescencja
mitochondriow (strzatki) wynika z wytworzenia si¢ monomeréw JC-1 spowodowanego niskim potencjalem
transbtonowym (b), czerwona, zielona i pomaranczowa fluorescencja mitochondriow (strzatki) wynika z
kolokalizacji, wewnatrz tego samego protoplastu, zardOwno mitochondriow z wysokim jak i z niskim
potencjatem transbtonowym (c); ryc. 1 d-f — protoplasty mezofilu izolowane z z6ttych lisci 56-dniowych
siewek Pisum sativum (d-f) barwnione JC-1, ogladane w mikroskopie konfokalnym. ,,Gigantyczne”
mitochondria (strzatki) widoczne w cytoplazmie. Czerwona fluorescencja ,,gigantycznego” mitochondrium
(strzatki) wynika z wytworzenia si¢ J-agregatow spowodowanego wysokim potencjatem transbtonowym
(d), zielona fluorescencja ,,gigantycznego” mitochondrium (strzatki) wynika z wytworzenia si¢g monomerow
JC-1 spowodowanego niskim potencjatem transbtonowym (e), zotta fluorescencja ,,gigantycznego”
mitochondrium wynika z jednoczesnej fluorescencji J-agregatow i monomeréw JC-1 wewnatrz tego samego
,.gigantycznego” mitochondrium (f)

Dzigki zastosowaniu JC-1 udalo si¢ wykaza¢, ze w protoplastach zarowno izolowa-
nych z mtodych, zielonych li§ci Pisum sativum, jak i ze starzejacych si¢ zottych lisci tego
gatunku wystepuja jednoczesnie dwie subpopulacje mitochondriéw rézniacych sig
warto$ciami AW (ryc.1 i 2) [68]. Obok mitochondriow wykazujacych czerwona
fluorescencje J-agregatow $§wiadczaca o zachowaniu wysoce ujemnego potencjatu
transbfonowego, w tej samej komorce obserwowano pule mitochondriow wykazujacych
zielong fluorescencjg monomerdéw JC-1, $wiadczaca o redukcji AW do wartosci wigkszej
od —100 mV [63]. Jak wynika z analizy fluorescencyjnej AW przeprowadzonej w
mikroskopie konfokalnym, a takze w spektrofluorymetrze, w starzejacych si¢ komorkach
mezofilu obserwuje si¢ wciaz pule mitochondridow o wysoce ujemnym potencjale
transbtonowym (ryc.1 i 2). Dodanie protonoforu — karbonylocyjanku-3-chlorofenylo-
hydrazonu (CCCP), odpowiedzialnego za zniesienie gradientu elektrochemicznego
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Fluorescencja JC-1 w mitochondriach
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Fluorescencja JC-1 w mitochondriach
komérek mezofilu 56-dniowego Pisum sativum
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RYCINA 2a,b. Widma emisji fluorescencji monomerow JC-1 (maks. 536 nm), J-agregatow (maks. 594
nm) i chlorofilu (maks. 680 nm), zarejestrowane przy wzbudzeniu fala o dtugosci 490 nm, w zawiesinie
protoplastow mezofilu, izolowanych z liSci Pisum sativum 21-dniowych (a) i 56-dniowych (b) roslin.
Wraz z zaawansowaniem starzenia si¢ ro$lin, odnotowano spadek intensywnosci fluorescencji J-agregatow
(a,b) i w mniejszym stopniu monomerdéw JC-1(a,b) akumulowanych w mitochondriach protoplastow
mezofilu, wyrazonej we wzglednych jednostkach fluorescencji. Dodanie do zawiesiny protoplastow
CCCP powodowato wygaszenie zarowno fluorescencji J-agregatow, jak réwniez monomerow JC-1
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mitochondriéw, powodowato wygaszanie gtdwnie czerwonej fluorescencji J-agregatow
(ryc. 2) [68]. CCCP przemieszczajac si¢ wahadlowo przez btong moze katalizowaé
elektryczny uniport protonéw i zwigkszaé przewodnictwo protonowe btony, co powoduje
zmniejszenie sig sity protonomotorycznej Ap i potencjatu blonowego AW nawet do zera
[56]. Wynik ten jest zgodny z danymi dotyczacymi zmiany AW  w zwierzgcych i ludzkich
mitochondriach [63,72]. W protoplastach starzejacych sig roslin obserwowano zgrupowania
mitochondriéw, wsrod ktorych jedne mitochondria wykazywaty w mikroskopie konfo-
kalnym czerwona, a inne zielona fluorescencj¢ JC-1 $wiadczaca o zroznicowaniu wartosci
AW [68]. Podobne zgrupowania mitochondriow o czerwonej i zielonej fluorescencji
obserwowali takze Le$niewska i wsp. [50] podczas PCD komorek tapetum pylnikowego
u Ornithogalum virens. W jeszcze starszych lisciach Pisum sativum zidentyfikowano
ogromne mitochondria o $rednicy okoto 2 pm pochodzace by¢ moze z fuzji drobnych
mitochondriow (ryc. 1d-f) [68]. Te gigantyczne mitochondria wykazywaty zaréwno
zielona, jak tez czerwona fluorescencje JC-1, co dowodzi istnienia lokalnych rdznic w
warto$ci potencjatu blonowego AW ~w réznych obszarach btony pojedynczego
mitochondrium [81]. Podobne r6znice stwierdzono rowniez na poziomie pojedynczego
organellum w wielu typach komorek zwierzgcych [63,72].

