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I. ВВЕДЕНИЕ
 Существование многоклеточных организмов требует удаления 
избы точных и поврежденных клеток, которые образуются как в ходе 
нормального развития, так и в процессе взаимодействия орга низма 
с внешней средой: при стрессовых воздействиях, вызы ваю щих 
необратимые повреждения клеток, и при инфекции патоге нами. 
Клеточный процесс, направленный на последовательное уничто
жение (самоубийство) нежелательных клеток, известен как програм
ми рованная клеточная смерть (ПКС). Наиболее изученной (хотя 
и не единственной) формой ПКС у животных является апоптоз, 
харак теризующийся определенным набором морфологических и 
биохи мических признаков [1]. Ключевую роль в программированном 
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само убийстве клеток животных играют каспазы – семейство высо
ко спе ци фичных цистеиновых протеаз, активирующихся при апоп
тозе и вносящих единичные разрывы в молекулы ограни чен ного 
набора клеточных белков [2]. Каспазы обладают исключи тель ной 
спе цифичностью гидролиза, внося разрыв после остатка аспара ги
но вой кислоты (D), находящегося в определенном аминокислотном 
контексте. Направленная фрагментация белковмишеней каспазами 
приво дит в конечном счете к упорядоченной гибели клетки. И напро
тив, ингибирование каспаз препятствует осуществлению апоптоза.
 В полном соответствии с названием «апоптоз» (от греч. «опадание 
листьев»), ПКС функционирует и в организмах растений и использу ется 
для тех же целей, что и у животных. Растения используют ПКС как в 
процессе развития организма (например, при образовании ксилемы, 
прорастании семян, предотвращении самоопыления, старении), 
так и в ответ на стрессовые воздействия (солевой, температурный, 
окис лительный стрессы) и при защите от патогенов. Как и в случае 
живот ных, ПКС может иметь разные формы [3, 4], но в целом можно 
проследить наличие ряда общих черт при ПКС в обоих царствах. К 
таким проявлениям ПКС относятся фрагментация ДНК, выход цито
хрома с из митохондрий, сжатие клетки, генерация активных форм 
кислорода, экспонирование фосфатидилсерина и т.д. [5]. 
 Следует отметить, что молекулярные механизмы ПКС растений 
изучены существенно хуже, чем в случае апоптоза животных 
клеток. Однако наличие ряда сходных морфологических черт в ПКС 
животных и растений позволяет предполагать, что при осуществле
нии ПКС организмы двух царств используют сходные прин ципы. 
В этой связи существенно и удивительно, что у растений, судя по 
результатам секвенирования растительных геномов, отсутст вуют 
каспазы – основные исполнители ПКС животных. В то же время, 
имеются многочисленные данные о том, что ингибиторы кас паз 
животных способны подавлять развитие ПКС растений. В соот
ветст вии с этим, при ПКС растений часто наблюдается активация 
неиден ти фицированных «каспазоподобных» протеаз, способных 
гидро ли зовать разнообразные пептидные субстраты каспаз [6]. Эти 
резуль таты позволяли думать, что в осуществлении ПКС у растений 
задейст вованы протеазы, являющиеся функциональными аналогами 
каспаз животных, но структурно сильно отличающиеся от каспаз.
 В настоящем обзоре будут рассмотрены сходства и различия в 
прояв лениях ПКС у животных и растений и приведены современные 
представления о протеазах растений, которые могли бы выполнять 
роль каспаз при ПКС в растительных организмах. 
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II. КАСПАЗЫ – АПОПТОТИЧЕСКИЕ ПРОТЕАЗЫ 
ЖИВОТНЫХ

СТРУКТУРА И СВОЙСТВА КАСПАЗ

Ряд особенностей отличает каспазы животных от других протеаз. Как 
следует из названия, это цистеинзависимые аспартатспецифичные 
протеазы (caspases, cysteinedependent aspartatespecific proteases). У 
мле копитающих идентифицировано примерно 10 каспаз, обладаю щих 
строгой аспартатной специфичностью гидролиза и разли чаю щихся 
предпочитаемым мотивом сайта узнавания [7]. Для того, чтобы избе
жать преждевременного срабатывания механизма клеточной гибели, 
каспазы синтезируются и хранятся в цитоплазме клетки в виде неак
тивных предшественников – прокаспаз. Активация прокаспаз заклю
чается в их процессинге, при этом удаляется продомен, а основ ная 
часть белка расщепляется на две субъединицы – р20 и р10. Активный 
фермент представляет собой гомодимер, где каждый моно мер сос тоит 
из одной цепи р20 и одной – р10. Комплекс формирует два симмет
ричных активных центра [8]. Каталитическая диада представ лена 
аминокислотными остатками цепи р20 и состоит из остатка цис теина 
активного центра, который является частью консервативной после
довательности QACXG, и остатка гистидина. 
 Абсолютная специфичность каспаз животных к гидролизу пеп
тид ной связи после остатка D стала уже притчей во языцех. Каспазы 
очень избирательны и обычно производят один, редко два разрыва на 
белок, т.е. являются не деградирующими, а процессирующими про
теа зами. Это связано с тем, что в субстрате каспазы обычно узнают 
тетрапептидную последовательность, содержащую на Сконце 
остаток аспарагиновой кислоты, после которой и происходит гидро
лиз пептидной связи (позиция Р1 субстрата). Предпочтительные 
после довательности гидролиза для разных каспаз определяются 
амино кислотным мотивом сайта узнавания [9, 10]. 
 К настоящему времени описано примерно 400 субстратов, 
расщеп ляемых каспазами (эти белкимишени представлены в базе 
данных ‘CASBAH’, http://www.casbah.ie). Среди них структурные 
белки, белкирегуляторы транскрипции и трансляции, киназы, 
компо ненты сигнальных путей, белки патогенов и др. Цель ограни
чен ного протеолиза клеточных белков каспазами заключается в 
после довательном переключении клеточных путей от жизни к упоря
доченной смерти. Представление о том, что фрагментация белков
мишеней каспазами приводит к инактивации жизненно важных для 
клетки белков и поэтому приводит к смерти – верно лишь отчасти. 
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Другая задача каспазного гидролиза – активация проапоптотических 
механизмов в умирающей клетке. Так, фрагментация белка Bid, при
надлежащего к семейству Bcl2, сообщает образующемуся фраг менту 
Bid (называемому tBid, truncated Bid) способность направ ляться в 
митохондрии и промотировать выход цитохрома с из митохондрий, 
что приводит к резкому усилению каспазной актив ности в клетке 
(см. ниже) [11, 12]. 
 Другой канонический пример активации путем каспазного 
гидролиза – это нуклеаза CAD. В здоровых клетках активность этой 
нуклеазы подавлена за счет ее взаимодействия с белкомингибитором, 
называемым ICAD. Активирующаяся при индукции апоптоза кас
паза3 вносит два разрыва в молекулу ICAD, что приводит к снятию 
ингибирования, активации нуклеазы путем ее димеризации и, в 
конеч ном счете, к межнуклеосомной фрагментации клеточной ДНК 
с обра зованием столь характерного для апоптотических клеток 
ДНК«лед дера» [13–15]. 
 Следует заметить, однако, что общее число белковмишеней 
кас паз относительно невелико – примерно 2% от всех белков клеток 
мле ко питающих. Гидролиз всех ли мишеней каспазами необходим для 
осуществле ния апоптоза, или некоторые из белков просто попадают 
под горячую руку [16] – вопрос в большинстве случаев открытый и 
тре бующий дальнейшего изучения.
 По своим функциям в апоптотическом каскаде каспазы делятся на 
2 группы. Инициаторные каспазы (каспазы1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 
12) активируются в ответ на проапоптотические или другие стимулы 
и участвуют в процессинге (т.е. в активации) белковпредшественни
ков других каспаз, образуя, таким образом, каскад протеолитических 
ферментов. Эффекторные, или исполнительные, каспазы (3, 6, 7) 
акти вируются вышестоящими в каскаде инициаторными каспазами 
и гидро лизуют разнообразные клеточные белки (о которых шла речь 
выше), вызывая гибель клеток [17, 18]. В соответствии с этим деле нием 
различаются и структуры этих ферментов. Инициаторные каспазы 
обладают протяженным продоменом, в котором локализованы один 
или два мотива, ответственных за взаимодействие с адапторными 
моле кулами. Это так называемые DED (death effector domain) и CARD 
(cas pase recruitment domain). Эффекторные каспазы обладают более 
корот ким продоменом. 
 Каспазы можно подразделить также на проапоптотические и 
провоспалительные. Проапоптотические каспазы (2, 3, 6, 7, 
8, 9, 10) в основном вовлечены в осуществление процесса ПКС. 
Провоспалительные каспазы (1, 4, 5, 11, 12) принимают учас
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тие в процессинге цитокинов при воспалении. Однако поскольку 
актива ция провоспалительных каспаз может провоцировать апоптоз, 
это подразделение каспаз на группы удобно, но условно. Вместе с 
тем, накапливается все больше данных о том, что каспазы могут 
участ вовать в различных клеточных процессах, не связанных с 
апопто зом или воспалением. Показано, что каспаза8 принимает 
участие в пролиферации иммунных клеток [19–22] и в клеточной 
диф ференцировке [23]. Каспаза3 участвует в дифференцировке 
долгоживущих клеток скелетных мышц, остеобластов и нейронов 
[24, 25]. Показательный пример – это участие провоспалительной 
кас пазы1 в процессинге предшественников интерлейкинов IL1β, 
и IL18 [26, 27]. Также, каспаза3 способна процессировать белок
пред шественник IL16 [28].

