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ПРЕДИСЛОВИЕ 

Настоящий сборник содержит материалы второй Всероссийской на-
учной конференции с международным участием «Механизмы регуляции 
функций органелл эукариотической клетки», организованной при финан-
совой поддержке Российского фонда фундаментальных исследований 
(проект № 18-04-20020_г). Первая конференция по проблемам регуляции 
функций растительных органелл состоялась в июне 2014 г. в Иркутске. 
В ней приняли участие как известные у нас в стране и за рубежом специа-
листы в области биохимии и молекулярной биологии клеточных органелл, 
так и молодые, только начинающие свой путь в науке исследователи из 
разных академических институтов и университетов России, Казахстана и 
Белоруссии. В связи с актуальностью исследований биологии клеточных 
органелл, стремительным накоплением фактов о системных, ранее неиз-
вестных функциях органелл, что особенно наглядно видно на примере ми-
тохондрий, было принято решение расширить тематику Конференции, не 
ограничиваясь только растениями, и проводить ее регулярно.  

Доклады охватывают весьма широкий круг вопросов. Среди них 
ключевыми можно назвать (i) регуляцию функций митохондрий, (ii) регу-
ляцию функций хлоропластов, (iii) регуляцию функций вакуоли и тоно-
пласта, (iv) взаимодействие органелл. Митохондрии являются главными 
энерготрансформирующими органеллами для всех аэробных эукариот. Хо-
тя основной функцией митохондрий считается окислительное фосфорили-
рование, на сегодняшний день не подвергается сомнению их основопола-
гающая роль в регуляции целого ряда других жизненно важных клеточных 
процессов. В связи с этим часть материалов сборника составляют доклады 
с описанием результатов изучения роли митохондрий в формировании ус-
тойчивости организмов к стрессам, регуляции различных сценариев про-
граммируемой клеточной гибели, включая апоптоз и аутофагию. Ряд со-
общений посвящен исследованиям феномена природной компетентности 
растительных митохондрий к поглощению ДНК, открывающего перспек-
тивы для развития такого научно-практического направления, как генети-
ческая трансформация митохондрий. Важные в фундаментальном и при-
кладном отношении вопросы рассматриваются в докладах, посвященных 
изучению биосинтетической функции митохондрий, физиологических и 
патофизиологических функций белков и нуклеиновых кислот митохонд-
рий, особенностей структурной организации и эволюции митохондриаль-
ных геномов представителей разных таксонов эукариот. 

Роль хлоропластов в клетке, как и митохондрий, не ограничивается 
единственной функцией. Помимо собственно фотосинтеза, хлоропласты 
обеспечивают поток регуляторных сигналов, оказывающих влияние на со-
стояние клетки и растительного организма в целом. Согласно современ-
ным представлениям, экспрессия пластидных генов сама по себе способна 
выступать в роли регулирующего механизма для ряда процессов и состоя-
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ний. В связи с этим вполне закономерно, что ряд докладов в настоящем 
сборнике посвящен генетике пластид, регуляции экспрессии пластидного 
генома, применению генно-инженерных подходов в исследованиях функ-
ций хлоропластов. 

Устойчивость организмов к неблагоприятным воздействиям тесно 
связана с состоянием мембранных структур. Вакуоль является одним из 
наименее изученных клеточных компартментов. В то же время именно эта 
органелла играет основную роль в запасании первичных и вторичных ме-
таболитов, регуляции клеточного объёма, тургора, рН и ионного гомеоста-
за цитозоля, трансдукции сигналов различной природы, детоксикации и 
катаболической деградации целого ряда соединений эндогенного и экзо-
генного происхождения. В сборнике представлены доклады, посвященные 
изучению изменений состава и структуры вакуолярной мембраны в стрес-
совых условиях, функциям микродоменов («рафтов») тонопласта, редокс-
потенциала центральной вакуоли, транспортной функции тонопласта. 

Все органеллы эукариотической клетки так или иначе взаимодейст-
вуют между собой, обеспечивая постоянную координацию процессов, про-
текающих в различных клеточных компартментах. Часть докладов посвя-
щена роли различных органелл в обеспечении фитоиммунитета и расти-
тельно-микробных взаимодействий, значению межмембранных контактов 
в клеточных процессах, хлоропластно-митохондриальным, а также ядерно-
цитоплазматическим взаимодействиям как на физиологическом, так и ге-
нетическом уровне, а также вопросам биоинформатики органелл и разра-
ботки новых генно-инженерных подходов. 

Уместно вспомнить, что в 60–70-х годах прошлого столетия в стране 
регулярно проводились симпозиумы по биохимии митохондрий, материа-
лы которых издавались в виде одноименных сборников. Как показало вре-
мя, эти симпозиумы и издаваемые труды сыграли свою роль в формирова-
нии российской школы митохондриальной биоэнергетики, известной 
своими достижениями мирового уровня. В последнее время становится все 
более очевидным, что развитие системной биологии и биомедицины не-
возможно без существенного прогресса в области биологии клеточных ор-
ганелл. И хотя материалы настоящего сборника не претендуют на то, что-
бы полностью отразить современное состояние исследований органелл эу-
кариотической клетки, хотелось бы надеяться, что издание настоящего 
сборника, рассчитанного на молекулярных биологов, биохимиков и фи-
зиологов, а также студентов и аспирантов, будет полезным для дальнейше-
го развития исследований в этой области.  
 

Доктор биологических наук, профессор  
Ю.М. Константинов 
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К ВОПРОСУ О ФЕНОМЕНЕ МИТОХОНДРИАЛЬНОГО 
“АФК-ИНДУЦИРОВАННОГО ВЫБРОСА АФК” 

 
Й.Р. Абдрахимова1, Ф.А. Абдрахимов2 

1 ФГАОУ ВПО Казанский (Приволжский) федеральный университет, 
Институт фундаментальной медицины и биологии, кафедра биохимии  

и биотехнологии, Казань,e-mail: yoldez.abdrahimova@kpfu.ru 
2 ФГБУН Институт биохимии и биофизики КазНЦ РАН,  

Казань, e-mail: abdrakhimov@mail.knc.ru 
 
Научный интерес к проблеме внутриклеточной генерации активных форм кисло-

рода (АФК или ROS) и их метаболизму не снижается в течение почти полвека, беря 
свое начало от работ научной школы основателя редокс-биологии В.Chance на выде-
ленных органоидах, ставших уже классическими (Boveris et al.,1972; и др.). На рубеже 
веков исследования субклеточно-локализованных процессов производства АФК полу-
чили “второе дыхание” благодаря прорывному развитию имиджинговых технологий в 
микроскопии, направленных на увеличение пространственно-временного разрешения, 
которое позволило наблюдать динамические процессы в живых клеток в режиме реаль-
ного времени. Одними из таких явились исследования Д.Б. Зорова с соавт. (Zorov et al., 
2000, и др.), которые на уровне отдельных митохондрий кардиомиоцитов обнаружили 
скоординированную противофазность изменений интенсивности флуоресценции спе-
цифических красителей – TMRM и DCF, отражающих флуктуации трансмембранного 
потенциала (Δψ) и АФК, соответственно (рис. 1). Фотоактивация флуоресцентных кра-
сителей при сканировании образцов лазером вызывала, по мнению авторов, короткую 
«вспышку» (5-10 с) образования “триггерных” АФК (см первый пик флуоресценции 
DCF на рис. 1). Это индуцировало, в данном случае через 20 с, бòльшее по амплитуде и 
длительности увеличение флуоресценции DCF, за что и получило название митохонд-
риального АФК-индуцированного высвобождения АФК (‘ROS-induced ROS release’, 
RIRR) (Zorov et al., 2000). Связанные с RIRR “зеркальные” изменения Δψ, а именно его 
необратимое падение, было обусловлено, судя по входу в митохондрии инертного 
флуоресцентного индикатора кальцеина (~620 Да), с открытием митохондриальных ме-
гаканалов или мегапор (МРТ, или ‘mitochondrial permeability transition’, на рис. 1). Ав-
торы заключили об обусловленности феномена RIRR индукцией МРТ, причем, что 
представляется важным, был отмечен ее обратимый характер в кластере соседствую-
щих митохондрий (Zorov et al., 2000). Как известно, МРТ характеризуется высоко- и 
низкопроводящим состояниями, которые отличаются, в первую очередь, обратимостью 
открывания мегаканала в ответ на индуцирующие факторы, в т. ч. АФК. В настоящее 
время постулируется существование и третьего, промежуточного, состояния МРТ, ко-
торое обусловливает транзиторные динамические события, наблюдаемые как высоко-
амплитудные флуктуации интенсивности флуоресценции АФК-детектирующих систем 
в митохондриях, получивших название 
“митофлешей” (‘mitoflashes’) (Wang et al., 
2008; 2016; Hou et al., 2014). 
 
 

 
Рис. 1. Скоординированные измене-

нияинтенсивности флуоресценции TMRM 
(Δψ) и DCF (АФК) в митохондриях кардио-
миоцитов крысы (по: Zorov et al., 2000). 
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 Вместе с тем в литературе последних лет разгорелась жаркая дискуссия по пово-
ду природы митофлешей (Wang et al., 2008,2016; Schwarzländer et al., 2011; Santo-
Domingo et al., 2013; Hou et al., 2014; и др.). Оновным аргументом противников призна-
ния АФК-обусловленной природы “митофлешей” является высокая чувствительность к 

изменениям рН, а именно защелачиванию, 
матрикса митохондрий флуоресцентных 
белков, в первую очередь cpYFP (circularly 
permuted yellow fluorescent protein) (Santo-
Domingo et al., 2013) (рис. 2). 

 
 
 

Рис. 2. «Зеркальность» обратимых флук-
туаций Δψ и ΔрН матрикса митохондрий 
клеток HeLa по флуоресценции ТМRМ 
(красная кривая) и Мito-SypHer (зеленая), 
соответственно (по Santo-Domingo et al., 2013). 
 

 
Нами изучались динамические события с использованием TMRM и DCF, исходя 

из факта относительной нечувствительности этих синтетических красителей к измене-
ниям рН в диапазоне от 6,0 до 9,5. В качестве объектов исследований были использова-
ны этиолированные проростки озимой пшеницы (Triticum aestivum L., сорт Миронов-
ская 808), выращенные гидропонным способом (23–25 oC, 3 сут) в темноте. Образцы 
после двойного окрашивания 0,5 µM TMRM and 10 µM DCF просматривали в Zeiss 
СLSM META 510 с последующим мультитрековым анализом, что позволило визуали-
зировать  “вспышки” как высокоамплитудные флуктуации интенсивности флуоресцен-
ции используемых красителей (рис. 3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 3. Динамика изме-

нений флуоресценции 
TMRM и DCF в индивиду-
альной митохондрии клетки 
колеоптиля пшеницы. 

 
 

Следует отметить, что 
наблюдаемые динамические события не были связаны с взаимодействием индикаторов 
между собой и другими побочными эффектами, поскольку детектировались и при их 
использовании по отдельности. Анализ полученных данных показал, что несмотря на 
преимущественно “зеркальный” характер транзиторных изменений Δψ и АФК в мито-
хондриях, случаи асинхронности данных процессов тоже были нередки (см. рис. 3). 
Обращает также внимание на себя тот факт, что относительная интенсивность флуо-
ресценции DCF при этом может изменяться более чем в 3–4 раза, тогда как таковые 
TMRM были не столь драматичными (см.рис. 3). 
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Мультитрековый анализ показал, что линейный коэффициент корреляции r-
Пирсона между изменениями флуоресценции DCF и TMRM в индивидуальных пульса-
циях варьирует от -0,95 (Р < 0,.05) до менее чем -0,1 (отсутствие корреляции). Послед-
нее позволяет заключить, что обнаруженные нами динамические события, а именно 
транзиторные высокоамплитудные флуктуации Δψ и генерации АФК, детектируемые 
по изменениям интенсивности флуоресценции соответствующих индикаторов на уров-
не индивидуальных митохондрий, не ограничены разными состояниями МРТ. 
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ТКАНЕСПЕЦИФИЧНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ПЛАСТИД И МИТОХОНДРИЙ  
ПРИ АБИОТИЧЕСКИХ ВОЗДЕЙСТВИЯХ 

 
Е.Н. Баранова, А.А. Гулевич, Л.В. Куренина, Н.В. Кононенко, И.А. Чабан 

ФГБНУ Всероссийский научно-исследовательский институт сельскохозяйственной 
биотехнологии, Москва, е-mail: inna_chaban@rambler.ru 

 
Одним из наиболее значимых стрессовых воздействий является окислительный 

стресс, вызывающий генерацию активных форм кислорода, которые являются токсич-
ными для растительных клеток и их компартментов. Он индуцирует модификацию со-
става и формы мембран их целостность и синтез, что находит отражение в функциони-
ровании как отдельных компартментов, так и в целом системы органелл клетки. Для 
нейтрализации этих токсичных соединений растения выработали целый ряд защитных 
механизмов. Например, возрастание активности ферментов-нейтрализаторов, таких как 
супероксиддисмутаза (СОД), аскорбатпероксидаза (АсП), глутатионредуктаза (ГР) и 
другие, а также синтез низкомолекулярных антиоксидантов (Mittler, 2002). Внедрение 
генов, кодирующих синтез антиокислительных ферментов, - перспективный способ по-
лучения растений, обладающих толерантностью ко многим стрессам (Singla-Pareek et 
al., 2007). Известно, что повышенной устойчивостью к окислительному стрессу могут 
обладать растения-трансформанты, с суперэкспрессией генов супероксиддисмутазы, 
аскорбатпероксидазы, глутатион-S-трансферазы и др. (McKersie et al., 1996; Badawi et 
al., 2004). Установлено, что СОДы хлоропластов играют роль в предотвращении нару-
шения фотосинтеза, вызываемого окислительным повреждением (Alscher et al., 2002). 
Остаются малоизученными многие аспекты, связанные с влиянием интродуцированных 
генов на структурную организацию клеточных органелл. Ранее нами был получен ряд 
независимых трансформантов томата, у которых имелись различия в ультраструктуре 
хлоропластов и активности ферментов: СОД и АСП. Ранее мы продемонстрировали, 
что при таргетинге фермента FeSOD1, ответственного за первые этапы нейтрализации 
активных форм кислорода, происходит: изменение пигментного комплекса (Широких и 
др., 2014), структурной организации пластид: структуры тилакоидов стромы, размера 
пластоглобул и крахмальных зерен, а также ламеллярных образований рядом с нуклео-
идами в хлоропластах трансгенных растений (Baranova et al., 2010; Баранова и др., 
2011). В условиях in vitro растения, особенно при использовании водной культуры, 
подвергаются многим специфическим воздействиям. Одним из них является перма-
нентный анаэробный стресс, вызываемый аноксией. Изменение структурной организа-
ции митохондрий при аналогичных условиях хорошо изучены на разных культурах 
(Vartapetian et al., 2003). Важная роль взаимодействия митохондрий и пластид в норме 
и при стрессе активно обсуждается (Noctor et al., 2007). 

Целью настоящей работы было получение сравнительных данных о тканеспеци-
фичном изменении пластид и митохондрий в разных тканях у исходных и трансгенных 
по FeSOD1 растений томата. 

Материалы и методы. Ранее, методом агробактериальной трансформации томата 
сорта Белый Налив с использованием бинарного вектора pBINFe-SOD1 было получено 
15 первичных регенерантов, содержащих в своем ядерном геноме ген Fe-SOD1. Ген 
был снабжен сигнальной последовательностью из гена Rubisco гороха, таргетирующую 
синтезируемый фермент в пластиду. Для подтверждения экспрессии гена Fe-SOD1 бы-
ла проведена ПЦР-диагностика (Serenko et al., 2009), сопряженная с обратной транс-
крипцией (ОТ-ПЦР). По результатам ОТ-ПЦР-анализа экспрессия гена Fe-SOD1 была 
подтверждена у 7 из 15 трансгенных линий. 
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Трансгенные линии томата, экспрессирующие целевой ген, были размножены в 
условиях in vitro, адаптированы к почвенным условиям и выращены в грунте для полу-
чения семенного поколения. В процессе выращивания Т0-трансгенные линии были 
проанализированы на предмет соматических отклонений от контрольных растений сор-
та «Белый налив». Установлено, что у ряда линий наблюдались изменения формы и 
размера листовой пластинки, а также различия в габитусе по сравнению с контролем. 
Кроме того, показано, что у 3 трансгенных линий происходило отмирание цветков, в 
результате чего не происходило формирование плодов. После длительного культивиро-
вания на этих растений были получены плоды. Однако они не содержали полноценных 
семян. Вместо них обнаруживались только мелкие неразвившиеся семязачатки, что 
свидетельствует о партенокапическом происхождении плодов у этих растений. Раз-
множенные растения подвергали действию солей NaCl и Na2SO4 в культуре in vitro на 
бумажных мостиках на водной среде ½ МS без добавления гормонов. Электронная 
микроскопия проводилась по стандартному протоколу. 

Результаты и обсуждение. Нетрансгенные растения томата имели характерные 
для действия солевого стресса изменения ультраструктуры паренхимных клеток, что 
было характерно как для пластид, так и для митохондрий. Очевидно, что действие NaCl 
оказывало деструктивное влияние на структуру пластид, что выражалось в изменении 
их формы, вероятно связанных с нарушением осмоса, появлении увеличенных пластог-
лобул. Повреждение митохондрий выражались в значительном уменьшении количества 
крист и в их неравномерном расположении, изменении формы с округлой на сильно 
изогнутую, с инвагинациями. При воздействии Na2SO4 пластиды исходной формы при-
обретали неправильную угловатую форму, строма была более плотной, крахмальные 
зерна окружали неравномерные угловатые светлые участки, от отдельных пластид от-
шнуровывались окруженные мембраной фрагменты стромы, содержащие ламеллярные 
структуры, увеличения количества пластоглобул при этом не наблюдалось. Митохонд-
рии были более мелкими, чем в контроле, сохраняли округлую форму и имели неболь-
шое число более длинных, чем в норме, изогнутых крист. Пластиды клеток паренхимы 
трансгенных линий № 6 и № 8 значительно отличались как от контроля, так и между 
собой. Пластиды линии № 6 под действием NaCl не имели характерных крупные пла-
стоглобул, изменялась форма пластиды и ее размер, можно было наблюдать нуклеоид, 
крахмальные зерна сохранялись в некоторых клетках, количество гран оставалось так-
же ниже, чем у исходной формы и линии № 8. Митохондрии линии №  6 при хлорид-
ном засолении были более мелкими, хотя и содержали характерные для нормальных 
условий для этой линии кристаллические включения, кристы были четко выражены, 
имели ромбовидную и треугольную форму, плотный матрикс. Изменение митохондрий 
вероятно, было обратимым. Сульфатное засоление вызывало изменение пластид линии 
№ 6: уменьшение размеров, сохранение значительного количества крахмальных зерен, 
появление пластоглобул, меньшего, чем в норме для этой линии, но соответствующего 
размеру пластоглобул у исходной формы и трансгенной линии № 8 в нормальных ус-
ловиях. Митохондрии линии № 6 в этих условиях не имели значимых изменений 
структуры. Во многих клетках приобретали характерное для контрольных условий 
структурное состояние. Ультраструктура хлоропластов линии № 8 имела существенные 
отличия по сравнению, как с исходной формой, так и с линией № 6, выражавшиеся в 
сохранении овально-линзовидной формы при действии NaCl. Тилакоиды гран и стромы 
также имели типичное строение, в строме наблюдали небольшое число нуклеоидов и 
пластоглобул, что свидетельствовало о сохранности компартмента. Митохондрии кле-
ток паренхимы линии № 8 при хлоридном засолении характеризовались округлой фор-
мой, имели развитую структуру крист, несколько большие размеры, чем в нормальных 
условиях у этой линии, но соответствующую структуре митохондрий у исходной фор-
мы без воздействия солей. При сульфатном засолении пластиды линии № 8 были 
меньше, отмечали незначительные изменения формы, уменьшение количества гран и 
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тилакоидов в гранах, пластоглобулы – более мелкие. Под действием сульфата натрия 
митохондрии линии № 8 приобретали овальную продолговатую форму, содержали от-
носительно плотный матрикс и развитую систему крист, структура была аналогична 
структуре митохондрий у линии № 6 в нормальных условиях. В проведенных экспери-
ментах подтвердилось предположение, что устойчивость к повреждениям при действии 
засоления, вызываемого сульфатом и хлоридом натрия, на уровне реакции ультра-
структуры зависит от активности фермента и принадлежности клетки к определенной 
ткани. 

*Работа проведена в рамках PФФИ 18-04-00558 и госзадания № 0574-2014-0019. 
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Согласно современным представлениям пластиды являются одним из древнейших 

эндосимбионтов эукариотических организмов (Gray, 2017). В результате длительного 
совместного эволюционного развития в клетках растений часть генома организма-
предшественника пластид, которым, как полагают, была цианобактерия, так же как и 
часть генома организма-предшественника митохондрий была перенесена в ядерный ге-
ном и включена в состав хромосом (Li et al., 2015). Однако часть генетического аппара-
та сохранилась в виде нуклеоида, кодирующего элементы отличного от цитоплазмати-
ческого белоксинтезирующего аппарата и ряд специфических ферментов регуляции и 
функционирования пластид (Bock, 2015). Для доставки важных элементов формирова-
ния компартментов пластид, в частности, связанных с фотосинтезом, используется бе-
локсинтезирующая система, контролируемая ядром. Различные полипептиды, таргети-
руемые в пластиды, содержат специфические сигнальные последовательности, обеспе-
чивающие адресную доставку (Singh et al, 2015). В пластидах осуществляется синтез 
множества молекул отвечающих за рост, развитие и регуляцию процессов дифферен-
цировки растений. Процесс фотосинтеза обеспечивает накопление крахмала, который 
потом метаболизируется в сахара и являются важнейшим поставщиком и способом со-
хранения энергии, белки, витамины, гормоны и липиды  также используются клеткой 
для обеспечения своей жизнедеятельности. Абиотические стрессовые факторы оказы-
вают значительное влияние на структурную организацию пластид как напрямую, так и 
опосредованно, за счет нарушения осмотического давления, целостности мембран, ог-
раничения таргетинга функциональных белков. Это сказывается на изменении формы, 
размеров, структурной организации и распределения функциональных субдоменов 
пластидного компартмента. 

Важнейшими доменами пластидного компартмента является внешняя мембрана, 
нуклеоид, система внутренних ламелл, рибосомы и строма. Существующие системы 
классификации пластид до сих пор несовершенны и в целом предполагают деление на 
основе визуализируемого внутреннего содержимого. В ряде случаев это достаточно ус-
тойчивые и распространенные формы: амилопласты, лейкопласты, хлоропласты, этио-
пласты. Однако в большинстве случаев, очевидно, что узкая специализация пластид по 
сути является реакцией на взаимодействие с условиями их существования и зависит от 
регуляторной функции ядра.  

Генетическая инженерия позволяет эффективно использовать пластиды в качест-
ве стабилизатора клетки от повреждений абиотическими стрессорами (Fuentes P. et al, 
2018). Может быть использовано две стратегии: 1) защита целостности и функциональ-
ной активности пластидного компартмента; 2) использование специализированных 
свойств пластиды через регуляцию ее функций. При первом варианте мы исходим из 
того, что хлоропласты весьма чувствительны к окислительному, осмотическому и ток-
сическому воздействию, вызываемому избыточным ультрафиолетом, температурными 
стрессами, засухой, действием токсикантов. Отсюда, модификация устойчивости ком-
партмента может быть осуществлена опосредованно, через оптимизацию работы кле-
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точного метаболизма регуляцией работы других систем – локализацию токсикантов, 
изменение осмотического давления таким осмопротектантами как пролин, маннитол и 
др. При использовании второй стратегии для защиты могут быть задействованы гене-
тически заложенные в его метаболизме возможности, например, наличие в хлоропла-
стах холина, который при достаточно простой модификации может быть превращен в 
глицинбетаин не так, как у некоторых растений – в две стадии, а с использованием бак-
териального фермента холиноксидазы – в одну стадию. Осуществление этих двух стра-
тегией может быть выполнено, используя генетическую модификацию одного из трех 
доступных геномов растительной клетки. Очевидно, что генетическая модификация 
митохондриального генома до сих пор представляет собой очень сложную проблему 
(Weber-Lotfi et al., 2015), поэтому можно выбирать между цитоплазматической систе-
мой экспрессии (контролируемой ядром) и пластидной, контролируемой как ядром так 
и нуклеоидом. На сегодняшний день остается много вопросов к тому, какой вариант 
является более эффективным, и в каком случае следует делать выбор в сторону одного 
или другого тактического подхода. 

