Введение 


СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ.

АФК активные формы кислорода

НАДН никотинамидадениндинуклеотид

НАДФН никотинамидадениндинуклеотидфосфат

ПОЛ перекисное окисление липидов

ПФП пентозофосфатный путь

СОД супероксиддисмутаза

ЭТЦ электрон-транспортная цепь

1. ВВЕДЕНИЕ.

Живые организмы постоянно испытывают на себе влияние различных факторов окружающей среды. Растения, в силу своего прикрепленного образа жизни, особенно подвержены этим воздействиям. Одним из широко распространенных неблагоприятных факторов является кислородная недостаточность, которая наблюдается при затоплении растений, образовании ледяной корки на поверхности почвы при выращивании озимых злаков, создании асфальтовых покрытий в городах и т.д. С гипоксическим или аноксическим воздействиями тесно связано влияние еще одного неблагоприятного фактора - окислительного стресса, который возникает сразу после действия кислородной недостаточности, когда растения вновь оказываются в условиях нормальной аэрации. В природе окислительный стресс - прямое следствие гипоксии и аноксии, поэтому устойчивые к кислородной недостаточности растения, по-видимому, должны обладать устойчивостью и к этому воздействию.

Постоянное или временное переувлажнение характерно для многих регионов Земли, и в том числе для Северо-Запада России. Подобные условия способствуют возникновению кислородной недостаточности, при этом ограничивается жизнедеятельность представителей дикой флоры и создаются трудности для возделывания сельскохозяйственных культур. Поэтому изучение путей адаптации растений к кислородной недостаточности и последующей реаэрации представляет большой интерес и имеет значительную практическую ценность.

У большинства растений отсутствие кислорода вызывает остановку роста, что характерно, например, для пшеницы. Тем не менее, существуют растения, способные произрастать не только в

обедненной кислородом среде, но даже при его полном отсутствии. В первую очередь это гидро- и гигрофитные виды. Многочисленные исследования, направленные на изучение этого феномена, показали, что подобные растения обладают рядом морфолого-анатомических и физиолого-биохимических приспособлений, затрагивающих главным образом дыхательный метаболизм и энергетику клетки (Чиркова, 1988). К адаптивным реакциям этих растений относится синтез аноксических стрессовых белков и перестройки в структуре и функциях мембранных компонентов (Чиркова, 1988). У устойчивых к гипоксии растений может происходить удлинение побегов, в то время как рост корней обычно тормозится. Так, например, при постоянно сменяющихся условиях гипоксии и реаэрации растет рис (Drew, 1997).

В литературе известно большое количество работ, посвященных проблеме окислительного стресса у животных объектов. Это связано с тем, что активные формы кислорода (АФК) в клетках животных участвуют в таких процессах как фагоцитоз, бактерицидные эффекты, различные виды патогенеза при ишемической болезни сердца, лучевом поражении, катаракте, воспалительных процессах и многих других болезнях. Известно, что АФК, образующиеся в период реоксигенации, принимают участие в механизмах программируемой смерти клетки у животных, растений и микроорганизмов (Levine et al.,1996). У растений же этой проблеме до недавнего времени уделялось недостаточное внимание, хотя роль АФК в их мембранных структурах очень велика (Мерзляк, 1989). Влияние реоксигенации на клетки растений после выдерживания их в условиях гипо- и аноксии рассмотрено лишь в нескольких работах (Monk et al., 1987; Van Toai et al.,1991, Biemeltetal., 1998).

Первым шагом в образовании АФК является генерация супероксид-аниона О2*~, который представляет собой начальный компонент окислительного каскада. Образующийся супероксид, при

помощи супероксиддисмутазы переводится в пероксид водорода (Н2О2), который в настоящее время рассматривается и как компонент сигнальной трансдукции. Однако, вместе с тем, это соединение запускает перекисное окисление липидов, нарушает стабильность мембран, т.е., оказывает повреждающее воздействие на клетку.

Клетки растений располагают многоуровневой системой защиты от повреждающего действия АФК. К ней относятся ферментные системы, предотвращающие образование супероксид-аниона, а также антиоксидантные системы, убирающие продукты одноэлектронного восстановления кислорода. К этой группе помимо супероксиддисмутазы относят каталазу, а также различные виды пероксидаз, среди которых выделяют аскорбат-, глутатион- и гваяколпероксидазы. Гваяколпероксидаза связана с фенольным обменом в клетках растений и способствует функционированию таких процессов как, например, лигнификация клеточной стенки. Аскорбат- и глутатион перо ксидазы входят в состав антиоксидантных систем клеток и играют важную роль в разрушении Н2О2. Таким образом, растительные пероксидазы входят в антиоксидантную систему растений, и, кроме того, гваяколпероксидазы связаны с ростовыми процессами. Исследование антиоксидантных систем при переходе растений от гипо- или аноксии к нормальной аэрации проводились в немногих работах (Чиркова, 1988; Blokhina et al., 2001; Biemelt et al., 1998 и некоторых другие).