МЕХАНИЗМЫ АКТИВАЦИИ КАСПАЗ

Активация каспаз происходит при получении клеткой определенных 
проапоптотических сигналов [29]. Различают два пути активации 
каспаз при индукции ПКС. Один из них связан с группой транс
мембран ных белков – «рецепторов смерти», которые играют роль 
поверх ностных сенсоров, улавливающих внешние лиганды, сигна
ли зи рующие о необходимости апоптоза. Наиболее известные из 
«рецепторов смерти» – это рецептор фактора некроза опухоли 
(TNFR1), а также Fas, DR3, TRAILR1 (TNF related apoptosisin
duc ing ligand receptor 1), TRAILR2 и другие [30]. Под действием 
соответствую щих лигандов рецепторы смерти мультимеризуются, 
обра зуя DISCкомплексы (deathinducing signaling complexes). Со 
сто роны цитоплазмы в комплекс DISC вовлекаются адапторные 
белки. Например, для рецепторов Fas или TRAIL это белок FADD 
(Fasassociated DD protein), который включается в комплекс своим 
Скон цевым DDдоменом, а Nконцевым DED (death effector domain) 
доменом взаимодействует с таким же доменом каспазы8. Счи та ется, 
что олигомеризация молекул каспазы8 в DISCкомплексе при во дит 
к авто каталитической активации каспазы и, тем самым, к инициа ции 
процесса программированной клеточной смерти [17, 31]. В зави си
мости от типа клеток каспаза8 может активировать, отщеп ляя продо
мен, исполнительные каспазы 3 и 7, и это оказы ва ется доста точным 
для осуществления апоптотической гибели клетки. В других случаях 
сигнал, полученный каспазой8, может ампли фи ци ро ваться через 
мито хондриальный путь апоптоза [12]. 
 Митохондриальный («внутренний») путь – это другой путь, при
во дящий к гибели клетки. Он включается при внутренних неполадках 
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клетки (нарушение целостности ДНК, различного рода стрессы, 
цито токсические препараты). Регуляция этого пути происходит при 
учас тии большой группы белков, относящихся к семейству Bcl2. 
В нем присутствуют как про, так и антиапоптотические белки 
[32–39]. При поступлении апоптотического сигнала активируются 
проапо птотические белки этого семейства, которые образуют олиго
мер ный комплекс Bak–Bax во внешней мембране митохондрий. В 
резуль тате формируются каналы, по которым цитохром с выходит из 
мито хондрий [40]. Цитохром с, в свою очередь, стимулирует сборку 
комплекса, который получил название «апоптосома» [41], и запускает 
цепь событий, ведущих к активации прокаспазы9. Апоптосома 
пред ставляет собой мультибелковый комплекс, в состав которого 
вхо дят белки Apaf1, цитохром с и в качестве кофактора dATP/ATP 
[42–44]. Она служит «платформой» для связывания и димеризации 
прокас пазы9, что, в свою очередь, ведет к автокаталитическому 
про цес сингу прокаспазы. В результате образуются две субъединицы 
каспазы9, р35 и р12, объединенные в активные димеры [45]. После 
акти вации в апоптосоме каспаза9 запускает процессинг каспаз2, 3, 
6, 7, 8, а также, возможно, каспазы1 [18, 46].
 Два пути активации апоптотических событий не являются неза
ви симыми. Проапоптотический белок Bid непосредственно расщеп
ляется каспазой8, и образующийся Сконцевой фрагмент этого белка 
стиму лирует выход цитохрома с из митохондрий [12], усиливая таким 
образом апоптотический эффект от сигнала, поступившего через 
внеш ние рецепторы.

РЕГУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ КАСПАЗ

Учитывая, что решение «жить или умереть» весьма важно для клетки 
и для организма в целом, было бы странно, если бы активность 
каспаз не контролировалась разнообразными способами. Известно, 
что существует многоступенчатая система контроля активности 
каспаз [47]. Так, при индукции апоптоза происходит резкое усиле
ние экспрессии генов каспаз [48–50]. Активность самих каспаз, а, 
сле до вательно, и развитие апоптотических событий также регули
руется с помощью разнообразных киназных сигнальных путей. 
Пока зано, например, что фосфорилирование каспазы9 ведет к 
инги би рованию её активности [51, 52] и сдерживанию апоптоза. 
Помимо этого, в клетках животных содержатся эндогенные белки
инги биторы, способные регулировать активность зрелых каспаз in 
vivo. Наиболее значимыми из них являются белки семейства IAP (inhi
bitor of apoptosis) [53, 54]. Они способны связываться с каспазами и 
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не только нейтрализуют низкий уровень каспазной активности, но и 
создают барьер, при превышении которого начинается резкая акти
вация каспазного каскада [55]. Существуют также белки, дерепрес
си рующие связанные с IAP каспазы. При индукции ПКС эти белки 
(Smac, HtrA2 и некоторые другие) выходят из межмембранного 
пространства митохондрий под действием проапоптотических 
белков семейства Bcl2. Smac способен вытеснять IAP из его комп
лекса с каспазой, таким образом активируя апоптотическую протеазу 
[56]. Повидимому, аналогичным образом действует и HtrA2. Но, 
пос кольку HtrA2 сам является протеазой, то у него есть и еще один 
спо соб снятия ингибирования каспазы, на этот раз необратимо. HtrA2 
спосо бен расщеплять большинство известных IAP, активируя таким 
образом каспазы [57, 58]. Помимо этого, некоторые вирусные белки 
(белок р35 бакуловирусов, серпин CrmA вируса коровьей оспы) 
обладают способностью ингибировать каспазы в клетках организма
хозяина [59–61], что не очень удивительно, поскольку во многих 
слу чаях быстрая смерть клетки помешает репликации вируса.

