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Öåëü. Èññëåäîâàíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà gdh2, êîäèðóþùåãî ñóáúåäèíèöó ìèòîõîíäðèàëüíîé ãëóòà-

ìàòäåãèäðîãåíàçû, â ñóñïåíçèîííûõ êóëüòóðàõ êëåòîê àðàáèäîïñèñà ñ ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûì

óðîâíåì àëüòåðíàòèâíîé îêñèäàçû AOX1a. Ìåòîäû. Ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, Íîçåðí-áëîòòèíã.

Ðåçóëüòàòû. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè îáðàáîòêå èíãèáèòîðîì îñíîâíîãî ïóòè ïåðåíîñà ýëåêòðîíîâ àíòè-

ìèöèíîì À ñîäåðæàíèå òðàíñêðèïòîâ gdh2 âîçðàñòàåò â êëåòêàõ äèêîãî òèïà è â êëåòêàõ ñî ñíèæåí-

íûì óðîâíåì àëüòåðíàòèâíîé îêñèäàçû, îäíàêî îñòàåòñÿ íåèçìåííûì â êëåòêàõ ñ åå ïîâûøåííûì

ñîäåðæàíèåì Âûâîäû. Ïîñêîëüêó óâåëè÷åííûé óðîâåíü àëüòåðíàòèâíîé îêñèäàçû ïðèâîäèò ê óìåíü-

øåíèþ ñòåïåíè âîññòàíîâëåííîñòè ïóëà óáèõèíîíà â äûõàòåëüíîé öåïè, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäå-

òåëüñòâóþò â ïîëüçó ìîäåëè, ñîãëàñíî êîòîðîé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà gdh2 çàâèñèò îò ðåäîêñ-ñî-

ñòîÿíèÿ óáèõèíîíîâîãî ïóëà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: Arabidopsis thaliana, ýëåêòðîííî-òðàíñïîðòíàÿ öåïü, àëüòåðíàòèâíàÿ îêñèäàçà, ãëó-

òàìàòäåãèäðîãåíàçà, àíòèìèöèí À.

Ââåäåíèå. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé, ïðîâåäåííûõ

â ïîñëåäíèå ãîäû, ïîêàçûâàþò, ÷òî ó ðàñòåíèé ýêñ-

ïðåññèÿ ðÿäà ÿäåðíûõ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ìèòî-

õîíäðèàëüíûå áåëêè, ðåãóëèðóåòñÿ ôóíêöèîíàëü-

íûì ñîñòîÿíèåì ìèòîõîíäðèé. Èíãèáèðîâàíèå

ýëåêòðîííî-òðàíñïîðòíîé öåïè (ÝÒÖ) ìèòîõîíä-

ðèé èëè íàðóøåíèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ äûõàòåëü-

íûõ êîìïëåêñîâ â ðåçóëüòàòå ìóòàöèè ïðèâîäèò ê

èíäóêöèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ àëüòåðíàòèâíûå îê-

ñèäàçû (ÀÎ), àëüòåðíàòèâíûå NAD(P)H-äåãèäðî-

ãåíàçû, êîìïîíåíòû ìèòîõîíäðèàëüíûõ ñèñòåì èì-

ïîðòà áåëêîâ è íåêîòîðûå äðóãèå áåëêè [1–3]. Äå-

òàëüíî ìåõàíèçìû ïîäîáíîé «ðåòðîãðàäíîé» ðåãó-

ëÿöèè èçó÷åíû â îòíîøåíèè ýêñïðåññèè ãåíîâ ÀÎ.

Ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ â ýòîé îáëàñòè ïðî-

äåìîíñòðèðîâàëè âûñîêóþ ñëîæíîñòü è ñïåöèôè÷-

íîñòü ïðîöåññà àêòèâàöèè ýêñïðåññèè. Òàê, êàæäàÿ

èç òðåõ èçîôîðì àëüòåðíàòèâíîé îêñèäàçû êóêóðó-

çû ñïåöèôè÷åñêè èíäóöèðóåòñÿ â îòâåò íà èíãèáè-

ðîâàíèå îïðåäåëåííîãî êîìïëåêñà äûõàòåëüíîé öå-

ïè [4]. Ïðè ýòîì èíäóêöèÿ ãåíîâ ÀÎ çàâèñèò îò óðî-

âíÿ ãåíåðàöèè àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) â

ÝÒÖ ìèòîõîíäðèé è ïîäàâëÿåòñÿ èíãèáèòîðàìè

ïðîòåèíêèíàç è/èëè ïðîòåèíôîñôàòàç â çàâèñèìîñ-

òè îò êîíêðåòíîãî ãåíà [3, 5].

Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî [6], ÷òî ýêñïðåññèÿ ãåíà

gdh2, êîäèðóþùåãî áåòà-ñóáúåäèíèöó ëîêàëèçî-

âàííîãî â ìèòîõîíäðèÿõ ôåðìåíòà ãëóòàìàòäåãèä-

ðîãåíàçû, òàêæå îïðåäåëÿåòñÿ ñîñòîÿíèåì äûõà-

òåëüíîé öåïè. Îáðàáîòêà ñóñïåíçèè êëåòîê àðàáè-

äîïñèñà (Arabidopsis thaliana) àíòèìèöèíîì À –

èíãèáèòîðîì êîìïëåêñà III äûõàòåëüíîé öåïè –

ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ñîäåðæàíèÿ òðàíñêðèïòîâ

gdh2 óæå ÷åðåç 2 ÷ îáðàáîòêè. Èíãèáèðîâàíèå êîì-

ïëåêñà I ïðè äîáàâëåíèè ðîòåíîíà íå îêàçûâàåò êà-

êîãî-ëèáî âîçäåéñòâèÿ íà óðîâåíü òðàíñêðèïòîâ. Â
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òî æå âðåìÿ îáðàáîòêà èíãèáèòîðîì êîìïëåêñà IV

öèàíèäîì êàëèÿ âûçûâàåò óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ

òðàíñêðèïòîâ. Òàêèì îáðàçîì, ýêñïðåññèÿ ãåíà gdh2,

ïî-âèäèìîìó, ðåàãèðóåò íà èçìåíåíèÿ ñîñòîÿíèÿ

äûõàòåëüíîé öåïè íà ó÷àñòêå, ëîêàëèçîâàííîì

ìåæäó ïåðâûì è òðåòüèì êîìïëåêñîì. Îòñóòñòâèå

àêòèâàöèè ýêñïðåññèè ãåíà ïðè îáðàáîòêå ñóñïåí-

çèè êëåòîê ïåðîêñèäîì âîäîðîäà è ïðîîêñèäàíòîì

ïàðàêâàòîì, à òàêæå ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ñ

èñïîëüçîâàíèåì àíòèîêñèäàíòîâ ïîçâîëÿþò ñ÷è-

òàòü, ÷òî âûÿâëåííûé ýôôåêò íå ñâÿçàí ñ óâåëè÷å-

íèåì ñîäåðæàíèÿ ãåíåðèðóåìûõ ïðè èíãèáèðîâà-

íèè ÝÒÖ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà. Ñîâîêóïíîñòü

ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî

ïåðâè÷íûì ñèãíàëîì, ïðèâîäÿùèì ê èíäóêöèè ýêñ-

ïðåññèè gdh2, ÿâëÿåòñÿ èçìåíåíèå ðåäîêñ-ñîñòîÿ-

íèÿ îïðåäåëåííîãî ó÷àñòêà äûõàòåëüíîé öåïè.

Äûõàòåëüíàÿ öåïü ìèòîõîíäðèé ðàñòåíèé îáëà-

äàåò ðÿäîì îñîáåííîñòåé, ãëàâíàÿ èç êîòîðûõ – íà-

ëè÷èå àëüòåðíàòèâíûõ ïóòåé òðàíñïîðòà ýëåêòðî-

íîâ â îáõîä îñíîâíûõ äûõàòåëüíûõ êîìïëåêñîâ.

Íàèáîëåå âàæíûé èç ýòèõ ïóòåé ïðåäñòàâëÿåò àëü-

òåðíàòèâíàÿ îêñèäàçà – áåëîê-ãîìîäèìåð, ñïîñîá-

íûé ïðèíèìàòü ýëåêòðîíû îò óáèõèíîíà è ïåðåäà-

âàòü èõ íåïîñðåäñòâåííî íà êèñëîðîä, ìèíóÿ ïðè

ýòîì äâà èç òðåõ ñàéòîâ ñîïðÿæåíèÿ îêèñëåíèÿ è

ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â ÝÒÖ [7].

