НАЦІОНАЛЬНА АКАДЕМІЯ  НАУК  УКРАЇНИ
ДЕРЖАВНА УСТАНОВА 

«ІНСТИТУТ ХАРЧОВОЇ БІОТЕХНОЛОГІЇ ТА ГЕНОМІКИ НАЦІОНАЛЬНОЇ АКАДЕМІЇ НАУК УКРАЇНИ»

Реферат

на цикл наукових праць

на здобуття щорічної премії Президента України для молодих вчених

«Роль цитоскелету в опосередкуванні дії абіотичних факторів на  рослинну клітину»
	КРАСИЛЕНКО Юлія Андріївна
	кандидат біологічних наук, науковий співробітник відділу клітинної біології та біотехнології ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України»

	ГОРЮНОВА Інна Іванівна
	кандидат біологічних наук, науковий співробітник відділу клітинної біології та біотехнології ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України»

	ПЛОХОВСЬКА Світлана Григорівна
	Провідний інженер відділу геноміки та молекулярної біотехнології ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України»


КИЇВ-2017
Актуальність роботи. Основні складові рослинного цитоскелету – мікротрубочки та актинові філаменти – відіграють ключову роль у  процесах росту і морфогенезу клітин, тканин і органів рослин, визначають субклітинну організацію, розподіл, полярність, диференціацію клітин, впливають на рух органел, внутрішньо- та міжклітиний транспорт речовин, процеси ендо- та екзоцитоз. Мікротрубочки, високодинамічні складові  рослинної клітини,  які забезпечують ряд важливих клітинних процесів, зокрема, поділ і ріст, позиціювання органел, підтримка постійної форми і полярності клітин, мікрокомпартменталізацію і внутрішньоклітинний транспорт. Організація мікротрубочок дуже чутлива до різноманітних біотичних і абіотичних факторів і до дії внутрішньоклітинних сигналів, зокрема, фітогормонів, оксиду азоту і речовин з антимітотичною активністю (таксол, колхицин и др.) тощо. Мікрофіламенти або актинові філаменти також беруть участь в забезпеченні окремих етапів поділу клітини,  підтримують її постійну форму і рухливість одночасно, процеси внутрішньоклітинного транспорту і рух органел. Організація та динаміка актинових філаментів також регулюються гормонами та іншими типами внутрішньоклітинних сигнальних молекул; і є чутливими до біотичних і абіотичних факторів: патогенів вірусной, бактеріальної  або грибкової природи, осмотичного стресу, низьких температур, сила тяжіння, ультрафіолету тощо. Саме тому, одним з інтенсивно розвиваючих направлень у дослідженні цитоскелету рослинної клітини є вивчення відповіді даних структур на дію різних факторів навколишнього середовища. У своїх дослідженнях нами були використані найбільш розповсюджені з них, а саме УФ, токсичні метали та низькі температури. 