III. ПРОГРАММИРОВАННАЯ КЛЕТОЧНАЯ 
СМЕРТЬ РАСТЕНИЙ

ФОРМЫ И ПРОЯВЛЕНИЯ КЛЕТОЧНОЙ СМЕРТИ

Как отмечено выше, апоптоз у животных и ПКС у растений имеет ряд 
сходных морфологических черт [3–5]. Однако в проявлениях ПКС у 
рас тений есть и своя специфика. Так, фрагментация ДНК в клетках 
растений происходит в некоторых моделях ПКС с образованием 
протя женных фрагментов ДНК, а не межнуклеосомного «леддера». 
На финальной стадии развития ПКС между животными и растениями 
также наблюдается существенная разница. У животных умирающая 
клетка образует апоптотические тельца, которые мгновенно фагоци
ти руются, что позволяет избежать лизиса умирающих клеток и 
воспалительного ответа организма. У растений фагоцитоза уми раю
щих клеток не происходит не только изза отсутствия профес сио
нальных фагоцитирующих клеток, но и изза наличия жест кой цел
лю лозной стенки, разделяющей клетки. Образования апопто тических 
телец также не было отмечено у растений. Поэтому апоптотическая 
растительная клетка в конце концов должна лизировать, и ее содер
жи мое утилизируется.
 Степень деградации клеточной стенки может варьировать в зави
симости от типа формируемой ткани. Глубокая деградация наблю
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дается при формировании аэренхимы, при образовании перфораций 
в листьях и при отмирании лепестков [62–64]. В результате на месте 
быв шей клетки остается пустое пространство. Но нет худа без добра. 
Включение механизма ПКС, ведущее к образованию аэренхимы – 
кана лов, по которым кислород может доставляться к корням из 
надзем ных частей растения, – позволяет некоторым растениям (в 
част ности, рису) выживать на затопленных почвах. В иных случаях 
кле точ ная стенка остается интактной, как, например, в случаях обра
зования ксилемы, перестройки организации тканей листа или при 
фор ми ровании плодовых тел [65, 66].
 Недавно была предпринята попытка классифицировать клеточ
ную смерть у растений на основании набора характерных морфо ло
ги ческих признаков. Согласно этой классификации, были выделены 
два основных типа клеточной смерти: вакуолярная клеточная смерть 
и некротическая клеточная смерть [67]. Вакуолярная клеточная 
смерть рассматривается как комбинация автофагии, осуществляемой 
вакуо лями и сопровождающаяся увеличением их размеров, и 
после дующего высвобождения гидролаз из литических вакуолей 
в результате разрыва мембраны вакуолей (тонопласта). При этом 
мор фо логия клеточных органелл и целостность плазматической 
мембраны клетки сохраняется до момента разрыва тонопласта. Такой 
тип клеточной смерти занимает дни и характерен для ПКС, проис хо
дя щей в процессе развития организма.
 В противовес этому, некротическая смерть сопровождается 
быстрым разрывом плазматической мембраны, сжатием протопласта, 
нарушением функционирования митохондрий, накоплением актив
ных форм кислорода и отсутствием характерных черт вакуолярной 
смерти. Некротическая смерть происходит, как считается, в условиях 
абиотических стрессов.
 Однако существует целый ряд примеров ПКС у растений, кото
рые не попадают ни в одну из описанных категорий. Так, напри
мер, гиперчувствительный ответ (ГО) клеток растения на зара же
ние патогенами (см. ниже) является хорошо описанной формой 
ПКС, но при этом сочетает в себе признаки как вакуолярной, так и 
некротической смерти. Также, сжатие протопласта может не озна
чать, что произошел разрыв плазматической мембраны клетки. 
Напри мер, описан такой вариант ГО, при котором плазматическая 
мембрана клетки сохраняет свою интактность, несмотря на сжатие 
прото пласта [68], что указывает на отсутствие прямой связи между 
этими явлениями.
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 Понятно, что предложенная классификация, основанная лишь 
на мор фо логических признаках и допускающая значительное коли
чество неклассифицируемых исключений, является предварительной. 
Поэтому было бы желательно иметь представление о молекулярных 
механизмах и основных компонентах аппарата ПКС у растений для 
ее совершенствования.
 Некоторые сведения такого рода получены при изучении гипер
чувствительного ответа растений. ГО как форма ПКС обусловлен тем, 
что растения, в отличие от животных, не имеют иммунной системы, 
которая могла бы обезвреживать патогены и инфицированные 
клетки. Поэтому растения используют другую стратегию – индукцию 
самоубийства зараженных и окружающих их клеток. Это, с одной 
сто роны, препятствует размножению патогена, а с другой – создает 
барьер из мертвых клеток, отделяющий патоген от здоровой ткани 
[69, 70]. Морфологические признаки клеточной смерти при ГО во 
многом совпадают с перечисленными выше, наблюдаемыми при 
ПКС, индуцированной другими стимулами. Для индукции ГО требу
ется распознавание специальным белком растения (продуктом R 
(resis tance)гена) соответствующего белка патогена (продукта так 
называемого гена авирулентности Avr) [71, 72]. Пары генов R и 
Avr могут кодировать разнообразные белки, или же эти гены могут 
отсут ствовать. Так, в случае растений табака, заражаемых виру сом 
табачной мозаики (ВТМ), геном устойчивости является так назы
вае мый N ген, который имеется не у всех сортов табака. Продукт 
этого гена распознает вирусный белок репликазу (который в данном 
случае и является продуктом гена авирулентности) и включает ГО. 
В результате, ценой гибели ограниченного числа клеток растение 
предотвра щает развитие вирусного заражения. Растения, не имеющие 
гена устойчивости, не отвечают индуцированной клеточной смертью 
(ГО) на заражение, в результате чего патоген распространяется по 
всему растению.
 Вакуоли играют существенную роль в ПКС, происходящей не 
только в процессе развития растительных организмов, но и при ГО, 
выз ванном заражением растений вирусными, бактериальными или 
дру гими патогенами. Описаны два сценария развития событий. При 
вирус ной инфекции происходит лизис тонопласта с высвобождением 
лити ческих ферментов вакуолей в цитозоль [73, 74]. Это имеет биоло
ги ческий смысл, так как подавляющее большинство вирусов расте ний 
размножается именно в цитозоле. 
 При бактериальном или грибном заражении патоген находится 
вне клетки растения – в межклеточной жидкости, называемой апопла
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стом. Такие патогены осуществляют воздействие на клетки растений 
посред ством так называемых «эффекторных» белков, секретируемых 
пато генами в растительные клетки. Для борьбы с некоторыми вне
кле точными патогенами вакуолярная мембрана способна сливаться 
с плазматической мембраной, позволяя гидролитическим ферментам 
вакуоли выходить во внеклеточное пространство [75]. Слияние 
мембран индуцируется взаимодействием продукта Rгена растения и 
фактора авирулентности патогена и заканчивается не только нейтра
ли зацией патогена, но и индукцией ПКС в заражаемых клетках расте
ний. Процесс слияния вакуолярной мембраны с плазматической, 
проис ходящий при ПКС, вызванной определенными штаммами 
пато генов, как оказалось, требует функционирования протеасом рас
ти тельной клетки. Подавление активности протеасомы с помощью 
пеп тидных ингибиторов подавляет слияние мембран и выброс 
вакуо лярных белков в межклеточное пространство [75]. Сайленсинг 
любого из генов, кодирующих субъединицы протеасомы Arabidopsis 
thaliana, также подавляет слияние мембран.
 Активность протеасомы важна не только для слияния мембран, но 
и для развития ГО при бактериальной инфекции. Так, измеряя про
цент мертвых клеток (по их способности окрашиваться трипановым 
синим и по электропроводности тканей, возрастающей при гибели 
клеток), авторы [75] показали, что подавление активности любой из 
субъединиц протеасом препятствует развитию ГО.
 Интересно, что пептидный ингибитор каспазы3 человека 
AcDEVDFMK (более подробно о структуре пептидных ингибиторов 
каспаз см. в следующем разделе) предотвращал развитие ГО в случае 
бактериальной инфекции, что дало авторам [75] основание думать, 
что для слияния мембран нужна активность, подобная актив ности 
каспазы3, и что эта каспазоподобная активность может принад ле
жать растительной протеасоме.
 Следует заметить, что тот факт, что протеасомы животных 
и дрож жей обладают каспазоподобной активностью, известен 
уже давно [76]. Более того, ингибитор протеасомы животных 
AcAPnLDCHO (nL = норлейцин) оказался также ингибитором 
субъеди ницы PBA1 растительной протеасомы, что указывало 
на воз можное наличие у этой субъединицы каспазоподобной 
актив ности. Сайленсирование гена PBA1 арабидопсиса снижало 
DEVDазную активность, обнаруживаемую в экстрактах, что не 
проти воречило высказанному предположению, но, однако, и не 
явля лось его строгим доказательством. При этом наблюдалось 
инги бирование и других субъединиц протеасомы, обладающих 
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трип син и химотрипсинподобными активностями. Помимо этого, 
общий ингибитор протеасомы кластолактацистин βлактон, а 
также сайленсирование генов других субъединиц протеасомы 
также подавляло клеточную смерть. Складывается впечатление, что 
определяющим фактором в осуществлении данного типа ПКС явля
ется активность протеасомы в целом, а не предполагаемая каспазо
подобная активность субъединицы PBA1. В соответствии с этим, 
использование биотинилированного ингибитора DEVDFMK при
вело к подавлению активности не только PBA1, но, как ни странно, 
и других субъединиц протеасомы. Тем не менее, субъединица 
PBA1 связывала ингибитор DEVDFMK. Впрочем, традиционный 
ингибитор протеасомы MG132 (LLLCHO), не содержащий остатка 
D, также был способен модифицировать PBA1 [77]. Повидимому, 
вопрос о том, проявляет ли какаялибо из субъединиц растительной 
протеасомы специфичную каспазоподобную активность и нужна 
ли эта активность для осуществления ПКС у растений, требует 
дальнейшего уточнения.