В качестве модельного объекта в работе использовали растения табака (Nicotiana 
tabacum L.) сорта Sumsun. Семена растений стерилизовали и помещали на агаризован-
ную среду MS для проращивания. Через две недели семядольные листья использовали 
для агробактериальной и баллистической трансформации по описанным ранее методи-
кам. Дальнейший отбор на антибиотике проводился по стандартным методикам 
(Baranova E.N. et al., 2010). 

 В нашей работе мы получили трансгенные и траспластомные растения и табака 
методом агробактериальной и баллистической, соответственно. После отбора на анти-
биотике проверяли наличие вставки методом ПЦР и РТ-ПЦР. Для анализа трансгенных 
линий использовали как первичные трансформанты, так и их семенное потомство. При 
исследовании транспластомных линий анализировали гомопластомные и гетеропла-
стомные растения и изучили изменения пластид на нескольких линиях в сравнении с 
нетрансформированным контролем (Данилова С.А. и др., 2014). Выбранные варианты 
воздействия на ядерный и пластидный геномы показывают эффективность обоих под-
ходов, но различия между линиями трансгенных и транспластомных растений свиде-
тельствуют о необходимости коррекции вариантов подбора стратегии.  

В конструкции для агробактериальной трансформации целевой ген был снабжен 
синтетической хлоропластной сигнальной последовательностью из гена rbcS, обеспе-
чивающий таргетинг аминокислотной последовательности в пластиду (Гулевич, Бара-
нова, 2008). Мы отметили наличие изменений в пластидном компартменте в обоих слу-
чаях, что выражалось в изменении расположения внутренних доменов хлоропласта, в 
частности, ламеллярной системы. Однако при применении стрессового воздействия у 
трансгенных растений изменения затрагивали также ультраструктурную организацию 
митохондрий и пероксисом, что возможно, может быть связано с нарушением надле-
жащего осуществления таргетинга в условиях стресса, что представляет самостоятель-
ный интерес и требует дальнейшего изучения. Если это предположение подтвердится, 
то вероятно, нужно будет произвести отбор сигнальных последовательностей, тарге-
тинг которых остается стабильным при стрессе, и/или использовать только транспла-
стомные растения, как наиболее эффективные для создания защиты пластид от повре-
ждающего действия абиотических стрессов.  

Другим возможным вариантом является поддержание адресной доставки струк-
турных и функциональным белков и ферментов путем увеличения адаптивных возмож-
ностей цитоплазмы, так как при стрессе меняется осмотическое давление в цитоплаз-
матическом компартменте, нарушается расположение и динамика сборки и разборки 
филаментов и микротрубочек, нарушается процесс слияния и синтеза мембран тоно-
пласта, в ряде случаев клеточные компартменты локализуются в аутофагасомы, что 
полностью ингибирует возможность доставки кодируемых в ядерном геноме продуктов 
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в органеллу. Кроме того, при ряде стрессовых воздействий нарушается целостность 
пластид и митохондрий (Баранова Е.Н. и др., 2011), нарушение внешней и внутренней 
мембраны, в результате чего содержимое стромы и матрикса может быть выброшено в 
цитоплазму или в вакуолярный компартмент (Baranova E.N. et al., 2011; Borgo L. et al., 
2015).  

*Работа проведена в рамках ГП 14 по теме госзадания № 0574-2015-0004 и при 
финансовой поддержке РФФИ 13-08-01323. 
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Условием нормального функционирования митохондрий высших эукариот явля-

ется наличие у них мембранных систем транспорта макромолекул (белков и нуклеино-
вых кислот). Импорт РНК в митохондрии имеет важное значение для экспрессии мито-
хондриальных генов и их регуляции, в то время как импорт ДНК, вероятнее всего, вно-
сит вклад в динамику генома и эволюцию этих органелл. Горизонтальный перенос ге-
нетического материала, происходящий в растительные митохондрии с гораздо более 
высокой частотой, чем в ядерный и хлоропластный геномы (Sanchez-Puerta, 2014), мо-
жет быть связан с природной способностью этих органелл к активному поглощению 
ДНК (Koulintchenko et al, 2003; Weber-Lotfi et al, 2009). На настоящий день нами уста-
новлено, что процесс импорта ДНК не ограничен участием двух мембранных белков – 
адениннуклеотидтранслоказы (ANT) во внутренней мембране и порина (VDAC) в на-
ружной мембране (Koulintchenko et al, 2003), а сам процесс импорта может осуществ-
ляться с участием нескольких пока нерасшифрованных механизмов, имеющих специ-
фичность в отношении длины и структуры транспортируемых молекул (Ibrahim et al, 
2011; Константинов и др., 2016). Однако до сих пор не идентифицированы другие бел-
ки внешней мембраны, которые могли бы определять специфичность транспорта моле-
кул ДНК разной длины и структуры в митохондрии. 

При проведении протеомного анализа уровней флуоресцентного мечения белков в 
присутствии и отсутствии ДНК, было показано пятикратное снижение интенсивности 
мечения для полипептида внутренней мембраны CuBP (Weber-Lotfi et al, 2015). Этот 
белок является компонентом дыхательного комплекса I и имеет Cu-связывающую ак-
тивность. Кроме того, с помощью методов биоинформатики в последовательности 
CuBP было показано наличие ДНК-связывающего сайта (Nair and Rost, 2005). Исходя 
из этого, интересно было исследовать роль CuBP в импорте ДНК более детально. Ранее 
была высказана гипотеза (Зоров, 1996) о возможном участии в транспорте ДНК бензо-
диазепинового рецептора PBR (от: Peripheral Benzodiazepine Receptor), являющегося в 
митохондриях животных одним из важных компонентов митохондриальной поры сдви-
га проницаемости MPTP (от: Mitochondrial Permeability Transition Pore). У растений 
этот белок, известный как TSPO (от: Tryptophan-rich Sensory Protein), также ассоцииро-
ван с наружной мембраной митохондриями (Lindemann et al, 2004), хотя, в отличие от 
животных, его функции остаются малоизученными. При определенных стрессовых си-
туациях PBR/TSPO способен формировать транзитную пору (олигомерные комплексы 
с порином и ANT в местах контакта двух мембран), через которую может осуществ-
ляться транспорт ДНК. Известно, что VDAC, один из основных компонентов наружной 
мембраны транзитной поры MPTP в митохондриях растительного и животного проис-
хождения, способен взаимодействовать не только с ANT, но и с другими представите-
лями суперсемейства митохондриальных переносчиков в составе внутренней мембра-
ны, обозначаемыми как MCF (Haferkamp and Schmitz-Esser, 2012). В растительных ми-
тохондриях известны четыре изоформы миохондриального порина (Tateda et al, 2011), 
функции которых не до конца ясны. Сложная структура митохондриальных мембран 
дает основания для предположения о полиморфизме MPTP: любой белок-
представитель семейства MCF с участием различных изоформ VDAC способен форми-
ровать пору, через которую, в определенных условиях, может транслоцироваться ДНК. 
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C целью характеристики роли мембранных белков (CuBP, TSPO, изоформ VDAC) в 
процессе импорта ДНК было проведено исследование импорта молекул ДНК разной 
длины в митохондрии в системе in organello и in vivo с использованием гомозиготных 
линий Arabidopsis thaliana, мутантных по одному из этих кандидатных белков. 

При изучении роли белка внутренней мембраны CuBP в процессе импорта ДНК 
обнаружено, что отсутствие CuBP ухудшает транспорт ДНК, в особенности через внут-
реннюю митохондриальную мембрану, причем наиболее существенно этот эффект вы-
ражен для транспорта ДНК-субстратов большой длины (9 т.п.н.). CuBP, таким образом, 
можно рассматривать в качестве нового фактора импорта нуклеиновых кислот, кото-
рый выступает в роли рецептора в межмембранном пространстве митохондрий.  

Анализ характера импорта ДНК разной длины в митохондрии мутантной линии 
tspo показал, что митохондриальный мембранный белок TSPO, скорее всего, не играет 
существенной роли в импорте молекул ДНК малой длины (фрагментов ДНК ≤ 0,3 
т.п.н.). Тем не менее, не исключено участие TSPO в импорте в митохондрии молекул 
ДНК средней длины (фрагментов ДНК > 0,3 т.п.н.). 

 

 
Рис. 1. Анализ эффективности импорта трех фрагментов ДНК большого размера в 

митохондрии протопластов арабидопсиса дикого типа (Col-0) и мутанта vdac1 in vivo.  
На рисунке показано относительное количество ДНК фрагментов размером 6 т.п.н. (А), 

7 т.п.н. (Б) и 9 т.п.н. (В), нормированное к содержанию фрагмента гена NAD4 (митохондриаль-
ная ДНК). Количество импортированной ДНК в митохондриях линии Col-0 принято за 1. 

 
Импорт ДНК в митохондрии, изолированные из линий арабидопсиса vdac1 и 

vdac3, у которых инактивированы изоформы порина VDAC1 или VDAC3, был осуще-
ствлен исходя из того, что для этих линий оказалось возможным выращивать достаточ-
ное для выделения органелл количество растительного материала, в отличие от частич-
но стерильных линий vdac2 и vdac4. Показано, что VDAC1 или VDAC3 транспортиру-
ют ДНК с большей эффективностью в сравнении с митохондриями дикого типа. При 
этом, повышенный уровень активности митохондриального импорта у этих мутантов 
не является специфичным в отношении длины транспортируемой молекулы ДНК: для 
всех трех тестировавшихся субстратов, малой (0,27 т.п.н.) и средней (0,85 и 2,7 т.п.н.) 
длины, мы наблюдали стимуляцию процесса. Следует отметить, что импорт фрагмента 
0,27 т.п.н. в митохондрии обоих мутантов был более эффективным (в 5 раз для мутанта 
vdac1 и в 3 раза для мутанта vdac3) в сравнении с импортом в митохондрии дикого ти-
па, чем импорт фрагментов 0,85 / 2,7 т.п.н. Исходя из представленных данных, следует 
также, что уровень импорта ДНК, как малой, так и средней длины, существенно выше в 
митохондриях, изолированных из проростков мутанта vdac1, чем в митохондриях му-
танта vdac3. По-видимому, отсутствие одной из изоформ порина, VDAC1 или VDAC3, 
может вызывать конформационные изменения в поре, способствуя более эффективной 
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транслокации фрагментов ДНК. Можно предположить, что VDAC выполняет регуля-
торную и/или барьерную роль в импорте ДНК. 

С помощью разработанного в ходе выполнения работы in vivo метода изучения 
импорта ДНК в митохондрии с использованием протопластов арабидопсиса установле-
но, что находящаяся в цитоплазме растительной клетки ДНК активно поступает в ми-
тохондрии. При трансформации протопластов, полученных из листьев растений араби-
допсиса дикого типа (Col-0) и мутантной линии vdac1, у которой инактивирована изо-
форма порина VDAC1, набором ДНК-субстратов различной длины (2,7-9 т.п.н.) обна-
ружено, что для всех использованных субстратов характерна достоверно более высокая 
активность импорта в митохондрии протопластов линии vdac1 (рис.1). Эти данные хо-
рошо согласуются с результатом, полученным  в экспериментах по импорту ДНК в ми-
тохондрии линий Col-0 и vdac1 в системе in organello.  

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ (проект № 18-04-00603), с 
использованием оборудования ЦКП «Биоаналитика» СИФИБР СО РАН. 
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Альтернативную цианид-резистентную оксидазу (АО) растений называют бел-

ком «выживания», так как активация экспрессии ее генов происходит под действием 
широкого спектра стрессовых воздействий. Однако остается множество вопросов о 
функционировании АО в митохондриях и механизмах ее регуляции в стрессовых усло-
виях. Дыхание и фотосинтез занимают центральную роль в метаболизме растительной 
клетки, и устойчивость этих процессов к действию стрессовых факторов крайне важна 
для поддержания жизнедеятельности и является определяющим фактором для адапта-
ции растений (Туманов, 1979; Климов, 1998). В последние годы появляется все больше 
информации о возможном участии АО в становлении фотосинтетического аппарата 
растений и его защите от фотоингибирования при избыточном освещении (Noguchi and 
Yoshida, 2008; Garmash et al., 2015; Zhang et al., 2017). Участие митохондрий, в частно-
сти альтернативного цианид-резистентного пути дыхания, связанного с функциониро-
ванием АО, в формировании механизмов защиты растений от низкотемпературного 
стресса в настоящее время очевидно. Ранее нам было показано, что низкие температу-
ры приводят к активации АО в митохондриях как из этиолированных проростков и ли-
стьев, так и из зеленых листьев (Grabelnych et al., 2014; Borovik and Grabelnych, 2016, 
2017). Выявлена зависимость функционирования альтернативного цианид-
резистентного пути дыхания от обеспеченности растений сахарами при действии низ-
кой температуры и морозоустойчивостью растений (Grabelnych et al., 2014; Borovik and 
Grabelnych, 2016, 2017). Повышение активности АО при окислении митохондриями 
глицина после холодового закаливания в условиях непрерывного освещения указывает 
на важную роль АО в поддержании процессов фотодыхания в условиях низкой темпе-
ратуры (Borovik and Grabelnych, 2017). О функционировании альтернативной оксидазы 
в митохондриях при действии на растения высоких температур известно очень мало, в 
основном эти данные связаны с влиянием высокой температуры на уровень экспрессии 
ее генов. В связи с этим целью работы явилось изучение влияния теплового закалива-
ния и последующего теплового стресса на функционирование альтернативного цианид-
резистентного пути дыхания и оценка зависимости его функционирования от теплоус-
тойчивости растений и содержания в листьях водорастворимых углеводов. В работе 
были использованы зеленые растения яровой пшеницы Triticum аestivum L. (сорт Ново-
сибирская 29). Растения были выращены, закалены и подвергнуты стрессовым обра-
боткам в камерах тепла/холода «Binder» опытной станции Фитотрон СИФИБР СО 
РАН. Растения выращивали при температуре 23/20 °С (день/ночь), 16 часовом фотопе-
риоде. Освещенность при выращивании, закаливании и стрессировании – 200-250 μmol 
m-2 s-1. Тепловое закаливание растений осуществляли при 39 °С в течение 3 ч и 24 ч на 
свету. Закаленные и контрольные растения были подвергнуты действию стрессирую-
щей температуры 50 °С в течение 1, 3 и 5 ч. Анализировали выживаемость растений, 
содержание водорастворимых углеводов, интенсивность дыхания, активность цито-
хромного и альтернативного цианид-резистентного путей дыхания. Для анализа содер-
жания в листьях белков теплового шока (БТШ), водорастворимых углеводов и изоли-
рования из листьев митохондрий использовалась средняя часть листа. Эффективность 
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теплового закаливания определяли по выживаемости растений после теплового стресса 
и накоплению в листьях БТШ. Выживаемость оценивалась по выходу электролитов из 
клеток листьев после закаливания и стрессовых обработок. Дыхательную активность 
изолированных из листьев митохондрий изучали полярографическим методом. В каче-
стве субстрата дыхания использовали 10 мМ малат в присутствии 10 мМ глутамата. 
Для ингибирования цитохромного пути дыхания использовали 1,2 мМ KCN (ингибитор 
цитохром с оксидазы), для ингибирования альтернативного цианид-резистентного пути 
дыхания – 3 мМ БГК (ингибитор АО). 

Тепловое закаливание эффективно повышало теплоустойчивость растений. После 
закаливания и последующего теплового стресса в листьях яровой пшеницы было отме-
чены изменения в содержании БТШ. Закаливание приводило к увеличению содержания 
водорастворимых углеводов в листьях в 2 раза, что указывает на эффективную работу 
фотосинтетического аппарата в условиях повышенных температур. Не было отмечено 
положительной корреляции между содержанием водорастворимых углеводов и интен-
сивностью дыхания. После теплового закаливания наблюдали увеличение содержания 
водорастворимых углеводов; дыхательная активность митохондрий значительно не из-
менялась, однако было отмечено значительное увеличение вклада в дыхание альтерна-
тивного цианид-резистентного пути. Увеличение вклада АО в дыхание на фоне повы-
шенного содержания водорастворимых углеводов в листьях указывает на ее важную 
роль в адаптации фотосинтезирующих растений к высоким температурам. Вероятно, 
что активация АО при повышенных температурах позволяет поддержать функциони-
рование не только митохондрий, но и фотосинтетического аппарата хлоропластов. 

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект 
№ 17-74-10096). 

 
Литература 

Грабельных О.И., Боровик О.А., Таусон Е.Л., Побежимова Т.П., Катышев А.И., Павлов-
ская Н.С., Королева Н.А., Любушкина И.В., Башмаков В.Ю., Попов В.Н., Боровский Г.Б., Войни-
ков В.К. Митохондриальные энергорассеивающие системы (альтернативная оксидаза, разоб-
щающие белки и «внешняя» NADH-дегидрогеназа) вовлечены в развитие морозоустойчивости 
проростков озимой пшеницы // Биохимия. – 2014. – Т. 79, вып. 6. – С. 647–662. 

Климов С.В. Повышенное соотношение фотосинтез/дыхание при низких температурах – 
важное условие холодового закаливания озимой пшеницы // Физиология растений. – 1998. – 
Т. 45, № 3. – С. 419–424. 

Туманов И.И. Физиология закаливания и морозостойкости растений. – М.: Наука, 1979. – 
352 с. 

Borovik O.A., Grabelnych O.I. Distribution of the respiratory pathways in the isolated mito-
chondria from etiolated leaves of winter wheat and rye after the action of low temperature // Journal of 
Stress Physiology & Biochemistry. – 2016. – V. 12, N 4. – P. 38–49. 

Borovik O., Grabelnych O. The relationships among an activity of the alternative pathway respi-
ratory flux, a content of carbohydrates and a frost-resistance of winter wheat // FEBS Journal. – 2017. 
– V. 284, Suppl. 1. – P. 366–367. 

Garmash E.V., Grabelnych O.I., Velegzhaninov I.O., Borovik O.A., Dalke I.V., Voinikov V.K., 
Golovko T.K. Light regulation of mitochondrial alternative oxidase pathway during greening of eti-
olated wheat seedlings // J. Plant Physiol. – 2015. – V. 1, N 174. – P. 75–84. 

 



 19 

DOI: 10.31255/978-5-94797-318-1-19-21 
 

ВЛИЯНИЕ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ АЛЬТЕРНАТИВНОЙ «ВНЕШНЕЙ»  
NADH-ДЕГИДРОГЕНАЗЫ (NDB2) МИТОХОНДРИЙ НА ЭКСПРЕССИЮ  

ГЕНОВ, КОДИРУЮЩИХ МИТОХОНДРИАЛЬНЫЕ  
И СТРЕССОВЫЕ БЕЛКИ АРАБИДОПСИСА 

 
Г.Б. Боровский1, S.K. Panda2, М.Б. Бороздина1, А.И. Катышев1,  

Н.Е. Коротаева1, И.В. Федосеева1, А.В. Федяева1 
1ФГБУН Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН,  

Иркутск, borovskii@sifibr.irk.ru 
2Assam University, Silchar, India, drskpanda@gmail.com  

 
Кодируемая геном ndb2 арабидопсиса NAD(P)H-дегидрогеназа является одним из 

компонентов альтернативного дыхательного пути, играющего существенную роль в 
таких физиологических процессах как термогенез, регуляция уровня АФК и энергети-
ческого баланса в клетках растений (Park et al., 2012). У арабидопсиса компоненты 
энергорассеивающих митохондриальных систем кодируются несколькими небольшими 
семействами генов, такими как гены NAD(P)H-дегидрогеназ II типа (nda1-2, ndb1-4 и 
ndc1), альтернативных оксидаз (aox1a-d, aox2) и разобщающих белков (ucp1-3) (Park et 
al., 2012). NAD(P)H-дегидрогеназы II типа могут быть локализованы на внешней 
(NDB1-4) или внутренней поверхности внутренней митохондриальной мембраны 
(NDA1-2, NDC1), в соответствии с этим они подразделяются на внешние и внутренние 
NDII. Согласно данным Elhafez с соавторами для эффективного окисления NAD(P)H 
митохондриального матрикса и цитозоля достаточно экспрессии генов nda2, ndb2 и 
aox1, которая меняется координированно в различных условиях, в то время как экс-
прессия генов ndc1 и nda1 изменяется при этом противоположным образом. Экспрессия 
генов ucp1 и ucp2 не координирована в большинстве случаев с экспрессией генов NDII 
и альтернативной оксидазы (Elhafez et al., 2006). Суммируя имеющиеся на текущий 
момент литературные данные, можно утверждать, что гены aox1a, ndb2, nda2 играют 
наиболее значимую роль в клетках растений арабидопсиса в различных стрессовых ус-
ловиях. Мутантных линий арабидопсиса, в которых была бы нарушена транслируемая 
последовательность гена ndb2, в банках семян нет, поэтому исследование функции это-
го гена возможно только с помощью методов генетической инженерии. Растения с по-
ниженной экспрессией данного гена впервые удалось получить нам.  

С помощью ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) был исследован уровень экспрес-
сии целевого гена. Были получены две линии трансформированных растений, в кото-
рых количество транскрипта гена ndb2 примерно в 2 раза выше, чем в контрольных 
растениях. Растений-трансформантов с предполагаемой сниженной экспрессией инте-
ресующего нас гена (трансформированных конструкцией с геном ndb2 в антисенс-
ориентации) было получено 20 линий, в двух из которых количество мРНК гена ndb2 
снижено до 6 и 8 % по отношению к таковому у контрольных растений.  

Первоочередной интерес представляло выяснение возможной координации экс-
прессии генов, кодирующих компоненты альтернативного пути дыхания в растениях 
арабидопсиса в контрольных условиях. Было показано, что при увеличении уровня 
экспрессии гена ndb2 в растениях арабидопсиса наблюдается достоверное увеличение 
экспрессии генов, кодирующих одну из внутренних NAD(P)H дегидрогеназ - nda2, аль-
тернативные оксидазы – aox1a, aox1d, aox1b и разобщающие белки UCP1, ucp2 и ucp3 
(рис. 1). Если увеличение экспрессии генов nda2 и aox1a было ожидаемо, то возраста-
ние экспрессии генов aox1d, aox1b и ucp1-3 при повышении экспрессии гена ndb2 пока-
зано впервые. Более того, с точки зрения связи альтернативных путей транспорта элек-
тронов с устойчивостью, важно, что в контрольных условиях гиперэкспрессия гена 
ndb2 вызывает рост количества транскриптов отдельных стрессовых генов, кодирую-
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щих белки теплового шока (hsp17.6b – в 9 раз, hsp17.7 – в 3 раза, hsp101 – в 3,5 раза), 
что также продемонстрировано впервые. 
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Рис. 1. Сравнительный анализ количества мРНК генов, кодирующих альтернатив-
ные NADH-дегидрогеназы, альтернативные оксидазы и разобщающие белки в контроль-
ных растениях и растениях-гиперэкспрессорах ndb2. 