Однією з найбільш гострих є проблема забруднення металами ґрунтів, що негативно впливає як ріст та морфогенез рослин, так і на тварин і людей, які споживатимуть ці рослини в їжу. З`ясування особливостей токсичного впливу на ріст і морфогенез рослин, а також на механізми, які лежать в основі цих процесів, може слугувати підґрунтям для пошуку ефективних стратегій боротьби з негативними наслідками цих впливів. За найбільш розповсюдженою класифікацією під визначення «важкі метали» підпадають елементи з металічними властивостями і відносною атомною масою 40−50 Да і густиною 4±1 г/см3. Було використано медико-біологічний підхід, за яким до важких належать метали, які проявляють широкий ступінь і спектр токсичних властивостей по відношенню до живих організмів. Ключовим поняттям в реалізації токсичності важких металів є концентрація, оскільки багато з них, зокрема,  залізо, мідь, цинк, молібден та ін. виконують ряд регуляторних функцій у клітинах  про- і еукаріот. Проте при перевищенні їх фізіологічних концентрацій вказані елементи здатні викликати цитотоксичні ефекти. Фізіологічні аспекти впливу металів-полютантів добре висвітлені, зокрема, відома здатність металів впливати на ріст, розвиток, фотосинтез та ін. процеси у рослин. Проте, внутрішньоклітинні мішені для впливу металів залишаються не в повній мірі дослідженими. Зокрема, в клітинах рослин, у відповідь на збільшення концентрації металів  відбуваються зміни властивостей клітинної стінки, деградація плазмалеми, компартементалізація  у вакуолях, порушення функціонування хлоропластів і мітохондрій, зміна фітогормонального балансу, посилений синтез поліамінів, фітохелатинів, металтіонінів та інших стресових сполук. Одним із специфічних проявів цитотоксичного впливу металів є зміни швидкості проліферації клітин, а отже, організації клітинних структур, які її контролюють,  а також запрограмована клітина загибель або некроз у клітин. Оскільки більшість із токсичних і важких металів впливають на ріст і морфогенез  у рослин, то ймовірною мішенню для їхнього впливу у клітинах рослин можуть виступати компоненти цитоскелету, а саме мікротрубочки і актинові філаменти. Тому вивчення впливу металів-полютантів на мікротрубочки і актинові філаменти є дуже актуальним питанням для встановлення внутрішньоклітинних мішеней їх впливу, що в подальшому сприятиме розробленню нових ефективних стратегій в боротьбі з забрудненням ґрунтів цими металами. 
Низька температура є не менш важливим абіотичним фактором, який впливає на ріст та розвиток рослин, а також на полімерний склад компонентів цитоскелету, їх орієнтацію, організацію і взаємодію з різними внутрішньоклітиними структурами. Ряд отриманих даних свідчить на користь того, що рослинні мікротрубочки розбираються у відповідь на дію низької температури. Така деполімеризація мікротрубочок рослин пов'язана з індукованої холодом експресією ряду генів і активацією відповідних сигнальних шляхів у відповідь на дію низьких температур. Зокрема, продемонстрована важлива роль в цьому процесі фосфорилювання основного білка мікротрубочок, тубуліну, що вказує на його залучення в динамічний відповідь даних структур на дію холоду у рослин. Холодовий стрес викликає зміни в складі біомембран ліпідів, що впливає на їх плинність і включає в себе синтез і накопичення сполучних розчинних речовин, синтез індукованих холодом білків, зміни вуглеводного метаболізму, підвищення радикального потенціалу в клітинах, перерозподіл внутрішньоклітинних іонів Сa2+, ультраструктурні зміни в широкому діапазоні клітинних компонентів, в тому числі пластид, тилакоїдів мембран і процесів фосфорилювання.
Відомо, що морфогенез рослин координується за допомогою ряду внутрішньоклітинних посередників, зокрема Ca2+, H2O2, цАДФР, цАМФ, СО і оксиду азоту (NO), проте компоненти сигнальних каскадів за участю цих молекул у рослин потребують детального вивчення. Особливий інтерес становить з'ясування механізмів сигналінгу NO – універсального вторинного посередника в клітинах еукаріотичних організмів, за відкриття регуляторної ролі якого Р. Фуршгот, Л. Ігнарро та Ф. Мурад у 1998 р. отримали Нобелівську премію в галузі фізіології та медицини. Передача сигналу від NO у рослинній клітині може здійснюватися через регулювання вмісту цГМФ, Ca2+ та інших біологічно активних молекул, а також шляхом посттрансляційних модифікацій відповідних білків. Окрім регуляції росту та диференціації, NO залучений до відповіді рослин на дію біотичних та абіотичних стресових факторів, зокрема, ультрафіолетового випромінювання спектру В та низьких температур. Рушійною силою морфогенезу, як зазначалося вище також виступають компоненти цитоскелету. 