Reasumujac, analiza AW podczas starzenia si¢ mezofilu Pisum sativum przy uzyciu
JC-1, wykazata, iz zapoczatkowanie PCD w tym procesie nie jest sprzgzone z redukcja
wysoce ujemnego potencjatu blonowego (AW _ ok. —180 mV) we wszystkich mitochon-
driach danej komorki [68], jak to ma miejsce w wigkszo$ci zbadanych przypadkow
apoptozy w komoérkach zwierzecych czy ludzkich [1,36,87]. Na podstawie tych wynikow
trudno wigc jednoznacznie stwierdzi¢, czy mitochondria sa osrodkiem przekazywania
pierwszych sygnatow pro-apoptotycznych podczas PCD komorek mezofilu.

Istnieje szereg doniesien dotyczacych roli mitochondriow roslinnych podczas PCD
indukowanej r6znymi czynnikami chemicznymi w kulturach roslin i vitro lub w uktadach
eksperymentalnych, tzw. cell free systems [89,90,91]. Stwierdzono np., ze wiktoryna,
produkowana przez pasozytniczego grzyba Cochliobolus victoriae, moze indukowa¢ PCD
w genotypach owsa wrazliwych na wiktoryne. W tym przypadku pierwszym przejawem
PCD in vivo jest redukcja AW _[22]. Izolowane z mtodych lisci owsa mitochondria, po
inkubacji z wiktoryna, wykazuja znaczaca zmiang MPT, ktorej w okreslonych warunkach
moze towarzyszy¢ uwolnienie cytochromu ¢ do ptynu inkubacyjnego [22]. W przypadku
PCD indukowanej witaming K, (2-metylanoftochinon-1,4) w kulturze protoplastow
Nicotiana tabacum L. oraz podczas PCD indukowanej wysoka temperatura w odcigtych
liscieniach Cucumis sativus L. dochodzi do translokacji cytochromu ¢ do cytoplazmy, co
powoduje aktywacjg kaspazo-podobnych biatek (CLP) [4,40]. W komdrkach kukurydzy,
w ktorych indukowano PCD poprzez dodanie D-mannozy rowniez stwierdzono uwolnienie
cytochromu c do cytoplazmy [40,73]. W systemie cell-free, cytochrom ¢ z cytozolu marchwi
indukowat PCD przejawiajaca si¢ kondensacja chromatyny i fragmentacjanDNA [89,90,91].
Wyniki tych eksperymentdéw jednoznacznie dowodza zaangazowania cytochromu ¢ w
regulacje PCD, indukowanej w warunkach in vitro, a takze wskazuja na kluczowa role
cytochromu ¢ w aktywacji CLP, odpowiedzialnych za uruchomienie fragmentacji jadrowego
DNA oraz degradacjg lamin jadrowych [40,91].
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W innych badaniach podczas naturalnej lub indukowanej PCD czgsto rejestrowano
uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw, chociaz nie zawsze byt to wystarczajacy
czynnik do indukcji PCD. Podczas dojrzewania elementéw naczyniowych Zinnia
elegans, zarejestrowano depolaryzacje wewnetrznej blony mitochondrialnej i uwolnienie
cytochromu ¢ z mitochondriéw, ale uwolnienie cytochromu c nie byto wystarczajace do
indukcji PCD [86]. Podobnie w protoplastach Arabidopsis zmiana AW _, ktora rejestro-
wano przed typowa dla PCD kondensacja chromatyny, poprzedzata wyplyw cytochromu
¢, ale uwalnianie cytochromu c nie byto takze w tym przypadku konieczne do indukcji
PCD [85]. W przypadku mitochondrialnego mutanta stonecznika, charakteryzujacego
si¢ meska sterylno$cia, mitochondria w komorkach tapetum uwalniaty cytochrom ¢ do
cytoplazmy, co rejestrowano wcze$niej niz fragmentacje nDNA i kondensacj¢ chroma-
tyny [5]. Xu i Hanson [84] wykazali natomiast, iz podczas procesu starzenia si¢ platkow
kwiatowych Petunia inflata, ktdry niewatpliwie angazuje mechanizmy PCD, we
wczesnych etapach tego procesu nie zachodzi uwalnianie cytochromu ¢ z bton
mitochondridéw.