Îäíîé èç ôóíêöèé ÀÎ ñ÷èòàåòñÿ ïðåäîòâðàùå-

íèå âîçíèêíîâåíèÿ ñâåðõâîññòàíîâëåííîãî ñîñòîÿ-

íèÿ ÝÒÖ è ñâÿçàííîãî ñ ýòèì âîçðàñòàíèÿ óðîâíÿ

îáðàçóþùèõñÿ â äûõàòåëüíîé öåïè ÀÔÊ [5]. Èí-

ôîðìàòèâíîé ñèñòåìîé äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè êîìïî-

íåíòîâ äûõàòåëüíîé öåïè ìîãóò ñëóæèòü òðàíñãåí-

íûå ðàñòåíèÿ ñ ìîäèôèöèðîâàííûì óðîâíåì ýêñ-

ïðåññèè êîäèðóþùèõ ýòè áåëêè ãåíîâ. Òàê, èñïîëü-

çîâàíèå ñóñïåíçèîííûõ êóëüòóð êëåòîê òðàíñãåí-

íûõ ëèíèé òàáàêà äàëî âåñêèå äîâîäû â ïîëüçó âàæ-

íîé ðîëè ÀÎ â ïðåäîòâðàùåíèè îáðàçîâàíèÿ ÀÔÊ

äûõàòåëüíîé öåïüþ. Òðàíñãåííûå ëèíèè, õàðàêòå-

ðèçóþùèåñÿ êàê ñâåðõýêñïðåññèåé, òàê è ñíèæåí-

íîé ýêñïðåññèåé ÀÎ, îáëàäàþò ñóùåñòâåííî óìåíü-

øåííûì è óâåëè÷åííûì óðîâíÿìè ÀÔÊ [8].

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè óðîâåíü ýêñ-

ïðåññèè ãåíà gdh2 â ñóñïåíçèîííûõ êóëüòóðàõ êëå-

òîê, ïîëó÷åííûõ íàìè èç òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé

àðàáèäîïñèñà ñ ïîíèæåííûì è ïîâûøåííûì ñî-

äåðæàíèåì ÀÎ. Â ðåçóëüòàòå ïîêàçàíî, ÷òî ïðè îá-

ðàáîòêå àíòèìèöèíîì À óðîâåíü òðàíñêðèïòîâ gdh2

èçìåíÿåòñÿ ðàçíîíàïðàâëåííî â êëåòêàõ èññëåäóå-

ìûõ ëèíèé, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá ó÷àñòèè àëüòåð-

íàòèâíîãî ïóòè òðàíñïîðòà ýëåêòðîíîâ â ðåãóëÿöèè

ýêñïðåññèè ãëóòàìàòäåãèäðîãåíàçû.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû. Ñåìåíà àðàáèäîïñèñà

ëèíèè Col-0 (ðàñòåíèÿ äèêîãî òèïà, ýêîòèï «Colum-

bia»), ëèíèè AS-12 (ðàñòåíèÿ, òðàíñôîðìèðîâàí-

íûå êîíñòðóêöèåé, ýêñïðåññèðóþùåé ãåí aox1a â

àíòèñåíñîâîé îðèåíòàöèè ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòî-

ðà CaMV 35S) è ëèíèè XX-2 (ðàñòåíèÿ, òðàíñôîð-

ìèðîâàííûå êîíñòðóêöèåé, ýêñïðåññèðóþùåé ãåí

aox1a â ñåíñîâîé îðèåíòàöèè) ïîëó÷åíû èç Not-

tingham Arabidopsis Stock Centre («NASC», Âåëè-

êîáðèòàíèÿ). Âûðàùèâàíèå â ïî÷âåííîé êóëüòóðå

îñóùåñòâëÿëè ïðè òåìïåðàòóðå 23
îÑ, 16-÷ ñâåòî-

âîì äíå è îñâåùåííîñòè 100 ìêÌ ì–2 ñ–1, êàê îïèñà-

íî ðàíåå [9]. Ñóáñòðàòîì ñëóæèëà ñìåñü êîìïîñòà

äëÿ âûðàùèâàíèÿ êîìíàòíûõ ðàñòåíèé è âåðìèêó-

ëèòà â ñîîòíîøåíèè 2:1.