ПОДХОДЫ К ОБНАРУЖЕНИЮ КАСПАЗОПОДОБНЫХ 
ПРОТЕАЗ РАСТЕНИЙ

Несмотря на наличие ряда сходных черт в проявлении ПКС у живот
ных и растений, остается открытым вопрос, насколько сходны моле
ку лярные механизмы ПКС в двух царствах. Например, отсутст вие 
у растений каспаз – ключевых апоптотических ферментов живот
ных – является удивительным примером различия (по крайней мере, 
формального) между ПКС животных и растений. Поэтому поиск 
ответа на вопрос, выполняют ли какиенибудь протеазы растений 
функции каспаз при ПКС, и если да, то что это за протеазы, – весьма 
актуален.
 Аргументом в пользу того, что протеазы растений со специ
фич ностью каспаз могут существовать и быть задействованы в 
осу ществлении ПКС, послужило то обстоятельство, что белковые 
инги биторы каспаз животных (бакуловирусные белки р35 и OpIAP), 
продуцированные в растениях, в ряде случаев препятствуют разви
тию апоптоза. Трансгенные растения томатов, содержащие ген 
р35, оказались более устойчивыми к токсининдуцируемой ПКС и 
пора жению различными патогенными грибами [78], а развитие ГО 
в листьях трансгенного (по гену р35) табака, вызванное заражением 
бактерией Pseudomonas syringae, оказалось частично подавленным 
[79]. В обоих случаях такие же трансгенные растения, но содержащие 
ген мутантного белка р35, не являющегося ингибитором каспаз 
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животных, не обладали антиапоптотическими свойствами. В 
эмбрио наль ном каллусе кукурузы экспрессия гена р35 также вызы
вала подавление апоптоза [80]. Транзиентная экспрессия гена р35 
в прото пластах A. thaliana предотвращала фрагментацию ДНК и 
гибель клеток при УФоблучении [81]. Трансгенные растения табака, 
содер жа щие ген белка OpIAP, ингибитора каспаз, демонстрировали 
повы шенную устойчивость к ПКС, проявляющуюся в подавлении 
обра зования областей мертвых клеток при инфекции вирусным или 
бакте риальным патогеном [82]. Эти результаты подразумевали, что в 
клетках растений могут существовать протеазы со специфичностью 
каспаз, и что эти ферменты могут быть вовлечены в процесс ПКС и 
в защит ные реакции растений. 
 Поскольку природный белковый субстрат гипотетических каспаз 
растений не был известен, то наиболее прямой путь обнаружения 
каспазоподобной активности в растениях заключался в использова
нии пептидных флуорогенных субстратов, а также пептидных инги
би торов каспаз животных. Стандартными пептидными субстра тами 
каспаз служат тетрапептиды с последовательностью XXXDAFC 
(AFC – 7амино4трифторметилкумарин), где мотив, предшест
вую щий аминокислотному остатку D, после которого происходит 
гидро лиз связи ферментом, характерен для каждой (или нескольких) 
каспазы животных. В результате гидролиза ферментом от Сконце
вого аспартата отщепляется AFC, который начинает флуоресцировать 
(длина волны 505 нм), что и позволяет детектировать расщепление 
субстрата флуориметрически. Специфические пептидные ингиби
торы каспаз животных имеют те же аминокислотные последователь
ности XXXD, но остаток аспартата в них модифицирован альдегид
ной (СНО), фторметилкетонной (FMK) или хлорметилкетонной 
(CMK) группой, которая при связывании субстрата с ферментом 
моди фицирует аминокислотный остаток активного центра (цистеин 
в случае каспаз) [83].
 Использование пептидных субстратов каспаз для выявления 
активности апоптотических протеаз растений началось в 1998 г. со 
став шей классической публикации del Pozo & Lam [84]. Эти авторы 
исполь зовали экстракты из листьев табака NNгенотипа, зараженных 
вирусом табачной мозаики (ВТМ), в которых развивался ГО, или 
же экстракты незараженных растений. Оказалось, что в экстрактах 
апопто тических листьев детектируется протеолитическая активность, 
гидро лизующая специфический субстрат каспазы1 AcYVADAFC, 
в то время как в экстрактах здоровых листьев такая активность 
не наблю дается. Более того, специфические ингибиторы каспаз 
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AcYVADCMK и AcDEVDCMK были способны подавлять как 
эту YVADазную активность, так и препятствовать развитию ПКС в 
расте ниях табака, вызванному бактериальной инфекцией P. syringae. 
Послед нее обстоятельство особенно существенно, так как оно позво
ляет думать, что обнаруженная YVADазная активность может иметь 
отношение к исполнению программы клеточной смерти.
 C тех пор опубликованы десятки работ, в которых испытывали те 
или иные пептидные субстраты и ингибиторы каспаз животных для 
выявления каспазоподобных активностей у растений. В зави си мости 
от того, какой именно пептид оказывался у авторов под рукой, обна ру
женные активности называли DEVDазой, VEIDазой, YVADазой и т.д. 
(см. обзор Bonneau и соавт. [6]). Интересно, что спектр детек тируемых 
каспазоподобных активностей, обнаруживаемых при ПКС растений, 
вызванной различными биотическими и абиотическими стимулами, 
может существенно различаться. Так, довольно часто регистрируется 
DEVDазная активность, однако в ряде случаев такая активность 
отсутст вует и наблюдается другая – например, YVADазная.
 Подводя итог результатам, полученным с использованием описан
ного подхода – применения пептидных субстратов и ингибиторов 
каспаз животных – следует отметить, что они дали веские основания 
считать, что в различных модельных системах ПКС у растений 
активируются протеазы со специфичностью каспаз, и что активность 
этих протеаз может быть важна для осуществления ПКС. 