W mitochondriach izolowanych z korzeni pszenicy i z bulw ziemniaka poddanych
stresowi anoksji i wysokiemu stezeniu jonéw Ca?>* [31,78], zarejestrowano otwarcie
PTP i w konsekwencji pgcznienie tych organelli; procesy te, u obu gatunkow, nie byty
wrazliwe na CsA — inhibitor ssaczych PTP [1]. Natomiast niski poziom jonéw Ca*" w
cytoplazmie hamowat PCD w komorkach Arabidopsis [52]. W przypadku mitochon-
dridow pszenicy zarejestrowano wyplyw cytochromu c, ktory nie byt hamowany przez
CsA [78]. Wrazliwo$¢ wyzej wymienionych proceséw na CsA u innych gatunkow
wykazali natomiast Yu i wsp. [86], Tiwari i wsp. [75] 1 Arpagaus i wsp. [3]. Wedlug
Tiwari i wsp. [75] PCD indukowana H,O, wzmagata u Arabidopsis tworzenie sig
ROS prowadzace do otwarcia PTP oraz uwolnienia cytochromu ¢, co powodowato
ostatecznie $mier¢ komoérek. Uwolnienie cytochromu ¢ i $mier¢ komorek hamowat
inhibitor proteazy serynowo/cysteinowej, chociaz dodanie tego inhibitora jedynie
czgsciowo hamowato otwarcie MTP [75]. Zarowno H,0,, jak i NO indukowaty PCD
w zawiesinie komorek soi [15]; autorzy rejestrowali spadek AW , zmniejszenie zuzycia
tlenu, uszkodzenie zewngtrznej btony mitochondrialnej i wyplyw cytochromu c z
mitochondriéw [15]. Zastosowanie protonoforu — karbonylocyjanku-p-trifluoro-
metoksyhydrazonu (FCCP) powodowato spadek AW natomiast dodanie CsA —wzrost
AW . Wzrost AW spowodowany byt bezposrednio naptywem jonéw K* do mitochon-
dridow i objawiat si¢ pgcznieniem tych organelli [15,17,60,61]. Wedlug wyzej wymienio-
nych grup autoro6w mitochondria maja K*-selektywne kanaty, regulowane przez stan
redoks i otwierane przez CsA [60]. Mitochondrialne kanaty K* _ sa, jak wynika z
ostatnich doniesien, zaangazowane w PCD indukowana H,O, lub NO [15]. Tak wigc
pecznienie mitochondriéw 1 uwalnianie cytochromu ¢ zwiazane jest z aktywnoscia
r6znych poréw/kanatow, PTP1K*  ktore w odmienny sposdéb moga by¢ modulowane
przez CsA [61].

Jak wspomniano w poprzednim rozdziale, cytochrom ¢ uwalniany z mitochondriow
zwierzecych jest gtownym czynnikiem uruchamiajacym kaskadg kaspaz, a nastgpnie
procesy proteolityczne. W komorkach ro§linnych wykryto aktywnos¢ proteaz cysteino-
wych [82] podobnych do kaspaz zwierzgcych. Te kaspazo-podobne biatka (CLP)

ATP?
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zlokalizowano w niektorych roslinnych tkankach, np. w Arabidopsis [64], w tytoniu
podczas PCD indukowanej dziataniem patogena [18,26] i w kulturach pomidora podczas
PCD-indukowanej chemicznie [19,24], a takze podczas starzenia si¢ drugorzedowych
pedow grochu [10].