Водночас, гетерогенність і, відповідно, функціональні можливості різних популяцій складової рослинного цитоскелету – мікротрубочок визначаються низкою комбінацій ізотипів α- та β-тубулінів, а також набором їх посттрансляційних модифікацій. Пострансляційні модифікації рослинного α- та β-тубуліну вивчені недостатньо і потребують обґрунтування їх функціональної ролі.  Для з’ясування механізмів сигналінгу NO актуальною є ідентифікація рослинних білків, що зазнають його безпосереднього впливу. Оскільки мікротрубочки забезпечують реалізацію численних фізіологічних процесів у рослин, які опосередковуються NO, тубулін як основний білок мікротрубочок може підлягати пострансляційним модифікаціям, що зумовлені NO. Однією з таких модифікацій є нітротирозилювання α-тубуліну. Необхідність отримання доказів нітротирозилювання рослинного α-тубуліну для поглиблення знань про внутрішньоклітинні шляхи передачі сигналу від NO і його значення для рослинної клітини при дії різних абіотичних факторів, зокрема УФ-В, і визначає актуальність даної проблеми. Разом з тим, останнім часом, накопичується все більше даних про дію УФ-В, токсичних металів та низьких температур на цитоскелет рослинних клітин, проте в більшій мірі вони стосуються впливу на поділ клітин, в якому провідну роль відіграють мікротрубочки у складі мітотичних фігур. Тоді як проблема впливу металів-полютантів на прижиттєву організацію мікротрубочок і мікрофіламентів  інтерфазних клітин залишається практично не дослідженою. Разом з тим відомості щодо впливу низьких позитивних температур на організацію мікрофіламентів обмежені, тому нами було досліджено механізми холодостійкості у клітинах Arabidopsis за участі актинових філаментів, а також показано вплив токсичних металів на мікротрубочки і актинові філаменти у якості потенційних мішеней для їх впливу, що і визначає актуальність нашого дослідження.
Метою даного циклу робіт було за допомогою світлової та люмінісцентної мікроскопії, лазерної скануючої конфокальної мікроскопії, біохімічних методів (гель-електрофорезу, Вестерн-блот аналізу, імунопреципітації тубуліну), методу культури клітин, методів статистичного аналізу з’ясувати залежність  процесів росту та диференціації клітин головних коренів проростків A. thaliana і, відповідно, організації мікротрубочок від дії модуляторів вмісту екзогенного і ендогенного NO та маркеру активності NO 3-нітротирозину, а також дослідити ролі NO у відповіді рослинної клітини на дію УФ-В. Показати залежність процесів росту і морфогенезу клітин головних коренів проростків Arabidopsis thaliana і, відповідно, організації мікротрубочок і актинових філаментів від впливу металів-полютантів Cd2+,  Ni2+, Cu2+ і Zn2+. Продемонструвати залежність процесів росту і морфогенезу клітин головних коренів проростків Arabidopsis thaliana і, відповідно, організацію та орієнтацію актинових філаментів від впливу холодового фактору та з’ясувати функціональних наслідків цього абіотичного фактору на рослинну клітину.
У результаті проведених досліджень:
· було показано залежність процесів росту та диференціації клітин головних коренів проростків A. thaliana і, відповідно, організації мікротрубочок від дії модуляторів вмісту екзогенного (донори NO − нітропрусид натрію і S-НАП; перехоплювач NO − к-ФTIO) та ендогенного NO (інгібітор синтази NO − L-НАМ), а також маркеру активності NO (3-нітротирозину), що поглиблює відомості про NO як сигнальну молекулу, яка опосередковує процеси морфогенезу рослин. Досліджено роль NO у забезпеченні відповіді рослинної клітини на дію такого важливого абіотичного фактора як УФ-В; 
· встановлено, що донори NO нітропрусид натрію та S-НАП індукують ріст головних коренів A. thaliana та реорганізацію мікротрубочок у епідермальних клітинах зони диференціації, що призводить до появи зачатків кореневих волосків. В той же час, перехоплювач NO к-ФТІО є негативним регулятором росту головних коренів та утворення кореневих волосків, оскільки спричиняє деполімеризацію мікротрубочок у трихобластах та свелінг клітин різних зон головних коренів;

· виявлено, що ріст і диференціація головних коренів A. thaliana та організація мікротрубочок у їх клітинах змінюються під впливом конкурентного інгібітора синтази NO L-НАМ, що свідчить про важливість L-аргінінзалежного шляху синтезу ендогенного NO для підтримання організації рослинних мікротрубочок; 
· продемонстровано, що 3-нітротирозин спричиняє сповільнення росту головних коренів A. thaliana і призводить до рандомізації ендоплазматичної сітки мікротрубочок у клітинах апікальної меристеми, а також кортикальних мікротрубочок у епідермальних клітинах перехідної зони та зони розтягу, що може бути однією з причин інгібування росту головних коренів A. thaliana;
· шляхом імунопреципітації α-тубуліну з клітин BY-2 за допомогою специфічних антитіл TU-16, іммобілізованих на протеїн-L-агарозі, і наступним Вестерн-блот аналізом з антитілами проти нітротирозину встановлено наявність нітротирозилювання рослинного α-тубуліну. -Тубулін також було виявлено у фракції нітротирозильованих білків з лізату інтактних клітин  ВY-2, що свідчить про нітротирозилювання -тубуліну за фізіологічних умов. 