Ñóñïåíçèîííóþ êóëüòóðó ïîëó÷àëè èç ñòåðèëü-

íûõ ïðîðîñòêîâ àðàáèäîïñèñà â âîçðàñòå 7 ñóò. Â

70 ìë ïèòàòåëüíîé ñðåäû íà îñíîâå ñîëåé ÌÑ ñ äî-

áàâëåíèåì òèàìèíà – 1 ìã/ë, ïèðèäîêñèíà – 0,5 ìã/ë,

íèêîòèíîâîé êèñëîòû – 0,5 ìã/ë, èíîçèòîëà –

100 ìã/ë, ñàõàðîçû – 30 ã/ë, 2,4-äèõëîðôåíîêñèóê-

ñóñíîé êèñëîòû – 0,3 ìã/ë ïîìåùàëè 10–15 öåëûõ

ïðîðîñòêîâ. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëè ïðè òåì-

ïåðàòóðå 25 îÑ â òåìíîòå íà ðîòàöèîííîì øåéêåðå ñ

÷àñòîòîé âðàùåíèÿ 60 îá/ìèí. ×åðåç 3–4 íåäåëè

êëåòêè ïîìåùàëè â 70 ìë ñâåæåé ïèòàòåëüíîé ñðå-

äû òîãî æå ñîñòàâà è äàëåå ñóáêóëüòèâèðîâàëè êàæ-

äûå 12 äíåé ïðè âûøåóêàçàííûõ óñëîâèÿõ. Ýêñïå-

ðèìåíòû âûïîëíÿëè íà øåñòîé äåíü ñóáêóëüòèâè-

ðîâàíèÿ â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ.

Æèçíåñïîñîáíîñòü ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû îöå-

íèâàëè ïî ïîãëîùåíèþ ìåðòâûìè êëåòêàìè êðà-

ñèòåëÿ Evans Blue [10].

Ñêðèíèíã ðàñòåíèé è êëåòîê íà íàëè÷èå ãåíåòè-

÷åñêîé êîíñòðóêöèè ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ.

Èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû AOX.for (5'-GATGATAA

CTCGCGGTGGAGCCAA) è AOX.rev (5'-GCCGA

ATCCAAGTATGGCTTAAGC), ñïåöèôè÷íûå ê êî-

äèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà aox1a, è ïðàé-

ìåðû CMV.for (5'-CGAAAGGCTCAGTCGAAAGA
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CTGG) è NOS.rev (5'-GACACCGCGCGCGATAAT

TTATCC), ñïåöèôè÷íûå ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âåê-

òîðà. Ìåòîä ÏÖÐ ñ ïàðîé ïðàéìåðîâ CMV.for è

AOX.rev ïîçâîëèë âûÿâèòü íàëè÷èå êîíñòðóêöèè,

ñîäåðæàùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà aox1a â ñåí-

ñîâîé îðèåíòàöèè, à ÏÖÐ ñ ïàðîé ïðàéìåðîâ AOX.

rev è NOS.rev – íàëè÷èå êîíñòðóêöèè ñ aox1a â àí-

òèñåíñîâîé îðèåíòàöèè. Àìïëèôèêàöèþ ÄÍÊ ïðî-

âîäèëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ. Â êà÷åñòâå ìàòðè-

öû äëÿ ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè òîòàëüíóþ ÄÍÊ èíäèâè-

äóàëüíîãî ðàñòåíèÿ, ïîëó÷åííóþ ñîãëàñíî [11].

Äëÿ âûäåëåíèÿ òîòàëüíîé ÐÍÊ êëåòêè ñóñïåí-

çèîííîé êóëüòóðû èçìåëü÷àëè â æèäêîì àçîòå, ïîñ-

ëå ÷åãî äîáàâëÿëè 450 ìêë áóôåðà ÒÅ, 50 ìêë SDS

(10 %) è 500 ìêë ôåíîëà («ICN»). Äàëüíåéøåå âû-

äåëåíèå îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì ãîðÿ÷åé ôåíîëüíîé

ýêñòðàêöèè, êàê îïèñàíî ðàíåå [12]. Òîòàëüíóþ ÐÍÊ

èç ðàñòåíèé âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ òðèçîëà (TRI

reagent, «ICN») ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ïðîèçâî-

äèòåëÿ. Òîòàëüíóþ ÐÍÊ ðàçäåëÿëè â 1,2 %-ì àãà-

ðîçíîì ãåëå â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ è ïåðåíî-

ñèëè íà íåéëîíîâóþ ìåìáðàíó Hybond N («Amer-

sham», ÑØÀ). Ãèáðèäèçàöèþ è ìå÷åíèå ôðàãìåí-

òîâ ÄÍÊ ïðîâîäèëè ïî [6]. Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà

äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÄÍÊ-çîíäîâ ê ãåíàì aox1a è tub èñ-

ïîëüçîâàëè êÄÍÊ, âûäåëåííóþ, êàê â ðàáîòå [13].