Итак, взаимодействие аноксии и окислительного стресса, а также особенности функционирования комплекса защитных

антиоксидантных систем у растений, различающихся по устойчивости к недостатку кислорода, остаются почти не исследованными. Поэтому, целью настоящей работы явилось изучение влияния анаэробиоза и последующей реаэрации на продукцию некоторых АФК (супероксид-аниона и пероксида водорода), а также на активность как
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цитоплазматических, так и связанных с клеточной стенкой ряда пероксидаз и каталазы, участвующих в разрушении различных пероксидов в проростках пшеницы и риса.

В соответствии с указанной целью были поставлены следующие задачи:

1. Определить продукцию супероксидного анион-радикала и пероксида водорода побегами и корнями проростков пшеницы и риса при аноксии и последующей аэрации.

2. Изучить действие аноксии и последующей аэрации на активность каталазы и гваяколпероксидазы в клеточных стенках и цитозоле растений пшеницы и риса.

3. Выяснить влияние анаэробиоза и последующей аэрации на активность аскорбат- и глутатионпероксидаз в проростках пшеницы и риса .

4. С помощью ингибиторов транскрипции, трансляции и везикулярного транспорта изучить возможный вклад этих процессов в изменение активности анализируемых ферментов в условиях аноксии и реаэрации у проростков пшеницы и риса.

5. Определить влияние аноксического и окислительного стресса на изоферментный состав гваяколпероксидаз опытных растений.

6. Сопоставить активность различных форм каталазы и пероксидаз с возможностью детоксикации пероксида водорода и участием в работе антиоксидантной системы.

Научная новизна.

Впервые проанализирована продукция основных АФК (супероксидного анион-радикала и пероксида водорода) у растений, различающихся по устойчивости, в условиях анаэробиоза и

последующей аэрации. Рассмотрен комплекс цитоплазматических и апопластных форм антиоксидантных ферментов в условиях аноксии и реаэрации у растений, контрастных по уровню приспособления к недостатку кислорода. Проведено сопоставление продукции АФК и эффективности работы антиоксидантной энзиматической системы у растений, различающихся по устойчивости. Использование ингибиторного анализа и электрофоретического разделения пероксидаз позволило предположить о связи активации антиоксидантных ферментов с синтезом de novo ряда их изозимов. Полученные данные позволяют заключить, что растение, устойчивое к дефициту кислорода благодаря эффективно работающей антиоксидантной системе, способно лучше противостоять и окислительному стрессу при выходе растения из анаэробной среды в условия аэрации.

Практическая значимость.

Изучение адаптационных механизмов к кислородной недостаточности и окислительному стрессу необходимо для разработки способов выращивания растений на затопляемых почвах, приёмов защиты от повреждения или повышения устойчивости растений, введения в культуру приспособленных к недостатку кислорода растений. Более глубокое представление о механизмах адаптации важно для создания тестовых систем для селекционного отбора устойчивых к затоплению видов и сортов растений, для программирования урожая различающихся по устойчивости к кислородному дефициту растений. Полученные результаты могут быть также использованы как в лекционных курсах, так и практикумах по экологической физиологии растений.
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Положения, выносимые на защиту.

• Меньшая интенсивность продукции АФК у растений, контрастных по устойчивости к кислородной недостаточности, в условиях аноксии и постаноксической аэрации находится в прямой зависимости от эффективности работы антиоксидантной системы.

• Отсутствие накопления АФК у устойчивого к гипоксии растения связано с активацией апопластных форм антиоксидантных ферментов, обеспечивающих детоксикацию АФК вне клетки, препятствуя тем самым их проникновению в цитоплазму.

• Растение, устойчивое к кислородной недостаточности обладает способностью противостоять и окислительному стрессу, возникающему при выходе растения из анаэробной среды в условия аэрации.
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2. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ.

2.1. Устойчивость растений к недостатку или отсутствию кислорода.

Способность организмов переносить временный дефицит (гипоксия) или отсутствие кислорода (аноксия) широко распространена в природе. Растения также часто подвергаются этому неблагоприятному воздействию, например, при затоплении или заболачивании почвы, когда воздух вытесняется из неё водой. Наиболее часто в этих условиях оказываются озимые хлеба (пшеница, ячмень, рожь), рис, соя, хлопчатник, а также некоторые древесные растения (ива, ель, сосна, берёза и некоторые фруктовые деревья). Явления гипоксии и аноксии имеют много общего, поскольку и при гипоксии некоторые ткани растений испытывают недостаток кислорода в активно функционирующих органах (Чиркова, 2002).