 
Также был проведен предварительный анализ изменений в содержании некото-

рых митохондриальных (NDB и AOX) и стрессовых (HSP101, HSP17.7, HSP70) белков 
у растений со вставкой в сенс и антисенс ориентации. Данные показали изменения в 
содержании исследованных белков по сравнению с диким типом растений арабидопси-
са в контрольных условиях и после теплового шока, как у тех, так и у других растений. 
Мы полагаем, что это явление может быть связано с содержанием АФК в растениях с 
гипо- или гиперэкспрессией ndb2 и привести к изменениям в базовой и индуцирован-
ной устойчивости к различным стрессам.  

Исследования роли генов NDII с использованием трансгенных растений со сни-
женной или повышенной экспрессией начаты относительно недавно (Smith et al., 2011; 
Wallstrom et al., 2014). В работе Smith с соавторами показано, что снижение экспрессии 
гена ndb4 в трансгенных растениях арабидопсиса приводит к повышению экспрессии 
генов ndb2 и aox1a, что, в свою очередь, приводит к снижению уровня генерации ак-
тивных форм кислорода в клетках растений и повышенной устойчивости к солевому 
стрессу. Снижение уровня генерации АФК вследствие высокого уровня экспрессии ге-
на ndb2 позволяют сделать вывод о том, что он может играть важную роль и в реализа-
ции клеточных механизмов ответа на воздействие других стрессовых факторов, в том 
числе и на температурный стресс. Обнаруженная нами координация экспрессии ndb2 с 
генами семейств aox и ucp в контрольных условиях показывает значительное влияние 
активности наружной NADH-дегидрогеназы на активность энергорассеивающих сис-
тем митохондрий растений.  

Работа была поддержана грантами РФФИ 17-54-45090 и DST INT/RUS/RFBR/P-
260. 
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Состав и содержание хлорофиллов у растений регулируется как стадией развития, 

так и внешними условиями (Lim et al., 2007). Известно, что воздействие внешних фак-
торов (холода или тепла, засухи, отсутствия света) может запустить процесс индуциро-
ванного старения, который сопровождается, в первую очередь, снижением содержания 
хлорофиллов и изменением их состава, и визуально проявляется пожелтением листьев 
(Ougham et al., 2008). Однако в условиях длительного отсутствия света двойной нокаут-
мутант Arabidopsis thaliana по генам NAD-зависимой глутаматдегидрогеназы демонст-
рирует более медленное пожелтение, чем растения арабидопсиса дикого типа. Это ука-
зывает на возможную связь между функцией глутаматдегидрогеназы и регуляцией экс-
прессии генов, ответственных за синтез или распад хлорофиллов. 

Прекурсором к синтезу всех тетрапирролов является 5-аминолевулиновая кислота 
(АЛК), поэтому о синтезе хлорофиллов можно судить по экспрессии генов, регули-
рующих ее биосинтез. Первым из них является GRS, который кодирует глутамил-тРНК 
синтетазу. Следующий ген – HEMA1 – кодирует глутамил-тРНК редуктазу и регулиру-
ет лимитирующую реакцию в биосинтезе АЛК. Ген GSA1 кодирует глутамат-
полуальдегид аминотрансферазу, которая катализирует завершающую реакцию в про-
цессе биосинтеза АЛК (Tanaka et al., 2011).  

Распад хлорофиллов, в свою очередь, также регулируется экспрессией ряда генов, 
среди которых NYC1, PPH, PAO, SGR1, SGR2, SGRL (рис. 1). NYC1 кодирует хлорофилл 
b-редуктазу, PAO – феофорбид a оксигеназу, PPH – феофитиназу. Гены SGR1, SGR2, 
SGRL кодируют белки семейства SGR, обеспечивающие разборку хлорофилл-белковых 
комплексов и регулирующие распад хлорофиллов (Tanaka et al., 2011). 

В данной работе мы использовали растения арабидопсиса двух линий – дикий тип 
Col-0 и двойной нокаут-мутант gdh1gdh2 – и отслеживали изменения в содержании и 
составе хлорофиллов при длительном выдерживании растений в темноте. Для этого 
арабидопсис выращивали в чашках Петри в течение двадцати одного дня, затем убира-
ли в темноту на 0, 4 и 7 суток. Хлорофиллы экстрагировали 80 % ацетоном на холоду 
(Porra et al., 1989). Содержание и состав хлорофиллов определяли спектрофотометриче-
ски, расчет вели по формулам (Ni at al., 2009): 

 
Ca = 12,7 * A663 – 2,69 * A645 (Chlorophyll a) 
Cb = 22,9 * A645 – 4,86 * A663 (Chlorophyll b) 

Ca+b = 8,02 * A663 + 20,20 * A645 (Chlorophyll a+b) 
 

Мы обнаружили, что при выдерживании растений арабидопсиса в темноте более 4 
суток происходит снижение содержания как хлорофилла a, так и хлорофилла b. Через 4 
суток в темноте общее содержание хлорофилла у линии Col-0 снижалось наполовину, 
через 7 суток снижение продолжалось. У растений gdh1gdh2 снижение содержания 
хлорофиллов было выражено существенно слабее (рис. 2). 
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Снижение содержания хлорофиллов завершалось в течение 6–7 суток у обеих ис-
следуемых линий, однако остаточное содержание хлорофиллов у Col-0 составляло от 
20 до 30 %, у gdh1gdh2 – от 55 до 60 % (рис. 2). Таким образом, разрушение хлорофил-
лов у мутанта происходило менее эффективно. У растений gdh1gdh2 проявлялась тен-
денция к снижению соотношения хлорофиллов a/b в течение 4–7 суток в темноте 
вследствие относительно более медленного снижения содержания хлорофилла b. 

 
Рис. 1. Схема распада хлорофиллов (по: Oda-Yamamizo et al., 2016). 

 

 
 

Рис. 2. Содержание и состав хлорофиллов в розетках арабидоп-
сиса после 0, 4 и 7 суток в темноте. 
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В каждый момент времени содержание хлорофиллов в живой фотосинтезирую-
щей ткани отражает баланс двух процессов: синтеза хлорофиллов и их распада. В целях 
изучения экспрессии генов, ответственных за синтез и распад хлорофиллов, мы иссле-
довали экспрессию 6 генов, отвечающих за деградацию хлорофиллов (NYC1, PPH, 
PAO, SGR1, SGR2, SGRL), и 3 генов, регулирующих синтез АЛК (GRS, HEMA1, GSA1), 
методом ПЦР в реальном времени с обратной транскрипцией. Экспрессия всех иссле-
дованных генов изменялась в процессе индуцированного темнотой старения. При вы-
держивании растений Col-0 и мутанта gdh1gdh2 в течение 4 суток в темноте значитель-
ные различия в профиле экспрессии наблюдали для генов PAO и SGR2. После 7 суток 
пребывания в темноте экспрессия обоих генов оставалась практически неизменной по 
сравнению с точкой «4 суток» для обеих линий. Существенных различий в экспрессии 
генов, обеспечивающих синтез АЛК (GRS, HEMA1 и GSA1), между линиями не обна-
ружено. Это может свидетельствовать о том, что более медленное снижение содержа-
ния хлорофиллов у мутанта обуславливается нарушением их распада, а не ускорением 
синтеза. 

Таким образом, индуцированное темнотой старение у мутанта арабидопсиса по 
генам NAD-зависимой глутаматдегидрогеназы gdh1gdh2 развивается иначе, чем у ли-
нии дикого типа Col-0. Снижение содержания хлорофиллов у мутанта происходит зна-
чительно медленнее. Ряд генов, ответственных за деградацию хлорофиллов (PAO, 
SGR2), в мутантных растениях экспрессируются на более низком уровне, чем у расте-
ний Col-0, при одних и тех же сроках выдерживания в темноте. Обнаруженные факты 
хорошо согласуются с визуальными наблюдениями – менее выраженное пожелтение 
листьев у мутантных растений при длительном выдерживании их в темноте. 

Работа выполнена с использованием оборудования ЦКП «Биоаналитика»       
СИФИБР СО РАН. 
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Глутаматдегидрогеназа (GDH, EC1.4.1.2) катализирует окислительное 

дезаминирование глутамата до 2-оксоглутарата, а также обратную реакцию. Поскольку 
превращение этих метаболитов является связующим звеном между метаболизмом C и 
N в растениях, GDH, локализованная в митохондриях, играет важную роль в 
метаболизме растений. В растениях Arabidopsis thaliana были клонированы и 
охарактеризованы три гена, кодирующие GDH, два из которых – GDH1 и GDH2 - 
ответственны за большую часть активности GDH у арабидопсиса (Fontaine et al., 2013). 

Существует жизнеспособный двойной нокаут-мутант по генам GDH gdh1gdh2 
(Miyashita and Good, 2008). Нами обнаружено, что мутант gdh1gdh2 при длительном (4 
суток и более) выдерживании растений в темноте сохраняет зеленый цвет листьев, в 
отличие от растений дикого типа Col-0, листья которых при этом желтеют (рис. 1). Это 
явление (пожелтение и отмирание листьев при длительном выдерживании в темноте) 
называется индуцированным старением (Lim et al., 2007).  

 

 
 

Рис. 1. Полные наборы листьев растений дикого типа Col-0 и 
мутанта gdh1gdh2 после 4 суток выдерживания растений в темноте.  

 
Для того, чтобы проследить, как развивается индуцированное старение листа у 

растений дикого типа и у мутантных, растения выращивали до возраста 3 недели в 
чашках Петри, либо 4 недели на земле (стадия вегетации), после этого выдерживали в 
темноте до 6 суток. Собирали для растений дикого типа отдельно желтые, желтеющие 
и зеленые листья, для растений gdh1gdh2 – типично окрашенные листья. Выделяли 
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РНК и оценивали экспрессию генов методом ПЦР в реальном времени с обратной 
транскрипцией.  

Так как разрушение хлорофилла – главный признак индуцированного старения, а 
у мутантных растений пожелтение листьев замедлено, то мы исследовали экспрессию 
генов, ответственных за распад хлорофиллов. Были исследованы следующие гены: 
NYC1 – кодирует хлорофилл b-редуктазу, участвующую в деградации хлорофилла b. 
PAO – кодирует феофорбид a оксигеназу, катализирующую превращение феофорбида a 
в красный катаболит. PPH – кодирует феофитиназу, участвующую в деградации 
хлорофилла. Семейство генов SGR (SGR1, SGR2 и SGRL) – кодирует группу белков, 
обеспечивающих разборку хлорофилл-белковых комплексов фотосинтетического 
аппарата и регуляцию распада хлорофиллов (Tanaka et al., 2011).  

Нами обнаружено, что у растений дикого типа по ряду генов экспрессия 
различается на разных стадиях старения листа: гены экспрессируются на низком 
уровне в зеленом листе и на высоком уровне в желтеющем. В полностью пожелтевшем 
листе гены, отвечающие за распад хлорофиллов, экспрессируются либо слабо (PAO, 
SGR2), либо на том же уровне, что и в желтеющем листе (NYC1, PPH, SGR1). Вероятно, 
такие профили экспрессии связаны с завершением распада хлорофиллов. Экспрессия 
тех же генов в листьях мутанта gdh1gdh2 находится на таком же низком уровне, как в 
зеленом листе дикого типа. Это свидетельствует либо о нарушении программы распада 
хлорофиллов в листьях мутантных растений (что хорошо согласуется с замедлением 
пожелтения листьев), либо о более раннем начале гибели их листьев. Ранее было 
показано, что при длительном выдерживании в темноте мутант gdh1gdh2 начинает 
погибать раньше, чем растения дикого типа (Miyashita and Good, 2008). 

Таким образом, нами обнаружено, что нокаут-мутации по генам GDH1 и GDH2 
приводят к нарушению механизма развития индуцированного старения.  

Работа выполнена с использованием оборудования ЦКП «Биоаналитика»        
СИФИБР СО РАН. 
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Митохондрии играют важную роль в энергетическом метаболизме растительной 

клетки, в процессах адаптации и гибели при стрессе. В нефотосинтезирующих частях 
растений митохондрии и их электрон-транспортная цепь (ЭТЦ) вносят основной вклад 
в продукцию активных форм кислорода (АФК) в клетке (Møller, 2001). При стрессе по-
вышение концентрации АФК в клетке до определенного уровня приводит к запуску 
защитных реакций (адаптации), а избыточная генерация АФК – к запуску программы 
клеточной гибели (Креславский и др., 2012; Suzuki, Mittler, 2006). Одним из факторов, 
вызывающих развитие окислительного стресса в растительных клетках, является не-
благоприятная температура – как высокая, так и низкая (Грабельных и др., 2014б; Фе-
дяева и др., 2014). Повышение устойчивости растений к перенесению неблагоприятных 
низких температур происходит в результате низкотемпературной адаптации (холодово-
го закаливания), а к действию же высоких температур – с помощью механизма индуци-
рованной термотолерантности. При низкотемпературной адаптации повышение содер-
жания АФК сопровождается активацией экспрессии ряда холодо-регулируемых генов 
(cold-regulated, COR-генов) (Suzuki, Mittler, 2006), также как при действии умеренно 
высокой температуры АФК активируют экспрессию генов белков теплового шока 
(БТШ) (Volkov et al., 2006). На этиолированных проростках озимой пшеницы показано, 
что митохондрии являются основным источником генерации АФК при температурном 
стрессе (Грабельных и др., 2014б). АФК, образующиеся в митохондриях, могут высту-
пать в качестве сигнальных молекул, участвующих в передаче внутриклеточных сигна-
лов, регуляции экспрессии стрессовых генов и активации защитных систем клетки или 
запуске программ клеточной гибели (Gray et al., 2004; Rhoads et al., 2006). Альтерна-
тивные ферменты ЭТЦ митохондрий растений (альтернативная оксидаза (АО) и аль-
тернативные ротенон-нечувствительные НАД(Ф)∙Н-дегидрогеназы (НАД(Ф)∙Н-ДГ типа 
II – NDA, NDB)), а также свободные жирные кислоты (СЖК) и связанные с ними ра-
зобщающие белки (подобные термогенину животных, UCP-подобные белки) могут ре-
гулировать образование АФК в митохондриях и клетке, участвуя в реализации защит-
ной программы или программы клеточной гибели (Грабельных, 2005; Грабельных и 
др., 2014а). В настоящей работе нами проведен сравнительный анализ функционально-
го состояния митохондрий при действии на растения низких и высоких закаливающих 
и повреждающих температур, на основании таких параметров как содержание в мито-
хондриях АФК, интактность наружной мембраны, окислительная и фосфорилирующая 
активность, содержание стрессовых белков, содержание и активность альтернативных 
ферментов ЭТЦ. Обсуждается связь между функциональной активностью раститель-
ных митохондрий при гипо- и гипертермии, жизнеспособностью растений и синтезом 
стрессовых белков. 

В качестве объекта исследования использовали этиолированные проростки ози-
мой пшеницы Triticum aestivum L. (сорт «Иркутская»). Закаливание 3-х сут проростков 
к низкой температуре проводили при 2 °С в течение 7 сут, к высокой – при 37 °С в те-
чение 2 и 24 ч. Холодовой шок вызывали действием на проростки отрицательной тем-
пературы -8 °С (6 ч), тепловой шок – действием высокой температуры 47 °С (30 мин). 
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Анализировали жизнеспособность проростков, содержание в тканях побегов АФК и 
стрессовых белков (дегидринов, БТШ), содержание в митохондриях АФК, проницае-
мость наружной мембраны митохондрий для экзогенного цитохрома с, окислительную 
и фосфорилирующую активность изолированных из побегов проростков митохондрий 
(дыхание в состояниях 3 и 4, коэффициент дыхательного контроля – ДК, АДФ:О, 
транспорт электронов по цитохромному и альтернативному путям), содержание в ми-
тохондриях дегидринов, БТШ, АО, NDA, NDB, UCP. 

Установлено, что холодовой шок приводит к гибели проростков озимой пшеницы, 
сопровождающейся значительным повышением генерации АФК в тканях побегов и в 
изолированных из них митохондриях (Грабельных и др., 2014б). Обнаружена прямая 
зависимость между генерацией АФК и степенью интактности митохондрий, их окисли-
тельной и фосфорилирующей активностью. Вероятной причиной ингибирования окис-
лительной и фосфорилирующей активности митохондрий был выход цитохрома с из 
митохондрий. Установлено резкое снижение скорости окисления митохондриями мала-
та, что указывает на повреждение комплекса I ЭТЦ митохондрий при гипотермии. 
Снижение окислительной активности митохондрий при холодовом шоке сопровожда-
лось ингибированием активности АО и UCP-подобных белков. Холодовое закаливание 
проростков озимой пшеницы повышало морозоустойчивость, индуцировало синтез де-
гидринов (в том числе в митохондриях), снижало генерацию АФК при последующем 
холодовом шоке как в интактных тканях, так и в изолированных митохондриях. В ре-
зультате этих событий сохранялась целостность мембран митохондрий и способность 
органелл осуществлять окислительное фосфорилирование при холодовом шоке. Холо-
довое закаливание активировало транспорт электронов через АО, индуцировало повы-
шение в митохондриях содержания белков АО и UCP1/2, которые, вероятно, участвуют 
в поддержании необходимого про/антиоксидантного статуса клеток при гипотермии. 

Тепловой шок снижал выживаемость проростков озимой пшеницы, приводил к 
генерации АФК в тканях побегов и в изолированных из них митохондриях. Повышение 
содержания АФК в митохондриях сопровождалось снижением интактности мембран 
митохондрий, резким ингибированием их окислительной и фосфорилирующей актив-
ности. Так же как и при действии низкой температуры, обнаружено значительное сни-
жение окислительной активности митохондрий при окислении малата, что указывает на 
то, что комплекс I ЭТЦ митохондрий – НАДН: убихинон оксидоредуктаза является 
критическим звеном среди компонентов дыхательной цепи в ответной реакции на тем-
пературный стресс. Все негативные последствия теплового шока предотвращались 
предварительным воздействием на проростки закаливающей температуры (37°С). Воз-
действие этой температурой в течение 2 и, особенно, 24 часов, приводило к росту теп-
лоустойчивости, связанному с синтезом БТШ (Hsp101, Hsp70, Hsp17,6) в тканях побе-
гов. Эти изменения, наряду с повышением содержания в митохондриях белка и актив-
ности АО (через 24 ч воздействии), вероятно, способствовали снижению генерации 
АФК и сохранению интактности и окислительной и фосфорилирующей активности ми-
тохондрий при последующем тепловом шоке. Поскольку Hsp101 и Hsp17,6 обнаружи-
вались в митохондриях, то можно предполагать, что от взаимодействия БТШ с мито-
хондриями зависит функционирование дыхательной цепи и способность растительных 
клеток адаптироваться к гипертермии. Примечательно, что на начальном этапе теплового 
закаливания (2 ч) активность «внутренних» ротенон-нечувствительных НАД(Ф)∙Н-ДГ и 
«внешней» НАДФ∙Н-ДГ снижалась, а затем по мере увеличения длительности закали-
вания (24 ч) возвращались до контрольного уровня. Следует заметить, что аналогичные 
изменения в активности данных ферментов наблюдали при холодовом закаливании 
озимой пшеницы (Грабельных и др., 2014a). Высокая скорость окисления экзогенного 
НАД∙Н в митохондриях озимой пшеницы при холодовом и тепловом воздействиях ука-
зывает на важную роль «внешней» НАД∙Н-ДГ в поддержании функционального со-
стояния митохондрий в гетеротрофных тканях растений при гипо- и гипертермии. 
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Таким образом, для выживаемости растительных клеток при гипо- и гипертермии 
важную роль играет их способность синтезировать стрессовые белки, ограничивать 
развитие окислительного стресса и сохранять функциональную активность митохонд-
рий. Участие альтернативных ферментов дыхания (АО и NDB) необходимо для разви-
тия адаптивных реакций и функционирования клетки при температурном стрессе. 

Работа выполнена при частичной поддержке гранта РФФИ № 15-04-06533-а. 
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Для защиты культурных растений от осмотического стресса успешно используют 

трансформацию растений генами, которые усиливают синтез молекул, обладающих 
осмопротекторными свойствами. К одному из таких соединений, обеспечивающих эф-
фективную защиту клеткам как некоторых прокариот, так и ряда растений, относится 
глицинбетаин (Park et al., 2007). У ряда почвенных бактерий он синтезируется из пред-
шественника, холина, в один прием ферментом холиноксидазой, тогда как в раститель-
ных клетках – в несколько стадий из других предшественников и, минимум, двумя 
ферментами. Холин присутствует в хлоропластах клеток растений, и это позволяет 
воспользоваться бактериальным ферментом для проведения синтеза осмотика глицин-
бетаина в один прием. Для этого необходимо снабдить ген холиноксидазы сигнальной 
последовательностью, направляющей белковый продукт в пластиду. В генно-
инженерных конструкциях наиболее распространена сигнальная последовательность 
малой субъединицы фермента рибулозобисфосфаткарбоксилазы (rbcS), эффективность 
которой в таргетинге в хлоропласт доказана довольно давно (Coruzzi et al, 1984). Таким 
образом, внедрением гена codA в ядерный геном можно придать растительным клеткам 
толерантность к осмотическому стрессу и в дальнейшем завизуализировать на ультра-
структурном уровне происходящие при абиотических стрессах изменения внутри кле-
ток как трансгенных, так и нетрансгенных растений. Ранее мы показали, что при тарге-
тинге фермента FeSOD1, ответственного за первые этапы нейтрализации активных 
форм кислорода, происходит изменение пигментного комплекса (Широких и др., 2014), 
структурной организации пластид у табака и томата (Baranova et al., 2010): модифика-
ция структуры тилакоидов стромы, размера пластоглобул и крахмальных зерен, а также 
извилистых ламеллярных образований у нуклеоидов в хлоропластах трансгенных рас-
тений (Баранова и др., 2011).  

Целью настоящей работы была оптимизация условий трансформации растений 
томата и табака геном codA для защиты хлоропластов от повреждений. 

Методика. Семена табака (Nicotiana tabacum L.) сорта Самсун и томата (Solanum 
lycopersicon L.) сорта Белый Налив были поверхностно стерилизованы в 70 %-ном эта-
ноле, а затем 5–6 мин в 30 %-ном водном растворе коммерческого препарата «Белиз-
на». Стерилизованные семена 3 раза промывали стерильной дистиллированной водой и 
помещали в чашки Петри на агаризованную среду Мурасиге-Скуга (MS) для прораста-
ния. Проростки табака и томата культивировали при температуре 22–25 °С, освещенно-
сти 3000 лк и фотопериоде 12 ч (день/ночь). Для трансформации использовали фраг-
менты семядольных листьев, стеблей и настоящих листьев. Ранее мы сконструировали 
экспрессионный вектор для агробактериальной трансформации растений (Гулевич, Ба-
ранова, 2008) на основе стандартной плазмиды pBI121. Вектор pBIcodA содержал в ка-
честве маркера ген устойчивости к канамицину NPTII и полусинтетический ген холи-
ноксидазы codA из почвенной бактерии Arthrobacter globiformis. Этот ген находится 
под контролем промотора CaMV35S и снабжен синтетической хлоропластной сигналь-
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ной последовательностью из гена rbcS томата. Конструкция были перенесена электро-
порацией в клетки штамма AGL0 Agrobacterium. tumefaciens. 

После предкультивации в течение 4 сут растительные экспланты инфицировали 
бактерией A. tumefaciens штамма AGL0. Агробактериальные клетки выращивали 2 сут 
на качалке (180 мин-1) в жидкой среде Лурия-Бертани (LB) с добавлением канамицина 
(40 мг/л) при температуре 28°С. Экспланты погружали в бактериальную суспензию и 
выдерживали в течение 1 ч, затем промывали 3 раза стерильной дистиллированной во-
дой, обсушивали и помещали на чашки Петри с агаризованной средой MS для регене-
рации с добавлением регуляторов роста в трех комбинациях: 1 – 3,0 мг/л БАП + 0,2 
мг/л НУК; 2 – 5,0 мг/л БАП + 0,1 мг/л НУК + 1 мг/л зеатина; 3 – 5,0 мг/л БАП + 0,2 мг/л 
2,4-Д. После появления бактериального ореола вокруг эксплантов их снова промывали 
стерильной дистиллированной водой и помещали на среду MS для регенерации с до-
бавлением аугментина. Через 2 нед растительные экспланты переносили на новую сре-
ду для регенерации, куда помимо антибиотиков для подавления агробактерии добавля-
ли также канамицин в концентрации 30–50 мг/л. Для переноса на среду с канамицином 
отбирали экспланты с зелеными участками каллуса и развивающимися проростками, 
которые оценивали на наличие целевого гена методом ПЦР. 