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå. Ïîäòâåðæäåíèå íà-

ëè÷èÿ è ýêñïðåññèè òðàíñãåíà â ðàñòåíèÿõ è êëå-

òî÷íûõ êóëüòóðàõ èññëåäóåìûõ ëèíèé. Ëèíèè àðà-

áèäîïñèñà, òðàíñôîðìèðîâàííûå êîíñòðóêöèÿìè,

íåñóùèìè ãåí aox1a ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà

CAMV35S â ïðÿìîé (XX-2) ëèáî â àíòèñåíñîâîé

îðèåíòàöèè (AS-12), ïîëó÷åíû ðàíåå ãðóïïîé àìå-

ðèêàíñêèõ èññëåäîâàòåëåé [14]. Íåîáõîäèìî îòìå-

òèòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå â ãåíîìå àðàáèäîï-

ñèñà ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ïÿòü ðàçëè÷íûõ èçîôîðì

àëüòåðíàòèâíîé îêñèäàçû, òîëüêî èçîôîðìà ÀÎX1a

ýêñïðåññèðóåòñÿ íà âûñîêîì óðîâíå è àêòèâíî èí-

äóöèðóåòñÿ ïîä âîçäåéñòâèåì ñòðåññîâ èëè ïðè èí-

ãèáèðîâàíèè îñíîâíîãî ïóòè òðàíñïîðòà ýëåêòðî-

íîâ [1]. Òàêèì îáðàçîì, ðàñòåíèÿ ñ ìîäèôèöèðî-

âàííûì óðîâíåì ýêñïðåññèè áåëêà AOX1a ÿâëÿþò-

ñÿ àäåêâàòíîé ìîäåëüíîé ñèñòåìîé äëÿ èçó÷åíèÿ

ïîñëåäñòâèé èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè àëüòåðíàòèâíî-

ãî ïóòè òðàíñïîðòà ýëåêòðîíîâ. Ñåìåíà âûøåóêà-

çàííûõ ëèíèé (ïîêîëåíèå T3) ïîëó÷åíû èç îáùå-

äîñòóïíîãî áàíêà ñåìÿí àðàáèäîïñèñà. Ïîòîìñòâî

ðàñòåíèé, âûðàùåííûõ èç ýòèõ ñåìÿí (ïîêîëåíèå

T4), èñïîëüçîâàëè â ïîñëåäóþùèõ èññëåäîâàíèÿõ.

Èç ïðîðîñòêîâ ýòîãî ïîêîëåíèÿ ìû ïîëó÷èëè ñóñ-

ïåíçèîííûå êóëüòóðû èññëåäóåìûõ ëèíèé.

Íà ïåðâîì ýòàïå ðàáîòû íåîáõîäèìî áûëî óáå-

äèòüñÿ â òîì, ÷òî ÷óæåðîäíûé ãåíåòè÷åñêèé ìàòå-

ðèàë ñîõðàíÿåòñÿ è ýêñïðåññèðóåòñÿ â èçó÷àåìûõ

ðàñòåíèÿõ è ñóñïåíçèîííûõ êóëüòóðàõ. Ïðîâåðêà

íàëè÷èÿ ÄÍÊ-âñòàâêè â ãåíîìå ðàñòåíèé ïîñðåä-

ñòâîì ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìáèíàöèé ïðàéìå-

ðîâ, ñïåöèôè÷íûõ ê êàæäîé èç ãåíåòè÷åñêèõ êîíñò-

ðóêöèé, äàëà ïîëîæèòåëüíûé ðåçóëüòàò (ðèñ. 1).

Äàëåå èññëåäîâàëè óðîâåíü òðàíñêðèïòà àîõ1à â

êàæäîé èç òðåõ ëèíèé ìåòîäîì Íîçåðí-ãèáðèäèçà-

öèè. Êàê âèäíî èç ðèñ. 2, ñîäåðæàíèå òðàíñêðèïòà

àîõ1à â ëèñòüÿõ èíäèâèäóàëüíûõ ðàñòåíèé è êëåò-

êàõ ñóñïåíçèè ëèíèè XX-2 ìíîãîêðàòíî ïîâûøåíî

ïî ñðàâíåíèþ ñ ëèíèåé äèêîãî òèïà (Col-0). Â ðàñ-

òåíèÿõ è êëåòêàõ ëèíèè AS-12 òðàíñêðèïò, ñîîòâåò-

ñòâóþùèé ïî ðàçìåðó òðàíñêðèïòó ãåíà aox1a, íå

1 2 3 1 2 3 1 2 3

Col-0 XX-2 AS-12

CMV.for + AOX.rev

AOX.rev + NOS.rev

Ðèñ. 1. ÏÖÐ-àíàëèç èíäèâèäóàëüíûõ ðàñòåíèé (1–3) ëèíèè äèêîãî

òèïà (Col-0) è ëèíèé ñ ïîâûøåííûì (XX-2) è ïîíèæåííûì (AS-12)