Ostatnie badania wykazaly w roslinach obecno$¢ nastgpujacych typow proteaz
cysteinowych: metakaspaz. np. VEIDazy, asparaginylo-specyficznych proteaz cysteino-
wych (ang. legumains), np. YVADazy, proteaz nalezacych do enzymow VPE (ang.
vacuolar processing enzyme) 1 proteaz serynowych podobnych do subtilizyny, np.
sazpazy. Wszystkie one maja struktur¢ podobna do zwierzecych kaspaz, a takze
prawdopodobnie w podobny sposob zaangazowane sa w PCD [82]. Roslinne CLP nie
sa blokowane przez te same inhibitory co zwierzece kaspazy, co moze wskazywac na
to, ze PCD u roslin, podobnie jak apoptoza u zwierzat, jest regulowana zar6wno przez
CLP, jak réwniez przez inne proteazy [82].

W roslinach wykryto takze receptoro-podobne biatka R wykazujace podobienstwo
strukturalne do czynnika Apaf-1. Bialka R kodowane sa przez rodzing genow ulegaja-
cych ekspresji podczas infekcji indukowanej przez patogena. Biatka R zawieraja
domeng N-terminalna przypominajaca receptor Toll/interleukina 1 (TIR) Drosophila
i ssakow [47].

Istnieja doniesienia potwierdzajace zaangazowanie w regulacj¢ PCD roslin biatek
bedacych funkcjonalnymi odpowiednikami biatek z rodziny BCL-2 [47]. Jak wiadomo,
biatka BCL-2 oraz BAX w komorkach ssakdw, stanowia kluczowy element systemu
regulujacego apoptoze, przebiegajaca z udziatem mitochondriéw zaangazowanych w
przekazywanie sygnatow indukcji PCD. W komorkach drozdzy oraz w komorkach
ro$linnych nie stwierdzono wystgpowania genéw kodujacych biatka BCL2 i BAX.
Wiadomo jednak, iz ekspresja genu BAX w komorkach drozdzy oraz w komorkach
tytoniu wywotuje PCD [44], a dodanie biatka BAX do zawiesiny mitochondriow tytoniu
powoduje uwolnienie cytochromu c [40,44,47].

W 1998 roku Reed i wspotpracownicy [83] wyizolowali z komoérek drozdzy biatko
BI-1 (ang. Bax inhibitor-1) bedace inhibitorem biatka BAX [23]. Homologi BI-1
znaleziono w komorkach Arabidopsis i ryzu. Homologi BI-1 ro$lin moga funkcjonowac
jako czynniki anty-apoptotyczne i prawdopodobnie wchodza w interakcjg lub moduluja
aktywnos$¢ bialek, ktdre w roslinach odpowiadaja funkcjonalnie biatkom BCL-2 oraz
BAX ssakéw [16,42,47,65]. Wyizolowane z Arabidopsis biatko AtBI-1 wykazuje
najwigksze podobienstwo do BI-1 ssakéw. Oba zidentyfikowane ro§linne homologi BI-1
wprowadzone do komoérek drozdzy blokowaty PCD indukowana biatkiem BAX [42,47,65].
Innym ro$linnym biatkiem wykazujacym wiasciwo$¢ blokowania PCD indukowanej przez
BAXw komorkach drozdzy jest S-transferaza/peroksydaza glutationowa zidentyfikowana
u pomidora [46,47]. Ekspresja genu dla tej transferazy prowadzi do utrzymania okreslonego
poziomu glutationu, niezbgdnego do zachowania AW . W obecnosci biatka S-transferazy/
peroksydazy glutationowej odnotowano wigksza odpornos¢ komoérek drozdzy na stres
oksydacyjny wywotany przez ROS. Uwaza si¢ bowiem, ze indukcja PCD u drozdzy
przez biatko BAX odbywa si¢ poprzez ROS, ktorych zrédlem sa mitochondria [51]. W
przypadku PCD, mitochondrialne PTP stanowityby sensory stresu komoérkowego,
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odpowiedzialne za uwolnienie do cytoplazmy czynnikoéw indukcji PCD. Hipoteza ta ma
szczegolne znaczenie w zrozumieniu mechanizmow zaangazowanych w regulacje PCD
roslin zwiazanej z HR. Wiadomo bowiem, iz odpowiedz obronna rosliny podczas
patogenezy bazuje na wytworzeniu okreslonego poziomu ROS w komorkach.
Stwierdzono takze, iz krotkotrwaty stres oksydacyjny moze indukowac $mier¢ komoérek
Arabidopsis w kulturze in vitro. Stres oksydacyjny wzmaga transport elektronow, co
intensyfikuje produkcje¢ H,O,[53,75] oraz powoduje obnizenie poziomu ATP. Zwigkszona
zawarto$¢ H,O, powoduje zmiang przepuszczalnosci blon mitochondriéw i uwolnienie
cytochromu ¢ do cytoplazmy [53,55,75].