МЕТАКАСПАЗЫ

 Вскоре после расшифровки геномов арабидопсиса и риса стало 
очевидно, что растения (по крайней мере, те, чьи геномы секвени ро
ваны) не содержат генов каспаз, которые можно было бы обнаружить 
путем простого поиска по гомологии. Поэтому описанные выше 
каспазоподобные активности, наблюдающиеся при ПКС растений 
и участвующие в осуществлении ПКС, повидимому, принадлежат 
протеазам, структурно отличающимся от каспаз. С этим заключением 
было трудно смириться, поэтому всеобщее воодушевление вызвало 
обна ружение, с помощью изощренного биоинформатического ана
лиза, двух семейств протеаз, отдаленно напоминающих каспазы [85]. 
Одно из этих семейств, встречающееся у животных и миксомицетов 
(и поэтому не представляющее для нас сейчас непосредственного 
интереса), было названо паракаспазами, а другое, встречающееся у 
расте ний, грибов и простейших, – метакаспазами.
 Структурно метакаспазы относятся к клану CD цистеинзависи
мых протеи наз, в который также входят каспазы (гидролизую щие 
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после аминокислотного остатка D), легумаины (гидролизующие 
после остатка N и, реже, N и D), сепаразы (гидролизующие после 
остатка R) и бактериальные протеазы клострипаины и гингипаины 
(гидролизующие после R и K). Эти протеолитические ферменты 
объединяют в один клан, поскольку они имеют общий тип простран
ст венной структуры, называемый «caspase/hemoglobinase fold» 
[86], и содержат характерную диаду каталитических остатков Cys 
и His. Геномы растений содержат примерно 10 генов метакаспаз. 
Мета каспазы синтезируются в виде белковпредшественников и 
подраз деляются на два типа [87]. Метакаспазы растений типа I 
(они преобладают у ряда растительных организмов) имеют Nкон
це вой продомен, а метакаспазы типа II его не имеют. В структуре 
мета каспаз выделяют, по аналогии с каспазами, большую (20 кДа) 
и малую (~10 кДа) субъединицы. В случае белкапредшественника 
метакаспаз типа II малая субъединица отделена от большой довольно 
протяженным линкерным участком. В состав большой субъединицы 
метакаспаз входит, как и в случае каспаз, каталитическая диада His 
и Cys. Образование зрелой метакаспазы происходит путем авто ка
талитического процессинга зимогена [88, 89]. Метакаспазы лока ли
зуются в цитозоле клетки растения (рис.).
 Открытие метакаспаз у растений дало основание ожидать, что 
метакаспазы и являются искомыми аналогами каспаз у растений, 
обладающими специфичностью и функциями каспаз. Поначалу 
казалось, что метакаспазы растений действительно обладают 
специфичностью гидролиза каспаз животных. При суперэкспрессии 
генов метакаспаз в растениях отмечалась повышенная каспазная 
активность, а при РНКинтерференции метакаспаз – подавление 
каспазной активности, что выявляли с помощью флуорогенных 
пептидных субстратов каспаз животных [90, 91]. Однако все встало 
на свои места, когда метакаспазы растений были выделены в 
чистом виде и получены рекомбинантные ферменты, и когда был 
изучен автокаталитический процессинг белковпредшественников 
метакаспаз. Оказалось, что метакаспазы не гидролизуют пептидные 
субстраты каспаз, а обладают строгой Arg и Lysспецифичностью 
[88, 92–94]. Развернувшаяся затем в литературе бурная многолетняя 
дискуссия, можно ли считать метакаспазы каспазами [95–97], 
завершилась недавно заключением, что метакаспазы каспазами 
не являются уже потому, что не имеют аспартатной субстратной 
специфичности.
 И все же, пусть метакаспазы и не оказались теми аспартатспе ци
фичными апоптотическими протеазами растений, за которыми шла 
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охота, что удалось узнать нового в отношении ПКС растений при 
изучении метакаспаз? Современная точка зрения на метакаспазы рас
те ний состоит в том, что метакаспазы вовлечены во многие процессы 
в растительной клетке, включая ПКС. Сайленсинг гена одной из 
метакаспаз приводил к нарушению терминальной дифференцировки 
клеток и развития зародыша ели [91]. Нокауты по генам некоторых 
метакаспаз арабидопсиса не имели выраженных нарушений в 
осуществлении ПКС, что, возможно, связано с избыточностью (пере
кры ванием функций) метакаспаз. В то же время, суперпродукция 
мета каспазы8 (AtMC8) усиливала, а РНКинтерференция – подав
ляла ПКС в протопластах, вызванную УФоблучением и перекисью 
водорода [98]. Семена и побеги нокаутированных по AtMC8 растений 

Метакаспаза

Фитаспаза

ЭПР

Ядро

Апппарат Гольджи

Плазматическая
мембрана

При индукции ПКС

Вакуоль

VPE

Клеточная стенка

Апопласт

Рис. Разнообразие локализации протеаз, участвующих в осуществлении про
грам мированной клеточной смерти растений. 
 Метакаспазы находятся в цитозоле, VPE – в вакуолях. Фитаспазы секрети
ру ются из растительной клетки (с помощью канонического пути, включающего 
эндо плаз ма тический ретикулум (ЭПР) и аппарат Гольджи) в межклеточную жид
кость (апопласт) здоровых растений. При индукции клеточной смерти фитаспазы 
быстро перемещаются из апопласта в цитозоль.
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арабидопсиса проявляли повышенную устойчивость к обработке 
гербицидом метилвиологеном. Описано участие метакаспазы араби
доп сиса AtMC4 в осуществлении клеточной смерти, вызванной 
окис ли тельным стрессом и токсином фумонизином В1 [99]. Недавно 
показано, что метакаспаза AtMC1 типа I арабидопсиса является 
позитивным регулятором ГО, а другая метакаспаза (AtMC2) подав
ляет проапоптотическое действие первой [100]. Интересно, что 
для этого подавления не требовалось наличия протеолитической 
актив ности у AtMC2, поскольку мутант по остатку Cys активного 
центра сохранял антиапоптотические свойства. Таким образом, 
мета каспазы, повидимому, являются мультифункциональными 
клеточ ными ферментами.
 Единственным известным белковым субстратом метакаспаз 
растений является эволюционно консервативный белок TSN (Tudor 
staphylococcal nuclease), функция которого у растений не установлена 
[101]. Рекомбинантный белок TSN гидролизуется метакаспазой 
mcIIPa ели в четырех местах в соответствии со специфичностью 
мета каспаз (после остатков R и K). Аналогичная фрагментация этого 
белка наблюдается при ПКС, вызванной окислительным стрессом или 
проис ходящей в процессе развития зародыша. Интересно отметить, 
что белок TSN человека является мишенью каспазы3, однако в 
этом случае в молекулу TSN вносится всего один разрыв, имеющий 
регу ляторное значение, который не совпадает с местами гидролиза 
мета каспазой.