óðîâíåì AOX1a. Êîìáèíàöèþ ïðàéìåðîâ CMV.for è AOX.rev èñ-

ïîëüçîâàëè äëÿ âûÿâëåíèÿ êîíñòðóêöèè, íåñóùåé ãåí aox1a â ñåí-

ñîâîé îðèåíòàöèè; êîìáèíàöèþ ïðàéìåðîâ AOX.rev è NOS.rev –

êîíñòðóêöèè ñ aox1a â àíòèñåíñîâîé îðèåíòàöèè

Col-0 XX-2 AS-12 Col-0 XX-2 AS-12

aox 1a

tub

à á

Ðèñ. 2. Íîçåðí-áëîò àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíà aox1a â ðàñòåíèÿõ (à)

è ñóñïåíçèîííûõ êóëüòóðàõ êëåòîê (á) ëèíèè äèêîãî òèïà (Col-0)

è ëèíèé ñ ïîâûøåííûì (XX-2) è ïîíèæåííûì (AS-12) óðîâíåì

AOX1a. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ïðèâåäåí óðîâåíü òðàíñêðèïòà ãåíà

áåòà-òóáóëèíà (tub)



îáíàðóæåí. Ïðè ýòîì â îáðàçöàõ ïðèñóòñòâîâàë

òðàíñêðèïò áîëüøåãî ðàçìåðà, îòâå÷àþùèé ïðî-

äóêòó ýêñïðåññèè àíòèñåíñîâîé êîíñòðóêöèè, à

òàêæå øëåéô íèçêîìîëåêóëÿðíîé ÐÍÊ, ïî-âèäèìî-

ìó, ñîîòâåòñòâóþùèé ïðîäóêòàì ïðîèñõîäÿùåé â

êëåòêå äåãðàäàöèè òðàíñêðèïòà aox1a. Èñõîäÿ èç

ïîëó÷åííûõ äàííûõ íàìè ñäåëàí âûâîä î ñîõðàíå-

íèè âûñîêîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè òðàíñôîðìèðîâàí-

íîãî ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà êàê â ðàñòåíèÿõ, òàê

è â êëåòêàõ ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðû.

Èññëåäîâàíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà gdh2 â ñóñ-

ïåíçèîííûõ êóëüòóðàõ êëåòîê èçó÷àåìûõ ëèíèé.

Èçó÷åíèå óðîâíÿ òðàíñêðèïòîâ ãåíà gdh2 â ñóñïåí-

çèÿõ êëåòîê ñ èçìåíåííûì óðîâíåì ÀÎ è êëåòîê äè-

êîãî òèïà ïîêàçàëî, ÷òî â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ ãåí

ýêñïðåññèðóåòñÿ íà ñõîäíîì óðîâíå âî âñåõ òðåõ ëè-

íèÿõ (ðèñ. 3). Ïîñêîëüêó ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî

ýêñïðåññèÿ gdh2 èíäóöèðóåòñÿ â ïðèñóòñòâèè èíãè-

áèòîðà êîìïëåêñà III ýëåêòðîííî-òðàíñïîðòíîé öå-

ïè ìèòîõîíäðèé àíòèìèöèíà À, â ñëåäóþùåì ýêñ-

ïåðèìåíòå ìû ñðàâíèëè óðîâåíü òðàíñêðèïòîâ gdh2

â òðåõ ëèíèÿõ ïðè îáðàáîòêå ýòèì ñîåäèíåíèåì.

Êàê âèäíî èç ðèñ. 3, óðîâåíü ýêñïðåññèè èññëåäóå-

ìîãî ãåíà ïîä âîçäåéñòâèåì àíòèìèöèíà À èçìåíÿ-

åòñÿ ïî-ðàçíîìó. Ñîäåðæàíèå òðàíñêðèïòîâ gdh2

âîçðàñòàåò ïðè îáðàáîòêå àíòèìèöèíîì À ñóñïåíçèé

êëåòîê äèêîãî òèïà è êëåòîê ëèíèè ñî ñíèæåííûì

óðîâíåì àëüòåðíàòèâíîé îêñèäàçû. Îäíàêî âîçäåéñò-

âèå àíòèìèöèíà À íà êëåòêè ëèíèè ñ ïîâûøåííûì

ñîäåðæàíèåì àëüòåðíàòèâíîé îêñèäàçû íå ïðèâî-

äèò ê âîçðàñòàíèþ óðîâíÿ òðàíñêðèïòîâ. Áîëåå òî-

ãî, ïðè äîáàâëåíèè àíòèìèöèíà íàáëþäàåòñÿ äàæå

íåêîòîðîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà gdh2.