Различные растения по-разному воспринимают условия кислородного голодания. Так, по данным итальянских исследователей рис переходит к анаэробному обмену при содержании кислорода в среде 5-10%, тогда как пшеница - при концентрации кислорода в среде более 10%. Полностью на анаэробный режим растения переключаются при 1%-ном содержании кислорода в среде (Bertani, Brombilla, 1982). Вместе с тем, при гипоксии, в отличие от аноксии, ЭТЦ митохондрий способна работать, так как отключаются только окислительные системы, обладающие низким сродством к кислороду (например, флавиновые ферменты), но цитохромоксидаза продолжает функционировать. При аноксии ЭТЦ полностью блокируется (Чиркова, 2002). Таким образом, гипоксия и аноксия как стрессовые факторы тесно связаны друг с другом, но имеют и общие черты, и различия.
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2.1.1. Морфолого-анатомичесиие приспособления к корневой гипоксии.

При ограничении доступа кислорода к тканям, прежде всего корней, растения пытаются сохранить в тканях его уровень, необходимый для выживания. Показано, что у многих растений происходит утолщение и укорачивание корней, на них становится меньше корневых волосков. Некоторые из них образуют при затоплении поверхностные дополнительные корни (Чиркова, 2002). У представителей болотной флоры в тканях возникают воздухоносные полости - аэренхима. Образование аэренхимы, по которой может поступать в корни кислород, происходит благодаря активации ряда ферментов: пероксидазы, полигалактуроназы, целлюлозо-деградирующих и лизирующих клеточные стенки (Drew, 1997). Повышению активности этих ферментов способствует образующийся в условиях гипоксии этилен. Так, показано, что обработка растений этиленом вызывала экспрессию гена ксилоглюканэндо-трансгликозилазы и образование аэренхимы в корнях растений при затоплении. Важную роль в снабжении корневой системы кислородом играют и листья (Чиркова, 1998).

Таким образом, попытка компенсировать недостаток кислорода в среде, окружающей корни, за счет его транспорта из надземной части оказывается важным способом адаптации растений, особенно при образовании дополнительных морфологических и анатомических приспослоблений. Однако при длительной гипоксии и особенно при аноксии дефицит кислорода становится настолько значительным, что растениям приходится изменять обмен веществ и приспособливаться к функционированию в бескислородной среде, то есть использовать метаболические приспособления (Чиркова, 1988).
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2.1.2. Метаболические пути приспособления к г и по- и аноксии.

Метаболические способы адаптации растений к недостатку кислорода весьма разнообразны. Они обспечивают противодействие и репарацию изменений при возвращении в нормальные условия аэрации (у устойчивых растений), либо ведут к необратимым повреждениям вследствие истощения приспособительных возможностей.

Метаболические приспособления могут выражаться или в снижении интенсивности обмена веществ, например, у гигрофитных растений, или в компенсаторных изменениях обмена веществ. Компенсаторные изменения связаны, прежде всего, с трансформацией дыхательных путей, состоящей в возрастании доли ПФП при гипоксии, увеличении скорости и доли гликолиза при аноксии или в использовании альтернативных путей окисления восстановленных коферментов при накоплении малата, аспартата, аланина, сукцината и др. Эти изменения обеспечивают необходимый для выживания энергетический уровень, разнообразие интермедиатов. А также поддержание равновесия окисления и восстановления коферментов. Сдвиги в обмене веществ у устойчивых растений включают также торможение распада липидов и белков и синтез многочисленных аноксических стрессовых белков, главным образом, ферментов гликолитического распада. В комплекс метаболических приспособительных перестроек входят также сдвиги в гормональном балансе, различающиеся в условиях гипоксии и аноксии, метаболизация продуктов анаэробного обмена, удаление токсических веществ в окружающую среду и, наконец, стабилизация мембран, которые у устойчивых растений меньше повреждаются в условиях анаэробиоза (Чиркова. 1988).
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В последние 20-30 лет исследования физиолого-биохимических особенностей гипоксии и аноксии ведутся довольно интенсивно. Гораздо меньше внимания пока уделяется рассмотрению своеобразия процессов в растениях, возникающего при возвращении их в аэробную среду. Вместе с тем, такая перемена газового режима также не может быть безразлична для растения, поскольку вслед за анаэробным возникает окислительный стресс, связанный с появлением АФК.

2.2. Активные формы кислорода.

2.2.1. Особенности активных форм кислорода и пути их образования.