Wykazano, ze tlenek azotu, jako potencjalna czasteczka sygnatowa, moze we
wspotudziale z hormonami i ROS, powodowac otwarcie PTP, a tym samym indukowac
PCD[14,21,25,27,40]. W konsekwencji moze nastapi¢ uwolnienie cytochromu c i innych
czynnikow pro-apoptotycznych.

Niedawno, dzigki zastosowaniu tzw. cell-free systemu, ktory zawierat oczyszczone
jadra Arabidopsis oraz mitochondria i/lub ekstrakt cytozolu, w przestrzeni migdzy-
btonowej zidentyfikowano Mg?*-zalezna nukleazg, podobna do mitochondrialnej
endonukleazy G, indukujaca kondensacjg chromatyny i fragmentacje nDNA [6,48].

Analiza biatek mitochondrialnych w zawiesinie starzejacych si¢ komorek Arabidop-
sis lub komorek poddanych PCD indukowanej stresem wysokiej temperatury wykazata
wyrazny wzrost poziomu 11 biatek mitochondrialnych, gtownie antyoksydacyjnych, co
wskazuje na duze znaczenie mitochondriow w procesie PCD [74]. Sugerowane jest
roéwniez zaangazowanie pewnych glikoprotein w przekazywanie ,,sygnatu §mierci” z
komorki do komorki [74]. Ostatnio rowniez zidentyfikowano w mitochondriach ro$linnych
biatka zwiazane z tioredoksyna, ktore prawdopodobnie reguluja potencjat redoks w
mitochondriach [7,66]. Zaklocenie funkcji proteasomow, ktore sg zaangazowane w
regulacj¢ zwierzgcej apoptozy, prowadzi, jak wykazali Kim i wsp. [43], do PCD komorek
ro$linnych.

3. PODSUMOWANIE

Przedstawiony powyzej przeglad wynikow badan dotyczacych zaangazowania
mitochondriow podczas roznych wariantdéw PCD w komorkach roslinnych wskazuje,
ze trudno jednoznacznie okresli¢ podobienistwo mechanizméw odpowiedzialnych za
indukcjg oraz przebieg PCD w §wiecie zwierzat i roslin. Mitochondria roslinne zaangazo-
wane sa w proces PCD w odmienny sposo6b niz mitochondria zwierzg¢ce w apoptozie, w
efekcie ktorej powstaja ciata apoptotyczne usuwane przez wyspecjalizowane komorki
zerne czy makrofagi. Proces starzenia si¢ organow, tkanek i komorek roslinnych, ktory
angazuje mechanizmy PCD, jest bowiem zwiazany z redystrybucja metabolitow
syntetyzowanych i magazynowanych podczas cyklu zyciowego rosliny [13]. Procesy
zwiazane z transportem i redystrybucja metabolitow wymagaja dostarczenia energii,
ktora jest generowana w mitochondriach.
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Rola mitochondriéw w indukcji PCD, zachodzacej jako jeden z etapow rozwojowych
w cyklu zyciowym rosliny, nadal pozostaje niewyjasniona. Dane, dotyczace zmiany MPT,
redukcji AW i uwolnienia cytochromu ¢, odnosza sig glownie do PCD w komorkach
ros$linnych poddanych dziataniu réznego typu stresow lub infekcji przez patogena.
Cytochrom c, ktorego uwalnianie z mitochondriéw oraz jego efekt indukujacy PCD
stwierdzono w systemie cell-free moze sugerowa¢ pewne wspolne Sciezki apoptozy
zwierzat i PCD u ro$lin.

Natomiast nieliczne informacje dotyczace indukcji PCD podczas réznicowana si¢
komorek w cyklu zyciowym ro$lin nie wyjasniaja w petni roli mitochondriow w tym
procesie.
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