Òàêèì îáðàçîì, â óñëîâèÿõ ïîâûøåííîé àêòèâíîñ-

òè àëüòåðíàòèâíîãî ïóòè äûõàíèÿ, õàðàêòåðíîé äëÿ

êëåòîê ëèíèè XX-2 [14], íàáëþäàåòñÿ èçìåíåíèå

íàïðàâëåííîñòè îòâåòà ãåíà gdh2 íà îáðàáîòêó èí-

ãèáèòîðîì îñíîâíîãî ïóòè ïåðåíîñà ýëåêòðîíîâ.

Èçâåñòíî, ÷òî àêòèâàöèÿ àëüòåðíàòèâíîé îêñè-

äàçû ïðèâîäèò ê âîçðàñòàíèþ ïîòîêà ýëåêòðîíîâ ïî

àëüòåðíàòèâíîìó ïóòè äûõàíèÿ è, ñîîòâåòñòâåííî,

óìåíüøåíèþ ïîòîêà ÷åðåç îñíîâíûå äûõàòåëüíûå

êîìïëåêñû. Â ðåçóëüòàòå ýòîãî ñíèæàåòñÿ ñòåïåíü

âîññòàíîâëåííîñòè ïóëà óáèõèíîíà â ÝÒÖ [7]. Ðà-

íåå íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ ýêñïåðèìåíòîâ ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì èíãèáèòîðîâ ðàçëè÷íûõ ó÷àñòêîâ ÝÒÖ

ìû ïðåäëîæèëè ìîäåëü, ñîãëàñíî êîòîðîé ðåäîêñ-

ñîñòîÿíèå ïóëà óáèõèíîíà ñëóæèò îñíîâíûì èñ-

òî÷íèêîì ñèãíàëà îá èíäóêöèè ãåíà gdh2 [6]. Ïî

ýòîé ãèïîòåçå, óâåëè÷åíèå ñòåïåíè âîññòàíîâëåí-

íîñòè ïóëà óáèõèíîíà, âîçíèêàþùåå ïðè âîçäåéñò-

âèè èíãèáèòîðîâ êîìïëåêñîâ III è IV ëèáî ïðè ðàç-

ëè÷íûõ ñòðåññàõ â óñëîâèÿõ in vivo, ïðèâîäèò ê âîç-

ðàñòàíèþ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà gdh2. Ïîñêîëüêó

ïîâûøåííàÿ àêòèâíîñòü ÀÎ â êëåòêàõ ëèíèè XX-2

âåäåò ê ñíèæåíèþ ñòåïåíè âîññòàíîâëåííîñòè ïóëà

óáèõèíîíà, îòñóòñòâèå â ýòîì ñëó÷àå èíäóêöèè ýêñ-

ïðåññèè gdh2 ïðè èíãèáèðîâàíèè îñíîâíîãî ïóòè

ïåðåíîñà ýëåêòðîíîâ õîðîøî âïèñûâàåòñÿ â ïðåä-

ëîæåííóþ ãèïîòåçó.

Âûâîäû. Ïîëó÷åííûå â ýêñïåðèìåíòàõ ñ òðàíñ-

ãåííûìè ëèíèÿìè àðàáèäîïñèñà ðåçóëüòàòû ñâèäå-

òåëüñòâóþò â ïîëüçó ïðåäëîæåííîé íàìè ðàíåå ìî-

äåëè, ñîãëàñíî êîòîðîé óðîâåíü ýêñïðåññèè ÿäåð-

íîãî ãåíà gdh2 çàâèñèò îò ðåäîêñ-ñîñòîÿíèÿ óáèõè-

íîíîâîãî ïóëà â äûõàòåëüíîé öåïè ìèòîõîíäðèé.

Ïðè ýòîì ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î

òîì, ÷òî ìîäóëÿòîðîì óðîâíÿ ýêñïðåññèè gdh2 ìî-

æåò áûòü ñîñòîÿíèå íå òîëüêî îñíîâíîãî, íî è àëü-

òåðíàòèâíîãî ïóòè òðàíñïîðòà ýëåêòðîíîâ. Ïîñ-

êîëüêó àêòèâíîñòü àëüòåðíàòèâíîãî ïóòè ïåðåíîñà

ýëåêòðîíîâ â ðàñòèòåëüíîé êëåòêå èçìåíÿåòñÿ ïîä

äåéñòâèåì ìíîãèõ ôàêòîðîâ, âêëþ÷àÿ ðàçíîîáðàç-

íûå ñòðåññû, äàííûé ìåõàíèçì ìîæåò èãðàòü âàæ-

íóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãëóòàìàòäåãèä-

ðîãåíàçû in vivo.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå

Èíòåãðàöèîííîãî ìåæäèñöèïëèíàðíîãî ïðîåêòà ÑÎ
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1 2 3 4

gdh2

tub

Col-0 XX-2 AS-12

1 2 3 4 1 2 3 4

Ðèñ. 3. Íîçåðí-áëîò àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíà gdh2 â ñóñïåíçèîí-