ВАКУОЛЯРНАЯ ПРОТЕАЗА VPE

 Вакуолярная протеаза растений VPE (vacuolar processing enzyme) 
является цистеинзависимой протеазой, локализующейся в вакуолях 
растительной клетки (рис.), где она участвует в процессинге вакуоляр
ных белков. VPE относится к легумаинам, которые, в свою очередь, 
входят в состав клана протеаз CD, к которому принадлежат каспазы, 
метакаспазы и ряд других протеаз (см. выше). Принадлежность VPE к 
клану CD проявляется в пространственной укладке протеолитичес кого 
домена и наличии каталитических остатков His и Cys в характерных 
позициях. Однако сходство аминокислотной последовательности 
VPE и других представителей клана очень невелико. Так же, как 
и большинство протеаз, VPE арабидопсиса синтезируется в виде 
неак тив ного предшественника, причем отщепляемые продо мены 
нахо дятся как с N, так и с Сконца протеазного домена. Процессинг 
белкапредшественника может осуществляться автокаталитически 
[102, 103]. На самом Nконце белкапредшественника расположен 
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сиг наль ный пептид, направляющий синтезируемый белок в вакуоль. 
 VPE обладает характерной для легумаинов субстратной специ фич
ностью, гидролизуя пептидную цепь после остатка аспарагина (N), и 
каноническим ингибитором этой протеазы является AcESENCHO. 
Использование ряда синтетических пептидов, соответствующих 
некоторым белкам растений, показало, что VPE может гидролизовать 
пептидные связи и после некоторых остатков D, хотя эффективность 
такого расщепления ниже, чем после остатка N [102]. Более того, 
один из каспазных ингибиторов, биотинилированный VADFMK, 
вве ден ный в листья, ковалентно связывался с VPE [104]. Интересно, 
что AcYVADCHO мог выступать в качестве конкурента VADFMK, 
а AcDEVDCHO такой способностью не обладал. Связывание VPE 
арабидопсиса с VADFMK и YVADCMK было подтверждено и дру
гой группой исследователей [105]. На этом основании авторы пришли 
к заключению, что VPE растений обладает активностью каспазы1. 
Продуцированная в клетках насекомых и «частично очищенная» 
рекомбинантная γVPE (одна из четырех форм VPE, существующих у 
растений) [106] обладала способностью гидролизовать флуорогенный 
субстрат VPE AcESENAMC (AMC, 7амино4метилкумарин) и 
кас пазы1 AcYVADAMC, но не гидролизовала AcDEVDAMC 
(субстрат каспазы3).
 Еще один пример связан с VPE мака. Рекомбинантный фер мент 
про дуцировали в клетках E. coli и очищали с помощью аффин ной 
хро ма тографии. Фермент был способен присоединять биотинили
ро ванный DEVDCHO, но не YVADCHO. Что удивительно, такой 
актив ностью обладал белокпредшественник и фермент, сохранив
ший Nконцевой продомен, а зрелая форма VPE не обладала [107]. 
Тем не менее, гидролитическая активность VPE мака проявлялась в 
отношении не только субстрата AcDEVDAMC, но и YVADпроиз
вод ного, а также производного IETD и, в меньшей степени, LEVD и 
VEID. И в этих случаях протеолитической активностью обладали лишь 
предшественники VPE, а не зрелая форма фермента. Другой неожи
данный результат заключался в том, что обладающая активностью 
проVPE не подвергалась автокаталитическому процессингу.
 Таким образом, в настоящее время не очень понятно, какой 
каспазоподобной активностью обладает VPE, нужен ли процессинг 
белкапредшественника для активации фермента и как он происходит. 
Возможно, имеющиеся расхождения связаны с видовыми различиями 
или со способами получения фермента для анализа его активности.
Как бы то ни было, имеет ли VPE отношение к ПКС растений? 
Сущест вующие данные указывают на то, что VPE может быть 
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вовле чена в осуществление ПКС, и это, не в последнюю очередь, 
связано с локализацией этого фермента в вакуолях (рис.). Показано, 
что VPE принимает участие в ПКС, происходящей в листьях табака 
при вирусном (ВТМ) заражении и включающей разрыв тоно пласта, 
фрагментацию ДНК и образование областей мертвых клеток. 
Сайленсинг четырех генов VPE подавляет коллапс вакуоли, фраг
мен тацию ДНК и образование некрозов [74, 104, 108]. Каким именно 
образом VPE вовлечена в описанные процессы – неизвестно. Инте
ресно, что экспрессия генов VPE возрастает в начале ГО и затем 
быстро спадает. Возможно, это указывает на роль VPE на ранних 
этапах клеточной смерти. VPE вовлечена также в развитие ПКС, инду
ци руемое некоторыми токсинами грибов. Морфологически эта гибель 
клеток похожа на ВТМиндуцируемый ГО [106]. И в этом случае 
инак тивация всех четырех генов VPE подавляет осуществление ПКС.
 Следует отметить, что ингибирование VPE (добавлением 
AcYVADFMK, в частности) не влияло на развитие ПКС в ответ на 
бакте риальное заражение, в отличие от ПКС, вызываемой вирусной 
инфекцией [75]. При этом интересно отметить, что процесс слияния 
вакуолярной мембраны с плазматической, происходящий при ПКС, 
вызванной определенными штаммами патогенов, также не зависит 
от VPE.
 Таким образом, существует связь между активностью VPE и неко
то рыми формами ПКС растений. В какой степени это участие VPE в 
клеточной гибели связано с вероятной каспазоподобной активностью 
фермента и какие белки являются апоптотическими мишенями VPE – 
пред стоит выяснить.