Результаты и обсуждение. Регенеранты табака и томата получали на среде MS с 
различным сочетанием гормонов. У обеих культур побеги из различных эксплантов по-
являлись через 30–40 дней после перенесения на среду для регенерации. Лучшие ре-
зультаты регенерации побегов из эксплантов томата получены на среде с добавлением 
1 мг/л зеатина. Частота регенерации достигала гипокотилей и семядольных листьев со-
ответственно 60 и 35 % на среде без зеатина, в то время как наиболее значимыми были 
показатели на гипокотилях и настоящих листьях на среде с зеатином до 74 %. На среде 
без зеатина и с меньшей концентрацией БАП (3 мг/л) процент регенерации оказался 
ниже. Хуже всего регенерация проходила в среде с 2,4-Д вместо НУК. Частота регене-
рации была довольно небольшой – 6-12 %, количество регенерантов на экспланте – в 
среднем меньше одного, и образовывался белый каллус, не индуцирующий побеги. Для 
индукции побегообразования табака также лучшие результаты отмечены на среде с 
зеатином: частота регенерации побегов из фрагментов листьев и стеблей составляла 82-
77 %, тогда как без зеатина – 61–68 %. Как и у томата, на  среде с 2,4-Д вместо зеатина 
частота регенерации снижалась в несколько раз и составляла 22–34 %, среднее количе-
ство побегов на эксплант было меньше и наблюдали более выраженное каллусообразо-
вание вместо индукции побегов. По результатам экспериментов была выбрана среда 
для регенерации, содержащая 5,0 мг/л БАП, 0,1 мг/л НУК и 1,0 мг/л зеатина, которую в 
дальнейшем использовали для элиминации агробактерии. Аугментин (Ieamkhang et al., 
2005) как антибиотик показал высокую результативность при всех изученных концен-
трациях. Лишь при самой низкой его концентрации в среде (100 мг/л) у отдельных экс-
плантов табака и томата наблюдали возобновление роста агробактерии, частота конта-
минации не превышала 4%. При повышении концентрации антибиотика развитие агро-
бактерии ингибировалось полностью. Необходимо отметить, что аугментин не оказы-
вали сильного влияния на развитие регенерантов из трансформированных эксплантов 
табака и томата. Однако, при 300 мг/л частота регенерации из эксплантов слегка сни-
жалась. 

В работе (Makela et al., 2002) было показано, что наличие фермента, синтезиро-
ванного с помощью интродуцированного гена codA, обеспечивает защиту даже в тех 
случаях, когда отсутствует сигнальный пептид, ответственный за доставку в пластиду. 
Однако по данным исследований (Park et al., 2007) на трансгенных томатах, при обес-
печении таргетинга в пластиду, то есть непосредственно к месту синтеза холина, эф-
фективность защиты повышалась. Экспрессия гена codA под контролем стресс-
индуцируемого промотора улучшала некоторые физиолого-биохимические показатели 
растительных тканей (Jiang et al., 2013). При этом ген codA не был снабжен сигнальной 
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последовательностью, и функционирование фермента осуществлялось в цитоплазме. 
Использование полученной нами конструкции pBIcodA не препятствует регенерации 
трансформированных растений и позволяет вести эффективный отбор регенерантов, 
содержащих интродуцированные в геном табака и томата как маркерный ген nptII, так 
и целевой ген codA. Эта конструкция может быть эффективна для обеспечения защиты 
пластидного компартмента клеток, а также для усиления устойчивости клеток различ-
ных тканей и целого растения к окислительному и осмотическому стрессу. 

*Работа проведена в рамках ГП 14 по теме госзадания № 0574-2015-0004. 
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Растения постоянно подвергаются действию изменяющихся условий окружающей 

среды, поэтому они должны быстро реагировать на любые неблагоприятные факторы 
для минимизации клеточных повреждений. Первыми на стресс реагируют клеточные 
мембраны, вызывая изменения в липидном и белковом составе (Лось, 2001). Основная 
роль в формировании бислойной структуры мембран отводится фосфолипидам. В зави-
симости от количества или соотношения определенных классов фосфолипидов клеточ-
ные мембраны могут переходить из бислойной ламеллярной структуры в гексагональ-
ную, формируя сквозные поры. 

Целью нашего исследования являлось изучение качественного и количественного 
состава фосфолипидов вакуолярной мембраны столовой свеклы при гипо-, гиперосмо-
тических и окислительном стрессах. Объектом исследования были вакуолярные мем-
браны корнеплодов столовой свёклы (Beta vulgaris L.), выделенные по методу (Саляев 
и др., 1981). Для создания гиперосмотического стресса корнеплоды подвергали подсу-
шиванию в течение 3-х суток, для гипоосмотического – в течение суток выдерживали в 
дистиллированной воде. Для создания окислительного стресса кусочки ткани корне-
плода инкубировали в растворе перекиси водорода. В контрольном варианте использо-
вали корнеплоды, не подвергнутые стрессам. Для выяснения влияния осмотического и 
окислительного стресса были использованы разные контроли, для осмотических стрес-
сов корнеплоды, не подвергнутые стрессам, а для окислительного – кусочки ткани кор-
неплода, инкубированные в дистиллированной воде. Экстрагирование липидов проводи-
ли по методу (Bligh and Dyer, 1959). Для разделения липидов использовали двумерную 
систему: первое направление - хлороформ– метанол–бензол–28 % - NH4OH (65:30:10:6), 
второе направление – хлороформ–метанол–уксусная кислота–ацетон–бензол–вода 
(70:30:4:5:10:1). Обнаружение и идентификацию фосфолипидов в растительном мате-
риале проводили специальными реагентами и сравнивали с литературными данными 
(Макаренко и др., 1996; Новицкая и др., 1976). Фосфолипиды количественно определя-
ли аналитической тонкослойной хроматографией по неорганическому фосфору мето-
дом (Vaskovsky et al., 1975). 

В результате наших исследований среди фосфолипидов тонопласта в норме и при 
стрессах были идентифицированы фосфатидилхолины, фосфатидилэтаноламины, фос-
фатидилинозиты, фосфатидилсерины и фосфатидная кислота. В тонопласте преоблада-
ли, как и во всех биологических мембранах, фосфотидилхолины и фосфотидилэтано-
ламины. В норме было обнаружено большое количество фосфатидной кислоты 
(20,3 %), относительно высокое содержание этого липида было ранее выявлено только 
для вакуолей ананаса (Zhou et al., 2014). При изучении других стрессов (солевой, низ-
котемпературный, раневой) было замечено увеличение фосфатидной кислоты, тогда 
как в нашем исследовании при стрессовом воздействии происходило снижение фосфа-
тидной кислоты, особенно при гипоосмотическом стрессе (в 6 раз), что вероятно связа-
но со стабилизацией ламеллярной структурой мембраны. При воздействии гиперосмо-
тического стресса содержание фосфотидилхолинов по сравнению с нормой существен-
но снижалось (на 51 %). При окислительном стрессе количество фосфатидиэтанолами-
нов достоверно увеличивалось на 35 % от контроля. Интересные результаты были по-
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лучены по фосфатидилсеринам – они отсутствовали при окислительном стрессе. Фос-
фатидилинозиты достоверно увеличивались при осмотических стрессах.  

В стрессовых условиях особое значение придается соотношению фосфатидилхо-
лин / фосфатидилэтаноламин в мембранах растений. В наших экспериментах при всех 
стрессовых воздействиях наблюдалась тенденция к снижению этого соотношения. 
Снижение соотношения ФХ / ФЭ способствует увеличению проницаемости мембран и 
приводит к стрессовым повреждениям мембран. 

Таким образом, изучен количественный состав фосфолипидов тонопласта корне-
плодов красной столовой свеклы при абиотических стрессах. Результаты проведённых 
экспериментов показали, что динамика фосфолипидов вакуолярной мембраны заметно 
менялась при стрессовых воздействиях и можно предположить, что выявленные изме-
нения связаны с участием этих мембранных липидов в адаптационных механизмах рас-
тительной клетки.  
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Известно, что растительные стерины являются жизненно важными компонентами 

мембран, которые  играют не только структурную, но и регуляторную роль во многих 
ключевых клеточных процессах. Наиболее распространенными стеринами растений 
являются β-ситостерин, стигмастерин и кампестерин, а также холестерин, у который 
большинства видов содержится в относительно небольших количествах. Считается, что 
β-ситостерин и 24-метилхолестерин способны регулировать текучесть и проницаемость 
растительных мембран, ограничивая подвижность жирных ацильных цепей. Стерины 
могут быть вовлечены в процессы адаптации растительных мембран к изменениям 
температуры, влажности, а также модулировать активность мембраносвязанных фер-
ментов (Валитова и др., 2016). Известно, что β-ситостерин и стигмастерин играют клю-
чевую роль в клеточной дифференциации и пролиферации. Полученные к настоящему 
времени данные свидетельствуют о том, что стерины служат сигнальными и/или регу-
ляторными молекулами, вовлеченными в процессы роста и развития растения. Стерины 
могут находиться в растении как в свободном состоянии, так и в сопряжении с жирны-
ми кислотами, а также в  виде стерилгликозидов и ацилстерилгликозидов – углеводных 
производных стеринов. Широко обсуждается участие стеринов (наряду с другими ли-
пидными компонентами, такими, как сфинголипиды) в формировании функциональных 
мембранных доменов (Silvestro et al., 2013). Особый интерес представляет состав сте-
ринов мембран клеточных органелл. Для растений показано, что свободные стерины 
локализованы преимущественно в плазматической мембране. В относительно неболь-
ших количествах они обнаружены в эндоплазматическом ретикулуме, тонопласте и 
мембранах митохондрий (Валитова и др., 2016). Показано, что относительно небольшая 
доля стеринов присутствует в мембранах хлоропластов, но они отсутствуют мембранах 
тилакоидов. Возможны, однако, существенные видовые различия в содержании стери-
нов в клеточных органеллах. Так, для древесной зелени ели обыкновенной показано, 
что при внутриклеточном распределении стеринов основная их масса содержится в 
микросомах (мембранах эндоплазматического ретикулума) и в митохондриях (Kimland, 
Norln, 1972). В целом жирнокислотный и стериновый состав митохондриальных мем-
бран хвойных растений и возможные механизмы участия стеринов в ключевых клеточ-
ных процессах этих видов изучены не достаточно. В частности, потому, что  изоляция 
клеточных органелл, в том числе митохондрий, из тканей хвойных, до сих пор пред-
ставляется трудной задачей. В связи с вышеизложенным целью представляемой работы 
был анализ качественного и количественного состава стеринов, а также жирнокислот-
ного состава суммарных липидов митохондрий хвои лиственницы сибирской.  

Митохондрии из тканей хвои L. sibirica изолировали с помощью градиентного 
центрифугирования. Липиды из полученной фракции экстрагировали по модифициро-
ванному методу Фолча. Стерины и жирные кислоты суммарных липидов выделяли и  
идентифицировали с помощью метода ТСХ (Rf, жирные кислоты – 0.71-0.73, Rf, стерины – 0.19, 
Rf, эфиры стеринов – 0.87). Зоны целевых компонентов элюировали хлороформом, добавляли 
внутренний стандарт (эргостерол для стеринов и С19:0 для ЖК), затем дериватизирова-
ли стерины с BSTFA, жирные кислоты подвергали метилированию. Полученные про-
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изводные анализировали с использованием хромато-масс-спектрометра 5973/6890N 
MSD/DS Agilent Technologies (США). Условия анализа: детектор – квадрупольный 
масс-спектрометр, способ ионизации - электронный удар, энергия ионизации 70 эВ, для 
анализа использовали режим регистрации полного ионного тока. Для разделения ис-
пользовали капиллярную колонку HP-INNOWAX. Газ-носитель: гелий, скорость пото-
ка газа 1 мл/мин. Относительное содержание ЖК определяли методом внутренней нор-
мализации – в весовых процентах (% вес.) от общего их содержания в исследуемом об-
разце, с учетом коэффициента отклика ЖК.  

Таблица 1 
Жирнокислотный состав суммарных липидов  

митохондрий Larixsibirica L. 
 

№№ Жирная кислота Сод-е, % вес. 
1 C12:0 2,63 
2 C14:0 2,67 
3 C15:0 0,39 
4 C16:0 19,25 
5 C16:1(n-9) 0,86 
6 C16:1(n-5) 0,55 
7 C17:0-a 1,35 
8 C17:0 1,12 
9 C18:0 6,61 

10 C18:1(n-9) 6,52 
11 C18:1(n-7) 1,15 
12 C18:2(5.9) 0,70 
13 C18:2(n-6) 16,17 
14 C18:3(5.9.12) 2,65 
15 C18:3(n-3) 23,18 
16 C18:4(5.9.12.15) 1,54 
17 C20:0 1,83 
18 C20:1(n-11) 0,24 
19 C20:3(5.11.14) 6,10 
20 C20:3(7.11.14) 0,49 
21 C22:0 4,01 

 
Результаты анализа жирнокислотного и стеринового состава митохондрий из  

хвои лиственницы сибирской представлены в табл. 1 и на рис. 1, соответственно. Со-
став жирных кислот митохондрий L. sibirica носит, по-видимому, видоспецифичный 
характер, при этом отличается от тканевого состава ЖК хвои этого вида содержанием 
отдельных ненасыщенных жирных кислот. Так, содержание линолевой и олеиновой 
кислот в мембранах митохондрий в 2 раза выше, чем в общей липидной фракции ткани, 
что объясняется, вероятно, более высокой активностью соответствующих десатураз.  
Существенные различия обнаружены  в содержании полиметилен разделенных ∆-5 не-
насыщенных кислот, характерных для хвойных и других эволюционно древних таксо-
нов. В митохондриях таких кислот почти в 2 раза больше, чем в общей фракции липи-
дов. Что касается состава стеринов, то их суммарное содержание в митохондриальной 
фракции составило 865,8±118,8 мг/г. сырого веса, а эфиров стеринов 132,2 ± 48,7 мг/г. 
сырого веса. В пересчете на сухой вес хвои содержание стеринов в митохондриях со-
ставляет около 10 % от их общего содержания в этой ткани. В отличие от тканей хвои в 
митохондриях не обнаружен стигмастерин (рис. 1). Самое высокое содержание показа-
но для β-ситостерина, самое низкое для кампестерина. Дальнейшее изучение динамики 
содержания стериновых компонентов в митохондриальных мембранах L. sibirica при 
различных условиях роста интактных растений и клеточной культуры позволит полу-
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чить информацию об участии этих органелл в защите клеток от стресса и в росте и 
дифференцировке тканей in vitro. 

 

 
 

Рис. 1. Содержание стериновых компонентов в митохондриях из хвои 
Larix sibirica L. 
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Cпецифичность в проявлении метаболических свойств одних и тех же соединений 
достигается их пространственной изоляции в клетке, т. е. компартментализацией. Ва-
куоли представляют собой мультифункциональные органеллы (Андреев, 2001). Высту-
пая в качестве донора или акцептора тех или иных соединений, необходимых для вы-
полнения клеточных функций, вакуоль ведет себя как функциональный аналог внекле-
точной среды. В вакуолярном соке найдены все аминокислоты, содержащиеся в белках, 
в то время как небелковые аминокислоты и амиды обычно имели экстравакуолярную 
локализацию (Farre et al., 2001). Объемы митохондриального фонда аминокислот обыч-
но невелики, вследствие чего анализируют обычно вакуолярный и цитоплазматический 
фонды аминокилот в клетках растений. 

В условиях дефицита кислорода нарушается синтез белка, происходят изменения 
в обмене кислот цикла Кребса и аминокислот. Предполагается, что одним из механиз-
мов адаптации растений к гипоксии является накопление в их клетках органических 
кислот малата  или сукцината (Rocha et. al., 2010) и аминокислот лизина, ГАМК и ала-
нина, что препятствует развитию клеточного ацидоза. Благодаря значительному накоп-
лению в клетках растений ГАМК и аланина, их  стали называть “стрессовыми” амино-
кислотами. Показано (Ершова,2007), что накапливающийся при дефиците кислорода в 
тканях растений CO2 усиливает все эффекты гипоксии. Вакуоль, являясь мультифунк-
циональным компартментом (Андреев, 2001), играет важную роль и в ответных защит-
ных реакциях растений на стрессовые воздействия. Однако объемы вакуолярного фон-
да аминокислот для большинства растений практически не исследованы, а  для условий 
гипоксии такие исследования единичны. Исследовали внутриклеточные фонды «стрес-
совых» и связанных с ними  аминокислот, а  также влияние условий кратковременного 
дефицита кислорода и СО2-среды на скорость их пополнения у растений с использова-
нием мембранотропных соединений.  

Анализировали неустойчивые к гипоксии проростки гороха (Рамонский 77), вы-
ращенные в лабораторных условиях методом гидропоники при 12-часовом фотопе-
риоде. При выделении цитоплазматического и вакуолярного фондов аминокислот  ис-
пользовали мембранотропное соединение ДМСО по методике (Delmer, 1979) в нашей 
модификации. В предварительных опытах были подобраны концентрации ДМСО для 
селективного разрушения плазмалеммы или тонопласта. Нарушение проницаемости 
тонопласта оценивали по выходу красителя нейтрального красного, разрушение тоно-
пласта контролировали путем микроскопического просмотра. Выход аминокислот 
анализировали после хромаграфического разделения на пластинках с силикагелем G. 
В опытах по изучению влияния дефицита кислорода надземную часть проростков по-
мещали в темновых условиях в разные газовые среды на 3–6 часов (воздух – контроль, 
азот и СО2 из баллонов), после чего анализировали клеточные фонды аминокислот.  

Как показали полученные результаты (табл. 1), в клетках растений гороха основ-
ным местом локализации ГАМК, аланина, аспаргина и валина служила цитоплазма, а 
аспартат, глутамат и фенилаланин были приблизительно поровну распределены между 
цитоплазматическим и вакуолярным фондами клетки. 
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В условиях дефицита кислорода через 3 часа (табл. 2), содержание ГАМК в клет-
ках увеличивалось на 25 %, а в СО2 среде на 40 %. С увеличением сроков экспозиции  
содержание ГАМК возростало в 1,5 и 2,5 раза соответственно. При этом в первые часы 
наиболее активно насыщался цитоплазматический фонд этой аминокислоты. Содержа-
ние ГАМК в вакуоле не менялось. Только через 6 часов экспозиции растений в услови-
ях разных газовых сред начинал возрастать вакуолярный фонд ГАМК (почти в 3 раза). 
Пополнение этого фонда происходило более эффективно при действии СО2–среды, чем 
инертного газа азота. Содержание глутамата в проростках несколько возрастало во всех 
вариантах опыта. При этом увеличивались как вакуолярный, так и цитоплазматический 
его фонды, особенно при действии среды углекислого газа. Содержание другой «стрес-
совой» аминокислоты аланина в клетках проростков гороха возрастало с увеличением 
сроков экспозиции, но наиболее эффективно в среде углекислого газа, где содержание 
этой аминокислоты увеличивалось почти вдвое. В отличие от ГАМК, накопление ала-
нина происходило только за счет возрастания цитоплазматического фонда. Содержание 
аспартата в клетках при этом, наоборот, уменьшалось как при гипоксии, так и в СО2–
среде. В тоже время цитоплазматический фонд аспартата у растений при дефиците ки-
слорода поддерживался на уровне аэрируемых растений. Снижение количества этой 
аминокислоты происходило только за счет вакуолярного фонда, где содержание аспар-
тата падало в 2,5 и 6 раз соответственно. 

Таблица 1 
Внутриклеточное распределение аминокислот в листьях проростков гороха 

(а – мкмоль · г-1 сырой массы) 
 

Соединения Содержание 
В клетках В цитозоле В вакуоле 
а % а % а % 

Аспартат 8,57±0,13 100 4,30±0,10 50 4,28±0,15 50 
Глутамат 6,72±0,31 100 3,56±0,16 53 3,00±0,13 46 
Аланин 4,04±0,20 100 2,91±0,09 72 1,13±0,04 26 
ГАМК 3,93±0,05 100 2,57±0,10 65 1,30±0,02 33 
Аспарагин 0,26±0,01 100 0,15±0,04 60 0,10±0,01 38 
Валин 0,63±0,00 100 0,55±0,01 87 0,08±0,02 13 
Фенилаланин 1,25±0,06 100 0,73±0,00 58 0,51±0,01 40 

 
Таблица 2 

Влияние гипоксии и СО2-среды на содержание и локализацию аминокислот 
в клетках проростков гороха (мкмоль·г-1 сырой массы, %, Ц – цитоплазматический фонд, 

В – вакуолярный фонд) 
  

Экспо-
зиция, 
часы 

Амино-
кислоты 

Воздух Гипоксия СО2-среда 

Содержание 
в клетке 

% Ц : В % от 
контроля 

Ц : В % от 
котроля 

Ц : В 

3 

Аспартат 8,89±0,20 100 50:50 82 64:36 88 75:25 
Глутамат 6,09±0,10 100 54:46 115 60:40 132 51:49 
Аланин 4,34±0,10 100 72:26 132 73:27 115 76:24 
ГАМК 3,38±0,09 100 64:36 124 72:28 141 70:30 

6 

Аспартат 8,34±0,10 100 53:47 70 70:30 58 87:13 
Глутамат 5,68±0,10 100 56:44 131 56:44 161 73:27 
Аланин 3,92±0,07 100 73:27 124 79:21 214 92:8 
ГАМК 3,09±0,08 100 61:39 163 55:45 263 48:52 

 
Проведенные нами опыты показали, что для ГАМК в первые часы действия как 

гипоксии, так и СО2-среды быстрее пополнялся цитоплазматический фонд клетки. С 
увеличением же сроков экспозиции растений начинал возрастать вакуолярный, метабо-
лически инертный фонд ГАМК. Это могло происходить за счет переброса в него избы-
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точных количеств накопившейся аминокислоты, как это ранее только предполагалось 
(Ершова, 2007). Показано, что у проростков гороха накопление ГАМК не  сопровожда-
лось значительным изменением цитоплазматического фонда глутамата. Это подтвер-
ждает высказанное ранее (Ершова, 2007) предположение о том, что у слабоустойчивых 
к гипоксии растений гороха увеличение содержания ГАМК не связано с возрастанием 
активности глутаматдекарбоксилазы, локализованной в цитоплазме, а является, в 
большей степени, результатам торможения утилизации ГАМК. Накопление другой 
стрессовой аминокислоты растений  аланина, в отличие от ГАМК, происходило при 
всех сроках экспозиции проростков в условиях газовых сред, только за счет увеличения  
цитоплазматического фонда этой аминокислоты. Оно было частично связано с актива-
цией декарбоксилирования  аспартата, содержание которого в клетках растений снижа-
лось. Поддержание высокой скорости этой реакции могло осуществляться за счет по-
стоянной переброски аспартата из вакуолей в цитоплазму, что способствовало умень-
шению вакуолярного фонда этой аминокислоты на фоне стабилизации ее содержания в 
цитоплазме. 