· за допомогою імунофлуоресцентної мікроскопії з використанням специфічних антитіл проти α-тубуліну та 3-нітротирозину виявлена переважна колокалізація 3-нітротирозину і α-тубуліну на препрофазних стрічках, мітотичних веретенах та фрагмопластах клітин ВY-2, що свідчить на користь залучення нітротирозильованого α-тубуліну до регуляції динамічних властивостей мікротрубочок;
· донор NO нітропрусид натрію не призводить до порушень організацїї мікротрубочок у інтерфазних та мітотичних клітинах ВY-2, проте спричиняє дозозалежне зменшення загальної кількості мітотичних побудов мікротрубочок порівняно з контролем, що підтверджує зв'язок функціональної ролі нітротирозилювання α-тубуліну з регулюванням динамічних властивостей мікротрубочок;
· виявлено, що попередня обробка проростків A. thaliana нітропрусидом натрію за умов подальшого опромінення УФ-В дозами 6,8−68 кДж/м2 сприяє відновленню активності росту та початкової морфології головних коренів, а також реорганізації мікротрубочок у їх клітинах. Отримані результати вказують на існування функціонального взаємозв'язку між змінами вмісту NO та організацією мікротрубочок при дії УФ-В на рослини;
· продемонстровано, що опромінення надземної частини рослин A. thaliana УФ-В призводить до опосередкованого уповільнення росту їх головних коренів, активного формування кореневих волосків, а також реорганізації мікротрубочок насамперед у клітинах перехідної зони коренів. Цей факт свідчить про наявність дистанційної передачі сигналу при опроміненні рослин УФ-В, яка може реалізуватися, в тому числі, і за участю NO;
· продемонстровано, що Сd2+, Ni2+, Cu2+ інгібують ріст головних коренів, тоді як Zn2+навпаки стимулююче впливає на ріст головних коренів та виявлено, що Сd2+, Ni2+, Cu2+ викликає порушення морфогенезу коренів у вигляді ініціації росту і збільшення довжини кореневих волосків, свелінгу переважно епідермальних і клітин кортексу зон елонгації і диференціації під впливом вище зазначених іонів важких металів, тоді як Zn2+не викликав деструктивнихзмін морфології головних коренів;
· показано, що  Сd2+, Ni2+, Cu2+ спричиняють відмирання клітин кореневого апексу і частково перехідної зони;
· за допомогою лазерної скануючої конфокальної мікроскопії показано, що причиною даних порушень є безпосередній вплив іонів важких металів на мікротрубочки клітин різних ростових зон кореня. Порушення нативної організації мікротрубочок спостерігалося під впливом усіх використаних токсичних металів. Проте найбільш чутливими до дії Сd2+ виявились мікротрубочки клітин апікальної меристеми та перехідної зони, до впливу Ni2+ – кортикальні мікротрубочки зони клітинних поділів та розтягу, для Сu2+ – мікротрубочки клітин зони клітинних поділів, для Zn2+ –мікротрубочки клітин перехідної зони;
· продемонстровані зміни прижиттєвої органінізації актинових філаментів, які нарівні з мікротрубочками виступають потенційними мішенями для впливу іонів важких металів. Проте актинові філаменти клітин різних ростових зон кореня, виявились не в однаковій мірі чутливими, до дії різних металів. Отже, для Сd2+ + найбільш чутливими виявились мікрофіламенти клітини зони клітинних поділів і перехідної зони, для Ni2+ - актинові філаменти перехідної зони та зони елонгації, для Сu2+ – актинові філаменти клітин зони клітинних поділів та диференціації, тоді як Zn2+ не викликав суттєвих змін в організації актинових філаментів;