СУБТИЛИЗИНПОДОБНЫЕ ПРОТЕАЗЫ РАСТЕНИЙ 
С АСПАРТАТНОЙ СПЕЦИФИЧНОСТЬЮ

Продуктивным оказался альтернативный подход к поиску апопто
ти ческих протеаз растений, основанный на идентификации расти
тельной протеазы, гидролизующей природный белокмишень по 
тому же сайту, что и каспаза животных. В качестве белкамишени был 
использован белок VirD2 агробактерии Agrobacterium tumefaciens – 
пато гена растений, который, как оказалось, может специфично 
фраг ментироваться каспазой3 человека. Было выяснено, что при 
индук ции ГО в растениях табака Nicotiana tabacum генотипа NN, 
вызван ного инфекцией ВТМ, происходит активация растительной 
протеазы, обладающей сходной специфичностью гидролиза белка 
VirD2 (расщепление белка после остатка D в мотиве TATD) [109]. 
Обнаруженная протеаза была названа фитаспазой (от «растительная 
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аспартатспецифичная протеаза») [110]. Активность фитаспазы 
регист рируется также при механическом разрушении растительной 
ткани, что позволило обнаружить активность фитаспазы у самых 
разных растений [111], включая двудольных и однодольных. 
 Идентификация фитаспаз табака и риса продемонстрировала, 
что фитаспазы являются субтилизинподобными протеазами (субти
лазами) растений [110]. И хотя с самого начала предполагалось, что 
каспазоподобные (в функциональном смысле) протеазы растений 
должны структурно отличаться от каспаз животных (в противном 
случае фитаспазы давно идентифицировали бы по гомологии), трудно 
было ожидать, что различие будет столь значительным. Действительно, 
субтилизинподобные протеазы структурно очень сильно отличаются 
от каспаз. Субтилазы являются Serзависимыми протеазами, в то время 
как каспазы – Cysзависимые. Активная каспаза представляет собой 
тетра мер, состоящий из двух больших и двух малых субъединиц, в то 
время как фитаспаза является мономером. Наличие потенциального 
сиг нального пептида в белкепредшественнике фитаспаз (см. ниже) 
могло указывать на внеклеточную локализацию фермента, а каспазы 
явля ются внутриклеточными белками (табл.). 
 Тем не менее, определение субстратной специфичности фитаспаз 
табака и риса показало, что эти ферменты, как и каспазы, гидролизуют 
субстраты строго после остатка D, находящегося в определенном 
амино кис лотном контексте [110]. Оптимальным субстратом фитаспаз 
ока зался пептид AcVEIDAFC (субстрат каспазы6), хотя срав ни
мая (в 2–4 раза меньшая) скорость гидролиза наблюдалась в случае 
произ водных VAD (субстрат разнообразных каспаз), YVAD (субстрат 
каспазы1), VDVAD (субстрат каспазы2), IETD (субстрат кас пазы8), 
LEHD (субстрат каспазы9) (табл.). Единственным исклю чением 
оказался AcDEVDAFC (субстрат каспазы9), который не гидро ли
зовался фитаспазами вообще.
 Способность фитаспаз из разных растительных организмов гид ро
лизовать разнообразные пептидные субстраты каспаз может создать 
иллюзию относительно низкой избирательности растительного 
фермента. Однако такое заключение, повидимому, ошибочно, учи
тывая то обстоятельство, что на уровне белковых субстратов по 
своей избирательности фитаспазы превосходят каспазу3 чело века. 
Фитаспаза, несомненно, является «процессирующим», а не «пере ва
ри вающим» протеолитическим ферментом. Впрочем, это утвержде
ние относится и к каспазам животных.
 Фитаспаза с ее широким спектром гидролизуемых пептидных 
субстратов каспаз одна способна объяснить почти все многообразие 
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Таблица
Сравнение свойств аспартат-специфичных апоптотических 

протеаз животных и растений – каспаз и фитаспаз

Параметр Каспазы Фитаспазы

Тип протеазы Cysзависимые, клан CD Serзависимые, семейство 
субтилаз, подсемейство S8A

Специфичность 
гидролиза

Строго Aspспецифичные Строго Aspспецифичные

Предпочитаемый 
аминокислотный 
мотив сайта узна
вания

DEVD (каспаза3,7), 
VEID (каспаза6), 
IETD (каспаза8), 
LEHD (каспаза9), 
VDVAD (каспаза2)

VEID; несколько хуже 
YVAD, VAD, IETD, LEHD 
и др. 
Не узнается: DEVD

Белкисубстраты Различные белки клетки и 
патогенов

VirD2 Agrobacterium 
tumefaciens

Синтезируется 
в виде

Профермент Препрофермент

Способ процес
синга

Индуцируемый, автоката
литический или осуществ
ляемый другой каспазой

Конститутивный, 
автокаталитический

Зрелый фермент Димер гетеродимеров, 
субъединицы ~ 12 кДа 
и ~ 20 кДа

Мономер, ~ 80 кДа

Локализация Внутриклеточная, в основ
ном цитоплазматическая

Внеклеточная в здоровых 
тканях (апопласт); переме
щается в цитозоль при 
индук ции ПКС