Таким образом, нашими исследованиями было установлено, что в условиях крат-
ковременного (до суток) дефицита кислорода у растений возрастает роль вакуолярного 
фонда клеток. Именно в него уводились избыточные количества одних аминокислот 
(ГАМК) или из которого пополнялись цитоплазматические фонды предшественников 
других аминокислот (аспартата). Отмечено, что повышенные концентрации диоксида 
углерода только усиливали скорость образования стрессовых аминокислот, но не меня-
ли характера пополнения клеточных фондов этих соединений в растениях. 
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Митохондрии все больше привлекают внимание представителей разных отраслей 

биомедицины, что объясняется многообразием митохондриальных функций. Предпо-
ложение, а потом и его укрепление, прокариотического происхождения митохондрий 
открыло новые перспективы митохондриальных исследований (Зоров и соавт., 2014). В 
рамках этого предположения становится более понятным неоднозначное и понимаемое 
нами как эгоистическое поведение митохондрий в клетке, которое уже было трактовано 
нами как «митохондрии: друзья и враги» (Зоров и соавт., 2007). Так называемое «вра-
жеское» поведение митохондрий проявляется в том, что в громадном большинстве слу-
чаев именно митохондрия отдает приказ на убийство клетки хозяина, а следом и орга-
на, в котором находятся эти клетки. Однако, в принципе, эта смертельная функция ми-
тохондрий полностью обоснована как необходимая для устранения клеток с непра-
вильными функциями, возникшими в результате повреждения. Наличие в органе не-
правильно функционирующих клеток может быть крайне вредным для данного органа, 
а, может быть, и для всего организма (Zorov et al., 2017). Для этого процесса устранения 
механизм оценки «негодности» данной клетки и запуск ее утилизации должен быть 
очень тонко отрегулирован. Учитывая ключевую роль митохондрий в этом процессе, 
крайне важным является функциональное состояние митохондрий, ибо нарушение ми-
тохондриальных функций приведет к неправильному приказу на уничтожение нужных 
неповрежденных клеток, прежде всего постмитотических, таких как кардиомиоциты, 
нейроны, эпителиоциты и пр.  

Сегодня является уже доказанным факт, что митохондрии ответственны за мно-
жество клеточных, органных и организменных патологий, и становится очевидной роль 
митохондрий в индукции этих патологий, не опосредованная производством энергии, 
то есть не связанная с изменением окислительного фосфорилирования (Zorov et al., 
1997). Стало ясным, что существует некая паракринная регуляция деятельности клетки, 
которая исходит от митохондрий. Механизм «разговора» между митохондрией и клет-
кой, видимо реализуемый на химической основе, особенно сильно проявляет себя на 
примере перемещения митохондрий из одной клетки в другую, что сопровождается из-
менением фенотипа клетки-акцептора (Plotnikov et al., 2008, Plotnikov et al., 2010, Ba-
benko et al., 2015).  

Для оценки того, насколько «правильно» функционирует митохондрия, необхо-
димо представление критического параметра, который отражает «правильность» или 
«неправильность» действия. Оценка работы контроля качества митохондрий, в резуль-
тате которой утилизируются плохо функционирующие митохондрии, дает возможность 
предположить, что таким фактором является значение трансмембранного потенциала 
на внутренней мембране митохондрий (Δψ) (Зорова и соавт., 2017, Zorova et al., 2018). 
По непонятным причинам гомеостаз Δψ является основополагающим для митохондрий, 
и те митохондрии, которые неспособны поддерживать оптимальное значение Δψ, под-
лежат утилизации через ауто(мито)фагию. Особенно четким такое требование проявля-
ется в гипоксических условиях, когда митохондрия сама неспособна к исполнению 
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окислительного синтеза АТР, но использует внутриклеточный АТР для поддержания 
Δψ за счет обращения работы АТР синтазного комплекса (Di Lisa et al., 1995). Заметим, 
что это происходит в условиях энергетического кризиса, когда вся клетка испытывает 
очень серьезные проблемы, вызванные дисбалансом между продукцией и потреблени-
ем АТР. Однако одной из серьезных причин возникновения патологий или проявления 
старения системы является нарушение этих связей, которые приводят к тому, что даже 
митохондрии с неоптимальным значением Δψ не утилизируются в клетке, что приводит 
к увеличению гетерогенности митохондриальной популяции в клетке. С нашей точки 
зрения гетерогенность Δψ в клетке является первопричиной возникновения патологий и 
старения (Попков и соавт., 2015).   

В первичной основе создания гетерогенной популяции митохондрий, по нашим 
представлениям, находится процесс фрагментации (расщепления) митохондриального 
ретикулума на ряд митохондриальных фрагментов, как ответ на повреждение митохон-
дрий, чаще всего имеющего окислительную природу, то есть опосредованную окисли-
тельным стрессом (Zorov et al., 2017, Vorobjev and Zorov, 1983, Зоров и соавт., 2015). 
При этом наблюдается внутримитохондриальная перестройка с отмешиванием повреж-
денных внутримитохондриальных структур и интактных частей митохондрий. Сле-
дующее за этим асимметрическое деление митохондрий приводит к образованию непо-
врежденных митохондрий, которые впоследствии за счет слияния образуют в клетке 
полноценно функционирующий митохондриальный ретикулум, и поврежденные, плохо 
функционирующие, митохондриальные фрагменты, которые претерпевают процесс пе-
реработки (митофагии). Сам процесс митофагии стартует с мечения поврежденных ми-
тохондриальных структур с последующим образованием аутофагосомы, которая в 
дальнейшем сливается с лизосомой, в результате чего поврежденная митохондрия пол-
ностью деградирует. Такое постоянное уничтожение поврежденных и ненужных мито-
хондрий является пререквизитом для нормального функционирования клетки и в клет-
ке в идеале существует равновесие между образованием новых и уничтожением старых 
митохондрий, а сам процесс отбраковки ненужных митохондрий получил название ме-
ханизма проверки качества митохондрий. Однако в реальных условиях происходит от-
ход от идеала, и поврежденные митохондрии пропускаются через отбор, то ли за счет 
испорченности машины мечения поврежденных митохондриальных структур, то ли за 
счет порчи механизма митофагии. Любая из этих причин в конечном счете приведет к 
отмеченной выше гетерогенности митохондриальной популяции, как движущей силе 
возникновения патологий и старения.        

Правильность указанных выше выводов была нами проверена на целом ряде па-
тологий, включающих ишемическое повреждение органа (мозг или почка), рабдомио-
лиз, пиелонефрит и старение организма, где прослеживалась связь между изменением 
сигнальных функций митохондрий и целого ряда биохимических параметров в ткани, 
не всегда сопутствующих с уничтожением нефункциональных митохондрий (Plotnikov 
et al., 2007). 

Коррекция митохондриальных функций в направлении нормы оказалась возмож-
ной при нормализации внутриклеточного и внутримитохондриального редокс уровня, в 
частности достигаемого добавлением в систему антиоксидантов широкого толка или 
митохондриально-направленных, или ингибиторов сигнальных систем терминальных 
элементов апоптотического каскада (например киназы гликогенсинтазы-3β) (Plotnikov 
et al., 2007, 2013).  

Поддержано Российским научным фондом (грант 14-15-00147). 
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МЕХАНИЗМЫ ВОССТАНОВЛЕНИЯ О2 В ХЛОРОПЛАСТАХ. ВОЗМОЖНОЕ 
ВЛИЯНИЕ МЕСТА ОБРАЗОВАНИЯ Н2О2 НА ЕЕ СИГНАЛЬНУЮ ФУНКЦИЮ 
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Восстановление молекул кислорода, О2, в хлоропластах происходит, в основном, 

в фотосинтетической электрон-транспортной цепи (ФЭТЦ). Первичный продукт этого 
процесса – супероксидный анион радикал, О2

•− (Allen and Hall, 1973). Компоненты 
ФЭТЦ, способные восстановить О2, расположены на акцепторной стороне Фотосисте-
мы 2 (ФС2), в пластохиноновом пуле (ПХ-пуле) и на акцепторной стороне Фотосисте-
мы 1 (ФС1). Организация ФС2 и особенности переноса электронов между ее кофакто-
рами предотвращают восстановление О2 в этой фотосистеме в неповрежденных тила-
коидах. 

В работе (Khorobrykh and Ivanov, 2002) было экспериментально показано, что мо-
лекула О2 способна восстанавливаться до О2•− в ПХ-пуле, и получены свидетельства, 
что это восстановление осуществляется свободным пластосемихиноном. ФС1 – часть 
ФЭТЦ, где протекают основные процессы восстановления О2. Растворимый белок фер-
редоксин, восстанавливаемый терминальными акцепторами ФС1, часто предполагался 
как важный восстановительО2. Однако анализ имеющихся данных литературы и ре-
зультаты прямых измерений показали, что его вклад в этот процесс in vivo незначите-
лен, и основными восстановителями О2 в ФС1 служат мембраносвязанные кофакторы 
(Kozuleva and Ivanov, 2010). Исследование восстановления О2 комплексами ФС1, выде-
ленными из цианобактерий дикого типа и мутантов с блокированным синтезом филло-
хинона (сайт А1), в которых филлохинон замещается на ПХ (Kozuleva et al., 2014) и в 
которых редокс-потенциалы А1/А1− примерно на 100 мВ более положительны, выяви-
ло разную зависимость этого процесса в указанных комплексах от интенсивности све-
та, – при высокой интенсивности света скорость восстановления О2 в комплексах из 
дикого типа становилась существенно выше. Полученные результаты свидетельствова-
ли, что в ФС1 восстановление О2 осуществляется как терминальными акцепторами 
FA/FB, так и филлохиноном; при этом первые играют основную роль при низких интен-
сивностях света, тогда как с увеличением интенсивности второй путь становится доми-
нирующим. 

С помощью детекторов О2
•−, циклических гидроксиламинов, обладающих разной 

липофильностью, было установлено, что генерация О2
•− может происходить внутри 

мембраны, и что увеличение общей продукции О2
•− при увеличении интенсивности 

света – следствие, в основном, увеличения его внутримембранного образования 
(Kozuleva et al., 2011; Borisova-Mubarakshina et al., 2012). Эти результаты хорошо со-
гласуются с участием в восстановлении О2 филлохинона, расположенного внутри мем-
браны, и с увеличением вклада данного кофактора в этот процесс на высоком свету. 

Супероксидные радикалы, образующиеся при восстановлении О2 или ферредок-
сином (при нарушении его использования при восстановлении НАДФ+), или терми-
нальными акцепторами ФС1 на поверхности мембраны, или стромальными оксидазами, 
превращаются в строме хлоропласта в перекись водорода, Н2О2, в реакции, катализи-
руемой супероксиддисмутазой (СОД), а также в результате восстановления аскорбатом. 
Было, однако, показано, что Н2О2 на свету образуется и в пределах тилакоидной мем-
браны (Mubarakshina et al., 2006), и что при увеличении интенсивности света общее об-
разование Н2О2 при функционировании ФЭТЦ возрастает за счет данного процесса 
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(Borisova-Mubarakshina et al., 2012). Это соответствует возрастанию генерации О2
•− 

внутри мембраны при увеличении интенсивности света. Обнаружение генерации О2
•− 

внутри мембраны в присутствии ферредоксина и НАДФ+ свидетельствует о внутри-
мембранной продукции этих радикалов и Н2О2 в физиологических условиях (Kozuleva 
et al., 2016). 

Сопоставление характеристик образования Н2О2 внутри мембраны с данными об 
участии ПХ-пула в продукции Н2О2 при функционировании полной ФЭТЦ привело к 
предположению об образовании Н2О2 внутри мембраны в реакции О2

•− с молекулами 
пластогидрохинона, ПХН2 (Иванов, 2008; Mubarakshina and Ivanov, 2010). Возможность 
протекания этой реакции в тилакоидной мембране была проверена путем изучения 
влияния на окислительно-восстановительное состояние ПХ-пула подачи О2

•− в мембра-
ну извне. Было найдено, что в изолированных тилакоидах такая подача О2

•− от системы 
ксантин-ксантиноксидаза приводила к увеличению доли открытых центров ФС2 (Ve-
toshkina et al., 2017), к увеличению площади над кривой OJIP-кинетики флуоресценции 
хлорофилла при высокой интенсивности света (рис. 1), и к существенному замедлению 
возрастания флуоресценции хлорофилла при низкой интенсивности, что во всех случа-
ях свидетельствовало об окислении молекул ПХН2 в мембране. 
 

 
 

Рис. 1. OJIP-кинетики флуоресценции хлорофилла a суспензии изолированных ти-
лакоидов.  

1) без добавок, 2) + ксантин, 3) + ксантин, +ксантин оксидаза, 4) +ксантин, + ксантин ок-
сидаза, +супероксиддисмутаза (SOD), 5) + ксантин, + ксантин оксидаза, + каталаза. 
 

Данные о механизмах формирования H2O2 в хлоропласте, позволяют оценить, как 
изменения в условиях окружающей среды влияют на сигнал, передаваемый с помощью 
H2O2, системам клетки, обеспечивающим акклимацию фотосинтетического аппарата 
растения к новым условиям. Мы предполагаем, что место формирования Н2О2, а имен-
но, в пределах или вне тилакоидной мембраны, важно для специфичности ее сигналь-
ного действия. Образование Н2О2 за счет ФЭТЦ вне мембраны на высоком свету отно-
сительно общей ее продукции невелико (Borisova-Mubarakshina et al., 2012). Замедле-
ние цикла Кальвина должно приводить к возрастанию продукции Н2О2 в строме и ее 
влияния на экспрессию хлоропластных генов. Геном хлоропласта сохранил контроль 



 46 

над компонентами ФЭТЦ, которые определяют скорость фотосинтетического переноса 
электронов (Allen et al., 2011), и поэтому сигнал стромальной Н2О2 может способство-
вать быстрому приспособлению цикла Кальвина к новым условиям.  

Увеличение интенсивности света стимулирует продукцию молекул H2O2 в тила-
коидной мембране. Диффундируя в люмен, где отсутствует система нейтрализации 
H2O2, они могут затем поступать в цитоплазму с возможностью передачи сигнала в яд-
ро. Так как внутри мембраны H2O2 формируется с участием ПХ-пула, ее количество 
может отражать состояние этого пула, которое, как неоднократно показано, контроли-
рует адаптивные изменения фотосинтетического аппарата (Pfannschmidt et al., 1999). 
Было найдено, что накопление H2O2 в листьях моделирует влияние увеличенной интен-
сивности света на экспрессию ядерных генов, кодирующих антенные белки фотосинте-
тического аппарата (Borisova-Mubarakshina и др., 2015). Мы предполагаем, что H2O2, 
сформированная в пределах мембраны тилакоидов с участием ПХ-пула, обеспечивает 
ретроградную сигнализацию об условиях окружающей среды, выступая мессенджером 
между окислительно-восстановительным состоянием ПХ-пула и системами адаптации 
фотосинтезирующих клеток. 
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Воздействие повышенных температур на организмы растений – актуальная тема 

современной физиологии растений из-за предсказанного глобального потепления на 
Земле. В растительных клетках  при повышенных температурах происходят нарушения 
многочисленных процессов метаболизма из-за неоптимальных условий работы фер-
ментов, денатурации структурных белков (Mogk et al., 2003; Müller et al., 2007), сниже-
ния стабильности мембран (Wahid, Shabbir, 2005), повышения уровня АФК (Königsho-
fer et al., 2008). Все эти события непосредственно затрагивают хлоропласты, в частно-
сти, отражаясь на его фотохимической активности и метаболизме, включая экспрессию 
генов. Повышение температуры вызывает инактивацию фотосистемы II (PSII), что, на-
пример, выражено в снижении максимального квантового выхода разделения зарядов 
фотосистемы II (Fv/Fm), эффективного квантового выхода фотосистемы II (ФPSII), фо-
тохимического тушения флуоресценции (qP) (Law, Crafts-Brandner, 1999; Sinsawat et al., 
2004). Уровень нефотохимичексого тушения флуоресценции, по данным литературы, 
напротив, возрастает. В ходе выполненной нами работы на растениях кукурузы сорта 
«Лучистая», аналогичные эффекты были вызваны воздействием температуры 42 ºC в 
течение двух суток. 

В данном исследовании мы изучили уровень мРНК всех содержащих интроны ге-
нов хлоропластов. На некоторые из них ранее уже было обращено внимание исследова-
телей. Например, созревание мРНК ndhB табака, ген которой содержит интрон группы 
IIB, происходит менее эффективно при повышении температуры: после двух суток вы-
ращивания при 42 ºC, но не при 37 ºC, сплайсинг начинает протекать менее эффективно 
(Karcher, Bock, 2002). Полученные нами результаты согласуются с этими данными. 
Причём, при 42 ºC мы наблюдаем снижение эффективности сплайсинга мРНК всех рас-
смотренных генов, а при 37 ºC встречается большое разнообразие возможных реакций 
от отсутствия эффекта (ndhB) до практически полного исчезновения мРНК с вырезан-
ным интроном (ycf3-2). 

Таким образом, нами показано, что при нелетальном воздействии повышенных 
температур на растения кукурузы одновременно с подавлением фотохимической ак-
тивности хлоропластов происходит ингибирование сплайсинга хлоропластных пре-
мРНК. 

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ № 14-14-00584. 
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В настоящее время общепринято считать, что взаимодействие митохондрий и эн-

доплазматического ретикулума (ЭР) является обязательным условием функционирова-
ния эукариотической клетки. Структурные взаимодействия митохондрий и ЭР дости-
гаются за счет формирования белковых комплексов, что оказывает значительное влия-
ние на морфологию митохондрий, процессы их слияния и деления, репликацию 
мтДНК, передачу различного рода сигналов и ионов (в особенности ионов кальция), а 
также импорт белков и липидов в митохондрии (Kornmann et al., 2009, 2010; Wiedemann 
et al., 2009). 

Ранее нами было показано, что изолированные митохондрии растений обладают 
способностью импортировать молекулы ДНК (Koulintchenko et al., 2003). Тем не менее, 
нельзя исключить, что структурно-функциональные комплексы в зонах мембранных 
контактов, участвующие в процессах обмена различных метаболитов между ЭР и ми-
тохондриями, могут оказывать свое влияние также и на транспорт ДНК в митохондрии. 
Исходя из этого, мы попытались осуществить реконструкцию внутриклеточных взаи-
модействий митохондрий и эндоплазматического ретикулума с целью изучения влия-
ния мембран ЭР на импорт ДНК. Для этой цели импорт ДНК в системе in organello 
проводили в присутствии общей микросомальной фракции (фрагментированных мем-
бран ЭР). Подобный способ реконструкции внутриклеточных взаимодействий между 
митохондриями и ЭР был использован для изучения импорта липидов в изолированные 
митохондрии дрожжей и млекопитающих (Vance et al., 1990; Achleitner et al., 1999). 

В результате проведенного исследования обнаружен значительный стимулирую-
щий эффект микросомальных мембран на активность импорта ДНК в изолированные 
митохондрии картофеля. Присутствие 5 мкг микросомального белка усиливало импорт  
фрагмента ДНК размером 717 п.н. примерно в 30 раз (рис. 1, А). Для фрагмента ДНК 
длиной 9 т.п.н. степень активации была значительно ниже (рис. 1, Б). 

С целью выявления специфичности влияния мембранной фракции ЭР нами  про-
тестировано проявление эффекта микросом на импорт ДНК в митохондрии и митопла-
сты (митохондрии, у которых была удалена внешняя мембрана). Добавление в среду 
инкубации 5 мкг микросомального белка стимулировало импорт ДНК в изолированные 
митохондрии картофеля, в среднем в 20–29 раз, а в митопласты – в 4–6 раз (рис. 1, В). 
Таким образом, для активации импорта ДНК необходимо взаимодействие микросо-
мальной фракции либо с внешней мембраной митохондрий, либо с контактными сай-
тами обеих митохондриальных мембран. Очевидно, что именно белки внешней мем-
браны митохондрий играют ключевую роль в формировании структурно-
функциональных комплексов между митохондриями и мембранными структурами ЭР. 

В специальной серии экспериментов установлено,  что активирующее влияние 
микросомальной фракции имеет выраженный видоспецифический характер. Активация 
транспорта ДНК в митохондрии такого представителя двудольных растений как карто-
фель в присутствии микросом, полученных из двудольных растений (Solanum  tubero-
sum, Arabidopsis thaliana), была значительно выше по сравнению с эффектом микросо-
мальной фракции кукурузы (Zea mays), являющейся представителем однодольных.  
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Рис. 1. Импорт ДНК в изолированные митохондрии S. tuberosum в присутствии 

микросомальной фракции.  
Анализ эффективности импорта фрагментов ДНК длиной 717 п.н. (А) и 9 т.п.н. (Б). 0 – 

импорт ДНК в изолированные митохондрии (без микросомальной фракции). (В) Импорт фраг-
мента ДНК длиной 717 п.н. в присутствии микросомальной фракции картофеля (5 мкг). Мито-
хондрии – импорт фрагмента ДНК длиной 717 п.н. в изолированные митохондрии (без микро-
сомальной фракции). Митопласты – импорт ДНК в митопласты. Анализ активности импорта 
проводили с использованием метода ПЦР в реальном времени. 

 
Несмотря на то, что в настоящее время практически отсутствует информация о 

составе этих белковых комплексов в растениях, на основании полученных данных мы 
предполагаем, что, помимо митохондриальных белков, в формировании определенных 
каналов/пор, способствующих импорту ДНК в митохондрии в условиях in vivo, очевид-
но, могут принимать участие и белки ЭР.   

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ (проект №18-04-00603), с 
использованием оборудования ЦКП «Биоаналитика» СИФИБР СО РАН. 
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Cогласно современным представлениям, одним из механизмов цитотоксического 

действия алюминия является окислительный стресc (Apel, 2004). На него указывает об-
наруженная в растениях, подвергнутых воздействию токсичных концентраций алюми-
ния, активация генов пероксидазы и глютатион-S-трансферазы. Защита осуществляется 
функционированием антиоксидантной системы, которая включает как антиоксидант-
ные ферменты (супероксиддисмутаза, глутатионпероксидаза и каталаза) так и низкомо-
лекулярные антиоксиданты, которые перехватывают свободные радикалы, восстанав-
ливают активные формы кислорода (АФК) и продукты окислительного метаболизма 
(Креславский и др., 2012; Van Breusegem et al., 2001; Apel, 2004).  

На клеточном уровне потенциальными мишенями токсического действия алюми-
ния являются клеточные стенки и плазматические мембраны (Kochian et al., 2005), 
ядерная ДНК (Silva et al., 2000), ядрышки (Qin et al., 2010) и цитоскелет (Sivaguru et al., 
2003).  

Цель настоящей работы – изучить действие алюминия на структурную организа-
цию вакуолярного компартмента клеток каллуса гибридной линии ячменя Дуэт × Биос.  

C использованием метода электронной микроскопии проведен сравнительный 
анализ структурной организации каллусов гибридной линии ячменя Дуэт × Биос, вы-
ращенных в стандартных условиях культивирования и на средах, содержащих ионы 
алюминия (20 мг/л и 40 мг/л). 

В структуре периферической зоны каллуса, растущего в среде без алюминия, на-
блюдали дифференцированные клетки с многочисленными мелкими округлыми ва-
куолями с незначительными инвагинациями мембраны тонопласта, заполненные одно-
родным материалом (рис. а, б).  

Некоторые клетки содержали более крупные вакуоли, с плотными серповидными 
включениями и плотные глобулы (рис. в, г). Другой тип клеток включал вакуоли, со-
держащие глобулярные включения, окруженные дебрисом (рис. д, е). 

Каллус, выращенный в селективных условиях (20 мг/л алюминия), формирует на 
своей поверхности многочисленные шаровидные выросты, в центральной области ко-
торых располагаются зоны меристематических клеток (морфогенные зоны), а на пери-
ферии морфогенных зон - дифференцированные клетки. Ближе к периферии каллуса 
располагаются клетки с многочисленными вакуолями, имеющими неровный край с 
глубокими инвагинациями со светлым содержимым (рис. ж, з), а также клетки, имею-
щие мелкие вакуоли с множественными плотными включениями, примыкающие к 
мембране тонопласта (рис. и, к) или клетки с вакуолями неправильной формы с раз-
личной плотностью (рис. л, м). 