Кислород довольно медленно реагирует с органическими молекулами, так как сам имеет на внешних орбиталях два неспаренных электрона с параллельными спинами, а органические молекулы, как правило, имеют на внешних орбиталях пары электронов с антипараллельными спинами. Активация кислорода может происходить либо при поглощении энергии, необходимой для изменения спина одного из электронов кислорода, либо в ходе реакций восстановления. В первом случае образуется химически активный синглетный кислород. Во втором случае образуются различные АФК, являющиеся промежуточными продуктами восстановления кислорода до воды в электрон-транспортных цепях. О2 + е" -> О2- + е" + 2Н+ -> Н2О2 + е~ + Н+ - Н2О -+ ОН* + е" + Н+ -* 2Н2О

Наименьшей стабильностью среди АФК отличаются супероксидный анион-радикал (О2#~), образующийся при передаче кислороду одного электрона (Misra, Fridovich, 1972) и гидроксильный радикал (ОН*), которые интенсивно вступают в химические реакции. Супероксидный анион-радикал генерируется, в основном, за счёт «паразитных» химических реакций, происходящих в начале и
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середине цепи дыхательных ферментов митохондрий. При этом донорами электронов служат ионы Fe3+, Cu2+, семихиноны и некоторые другие продукты дыхания (Кулинский, 1999). Этот радикал непосредственно не является тем агентом, который обуславливает окислительные процессы в биологических мембранах, поэтому инициирование свободнорадикальных процессов связывают с другими АФК (Мерзляк, 1989). В отличие от кислорода, для передвидвижения которого мембраны не представляют преграды, супероксидный анион-радикал, обладая зарядом, окружен молекулями воды, что не дает ему возможности преодолеть гидрофобный мембранный барьер. Кроме того, время полужизни радикала составляет несколько микросекунд, поэтому он быстро становится источником других АФК, дисмутируя до пероксида водорода. Протонированной формой О2*~ (при слабокислых значениях рН) является гидропероксильный радикал (НО2*). Он способен пересекать биологические мембраны и свободно диффундировать между компартментами клетки и реагировать с ненасыщенными жирными кислотами, некоторыми аминокислотами, такими как гистидин, метионин и триптофан (Dat et al., 2000).

Пероксид водорода (Н2О2) образуется при последующем получении супероксидным анион-радикалом (или его протонированной формы - гидропероксильным радикалом) ещё одного электрона и представляет собой более стабильное соединение (Мерзляк, 1989). Это соединение не является свободным радикалом, но участвует в качестве окислителя средней силы во многих реакциях. В отличие от супероксида, Н2С>2 способен диффундировать через мембраны. Пероксид может инактивировать некоторые ферменты, окисляя их тиоловые группы. Так, Cu/Zn-супероксиддисмутаза и Fe-супероксиддисмутаза инактивируются Н2О2 (Charles, Halliwell, 1980). В присутствии металлов переменной валентности (в виде солей или в

16

составе белков), пероксид водорода вступает в реакцию Фентона, приводящую к образованию наиболее опасного свободного радикала - гидроксильного радикала (ОН*).

Fe2+ + Н2О2 — Fe3+ + ОН" + ОН'

Это очень сильный окислитель, не способный к внутриклеточной миграции и быстро вступающий в реакцию с биомолекулами.

В некоторых случаях супероксидный анион-радикал образуется в реакциях с озоном, который появляется как результат фотодиссоциации молекулярного кислорода под влиянием солнечной энергии:

О3 + О2 -> 2О2 + О2'~

АФК возникают в различных компартментах клетки. Образование синглетного кислорода связано с хлоропластами. Поглощая квант света, пигмент - фотосенсибилизатор (хлорофилл) переходит в синглетное или триплетное возбужденное состояние. Молекулы пигмента, сталкиваясь с молекулой кислорода, передают ему энергию, что меняет спин электронов в его молекуле и приводит к образованию химически активного синглетного кислорода. Стимулятором образования синглетного кислорода может быть присутствие большого количества НАДФН. Такая ситуация создаётся в случае замедленного окисления НАДФН в цикле Кальвина по сравнению с его образованием. Основным источником АФК в хлоропластах является комплекс цитохромов Ьв/f (Мерзляк, 1999; Asada, 1999; Чиркова, 2002; Foyer, Noctor, 2003).

В митохондриях кислород является акцептором электронов, поступающих из ЭТЦ. На него передаются 4 электрона при помощи комплекса пиридиновых, флавиновых ферментов и цитохромоксидазной системы или альтернативной оксидазы. При этом супероксидный анион не обнаруживается, однако показано его накопление в изолированных митохондриях при наличии достаточного
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