Роль в ПКС Инициация и 
осуществление ПКС

На ранних стадиях (до 
участия митохондрий); 
фрагментация чужеродных 
белков
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каспазоподобных активностей, обнаруживаемых при ПКС растений 
с использованием таких субстратов. Поэтому, вероятно, количество 
раз но образных каспазоподобных ферментов у растений не так удру
чающе велико, как принято считать. Есть, правда, одно исключение. 
Фитаспаза не обладает DEVDазной активностью (табл.), которая 
довольно часто выявляется при ПКС у растений. Следует ожидать 
поэтому, что, по крайней мере, еще одна каспазоподобная протеаза 
растений до сих пор не открыта.
 Было также выявлено участие фитаспаз в осуществлении ПКС 
у растений, вызванной биотическими и абиотическими стрессами. 
Повы шение уровня активности фитаспазы при суперпродукции 
фермента стимулировало протекание клеточной смерти, а снижение 
активности фитаспазы при помощи специфического ингибитора или 
путем РНКинтерференции подавляло ПКС [110].
 Таким образом, фитаспазы близки к каспазам как по своей спе
ци фичности, так и по той роли, которую эти протеазы играют в осу
ществле нии ПКС. Однако структурно фитаспазы принципиально 
отлича ются от каспаз, и это отличие, как оказалось, имеет важные 
функцио нальные следствия. Показано, что фитаспазы синтезируются 
в виде неактивного белкапредшественника, содержащего Nконце
вой сигнальный пептид, продомен и собственно протеазный домен. 
Nконцевой сигнальный пептид в составе профермента направляет 
секрецию фитаспазы из растительной клетки. Активная фитаспаза 
образуется путем отщепления продомена. Этот процесс происходит 
авто каталитически и конститутивно, т.е. даже в отсутствие ПКС. 
Отщеп ление продомена необходимо для образования протеолити
чески активного фермента и для его секреции. 
 В здоровых тканях растений фитаспаза накапливается в межкле
точной жидкости (апопласте) (рис.). Таким образом достигается 
пространственное разобщение фермента и его внутриклеточных 
субстра тов. Однако при индукции ПКС фитаспаза перемещается 
из апопласта внутрь умирающей растительной клетки и получает 
доступ к своим внутриклеточным белкаммишеням [110]. Механизм 
этого совершенно нового явления неизвестен, но имеются основания 
считать, что «ретроградный» транспорт фитаспазы происходит 
специфично.
 Локализация процессированной фитаспазы в апопласте может 
означать, что у фермента имеются защитные функции, связанные с 
протеолизом (нейтрализацией) эффекторных белков бактериальных 
патогенов. В настоящее время известен единственный природный 
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белокмишень апоптотических субтилаз растений, и это – белок 
VirD2 фитопатогенной бактерии A. tumefaciens. В процессе заражения 
растений бактериальный белок VirD2 с присоединенной к нему 
бактериальной ДНК (ТДНК) попадает в цитоплазму растительной 
клетки, а затем импортируется в ядро. Это обеспечивает интеграцию 
бакте риальной ДНК в геном растений и трансформацию раститель
ной клетки [112]. Для активного транспорта в ядро белок VirD2, 
хотя он и является бактериальным, оснащен сигналом ядерной 
лока ли зации [113]. Показано, что гидролиз фитаспазой белка VirD2 
агро бактерий представляет собой защитный механизм растительной 
клетки, ограничивающий доставку в ядро и экспрессию чужеродной 
(агро бак териальной) ДНК [114]. Это происходит потому, что следст
вием расщепления фитаспазой белка VirD2 по сайту TATD400 
явля ется удаление короткого Сконцевого фрагмента белка VirD2. 
Поскольку именно в этой области VirD2 находится сигнал его ядер
ной локализации, то укороченный фитаспазой белок VirD2 утра
чи вает способность импортироваться в ядро растительной клетки 
и транспортировать туда присоединенную к нему бактериальную 
ТДНК.
 Субтилизинподобные протеазы подсемейства S8A, к которому 
принадлежат фитаспазы и все другие растительные субтилазы, 
обычно не отличаются высокой специфичностью гидролиза [115, 
116]. Способность же специфично гидролизовать субстраты строго 
после остатка D вообще является редкостью среди протеаз. В этой 
связи следует отметить, что у каждого вида растений имеются десятки 
генов субтилаз (более 50 членов семейства у A. thaliana и более 60 – 
у риса Oryza sativa [117, 118]). Охарактеризованы лишь единичные 
представители этих семейств, и ни одна из идентифицированных 
ранее субтилаз активностью фитаспаз не обладала. Представляет 
инте рес вопрос: сколько членов семейства субтилаз у каждого вида 
расте ний имеет аспартатную специфичность – один или несколько? 
Если несколько, то было бы интересно узнать, различаются ли эти 
фер менты по предпочитаемым сайтам гидролиза, локализации, 
экспрес сии в тканях, участию в ПКС в процессе развития и в ответ 
на стрессы.
 По своей высокой избирательности гидролиза субстратов фитас
пазы напоминают субтилизинподобные протеазы животных и дрож
жей, называемые пропротеин конвертазами и относящиеся к подсе
мейству S8B (которое у растений, повидимому, не встре ча ется) [119, 
120]. Конвертазы участвуют в процессинге белковпред шест венни ков, 
что ведет к образованию биологически активных пептидов и белков, 
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и можно допустить существование похожей функции у фитаспазы 
в свободное от ПКС время. Надо отметить, правда, что конвертазы 
вносят разрыв в белкимишени после остатков основных аминокис
лот (K, R), а не после D.
 К субтилизинподобным протеазам растений относится, повиди
мому, и саспаза овса [121]. Модель ПКС, в которой была обна
ру жена эта активность, представляла собой растения овса Avena 
sativa, заражаемые грибом Cochliobolus victoria. Этот патоген 
секре ти рует необычный токсин, называемый викторином. ПКС, 
вызываемая викторином, представляет собой ГО на заражение [68, 
122, 123]. Из листьев овса, обработанных викторином, была выде
лена протеаза, названная саспазой (серинзависимой аспартатспеци
фичной протеазой). Саспаза, как и фитаспаза, способна гидролизовать 
многие пептидные субстраты каспаз [121, 124] и при этом не имеет 
DEVDазной активности. Секвенирование нескольких пептидов фер
мента показало, что сам белок должен принадлежать к субтилизин
подоб ным протеазам (субтилазам) растений. Можно думать, что 
саспаза – это фитаспаза овса, но между двумя ферментами есть и 
инте рес ное различие. В то время как фитаспазы двух эволюционно 
отдаленных растений – табака и риса – предпочитают производное 
VEID в качестве субстрата, саспаза не гидролизует производное VEID 
вовсе [121]. Вопрос о причине этого отличия можно решить после 
иден тификации саспазы. 
 Интересно, что при индукции ПКС викторином или тепловым 
шоком активность саспазы начинала детектироваться в апопласте, 
хотя до индукции ПКС такой активности в апопласте не наблюдалось 
[121]. Предполагается, что в ответ на индукцию ПКС может проис
ходить либо быстрая секреция саспазы в апопласт, либо демас ки ро
ва ние уже находящейся в апопласте протеазы.

IV. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
ПКС у растений демонстрирует ряд общих черт с ПКС у животных, но, 
в то же время, имеет и ряд существенных отличий. Протеолитические 
ферменты, участвующие в осуществлении ПКС, локализуются в раз
личных компартментах клеток растений: в цитоплазме (мета кас пазы), 
в вакуолях (VPE), а также в межклеточной жидкости (фитаспазы) 
(рис.). Впрочем, пример фитаспазы, перемещающейся из апопласта 
в цитоплазму при индукции ПКС, показывает, что локализация фер
мента в определенном компартменте здоровых клеток (тканей) не 
исклю чает функционирования этой протеазы совсем в другом месте 
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умирающих клеток. Представляют существенный интерес вопросы, 
как распределяются функции между апоптотическими протеазами 
расте ний и способны ли они оказывать влияние на функционирование 
друг друга.
 Из рассмотренных протеолитических ферментов растений, участ
вующих в осуществлении ПКС, фитаспазы наиболее близко соот
ветствуют каспазам животных по субстратной специфичности (табл.). 
В то же время, структурно эти апоптотические протеазы животных и 
расте ний совершенно не похожи, и более того, фитаспазы являются 
Serзависимыми, а каспазы – Cysзависимыми ферментами. Из срав
не ния свойств каспаз и фитаспаз складывается впечатление, что 
живот ные и растения руководствовались различными тактическими 
приемами, приведшими в итоге к сходному принципиальному реше
нию: созданию протеаз со сходной функцией и специфичностью.
 Животные и растения используют различные стратегии в отноше
нии своих апоптотических протеаз. Как каспазы, так и фитаспазы 
син те зируются в виде неактивных белковпредшественников, однако 
дальше пути расходятся. Прокаспазы хранятся внутри клеток живот
ных. Их активация путем процессинга и ассоциации субъединиц 
проис ходит в ответ на ПКСиндуцирующие стимулы и приводит к 
фраг ментации внутриклеточных белковмишеней и гибели клетки. В 
противоположность этому сценарию, профитаспазы процессируются 
конститутивно и автокаталитически с образованием активного фер
мента даже в отсутствие ПКСиндуцирующих воздействий. Однако 
зрелые фитаспазы при этом секретируются из клетки в апопласт – 
благодаря наличию сигнального пептида в составе белкапред шест
вен ника. Это позволяет пространственно отделить активный протео
ли тический фермент от внутриклеточных белковмишеней и избежать 
несанкционированного протеолиза и гибели клеток. При индукции 
ПКС фитаспаза транспортируется из апопласта внутрь клеток, что 
при во дит к фрагментации внутриклеточных белков.
 Таким образом, контроль за внутриклеточной активностью каспаз 
осуществляется на уровне процессинга белковпредшественников, а 
фитаспаз – на уровне транспорта фермента из апопласта в цито плазму. 
Можно заключить, что растения выработали свой собствен ный 
механизм контроля за апоптотическими протеазами, не встре чаю
щийся (или пока не обнаруженный) у животных [124, 125]. Таким 
образом, клетки животных и растений демонстрируют как общие 
черты, так и существенные различия в том, как они обращаются со 
своими апоптотическими протеазами.
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