Основным структурным элементом каллусов, выращенных в условиях жесткого 
отбора (40 г/л алюминия, pH 4,0), являются крупные комплексы, сформированные из 
компактно расположенных клеток. В зоне темных клеток, ближе к периферии комплек-
са, располагаются дифференцированные клетки. В отдельных клетках наблюдали 
крупную вакуолярную сеть с темным гомогенным содержимым и неровным краем 
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(рис. н, о). Наиболее часто встречаются клетки с многочисленными крупными вакуоля-
ми, в которых депонирован глобулярный материал и плотные отложения вдоль мем-
браны тонопласта (рис. п, р). Также имеет место отсутствие вакуолей в ряде клеток, в 
которых формируются зоны, различающиеся по плотности (рис. с, т). 

 

 
 

Рис. Ультраструктура клеток каллуса гибридной линии ячменя Дуэт х Биос:  
а-е – контроль; ж-м – 20 мг/л алюминия; н-т – 40 мг/л алюминия. Масштабный отрезок 

5 мкм.  
 
Полученные в работе данные показывают, что на ультраструктурном уровне ми-

шенью токсического действия алюминия на клетки ячменя являются вакуоли. По мере 
увеличения концентрации алюминия вакуоли изменяют структурную организацию от 
многочисленных мелких, иногда заполненных различающимся содержимым, до круп-



 54 

ных вакуолей с включением светлого или плотного материала в виде глобул и/или 
имеющих плотный прилегающий к мембране тонопласта материал. Можно предполо-
жить, что аккумуляция алюминия не препятствует синтезу мембран тонопласта, слия-
нию вакуолей, но оказывает влияние на состав внутреннего содержимого вакуолей, на 
их осмотические свойства и депонирование осмиофильного материала вдоль мембраны 
тонопласта. Возможно, что внутриклеточными механизмами, обеспечивающими толе-
рантность клеток каллуса к действию алюминия, является активация экспрессии генов, 
кодирующих синтез белков тонопластной мембраны и влияющих на компартментали-
зацию алюминия в вакуоли. 
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Генетическую систему митохондрий высших растений отличает от других пред-

ставителей эукариот высокая динамичность и чрезвычайно большие размеры митохон-
дриальной хромосомы, а также наличие видоспецифических наборов кольцевых и ли-
нейных плазмид. Такие особенности митохондриального генома растений связывают с 
активно протекающими в этих органеллах процессами горизонтального переноса генов, 
которые происходят, по всей вероятности, с участием механизма импорта ДНК в мито-
хондрии (Константинов и др., 1988, 1989; Koulintchenko et al., 2003; Клименко и др., 
2011). Мы предположили, что набор участвующих в импорте ДНК белков не ограничи-
вается, как показано ранее порином (VDAC) в наружной мембране и адениннуклеотид-
транслоказой (АНТ) во внутренней мембране органелл (Koulintchenko et al., 2003), а 
перенос молекул ДНК разной длины может происходить с участием нескольких мем-
бранных каналов. В данной работе предпринята попытка выявления и расшифровки 
альтернативных путей импорта ДНК разной длины и структуры в митохондрии расте-
ний. Основными используемыми подходами были: (1) ингибиторный анализ активно-
сти ряда мембранных переносчиков, предположительно вовлеченных наряду с транс-
портом метаболитов в процессы переноса ДНК в митохондрии; (2) использование му-
тантных линий арабидопсиса (Arabidopsis thaliana) c инактивированными генами, ко-
дирующими потенциальные белковые факторы импорта нуклеиновых кислот; (3) изу-
чение импорта ДНК в митохондрии протопластов. Общеизвестно также, что важную 
роль в нормальном функционировании митохондрий играет постоянное взаимодейст-
вие этих органелл с эндоплазматическим ретикулумом (ЭР) (Camara et al., 2010; 
Lebedzinska et al., 2009). В частности, межмембранные контакты митохондрий и ЭР не-
обходимы для импорта синтезируемых в ЭР липидов в митохондрии (Flis, Daum,, 
2013). В связи с этим нами был изучен также митохондриальный импорт ДНК в рекон-
струированной системе, включающей изолированные митохондрии клубней картофеля 
(Solanum tuberosum) и микросомальную фракцию мембран ЭР нескольких видов расте-
ний. Для получения изолированных митохондрий использовали растительный материал 
Solanum tuberosum, Brassica rapa, Arabidopsis thaliana, Zea mays. Импорт ДНК в мито-
хондрии проводили в системе in organello с использованием радиоактивно меченой 
ДНК (Koulintchenko et al., 2003) и/или методом ПЦР в реальном времени (Клименко и 
др., 2011). Для выявления и характеристики возможных альтернативных путей транс-
порта ДНК в митохондрии использовали набор ДНК-субстратов длиной от 100 п.н. до 
12000 п.н., разбитый условно на группы субстратов малой (100–300 п.н.), средней (700–
3000 п.н.) и большой (> 6000 п.н.) длины. Для изучения роли структурных особенно-
стей ДНК-субстратов импорта использовали набор конструкций, различающихся нали-
чием или отсутствием концевых инвертированных повторов (КИП) линейной плазмиды 
11,6 т.п.н. митохондрий репы (Brassica rapa) или линейных S1, S2 плазмид кукурузы 
(Zea mays).  

В ходе выполнения работы получены следующие результаты. Чтобы выяснить 
вопрос о возможном существовании независимых путей импорта ДНК разной длины в 
митохондрии, мы определили кинетические параметры поглощения ДНК-субстратов 
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малой и средней длины изолированными митохондриями S. tuberosum. В случае импор-
та ДНК малой длины (265 п.н.) обнаружено практически полное отсутствие насыщения 
транспорта по мере увеличения концентрации субстрата: количество поглощенной ДНК 
увеличивалось пропорционально содержанию ДНК,  добавленной в среду инкубации мито-
хондрий. В случае импорта фрагмента ДНК средней длины (2732 п.н.) выявилась другая 
зависимость эффективности поглощения субстрата от его содержания в среде инкубации: 
при содержании от 0,063 до 0,25 мкг наблюдается незначительное увеличение количества 
поглощенной ДНК; затем при концентрациях от 0,5 до 1,5 мкг происходит резкое увеличе-
ние активности поглощения, в 2 раза, и, далее, при содержании 2–4 мкг наблюдалось еще 
одно резкое увеличение уровня поглощения, в 2,5–3 раза. Полученные данные, позволяют 
заключить, что импорт ДНК малой и средней длины происходит, по всей видимости, с по-
мощью  различных механизмов, поскольку в случае импорта ДНК-субстрата 265 п.н. не 
происходило насыщения процесса в использованных условиях, тогда как для импорта 
ДНК-субстрата 2732 п.н. характерно ступенчатое насыщение процесса. Ступенчатый ха-
рактер насыщения в последнем случае указывает на то, что транспорт молекул ДНК сред-
ней длины осуществляется не только с участием VDAC во внешней и AНT во внутренней 
митохондриальной мембранах (Koulintchenko et al., 2003). Вероятно, при насыщении кон-
кретного транспортного пути импорта ДНК в процесс последовательно включаются другие 
способы транспортировки ДНК через двойную мембрану митохондрий, основанные на ра-
боте альтернативных белков-переносчиков. Определение кинетики транспорта ДНК малой 
длины (265 п.н.) в митохондрии показало, что ДНК такого размера может переноситься в 
органеллы как с участием VDAC и AНT, так и посредством других мембранных каналов 
без участия специфической рецепции белками внешней мембраны митохондрий. Изучение 
участия VDAC (порина) в механизме импорта ДНК с использованием инсерционных 
мутантов арабидопсиса с инактивированными генами At3g01280 и At5g15090, коди-
рующими изоформы митохондриального порина VDAC1 и VDAC3, соответственно, 
позволило установить, что митохондрии, выделенные из мутантов с отсутствием одной 
из этих изоформ порина (VDAC1 или VDAC3) транспортируют ДНК с большей эффек-
тивностью по сравнению с митохондриями растений дикого типа. При этом импорт 
ДНК малой и средней длины в большей степени активируется  в митохондрии мутанта 
vdac1 по сравнению с митохондриями мутанта vdac3. 

Примечательно, что усиление активности митохондриального импорта у этих му-
тантов не было специфичным в отношении длины транспортируемой молекулы ДНК. В 
настоящее время пока трудно найти объяснение наблюдаемому нами явлению стиму-
ляции митохондриального импорта ДНК в отсутствие изоформ VDAC. Можно предпо-
ложить, что в в случае этих мутаций нарушена барьерная («запирающая») функция по-
рина в наружной митохондриальной мембране, в большей степени, выраженная в от-
ношении транспорта молекул ДНК малой длины. В специальной серии экспериментов 
установлено, что микросомальная фракция клетки  (мембраны ЭР) оказывает выражен-
ное стимулирующее действие на транспорт ДНК в митохондрии. Активирующее влия-
ние микросом на митохондриальный импорт ДНК имело выраженный видоспецифиче-
ский характер. Активация импорта ДНК в митохондрии такого представителя двудоль-
ных растений как картофель (S. tuberosum) в присутствии микросом, полученных из 
двудольных растений, была значительно выше по сравнению с эффектом микросо-
мальной фракции из проростков такого представителя однодольных как кукуруза (Zea 
mays). Полученные результаты служат указанием на важную роль взаимодействий ми-
тохондрий и эндоплазматического ретикулума в импорте ДНК в митохондрии in vivo. 
Для получения более детальных представлений о возможной физиологической и гене-
тической значимости импорта ДНК в митохондрии in vivo была разработана специаль-
ная система, основанная на получении изолированных протопластов Arabidopsis 
thaliana. С использованием протопластов установлено, что находящаяся в цитоплазме 
ДНК может активно поступать в митохондрии. Cодержание импортированного в мито-
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хондрии ДНК-субстрата при этом существенно выше в условиях импорта in vivo по 
сравнению с условиями in organello. Показано, что количество молекул ДНК, импорти-
ровавшихся в митохондрии в условиях in vivo, уменьшается с увеличением размера им-
портируемого субстрата. При трансформации ДНК протопластов, изолированных из 
листьев растений дикого типа (Col-0) и двух мутантных линий vdac1 и vdac3, происхо-
дила активация транспорта ДНК в митохондрии в протопластах мутанта с инактивиро-
ванной изоформой порина VDAC1 по сравнению с уровнем митохондриального импор-
та в протопластах дикого типа и vdac3. Сходные зависимости, полученные в экспери-
ментах по изучению импорта ДНК в изолированных митохондриях и в протопластах, 
свидетельствуют в пользу того, что обнаруженные закономерности импорта ДНК in 
organello отражают процессы, протекающие in vivo. Совокупность полученных в дан-
ной работе фактов в пользу существования в митохондриях растений нескольких меха-
низмов импорта ДНК наглядно, на наш взгляд, подтверждает необходимость активного 
продолжения исследований в этом направлении, поскольку выяснение детальных ме-
ханизмов импорта ДНК позволит в будущем разработать эффективные методы мани-
пуляций с митохондриальным геномом для решения фундаментальных и прикладных 
задач молекулярной и клеточной биологии, биотехнологии и биомедицины.  

Работа поддержана Российским фондом фундаментальных исследований (гран-
ты 15-04-05046, 15-54-16010, 18-04-00603).  
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Системные фунгициды – ингибиторы синтеза стеринов – получили наибольшее 
развитие и применяются в сельском хозяйстве против болезней растений, вызываемых 
базидиомицетами (ржавчинные и головнёвые грибы), аскомицетами (парша, мучнистая 
роса, склеротиния, септориоз) и некоторыми дейтеромицетами. Азолы, содержащие 
триазольную группу и относящиеся к ингибиторам С14-деметилирования, занимают ли-
дирующую позицию в области синтетических фунгицидов и активно используются не 
только для борьбы с возбудителями болезней растений, но и в качестве ретардантов 
(Попов и др., 2003). Ретарданты – производные 1,2,4-триазола – способствуют замедле-
нию роста растений посредством нарушения синтеза гиббереллина и увеличения со-
держания абсцизовой кислоты (Прусакова, Чижова, 1998; Чижова и др., 2005). Поиск 
химических соединений, способствующих повышению холодо- и морозоустойчивости 
растений, в настоящее время является одним из приоритетных направлений. Митохон-
дрии, играющие ведущую роль в жизни растений, участвуют и в механизмах их адап-
тации к низким температурам (Грабельных и др., 2014). Переход растений в состояние 
покоя и формирование устойчивости к неблагоприятным температурам сопровождает-
ся ингибированием процессов дыхания (Трунова, 2007; Титов, Таланова, 2011). Извест-
но, что фунгициды, в том числе триазольной природы, являются ингибиторами мито-
хондриального дыхания, и их действие направлено на комплекс I дыхательной цепи 
митохондрий (Сафина-Осташевская, Гордон, 1984). В связи с этим можно предполо-
жить, что тебуконазол (1-(4-хлорфенил)-4,4-диметил-3-(1H-1,2,4-триазол-1-илметил)-3-
пентанол) будет оказывать влияние на окислительную и фосфорилирующую актив-
ность митохондрий. Изучение данного вопроса явилось целью настоящей работы в 
рамках исследования участия тебуконазола в механизмах низкотемпературной адапта-
ции растений. 

Объектом исследования выступали этиолированные (выращенные в темноте при 
24 °С) проростки озимой пшеницы (Triticum aestivum L., сорт «Иркутская»). 

Для обработки семян озимой пшеницы использовали тебуконазол-содержащий 
фунгицид (содержание тебуконазола 60 г/л) – протравитель (1,5 мкл препарата на г се-
мян, мкл/г) «Бункер» (ЗАО Фирма «Август»), а для обработки 2-х суточных проростков 
– 1 мМ раствор тебуконазола (Tebuconazol PESTANAL, “Sigma-Aldrich”, Германия). 

Доза ретарданта «Бункер» – 1,5 мкл/г семян – была подобрана в ходе лаборатор-
ных исследований по изменению ростовых параметров колеоптилей проростков озимой 
пшеницы (Korsukova et al., 2015). Степень ингибирования длины колеоптилей пророст-
ков злаков препаратом «Бункер» 1,5 мкл/г семян статистически значимо отличалась от 
величины ингибирования при 0,5 (рекомендуемой производителем для достижения 
фунгицидного эффекта), 1 и 3 мкл/г семян, в то же время между вариантами 3 и 4 мкл/г 
семян статистически значимых отличий не наблюдали (Корсукова, 2016). 

Концентрация тебуконазола 1 мМ также подбиралась экспериментально. Так, те-
буконазол в концентрации 1 мМ вызывал ингибирование длины колеоптилей, стати-
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стически значимо не отличающееся от ингибирования, которое оказывал препарат 
«Бункер» в концентрации 1,5 мкл/г семян. 

В течение 7-ми суток при 2 °С проводили холодовое закаливание 3-х суточных 
проростков. 

Выделение митохондрий из побегов этиолированных проростков проводили по 
методике (Побежимова и др., 2004). 

Полярографическим методом определяли окислительную и фосфорилирующую 
активность изолированных митохондрий. Для полярографического анализа использо-
вали платиновый электрод закрытого типа (электрод Кларка) и полярограф Oxytherm 
system (“Hansatech Inst.”, Англия), используя объём ячейки 1,4 мл. В качестве субстра-
тов окисления использовали 10 мМ малат в присутствии 10 мМ глутамата; 8 мМ сук-
цинат в присутствии 5 мМ глутамата и 3 мкМ ротенона; 1 мМ НАД∙Н; 2 мМ аскорбат 
плюс 0,2 мМ тетраметил-п-фенилендиамин. Глутамат добавляли для устранения окса-
лоацетатного ингибирования. При окислении НАД∙Н из состава среды инкубации ис-
ключали ЭДТА и для активации «внешней» ротенон-нечувствительной НАД∙Н дегид-
рогеназы включали 0,06 мМ CaCl2 (Møller et al., 1981). Для ингибирования цитохром-
ного пути использовали 0,4 мМ KCN, для ингибирования альтернативного пути – 1 мМ 
бензгидроксамовую кислоту. Вклад цитохромного пути рассчитывали как дыхание, ин-
гибируемое KCN, а вклад альтернативного пути, связанного с функционированием 
цианид-резистентной альтернативной оксидазы (АО), как дыхание, ингибируемое бенз-
гидроксамовой кислотой в присутствии KCN (потенциальная активность АО). 

В ходе исследования были выявлены различия в действии тебуконазол-
содержащего протравителя «Бункер» и тебуконазола на окислительную и фосфорили-
рующую активность митохондрий озимой пшеницы и вклад в дыхание цитохромного и 
альтернативного путей переноса электронов как при обычной температуре выращива-
ния, так и при закаливании растений. 

Так, в контрольных условиях тебуконазол значительно снижал скорость окисле-
ния митохондриями малата, действуя на комплекс I дыхательной цепи, и не приводил к 
статистически значимому снижению скоростей дыхания митохондрий при окислении 
сукцината и НАД∙Н, в отличие от препарата «Бункер», подавляющего в целом перенос 
электронов по дыхательной цепи. При этом тебуконазол ингибировал цитохромный 
путь дыхания, в то время как тебуконазол-содержащий протравитель подавлял транс-
порт электронов и по цитохромному, и по альтернативному путям. Учитывая, что пре-
парат «Бункер» и тебуконазол оказывают ростингибирующее действие на проростки 
злаков (Korsukova et al., 2015; Корсукова, 2016), и при этом митохондрии, изолирован-
ные из таких проростков, обладают сниженным дыханием, можно предполагать, что 
такое изменение носит адаптивный характер и направлено на снижение потребления 
субстратов дыхания, в первую очередь сахаров, и повышение устойчивости незакалён-
ных растений (Корсукова, 2016). 

На холодозакалённых проростках озимой пшеницы тебуконазол приводил к не-
значительной стимуляции дыхания митохондрий независимо от использованного суб-
страта окисления. У закалённых проростков озимой пшеницы из семян, обработанных 
препаратом «Бункер», тенденцию к увеличению скоростей дыхания митохондрий на-
блюдали при окислении малата, а при окислении сукцината и НАД∙Н происходило 
снижение скоростей дыхания митохондрий. Таким образом, в митохондриях из холодо-
закалённых растений действие тебуконазола и препарата «Бункер» было связано с не-
которым усилением их окислительной активности, главным образом при использова-
нии в качестве субстрата малата. При этом наблюдали увеличение вклада альтернатив-
ного пути дыхания. Вероятно, при холодовом закаливании реализуется защитный ме-
ханизм, направленный на поддержание скоростей дыхания митохондрий и активацию 
альтернативного пути, связанного с функционированием АО, необходимой для адапта-
ции растений к низким температурам (Грабельных и др., 2014). 
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Выявленные различия в действии тебуконазол-содержащего протравителя «Бун-
кер» и тебуконазола свидетельствуют о том, что влияние промышленного препарата 
«Бункер» на параметры дыхания митохондрий опосредовано не только входящим в его 
состав тебуконазолом, но и вспомогательными соединениями. 
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Многие лекарственные препараты представляют собой вторичные метаболиты 

растений, извлекаемые из их надземных или подземных частей. При этом некоторые 
лекарственные растения занесены в Красные книги и/или встречаются на ограниченной 
территории, что затрудняет либо даже исключает заготовку в массовых количествах 
ценного лекарственного сырья из них. В этой связи удобной альтернативой служит 
биотехнологическое производство подобных препаратов с помощью культивирования 
отдельных органов таких растений в искусственных условиях на специализированных 
биофабриках или биореакторах. Помимо вторичных метаболитов, с помощью биотех-
нологии в генетически-модифицированных растениях производится наработка веществ 
первичного метаболизма, главным образом, рекомбинантных белков. Для этого еще в 
конце прошлого века были созданы трансгенные растения, в которых нарабатываются 
животные белки медицинского назначения. На их основе также были получены культу-
ры бородатых корней (hairy roots), продуцирующие такие препараты. К важным недос-
таткам трансгенных растений-продуцентов, как и бородатых корней можно отнести 
сравнительно низкий уровень содержания целевого белка в растении, которое часто 
оказывается ниже 1 % от общего количества растворимого белка. Преодолеть эти про-
блемы частично удается за счет получения транспластомных растений. В отличие от 
трансгенных растений, в случае с транспластомными растениями трансформации под-
вергаются хлоропласты, а чужеродные гены внедряются в геном пластид – пластому. 
Повышение уровня экспрессии чужеродного белка в случае с транспластомными рас-
тениями, в том числе, достигается за счет увеличения дозы трансгена, так как каждый 
хлоропласт содержит до 100 копий пластома, причем в каждой клетке содержится до 
100 хлоропластов.  

Первые трансгенные растения были созданы в 1977 году (Ackermann, 1977), при-
мерно в это же время были созданы первые бородатые корни (Anderson, Moore, 1979). 
Первые транспластомные растения были получены в 1990 году З. Сваб, П. Хайдукевич 
и П. Малига (Svab et al., 1990). Спустя 25 лет после этого нами было решено объеди-
нить технологии получения транспластомных растений и бородатых корней. Целью 
нашей работы было создание транспластомных растений табака, а также агробактери-
альная трансформация этих растений Agrobacterium rhizogenes. 

Для создания транспластомных растений табака Nicotiana tabacum L. сорта Petit 
Havana был использован вектор pKMS8 с геном устойчивости к спектиномицину 
(aadA) без целевых генов. Эксперименты по пластидной трансформации были проведе-
ны методом бомбардировки микрочастицами при помощи прибора PDS-1000/He (Bio-
Rad, США) согласно протоколу описанному ранее (Данилова, 2011). В ходе работы бы-
ли получены три разных линии спектиномицин и стрептомицин-устойчивых растений 
табака, транспластомность которых была подтверждена методами ПЦР по конечной 
точке, количественного ПЦР в реальном времени, экспериментами по анализу у проро-
стков расщепления признака устойчивости к спектиномицину, а также анализами эф-
фективности передачи признаков антибиотикоустойчивости через пыльцу. Далее экс-
планты листьев транспластомных растений табака были использованы для агробакте-
риальной трансформации при помощи штамма 15834 A. rhizogenes. Были получены бо-
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родатые корни табака, способные к росту на питательной среде со спектиномицином. 
ПЦР-анализ полученных бородатых корней показал в них наличие как rol-генов A и B, 
так и гена aadA. Планируется проведение определения уровня экспрессии ядерных и 
пластидных генов в полученных бородатых корнях табака. Предполагается, что полу-
ченные нами бородатые корни с трансформированными пластидами могут стать пер-
спективной растительной системой для продуцирования рекомбинантных белков. 
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Несмотря на значительный прогресс последних лет в редактировании ядерной 

ДНК, возможность направленного изменения нуклеотидной последовательности мито-
хондриальной ДНК (мтДНК) млекопитающих до сих пор не реализована. Однако соз-
дание системы редактирования мтДНК позволило бы решить ряд задач, как фундамен-
тальных, так и прикладных. В частности открыты вопросы подходов к генной терапии 
заболеваний митохондриальной этиологии, вопросы динамики митохондриальных нук-
леоидов, вопросы функционирования определенных элементов в геноме митохондрий. 
До настоящего времени единственным подходом к устранению мутаций мтДНК в кле-
точных линиях человека является использование сайт-специфических нуклеаз: направ-
ляемые в митохондрии клеток человека эндонуклеазы рестрикции, TAL-эффекторные 
нуклеазы и нуклеазы типа “цинковые пальцы”. Перечисленные подходы базируются на 
использовании принципа узнавания белковой молекулой специфической нуклеотидной 
последовательности мтДНК, внесения в нее двухцепочечного разрыва и последующей 
элиминацией.  Технологии, основанные на системах CRISPR кажутся более гибкими и 
перспективными, поскольку используют РНК для узнавания ДНК по принципу Уотсо-
на-Крика. Ограничением повсеместного использования таких систем в отношении 
мтДНК является их двухкомпонентная природа: РНК-направляемая ДНК-нуклеаза и 
направляющая молекула РНК. Успешная доставка РНК в митохондрии во многом оста-
ется под вопросом, хотя существуют доказательства такого импорта. Для запуска репа-
рации по типу гомологичной рекомбинации дополнительно требуется доставка ДНК 
матрицы (1).  