· вперше проведено дослідження особливостей просторової організації актинових філаментів в різних типах клітин всіх функціональних зон первинного кореня A. thaliana (GFP-ABD2-GFP) в умовах in vivo після впливу низьких температур +4◦С та +0,5◦С, що пов’язано у часі із змінами показників росту та морфології кореня; 
· встановлено, що актинові фiламенти в клітинах різних росткових зон кореня мають різну ступінь чутливості до дії холодового фактора. Найбільш чутливими до впливу досліджуваних температур виявлись  мікрофіламенти клітин кореневих волосків, апікальної меристеми, а також  епідермальних клітинах зони розтягу кореня;
· отримані нами дані також демонструють негативний вплив комбінованої дії низької температури та перехоплювача к-ФТІО (100 мкМ) на прижиттєву організацію мікрофіламентів в різних типах клітин головного кореня A.thaliana. Встановлено, що порушення орієнтації актинових філаментів збільшується при комбінованій дії, що супроводжується дезорганізацією та частковою або повною деполімеризацією актинових філаментів; 
· вперше проведено аналіз конфокальних зображень клітин з різних зон кореня A.thaliana за допомогою програмного забезпечення MicroFilament Analyzer (MFA), що уточнює та суттєво доповнює нашу інформацію щодо впливу низьких температур на просторову організацію актинових філаментів в різних типах клітин кореня. За допомогою програмного забезпечення MFA, нами вперше було встановлено, що під впливом холоду відбуваються не тільки реорієнтація актинових філаментів та зміни характеру полімеризації/деполімеризації актину в клітинах різних зон кореневого апексу, але й диференційно порушується орієнтація мікрофіламентів відносно основної вісі кореня. 
Наукова новизна роботи. Шляхом застосування  донорів та перехоплювача NO, інгібітора синтази NO, а також 3-нітротирозину вперше показано залежність росту, морфології головних коренів A. thaliana і організації мікротрубочок у їх клітинах від внутрішньоклітинного вмісту NO. Виявлено, що найбільш чутливими до змін вмісту NO є мікротрубочки в клітинах перехідної зони та зони розтягу головних коренів A. thaliana. Вперше доведено наявність нітротирозилювання α-тубуліну в рослинних клітинах, а також визначено специфічність локалізації нітротирозину на різних типах мітотичних мікротрубочок (препрофазні стрічки, мітотичні веретена та фрагмопласти). Показано, що нітротирозилювання α-тубуліну не призводить до відчутних змін структурної організації мікротрубочок у клітинах рослин, але може бути пов'язано із регулюванням їх динамічних властивостей. Вперше описано зміни організації мікротрубочок у клітинах головних коренів A. thalianа in vivo внаслідок опромінення УФ-В, супроводжувані уповільненням росту та порушенням морфології головних коренів. З’ясовано, що попередня обробка проростків A. thaliana донором NO з подальшим опроміненням УФ-В запобігає деполімеризації мікротрубочок, що свідчить про можливий функціональний зв’язок між вмістом NO у клітинах та стійкістю цих компонентів цитоскелету до дії УФ-В.