íûõ êóëüòóðàõ êëåòîê ëèíèè äèêîãî òèïà (Col-0) è ëèíèé ñ ïîâû-

øåííûì (XX-2) è ïîíèæåííûì (AS-12) óðîâíåì àëüòåðíàòèâíîé

îêñèäàçû â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ è ïðè îáðàáîòêå àíòèìèöèíîì

À. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 3 (1, 3) è 5 (2, 4) ÷ â îòñóòñòâèå

(1, 2) è â ïðèñóòñòâèè (3, 4) àíòèìèöèíà A (10�M). Â êà÷åñòâå êîíò-

ðîëÿ ïðèâåäåí óðîâåíü òðàíñêðèïòà ãåíà áåòà-òóáóëèíà (tub)
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Summary

Aim. We studied the expression level of gdh2 gene, encoding subunit of

mitochondrial glutamate dehydrogenase, in Arabidopsis suspension

culture cells with genetically modified level of alternative oxidase

AOX1a. Methods. Polymerase chain reaction, Northern-blotting. Re-

sults. The treatment with main electron transfer pathway inhibitor an-

timycin A led to an increase in gdh2 transcript level in the wild-type

cells and the cells with decreased level of alternative oxidase, but not

in the cells with elevated level of alternative oxidase. Conclusions. It is

known that an increase in alternative oxidase level in the plant cell re-

sults in more oxidized state of ubiquinone pool in respiratory chain.

Therefore, the obtained results support the earlier proposed model ac-

cording to which the expression level of gdh2 gene depends on the re-

dox state of ubiquinone pool.

Keywords: Arabidopsis thaliana, electron transport chain, alterna-

tive oxidase, glutamate dehydrogenase, antimycin A.
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Åêñïðåñ³ÿ ãåíà gdh2 àðàá³äîïñèñó çàëåæèòü â³ä àêòèâíîñò³

àëüòåðíàòèâíîãî øëÿõó ïåðåíåñåííÿ åëåêòðîí³â ó ì³òîõîíäð³ÿõ

Ðåçþìå

Ìåòà. Äîñë³äèòè ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ãåíà gdh2, êîäóþ÷îãî ñóáîäèíè-

öþ ì³òîõîíäð³àëüíî¿ ãëóòàìàòäåã³äðîãåíàçè, ó ñóñïåíç³éíèõ

êóëüòóðàõ êë³òèí àðàá³äîïñèñó ç ãåíåòè÷íî ìîäèô³êîâàíèì ð³â-

íåì àëüòåðíàòèâíî¿ îêñèäàçè AOX1a. Ìåòîäè. Ïîë³ìåðàçíà ëàí-

öþãîâà ðåàêö³ÿ. Ðåçóëüòàòè. Ïîêàçàíî, ùî çà îáðîáêè ³íã³á³òî-

ðîì îñíîâíîãî øëÿõó ïåðåíåñåííÿ åëåêòðîí³â àíòèì³öèíîì À

âì³ñò òðàíñêðèïò³â gdh2 çðîñòàº ó êë³òèíàõ äèêîãî òèïó ³ â êë³-

òèíàõ ç³ çíèæåíèì ð³âíåì àëüòåðíàòèâíî¿ îêñèäàçè, îäíàê â³í

ëèøàºòüñÿ íåçì³ííèì ó êë³òèíàõ ç ¿¿ ï³äâèùåíèì âì³ñòîì. Âèñ-

íîâêè. Îñê³ëüêè çá³ëüøåíèé ð³âåíü àëüòåðíàòèâíî¿ îêñèäàçè ñïðè-

÷èíÿº çìåíøåííÿ ñòóïåíÿ â³äíîâëåííÿ ïóëó óá³õ³íîíó ó äèõàëüíîìó

ëàíöþãó, îòðèìàí³ ðåçóäáòàòè ñâ³ä÷àòü íà êîðèñòü ìîäåë³, çã³ä-

íî ç ÿêîþ ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ãåíà gdh2 çàëåæèòü â³ä ðåäîêñ-ñòàíó

óá³õ³íîíîâîãî ïóëó.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: Arabidopsis thaliana, åëåêòðîííî-òðàíñïîðò-

íèé ëàíöþã, àëüòåðíàòèâíà îêñèäàçà, ãëóòàìàòäåã³äðîãåíàçà,

àíòèì³öèí À.
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