Мы добились эффективного импорта нуклеаз SpCas9 и AsCpf1 в митохондрии пу-
тем добавления к их генам последовательности для импорта белков в митохондрию с 
5’-конца и последовательности для импорта мРНК к поверхности митохондрий с 3’-
конца. Первые эксперименты были проведены с плазмидными векторами (2), затем по-
лучены стабильные линии Phoenix, экспрессирующие нуклеазы из ядра. Внутриклеточ-
ная локализация нуклеаз была подтверждена методами иммуноцитохимии и белкового 
блоттинга. Модифицированные варианты нуклеаз были названы MitoCas9 и MitoAsCpf1. 
Модификация направляющих РНК осуществлялась путем добавления к их последова-
тельности детерминант импорта РНК в митохондрии. Внутри-митохондриальная локали-
зация направляющих РНК была оценена методом цифровой капельной ПЦР с обратной 
транскрипцией, а также нозерн-блота. Для точной оценки количества копий мтДНК до 
и после воздействия на клетки РНК-направляемыми ДНК-нуклеазами также использо-
валась цифровая капельная ПЦР, специально адаптированная для подобных задач (3). 
Трансфекция клеточной линии, стабильно экспрессирующей MitoCas9, модифициро-
ванной направляющей РНК привела к статистически значимому уменьшению количе-
ства копий мтДНК (4). 

Тем не менее, иной подход нам кажется более продуктивным - это доставка в ми-
тохондрии фрагмента двухцепочечной ДНК, который будет кодировать как направ-
ляющую РНК для нуклеаз SpCas9 или AsCpf1, так и ДНК-матрицу для обеспечения ре-
парации по пути гомологичной рекомбинации. Доставка такой ДНК в митохондрии 
могла бы быть обеспечена с помощью рекомбинантного белка, состоящего из детерми-
нанты импорта белка в митохондрии, слитой с TAL-эффектором, специфично узнаю-
щим выбранную нуклеотидную последовательность на молекуле ДНК. Такой подход 
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является абсолютно новым и представляется реализуемым в свете накопленного нами 
опыта по доставке макромолекул внутрь митохондрий. 

Работа поддержана грантом РНФ 17-75-20015. 
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Накопление активных форм кислорода (АФК) и азота (АФА) является универ-

сальным маркером стресса в клетках живых организмов. Существует тесная связь меж-
ду метаболическими и сигнальными путями, контролирующими редокс-статус, энерге-
тический метаболизм и аутофагию в растениях, истывающих воздействие стрессовых 
факторов. Аутофагия – это эволюционно консервативный путь деградации окисленных, 
повержденных и нефункционирующих клеточных макромолекул и органелл. У эукари-
от аутофагическая деградация необходима для поддержания метаболического гомео-
стаза, формирования иммунитета и жизнеспособности организма. В 2016 году Нобе-
левская премия в области физиологии и медицины была вручена Yoshinori Ohsumi за 
открытия в области изучения механизмов аутофагии. Несмотря на большой прогресс, 
достигнутый в изучении механизмов аутофагии в клетках дрожжей и млекопитающих, 
наше понимание относительно того, как этот процесс функционирует в растениях, ос-
тается чрезвычайно ограниченным. Это обусловлено сложностью генома растений, от-
личием ряда биохимических процессов, значительным разнообразием метаболитов и 
защитных механизмов ввиду автотрофности и прикрепленного образа жизни растений. 
В настоящей работе мы демонстрируем, что в проростках пшеницы абиотические 
стрессы, такие как окислительный, нитрозильный и температурный стрессы, а также 
поранение и обезвоживание, индуцируют формирование аутофагосомальных везикул 
(аутофагосом) и стимулируют активность аутофагических генов TaATG4, TaATG6, 
TaATG8. Эти процессы, как правило, сопровождаются падением митохондриального 
мембранного потенциала и снижением энергетического статуса клеток. Было показано, 
что при воздействии агрессивных прооксидантов отдельные митохондрии могут являться 
мишенью для изолирования в аутофагосомах и последующей деградации. Кроме того, 
некоторые фармакологические агенты, например, ингибиторы митохондриальной ЭТЦ и 
мембранотропы, также индуцируют повышение уровня АФК, аккумуляцию аутофагосом 
и вызывают энергетический кризис, выражающийся в снижении митохондриального 
мембранного потенциала и падении уровня АТФ. Предполагается, что снижение уровня 
АТФ может активировать SnRK1, ортолог АМФ-зависимой протеинкиназы (AMPK) в 
клетках млекопитающих. Эта протеинкиназа является триггером аутофагии посредством 
снятия блока негативного регулятора аутофагии киназы TOR и взаимодействия с аутофа-
гическими белками (Baena-González, Hanson, 2017). Интересно, что экзогенное воздейст-
вие на корни интактных проростков естественных NO доноров, например, полиамина 
спермина, может индуцировать аутофагию без изменения энергетического статуса. В 
клетках млекопитающих полиамины индуцируют аутофагию вследствие истощения нук-
леоцитозольного пула ацетил коэнзима А и последующего деацетилирования гистоновых 
белков еще до падения уровня АТФ (Mariño et al., 2014). Этот процесс также опосредован 
быстрой активацией AMPK и инактивацией MTORC1. До сих пор неизвестно, работает 
ли подобный механизм в растениях. В заключение, механизмы, контролирующие функ-
ции аутофагии по выживанию и/или гибели клеток в стрессированных растениях, во-
многом, зависят от обратимости сдвигов редокс-баланса и энергетического метаболизма. 
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Устойчивость и адаптация растений к низкой температуре является многокомпо-

нентным процессом и рассматривается как одна из фундаментальных проблем физио-
логии растений. Несмотря на существенные достижения в этой области, остаются не-
достаточно исследованными механизмы формирования устойчивости при закаливании 
растений, относящихся к группе холодостойких, которые, в отличие от теплолюбивых, 
переносят любые низкие температуры вплоть до замораживания и отличаются от моро-
зостойких растений тем, что гибнут при образовании в них льда.  

Поскольку механизмы повреждения холодостойких, теплолюбивых и морозо-
стойких растений неодинаковые, можно предположить у первых наличие особенностей 
и в процессах закаливания к низкой температуре (НТ), направленных на сохранение 
функциональной активности клеток при НТ. Такие особенности, прежде всего, могут 
быть связаны с поддержанием нативности клеточных мембран в условиях НТ, так как 
хорошо известно, что одной из важнейших причин повреждения растений НТ является 
фазовый переход мембранных липидов из жидко-кристаллического состояния в гель.  

Для поддержания функций мембран у растений, имеющих прикрепленный образ 
жизни, выработан механизм снижения температуры плавления за счет изменения со-
става липидов путем увеличения в них доли полиненасыщенных жирных кислот 
(ПНЖК). Известно, что повышение содержания ненасыщенных ЖК, т. е. образование 
двойных связей в молекулах насыщенных ЖК, входящих в состав мембранных липи-
дов, происходит в результате активации ферментов-десатураз ЖК, превращающих оди-
нарные (С-С) связи между атомами углерода в ацильных цепях в двойные (С=С) (Лось, 
2001; Wada et al., 1990). Роль десатураз ЖК в устойчивости к гипотермии хорошо изу-
чена на примере одноклеточных синезеленых водорослей Synechocystis (Лось, 2014), 
однако у высших растений этот вопрос исследован недостаточно. В связи с этим изуче-
ние изменений жирнокислотного состава мембранных липидов при низкотемператур-
ной адаптации (закаливание) имеет большое значение для понимания физиологических 
процессов, обеспечивающих формирование устойчивости растений к НТ. 

Другим важным функциональным показателем закаливания растений к НТ явля-
ется активность и устойчивость их фотосинтетического аппарата. Установлено, что 
среди органелл (ядро, митохондрии, пластиды) растительной клетки первыми на НТ 
реагируют хлоропласты (Kratch, Wise, 2000). Однако вопрос об адаптации ультраструк-
туры и мембран хлоропластов в результате низкотемперарурного закаливания, в том 
числе у трансформированных растений картофеля с повышенным содержанием липи-
дов, остается мало исследован.  

В связи с этим цель настоящей работы состояла в изучении у растений картофеля 
изменений ультраструктурной организации хлоропластов и уровня устойчивости к ги-
потермии индуцируемые низкой закаливающей температурой и введением гена desA 
Δ12-ацил-липидной десатуразы цианобактерий.  

Использовали нетрансформированные растения картофеля Solanum tuberosum L. 
сорта Десница (контроль) и трансформированные геном desA Δ12-ацил-липидной деса-
туразы цианобактерий (desA-licBM3 растения). Растения размножали черенкованием, 
выращивали на нейтральном субстрате (перлит) при 22°С, 16-часовом фотопериоде и 
освещенности 100 мкмоль квантов/(м2с) в течение 8 недель. Закаливание проводили 
при температуре 5°С, в течение 6 дней, на свету. С помощью метода прямого промора-
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живания целых растений и определения выхода электролитов из листьев (Нарайкина и 
др., 2016) показано повышение устойчивости картофеля в результате низкотемператур-
ного закаливания. При этом трансформанты имели достоверно более высокую устой-
чивость по сравнению с контролем. Кроме того, изучение влияния низкотемпературно-
го закаливания на развитие окислительного стресса (ОС) и активность антиоксидант-
ных ферментов клеток (Нарайкина и др., 2014), не выявили у растений картофеля раз-
вивающегося в этих условиях  ОС и перекисного окисления липидов, что также свиде-
тельствует о достаточно высокой устойчивости мембранной системы клеток исследуе-
мых растений к НТ. 

С помощью методов электронной микроскопии и морфометрии было показано, 
что в результате закаливания контрольных растений, по сравнению с незакаленными, 
площадь среза хлоропласта и общая площадь крахмальных зерен, рассчитанная на 1 
хлоропласт, снижались почти на 40%, тогда как общая площадь пластоглобул (площадь 
пластоглобулы × число пластоглобул в одном хлоропласте) и общее число тилакоидов 
(число гран × число тилакоидов в одном хлоропласте) увеличивались на 80 и 35 %, со-
ответственно (табл. 1). Увеличение количества мембран и пластоглобул свидетельству-
ет о сохранении интенсивности липидного метаболизма при снижении температуры. 

 
Таблица 1 

Изменения ультраструктурной организации хлоропластов контрольных  
и desA-licBM3 растений картофеля после закаливания при 5±0,5°С, 6 суток 

 

Объект Вариант 
опыта 

Площадь хло-
ропласта (мкм2) 

В одном хлоропласте 
Общая площадь Общее число 

тилакоидов Крахмальных 
зерен (мкм2) 

Пластоглобул 
(мкм2) 

контроль 22±0,5°С 8,98 ± 0,16 3,08 ± 0,11 0,07 ± 0,005 86 ± 3,65 
desA-licBM3 9,05 ± 0,19 2,63 ± 0,08 0,08 ± 0,006 154 ± 7,08 

контроль 5±0,5°С 6,98 ± 0,23 1,91 ± 0,05 0,15 ± 0,008 112 ± 6,23 
desA-licBM3 6,04 ± 0,30 2,71 ± 0,07 0,14 ± 0,014 152 ± 6,76 

 
Что касается трансформантов, то они уже до закаливания отличались от контро-

ля почти вдвое большим числом тилакоидных мембран. После закаливания достовер-
ных изменений мембран хлоропластов desA-licBM3 растений не выявлено, но общее 
число тилакоидов у них оставалось ~ на 35 % выше, по сравнению с контролем. Общая 
площадь крахмальных зерен, рассчитанная на один хлоропласт, также оставалась выше 
у трансформантов, т. е. они имели больше запасных углеводов к концу закаливания.  

О функциональной активности хлоропластов в процессе закаливания свидетель-
ствуют данные по содержанию сахаров в листьях. Как видно из табл. 2, в период зака-
ливания контрольных и трансформированных растений происходило повышение коли-
чества исследованных сахаров (сахарозы, глюкозы и фруктозы) более чем в 3,5 раза. 

Важно отметить, что у desA-licBM3 растений уже в первые сутки закаливания на-
блюдали резкое повышение содержания сахаров (глюкозы – в 2 раза, сахарозы – в 5 
раз). После шести суток закаливания содержание фруктозы в листьях контрольных рас-
тений возросло почти в 44 раза, а в листьях desA-licBM3 растений – только в 6 раз. От-
сутствие заметных изменений в содержании фруктозы у трансформантов, скорее всего, 
объясняется большим вовлечением ее в метаболизм. 

Таким образом, при закаливании картофеля, как типичного представителя холо-
достойких растений, в ультраструктуре хлоропластов происходят изменения, свиде-
тельствующие об их адаптации к действию НТ. При этом хлоропласты трансформантов 
уже до закаливания обладали некоторыми признаками закаленных растений, например, 
отличались большим числом тилакоидных мембран. Это свидетельствует о важной ро-
ли липидного метаболизма и, вероятно, способствует поддержанию функциональной 
активности и снижению повреждений фотосинтетического аппарата, особенно в начале 
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низкотемпературного закаливания, о чем свидетельствует резкое повышение сахаров 
уже после первых суток действия НТ у трансформированных растений. 

Таблица 2 
Изменение содержания растворимых сахаров у контрольных и desA-licBM3 растений 

картофеля в динамике закаливания при температуре 5 ± 0,5 °С в течение 6 суток,  
мг/г сырой массы 

 

Сахара До закаливания Длительность закаливания, суток 
1 3 6 

Контрольные растения 
Фруктоза 0,20 ± 0,10 0,50 ± 0,10 4,68 ± 0,32 8,73 ± 0,84 
Глюкоза 3,41 ± 0,35 4,84 ± 0,43 5,64 ± 0,58 8,52 ± 0,74 
Сахароза 2,97 ± 0,40 6,15 ± 0,81 9,22 ± 1,67 13,06 ± 1,46 
Σ сахаров 6,58 ± 0,84 11,49 ± 1,12 19,54 ± 1,81 25,31 ± 2,80 

DesA-licBM3 растения 
Фруктоза 1,05 ± 0,30 2,7 ± 0,54 1,35 ± 0,26 6,43 ± 0,83 
Глюкоза 3,15 ± 0,56 6,37 ± 0,83 6,80 ± 0,75 6,39 ± 0,94 
Сахароза 2,13 ± 0,60 10,30 ± 1,25 10,69 ± 2,90 10,44 ± 1,77 
Σ сахаров 6,33 ± 1,42 19,37 ± 3,23 18,84 ± 2,04 23,26 ± 3,41 
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По современным представлениям, биологические мембраны содержат в своём 

составе различные липид-белковые микродомены, которые отличаются по 
биохимическим характеристикам и выполняемым функциям. В 2006 г. на симпозиуме 
по липидным рафтам и клеточным функциям (Keystone Symposium of Lipid Rafts and 
Cell Function) мембранные микродомены были определены как упорядоченные, 
наноразмерные (10–200 нм), гетерогенные, высоко динамичные домены, которые могут 
принимать участие в регуляции клеточных процессов (Pike, 2006). 

Липидные рафты содержат в большом количестве гликосфинголипиды, 
ганглиозиды, стерины и липиды с насыщенными жирными кислотами, что 
обеспечивает более существенную, чем в мембране, упорядоченность липидного 
бислоя и даёт возможность их выделения из мембран неионными детергентами при 
низкой температуре (Плескова и др., 2015). Повышенная концентрация сфинголипидов, 
в частности ганглиозида GM1, и холестерина является характерным признаком этих 
структур. Мембранные микродомены участвуют в таких клеточных процессах, как 
эндоцитоз, сортировка и доставка белков, через эти структуры осуществляется 
проникновение вирусов внутрь клетки и взаимодействие с внеклеточным матриксом. 
Микродомены участвуют в импорте и экспорте различных молекул, обеспечивают 
процессы передачи клеточных сигналов (сигнальную трансдукцию) внутри и вне 
клетки (Asano et al., 2009; Mongrand et al., 2010). 

На данный момент рафты в растениях выявлены в плазматической мембране, в 
мембранах эндоплазматического ретикулума, аппарата Гольджи, в мембранах 
митохондрий и в мембранах хлоропластов (Mongrand et al., 2010; Нестеров и др., 2017). В 
вакуолярной мембране присутствие этих микродоменов впервые было показано в наших 
исследованиях (Ozolina et al., 2013). Несколько позже эти данные были подтверждены 
японскими коллегами (Yoshida et al., 2013). Кроме рафтов вакуолярной мембраны 
растений, активно исследуются рафты вакуолярной мембраны дрожжей  (Tsuji et al., 2017). 

Известно, что вакуоль в клетках растений выполняет ряд важных функций: 
накопление питательных веществ, деградация конечных продуктов метаболизма, 
детоксикация вредных для клетки веществ и др. Вакуоли клеток растений 
функционируют аналогично лизосомам в клетках животных, они участвуют в 
запрограммированной гибели клеток. По последним данным рафты вакуолярной 
мембраны могут принимать участие в выполнении почти всех перечисленных функций. 

Доказано, что в микродоменах тонопласта содержаться белки обеспечивающие 
транспорт метаболитов через вакуолярную мембрану, такие как V-АТФаза, ионные 
транспортеры, переносчики сахаров, Са-АТФаза, аквапорины. В связи, с чем сделан 
вывод, что рафты вовлечены в главную функцию тонопласта – регулирование 
процессов мембранного транспорта. Интересно, что некоторые белки семейства SNF7, 
которые являются частью эндосомального сортировочного комплекса, локализованы в 
липидных рафтах. В настоящее время считается, что комплекс ESCRT участвует в 
сортировке трансмембранных белков в вакуоле. Кроме того, в рафтах вакуолярной 
мембраны найдены белки DRP1A, 1C, 2A и 2B, на основании чего предполагается, что 
рафты тонопласта могут участвовать в аутофагии (Yoshida et al., 2013; Нестеркина и 
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др., 2016). Участие вакуолярных рафтов в аутофагии было подтверждено при 
исследовании роли белка NPC (белок транспортирующий холестерин) в 
микроаутофагии в клетках дрожжей (Tsuji et al., 2017). Авторами данной работы был 
сделан вывод, что расширенные с помощью микроаутофагического механизма 
рафтовые домены поглощают липидные капли (см. рис. 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Рис. 1. Цитировано по: Tsuji et. al., 2017. Предполагаемый механизм 
микроаутофагии, способствующий образованию рафтов, происходящий в вакуолях 
дрожжей.  

(1) Активированный MVB (мульти-везикулярные тела) путь доставляет обогащенные 
стеролом ILV (интралюминальные везикулы) к вакуоле; (2) аутофагосомы сливаются с 
вакуолярной мембраной для доставки сфинголипидов; (3) белки NPC транспортируют стерол 
от разрушенной ILV до вакуолярной мембраны; (4) формируется рафтовый домен; (5) 
рафтовый домен расширяется, чтобы поглотить вещества, способствующие микроаутофагии. 
 

Таким образом, можно сделать вывод, что успешное выполнение вакуолью её 
функций во многом зависит от присутствия на вакуолярной мембране рафтовых 
структур. 
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Нами синтезирован ряд нанокомпозитов различного состава. Наночастицы селена 

или серебра упакованы в следующие полимерные матрицы природного происхожде-
ния: природный полисахарид из Лиственницы Сибирской – арабиногалактан, крахмал, 
гуминовые вещества (пеллоиды, угли, сланцы). По результатам ранее проведенных 
экспериментов был выявлен бактериостатический и бактерицидный эффект исследуе-
мых нанокомпозитов (Папкина и др., 2015, Perfileva et al., 2017; Перфильева и др., 
2018). Для возможности применения нанокомпозитов в целях оздоровления картофеля 
от патогенных бактерий нами были проведены исследования на растениях картофеля in 
vitro. На первом этапе был изучен нанкоомпозит селена и арабиногалактана с содержа-
нием селена 1,23%, полученный из неорганического предшественника. Не было выяв-
лено негативного эффекта нанокомпозита селена и арабиногалактана на прирост и ак-
тивность пероксидазы картофеля (Papkina et al., 2015). Далее мы исследовали влияние 
нанокомпозитов серебра и гуминовых веществ на вегетацию и жизнеспособность кар-
тофеля. 

Эксперименты проводили на картофеле in vitro сорта Лукьяновский. Микрокло-
нальное размножение пробирочных растений осуществляли с помощью черенкования 
на агаризованной питательной среде Мурасиге-Скуга (4,2 г/л) с добавлением 30 г/л са-
харозы, 1 мл/л пиридоксина, 1 мл/л тиамина и 1 мл/л феруловой кислоты, рН 5,8–6,0. 
Черенки культивировали при 26 °С, освещенности 5–6 кЛк. Черенкование проводили 
через 20 дней. 

Гуминовые вещества выделяли щелочной экстракцией из объектов монгольских 
месторождений: ГВ-гр – из пелоидов озера Гурван-Нуур, ГВ-уг – из бурых углей Бага-
нуур, а также ГВ-уг – из сланцевых месторождений Монголии. НК серебра на основе 
гуминовых веществ, выделенных из лечебных грязей, сланцев и углей, получали сле-
дующим способом: к водно-щелочному раствору гуминовых веществ (0,45 г в 30 мл 
0,2 % NaOH) добавили раствор AgNO3 (0,1 г в 5 мл воды). Смесь перемешивали при 
нагревании на водяной бане при температуре 90°C в течение 15 минут. НК высаживали 
в этиловый спирт, промывали несколько раз. Выход нанокомпозита составил: 78 и 99 % 
с содержанием серебра 9,8 и 12 %.  

Для изучения влияния нанокомпозитов на растения, картофель in vitro выращива-
ли в факторостатных условиях в течение двух недель, затем в среду роста вносили вод-
ный раствор нанокомпозитов и их предшественников (ГВ и AgNO3). Далее растения 
инкубировали 10 дней, отслеживая прирост побегов, пигментацию растений, длину 
междоузлий, размеры корней и активность пероксидазы во всех органах - листьях, кор-
нях и стеблях. Активность растворимой и слабосвязанной пероксидазы определяли по 
методу Бояркина (Бояркин, 1951). 

Полученные результаты были статистически обработаны с использованием пакета 
программ Microsoft Excel. 

При исследовании влияния НК на растения было выявлено, что AgNO3, ГВ-гр, 
ГВ-сл, НК ГВ-гр/Ag, НК ГВ-сл/Ag более чем в 2 раза снижали активность пероксидазы 
в тканях картофеля (рис. 1). Из литературы известно, что молекулы гуминовых веществ 

mailto:alla.light@mail.ru
mailto:boris_sukhov@mail.ru
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содержат множество активных центров, что может приводить к инактивации металло-
ферментов и их ингибированию. Например, гуминовые препараты, полученные из са-
жистых углей ингибировали процесс прорастания семян Phacelia tanacetifolia Benth. 
при всех исследуемых концентрациях (Неверова и др., 2013). Установлено также инги-
бирующее действие гуминовых кислот торфов Среднего Приобья на активность липа-
зы, предлагается рассматривать такой эффект как меру биологической активности гу-
миновых веществ (Сартаков и др., 2011). 
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Рис. 1. Влияние нанокомпозитов серебра (НК ГВ-гр/Ag, НК ГВ-сл/Ag и НК ГВ-уг/ГВ) 
в различных матрицах, а также их предшественников (ГВ-гр, ГВ-уг, ГВ-сл и AgNO3) на ак-
тивность пероксидазы в тканях картофеля in vitro по сравнению с контролем (К). 