Вперше показано дозо- і часозалежне інгібування росту головних коренів A. thaliana, різноманітні зміни морфології головних коренів, а саме відмирання клітин кореневого апексу, свелінг епідермальних клітин різних ростових зон коренів, збільшення довжини і кількості кореневих волосків як стрес індуковану відповідь клітин на інтоксикацію важкими металами. Продемонстровано, що мікротрубочки і актинові філаменти є потенційними мішенями для впливу використаних металів. Вперше отримано дані стосовно прижиттєвої організації цитоскелету під впливом  Cd2+,  Ni2+, Cu2+ і Zn2+ в клітинах коренів A. thaliana і показано, що кортикальні мікротрубочки в усіх типах інтерфазних клітинах кореню виявились чутливими до впливу різних концентрацій Cd2+, Ni2+ та Cu2+, що є однією з причин описаних нами змін приросту і морфології головного кореня. A. thaliana. Проте найбільш чутливими до дії Сd2+ виявились мікротрубочки клітин апікальної меристеми та перехідної зони, до впливу Ni2+ – кортикальні мікротрубочки зони клітинних поділів та елонгації, для Сu2+ – мікротрубочки клітин зони клітинних поділів, для Zn2+ – мікротрубочки клітин перехідної зони. Щодо впливу використаних токсичних металів на актинові філаменти, то для Сd2+  найбільш чутливими виявились мікрофіламенти клітини зони клітинних поділів і перехідної зони, для Ni2+ – актинові філаменти перехідної зони та зони розтягу, для Сu2+ – актинові філаменти клітин зони клітинних поділів та диференціації, тоді як Zn2+ не викликав суттєвих змін в організації актинових філаментів. 
Вперше проведено дослідження особливостей просторової організації актинових філаментів в різних типах клітин всіх функціональних зон первинного кореня A. thaliana (GFP-ABD2-GFP) в умовах in vivo після впливу низьких температур +4◦С та +0,5◦С, що пов’язано у часі із змінами показників росту та морфології кореня. Встановлено, що актинові фiламенти в клітинах різних росткових зон кореня мають різну ступінь чутливості до дії холодового фактора. Найбільшу чутливість до впливу досліджуваних температур виявлено для актинових філаментів в клітинах кореневих волосків, меристематичних клітинах, а також  епідермальних клітинах зони розтягу кореня. Вперше проведено аналіз конфокальних зображень клітин з різних зон кореня A.thaliana за допомогою програмного забезпечення MicroFilament Analyzer (MFA), що уточнює та суттєво доповнює нашу інформацію щодо впливу низьких температур на просторову організацію актинових філаментів в різних типах клітин кореня. За допомогою програмного забезпечення MFA, нами вперше було встановлено, що під впливом холоду відбуваються розрідження динамічної актинової сітки та зміни характеру полімеризації/деполімеризації актину в клітинах різних зон кореневого апексу, а також змінюється орієнтація мікрофіламентів у всіх досліджуваних зонах кореня. 
Практичні результати досліджень. Отримані результати щодо впливу модуляторів вмісту NO на ріст та морфологію головних коренів A. thaliana, а також організацію мікротрубочок у їх клітинах можуть бути використані для подальшого вивчення молекулярних та клітинних механізмів стійкості рослин за участі NO і для пошуку нових біологічно активних сполук, що впливають на компоненти рослинного цитоскелету. Закладено підгрунтя для вивчення можливості використання донору NO нітропрусиду натрію у біотехнології з метою регуляції росту рослин та посилення їх стійкості до дії різноманітних стресових факторів, зокрема, УФ-В. На основі підтвердження факту регуляції NO процесів диференціації кореня, зокрема, формування бічних коренів і кореневих волосків, запропоновано використання екзогенних донорів NO для укорінення регенерантів у культурі in vitro. Отримані результати, щодо особливостей впливу Cd2+,  Ni2+, Cu2+ і Zn2+, на ріст і морфологію головних коренів A. thaliana, а також на організацію мікротрубочок та актинових філаментів можуть бути використані для подальшого дослідження клітинних та молекулярних механізмів стійкості рослин до інтоксикації токсичними концентраціями металів, що дасть змогу розробити нові більш ефективні стратегії для моніторингу і боротьби із забрудненням ґрунтів цими токсичними металами. Отриманні дані, щодо впливу низьких температур на актинові філаменти рослинної клітини, можуть використовуватися для подальших досліджень у вивченні закономірностей впливу низьких температур на 
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