 
Результаты показали, что AgNO3 негативно влиял на биометрические показатели 

растений. ГВ-гр не влияли на прирост растений, при этом снижали количество листьев 
на них. ГВ-уг снижали прирост растений и количество листьев. Это свидетельствует о 
негативном влиянии углей на картофель, наличии стрессового состояния. ГВ-сл на 
прирост растений в начале периода наблюдения не оказывали влияние, за тем снижали 
этот показатель, при этом стимулировали образование листьев у картофеля. Наноком-
позит на основе пеллоидов НК ГВ-гр/Ag характеризовался небольшим снижением при-
роста растений, количество листьев было на уровне контроля. Обработка картофеля НК 
ГВ-уг/Ag приводила к снижению прироста по сравнению с контролем, количество ли-
стьев было как у необработанных растений. Нанокомпозит на основе сланцев НК ГВ-
сл/Ag понижал пророст растений картофеля, однако стимулировалось образование ли-
стьев по сравнению с контрольными растениями. 

Таким образом, в результате проведенных экспериментов с рядом веществ – как 
нанокомпозитов, так и их предшественников, были выявлены агенты обладающие ан-
тибактериальной активностью и отсутствием негативного влияния на растения карто-
феля. Положительным влиянием на растения характеризовались ГВ-сл нанокомпозит 
из них НК ГВ-сл/Ag. Также не оказывал выраженного негативного эффекта на карто-
фель НК ГВ-гр/Ag. Представленные данные свидетельствуют о возможности использо-
вания нанокомпозитов с наночастицами серебра и селена для обработки культурных 
растений против бактериальных заболеваний. 

Результаты получены с использованием коллекции ЦКП «Биоресурсный центр 
Сибирского института физиологии и биохимии растений СО РАН». Работа выполнена 
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при финансовой поддержке Российского фонда фундаментальных исследований (про-
ект № 17-416-380001 р_а). 
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Атомно-силовая микроскопия (АСМ) – одна из разновидностей сканирующей 

зондовой микроскопии (Binning et al., 1986). ACM широко применяется в исследовани-
ях по физике, химии, материаловедению, а также в биологии и медицине (Lu et al., 
2005; Müller and Dufrêne, 2011). Первоначально биологические образцы для АСМ под-
вергали высушиванию на воздухе. Однако воздушная сушка сильно влияет на морфо-
логию образцов, и полученные таким образом образцы теряют свою нативность (Butt et 
al., 1990).Хорошо исследовано влияние химической фиксации на клетки и ткани, и, как 
известно, биологические образцы также теряют нативность после химической обработ-
ки (Nowakowski et al., 2001). В последнее время активно исследуют биологические 
мембраны, живые клетки и ткани, и происходящие в них процессы in vivo с помощью 
АСМ. Этот метод не только выявляет топографию поверхности биологических образ-
цов в физиологических условиях, но также обеспечивает изучение микромеханических 
свойств с высоким разрешением (Radmacher, 2002; Matzke et al., 2001). 

Биологические мембраны – тонкие (не более 10 нм толщиной) липопротеидные 
пленки, состоящие из двойного слоя липидных молекул, в который включены молеку-
лы разнообразных белков. Плоские по своей структуре мембраны, заполненные белка-
ми, выступающими всего на несколько нм над поверхностью, вполне пригодны для вы-
сокоуровневой визуализации с помощью АСМ (Frederix et al., 2009). 

Одной из принципиальных особенностей растительной клетки является наличие в 
ней центральной вакуоли, которая в зрелом состоянии может занимать большую часть 
объема клетки. Основные функции вакуоли заключаются в участии в процессах ионно-
го гомеостаза цитозоля, запасания первичных и вторичных метаболитов, осмотической 
регуляции, детоксикации ксенобиотиков, формирования защитных ответных реакций 
клеток, например, метаболических реакций на токсины, и в процессах запрограммиро-
ванной клеточной смерти (Андреев, 2001, 2012). 

Вакуоль растительной клетки представляет собой активно функционирующую 
органеллу, способную к динамичным морфологическим перестройкам. Вакуолярная 
система растительной клетки отличается сложной пространственной структурой. Реги-
стрировали инвагинации вакуолярной мембраны, сопровождающиеся отделением вези-
кул (Sheahan et al., 2007; Assani et al., 2009). Установлено, что через вакуоль проходят 
многочисленные цитоплазматические тяжи, соединенные с вакуолярной мембраной и 
ограниченные мембраной (Нурминский и др., 2012). Прослеживается связь вакуоли с 
элементами цитоскелета (Sheahan et al., 2007; Gao et al., 2009), а именно с актиновыми 
микрофиламентами (Sheahan et al., 2007). 

Ранее было показано, что вакуолярная мембрана характеризуется высокой упоря-
доченностью липидов, присутствующих в ней в виде участков свободного жидкого ли-
пидного бислоя и участков, связанных с мембранными белками. Известно, что в вакуо-
лярной мембране преобладают полярные липиды с высоким содержанием ненасыщен-
ных жирнокислотных остатков. Преобладание таких липидов придает мембране высо-
кую эластичность и пониженную микровязкость (Макаренко, Саляев, 1998). Сравни-
тельно недавно в вакуолярной мембране были обнаружены липидные домены (рафты), 
обладающие более плотной упаковкой липидов, по сравнению с остальной частью 
мембраны (Ozolina et al., 2013). Однако детали ультраструктуры вакуолярной мембра-
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ны и ее роль в адаптации к стрессовым воздействиям остаются исследованными недос-
таточно. 

В настоящей работе проведено исследование вакуолярной мембраны корнеплодов 
столовой свеклы с помощью АСМ: подобраны условия для приготовления высушенных 
препаратов мембран изолированных вакуолей и получены изображения поверхности 
вакуолярных мембран (рис. 1–3). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Рис. 1. Визуализация структу-

ры мембран изолированных вакуо-
лей с помощью атомно-силовой мик-
роскопии (АСМ), 3D-изображение. 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
Рис. 2. Поверхность мембра-

ны высушенного образца изолиро-
ванной вакуоли.  

3D-изображение, полученное с 
помощью АСМ. Бугорки на поверх-
ности мембраны (стрелка). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 3. Рельеф поверхности мембраны высу-

шенного образца изолированной вакуоли.  
Неспецифические стрессовые поры в мембране 

(стрелка). Масштабный отрезок – 3 мкм. 
 

Выявлена неоднородность рельефа поверхности мембраны. Предположено, что 
мелкие (порядка 30–40 нм в диаметре) бугорки (возвышенности) на поверхности мем-
браны могут представлять более плотноупакованные рафтовые структуры тонопласта 
(рис. 2). Выявлены также углубления в рельефе поверхности мембраны, в виде неспе-
цифических стрессовых пор диаметром 1–2 мкм (рис. 3). 
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Впервые зоны контакта между органеллами были обнаружены с помощью элек-

тронной микроскопией в 1950-х годах на препаратах печени крыс (Bernhard, Rouiller, 
1956). В 1990–1997 гг. был опубликован ряд статей, в которых обсуждалось присутст-
вие в эндоплазматическом ретикулуме (ЭР) растительной клетки большого количества  
разных типов доменов. Так, в обзоре (Staehelin, 1997) показано 16 типов доменов, обра-
зованных ЭР совместно с органеллами и элементами цитоскелета, основанное на элек-
тронных микрофотографиях, приготовленных методом замораживания-скалывания 
(high pressure frozen/freeze-fractured). Большая часть этих доменов представляет собой 
зоны контакта между ЭР и органеллами клетки. 

Успешное развитие таких методов как трансмиссионная электронная микроско-
пия, электронная томография, конфокальная микроскопия позволило  выявить большое 
количество межмембранных контактов, которые обеспечивают взаимодействие между 
всеми органеллами клетки. Изучение структуры, биохимического состава и функций 
межмембранных контактов в настоящее время являются предметом интенсивного изу-
чения. Выявлены центры взаимодействия между ЭР и органеллами, между разными ор-
ганеллами, между ЭР и плазматической мембраной (ПМ), между органеллами и ПМ 
(рис. 1). Результаты исследования этих центров показывают различия в биохимических 
характеристиках  не только в зависимости от местоположения в клетке, но и от объек-
тов исследования. Так, обнаружены существенные различия в составе белков, входя-
щих в зоны контакта между ЭР и митохондриальной мембраной в клетках животных и 
дрожжей (Herrera-Cruz, Simmen, 2017). Значительно меньше информации  о  липидах, 
участвующих в образовании разных межмембранных контактов. На сегодня  известно, 
что контактные центры между митохондриями и ЭР в клетках животных принадлежат 
к рафтовым структурам и упорядоченность липидов в зонах межмембранных контактов 
выше, чем в мембранах органелл, взаимодействие между которыми они обеспечивают. 
Но рафтовые структуры разных контактных центров могут иметь достаточно сущест-
венные различия по составу сфинголипидов, ганглиозидов, стеринов и липидов с на-
сыщенными жирными кислотами, которые образуют эти структуры. Пока существен-
ные различия выявлены только между белками, входящими в состав контактных цен-
тров. Именно белки обеспечивают большое разнообразие функций, в выполнении ко-
торых принимают активное участие межмембранные контактные центры. Особый ин-
терес к изучению этих межмембранных структур связан с тем, что, как недавно было 
показано, они играют важную роль в регуляции жизнедеятельности клетки. В 2017 году 
вышла монография, посвящённая роли нарушений в зонах межмембранных контактов в 
клетках человека и животных в связи с такими серьёзными патологиями как диабет, 
онкология, инфекционные и нейродегенеративные заболевания (Tagaya M., Simmen T., 
2017).   

Функции, в выполнении которых принимают участие межмембранные контакт-
ные центры, очень разнообразны. Доказано их участие в таких жизненно важных для 
клетки процессах, как транспорт липидов, кальциевый обмен, тирозинкиназный сигна-
линг, образование аутофагосом, динамика органелл, рост нейритов и т. д. (Eden 2016). 
В настоящее время наиболее полно  изучено участие межмембранных контактов в 
транспорте липидов. Перенос липидов в межмембранных контактных центрах обеспе-
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чивает невезикулярный транспорт этих соединений, и  связан, главным образом, с ли-
пид-переносящими белками (LTP, lipid-transport proteins). Наличие этих белков уста-
новлено в зонах внутриклеточных контактов (Stefan et al., 2011). Во многих мембран-
ных контактах идентифицированы белки высоко консервативного семейства, осущест-
вляющие транспорт стеринов (Ltc/Lam). В переносе стеринов также могут принимать 
участие гомологи оксистерин-связывающих белков (Osh-белки), которые выявлены в 
разных межмембранных контактах (Schultz et al., 2009). Кроме транспорта липидов хо-
рошо доказанной функцией зон контакта является участие  в транспорте ионов, и, что 
особенно важно, ионов кальция. В  контактных центрах поток Са2+ может регулиро-
ваться: выделены два белка (MICU1 и MICU2), которые регулируют поток Са2+ из ЭР в 
митохондрии (Antony et al., 2016). Недавно выяснено, что межмембранные контакты 
ЭР-митохондрия принимают участие в таких процессах, как деление митохондрий, раз-
деление  митохондриальной ДНК и митофагия (Bockler, Westermann, 2014). Динамика 
архитектуры и формы органелл также является одной из функций межмембранных 
контактов, поскольку в их состав  могут входить белки, которые обеспечивают взаимо-
действие между мембраной и цитоскелетом – мембран-актиновые адапторы. Межмем-
бранные контакты принимают активное участие в защитных механизмах при стрессо-
вых воздействиях. Известно, что строение и структура межмембранных контактов из-
меняется при стрессе (Bravo еt al., 2011). Через межмембранные контакты происходит 
перенос  сигнальных молекул и генетического материала (Helle et al., 2013). 

 

 
 

Рис. 1. Расположение мембранных контактных центров в клетках дрожжей. 
A. Эндоплазматический ретикулум (ER) – плазматическая мембрана (PM) B. ER 

– Митохондрия (Mito) C. ER–Зрелаяэндосома (LE) / мультивезикуляные тела (MVB) и 
ER – лизосома. D. ER – комплекс Гольджи. E. ER и хлоропласт. F. ER – пероксисома 
(Pex) G. ER и липидные капли (LD). H. контактные центры между внутренней и внеш-
ней мембранами у митохондрий и хлоропластов (Tourlmay, Prinz, 2011).  

 
Проведённые исследования  по изучению строения и функционирования меж-

мембранных контактов привели к изменению наших представлений о внутриклеточных 
органеллах как изолированных мембранных структурах. В соответствии с полученны-
ми в последние годы результатами, органелла определяется как динамический мем-
бранный компартмент, который функционирует в тесном координированном взаимо-
действии  с другими органеллами. Благодаря большим функциональным возможностям 
межмембранные контакты в значительной мере могут регулировать работу органелл и 
всей клетки в целом. Присутствие в этих межмембранных контактах элементов цито-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=3148286_nihms-295136-f0001.jpg�
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скелета обеспечивает координированную регуляцию всех процессов  во время нор-
мального функционирования клетки и при стрессовых воздействиях. Координация кле-
точной активности происходит с использованием сети контактных центров между мем-
бранами разных органелл. Эта сеть не только динамично объединяет все органеллы, но  
и тесно связана с метаболизмом клетки.  Высказано предположение о том, что контакт-
ные центры между различными органеллами являются «сердцем» координации клеточ-
ной физиологии (Honscher et al., 2014). Понимание механизмов функционирования 
межмембранных контактов даст возможность управлять метаболизмом клетки и эф-
фективно формировать защиту при стрессе. 
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Поиск путей улучшения засухоустойчивости пшеницы Triticum aestivum L. на 
клеточном и молекулярном уровнях является сложным, но перспективным направлени-
ем геномных исследований пшеницы. На хромосоме 2А мягкой пшеницы, насыщенной 
SNP – маркерами, было проведено картирование локусов количественных признаков 
(QTL), ассоциированных с физиологическими и биохимическими характеристиками 
засухоустойчивости. В работе использовали 100 рекомбинантных линий пшеницы, соз-
данных в Институте цитологии и генетики СО РАН на генетической базе засухоустой-
чивого сорта Саратовская 29 и генотипированных в Гатерслебене. Для картирования 
использовали результаты фенотипирования пяти различных вегетаций картирующей 
популяции Саратовская 29 (Янецкис Пробат 2А), одной полевой, трёх тепличных и од-
ной - в климатической камере Plant Master. В полевых и тепличных вегетациях были 
собраны фенологические характеристики линий и данные по компонентам урожая. В 
контролируемых условиях климатической камеры – данные по биомассе главного по-
бега, параметрам газообмена и флуоресценции хлорофилла, содержанию фотосинтети-
ческих пигментов, активности липоксигеназы и четырех ферментов аскорбат-
глутатионового цикла в листьях. Фенотипирование по комплексу физиологических и 
биохимических признаков было проведено в контрастных условиях водообеспечения.  

На длинном плече хромосомы 2А в положениях 102 сМ и 108,5–109,2 сМ были 
картированы QTL, ассоциированные с устойчивостью вышеперечисленных физиологи-
ческих признаков, а также компонентов урожая и фенологических характеристик, таких 
как число дней до цветения, до кущения, до восковой спелости  (неопубликованные 
данные).  

По результатам биоинформационного анализа в позиции 108,5–109,2 сМ был вы-
явлен кластер из двадцати девяти генов. Четыре их них, по-видимому, являются транс-
позонами или ретротранспозонами. Функции трех генов остаются пока невыясненны-
ми. Остальные 22 гена кодируют 16 различных белков или важных регуляторных субъ-
единиц, функции которых, по имеющимся для Arabidopsis thaliana данным, связаны с 
развитием растений и реакцией на внешние сигналы, в том числе на водный дефицит. 
Большая часть из этих белков у пшеницы не изучена. 

Как минимум два гена могут быть кандидатами на роль триггеров, регулирующих 
активность генной сети, индуцируемой при адаптации растений пшеницы в ответ на 
водный дефицит. Ген, кодирующий субъединицу B7 высококонсервативного транс-
крипционного фактора ядерной локализации NF-Y, связанного с регуляцией развития. 
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NF-YB в комплексе с белками NF-YA/NF-YC регулирует цветение, зависящее от фото-
периода (Siriwardana et al., 2016). Два гена, локализованные в обнаруженном нами кла-
стере, кодируют субъединицу SWI3A АТФ -зависимого хроматин-ремодулирующего 
комплекса SWI/SNF ядерной локализации, который усиливает или подавляет ген-
специфичные транскрипционные факторы, регулируя взаимодействие сигнализации 
нескольких гормональных путей (Sarnowska et al., 2016).  

Помимо генов, участвующих в регуляции транскрипции, в позиции 108,5–109,2 
сМ были выявлены гены белков, содержащих PPR-повторы, суперсемейства (TPR)-
подобных белков. Эти белки участвуют в редактировании РНК большого числа пла-
стидных транскриптов, они связаны с регуляцией экспрессии митохондриальных генов 
и, предположительно, функционируют в регуляции гомеостаза АФК в митохондриях во 
время абиотических и биотических стрессовых реакций путем участия в ретроградной 
регуляции (Laluk et al., 2011).   

В позиции 108,5–109,2 сМ были локализованы гены белков, участвующих в регу-
ляции различных посттрансляционных модификаций, которые имеют решающее зна-
чение при адаптации растений к условиям абиотического стресса (Hashiguchi and 
Komatsu, 2016). Среди них 3 гена, кодирующих белки семейства протеинкиназ, обога-
щенных лейциновыми повторам. В том же участке хромосомы 2А были локализованы 
гены белков, участвующих в регуляции убиквитин-протеасомной системы, которая яв-
ляется центральным регулятором гормональной сигнализации (Moon et al., 2004). 

В этом же генном кластере были локализованы гены субъединицы фосфатидили-
нозитол N-ацетилглюкозаминил трансферазы и фосфолипазы С (PLC). Первый белок 
участвует в образовании гликозилфосфатидилинозитол (GPI)-якоря  и биосинтезе гли-
кановых структур Белки, содержащие GPI-якорь, играют ключевые роли в самых раз-
ных биологических процессах, включая поддержание водного гомеостаза (Shears, 
2015).  PLC, расщепляющая фосфоглицериновую связь, приводит к выделению GPI-
связанных белков из клеточной мембраны.  PLC продуцирует или модулирует три раз-
личных сигнальных молекулы: инозитол 1,4,5-трифосфат, диацилглицерин и фосфати-
дилинозитол 4,5-бисфосфат. Все три молекулы регулируют ионные каналы и участву-
ют в Са2+-сигнализации (Putney and Tomita, 2012). 

Среди генов, кодирующих белки, участвующие в редокс регуляции, ген регуля-
торной субъединицы NAD-зависимой изоцитратдегидрогеназы, которая является алло-
стерическим регулятором скорость-лимитирующей стадии цикла Кребса, а также два 
гена альдо-кето редуктазы 4, действующей на широкий диапазон субстратов. Этот 
фермент участвует в ответных реакциях на холодовой, солевой и водный стрессы, 
функционирует как детоксикант, а также вовлечен в процесс биосинтеза L- аскорбино-
вой кислоты.  

В позиции 108,5–109,2 сМ генома пшеницы были обнаружены также гены белков 
суперсемейства P-loop содержащих нуклеозид трифосфат гидролаз, которые участвуют 
в сигнальной трансдукции, регуляции транскрипции и деградации белков протеасомой. 
В этом же участке локализован ген белка DUF231, который у Arabidopsis thaliana пред-
ставляет собой ацетилтрансферазу, катализирующую моноацетилирование ксилана 
вторичной клеточной стенки, что требуется для структурной целостности поверхности 
листа и оказывает глобальное воздействие на стрессовые реакции растений (Nafis et al., 
2015).  

В позиции 102 сМ биоинформационным анализом был выявлен кластер из  три-
надцати генов, среди которых десять кодируют белки с функциями, важными для адап-
тации и устойчивости растений. Это серин/треонин протеин киназы, белки семейства 
цитохромов Р450, Са2+ -связывающие белки. Функции многих белков этих близлежа-
щих кластеров взаимосвязаны и реализуются в широком диапазоне биохимических и 
молекулярных процессов, обеспечивая разнообразные ответы на внешние воздействия.  
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Таким образом, на хромосоме 2А гексаплоидной пшеницы Triticum aestivum L. мы 
выявили важные регуляторные QTL, содержащие в общей сложности 33 белоккоди-
рующих гена. Функции этих генов, изученные главным образом у Arabidopsis thaliana, 
позволяют предположить, что при адаптации мягкой пшеницы к вододефициту активи-
зируется генная сеть, перестраивающая метаболизм растений. В условиях засухи инду-
цировались  посттрансляционные модификации белков, такие как форфорилирование, 
ацетилирование, гликолипирование, сукцинирование, модулировалась транскрипция 
генов, регулирующих цикл Кребса и активность убиквитин-протеасомной системы. Эти 
изменения были связаны с активацией и взаимодействием нескольких гормональных 
сигнальных путей, включая жасмонатную. АБК - и Са2+ – зависимые пути. Вероятно, 
триггером этой генной сети являются транскрипционный фактор NF-Y и АТФ -
зависимый хроматин ремодулирующий комплекс SWI/SNF. 

Работа поддержана грантами РФФИ 15-04-02762 и 18-04-00481. Все экспери-
менты были проведены на экспериментальной базе Байкальского аналитического цен-
тра коллективного пользования “Фитотрон СИФИБР СО РАН“ и на эксперименталь-
ных базах двух ЦКП ИЦИГ СО РАН «Лаборатория искусственного выращивания рас-
тений» и «Селекционно-генетическая лаборатория».  
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Mitochondria serve as principal sites for cellular energy metabolism and play pivotal 
Mitochondria serve as principal sites for cellular energy metabolism and play pivotal roles in 
the biosynthesis of many essential metabolites for the (plant) cell. As descendants of a free-
living organism, mitochondria contain their own genome, the mtDNA. The mtDNAs in plants 
are notably larger and more complex in structure than their corresponding ones in Animalia. 
Plant mitochondria are also remarkable with respect to the presence of numerous group II in-
trons that reside in many organellar genes. The removal of the introns from the coding se-
quences they interrupt is essential for respiratory functions and is mediated by enzymes that 
belong to a diverse set of protein-families. These include intron-encoded related proteins (i.e. 
maturases) that function in the splicing of group II introns in bacteria and mitochondria in 
fungi and plants, usually with high specificity towards the intron in which they are encoded. 
While the splicing of group II introns in vivo is facilitated by maturase factors, canonical 
group II introns are catalytic RNAs that are able to excise themselves from their pre-RNA 
hosts in vitro, in the absence of the protein cofactors, using a mechanism identical to that uti-
lized by the spliceosome. Structural analyses and phylogenetic data may indicate that the spli-
ceosomal RNAs have evolved from group II intron-related ancestors. Yet, it remains unclear 
how could such general players in spliceosomal splicing evolve from the monospecific bac-
terial systems (i.e. a group II intron RNAs and their highly specific intron-encoded maturase 
factors). Analysis of the organellar splicing machinery in plants may provide us with impor-
tant clues into the evolution of the nuclear splicing machineries. Genetic and biochemical stu-
dies led to the identification of different protein factors that facilitate the splicing of many of 
the mitochondrial introns in plants. We established the native RNA targets of different matu-
rase factors in plants and analyzed the organellar and developmental defects associated with 
their mutant lines in vivo. Interestingly, while model maturases in bacteria and fungi mito-
chondria act specifically on their cognate intron RNAs, the plant maturases are acting on mul-
tiple mtRNA targets, thus seem to be acting as organellar proto-spliceosomal factors. The 
ability of the mitochondrial maturases in plants to act on different intron targets further sup-
port the notion that the early organellar self-splicing and mobile group II RNAs spread in the 
eukaryotic genomes and later ‘degenerated’ into the universal splicing system, known as the 
spliceosome. The similarities between maturases and the core spliceosomal factor, Prp8, may 
support this intriguing hypothesis. 
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Оптимизация условий (реакционное пространство, термодинамические и кинети-

ческие факторы) клонирования молекул длинноразмерных фрагментов ДНК является 
важной  практической и экспериментальной задачей в современной молекулярной био-
логии, генетических исследованиях и структурной биохимии. Анализ реакционного 
пространства подразумевает оптимизацию проведения условий реакции в водной, вод-
но-органической среде с изменением рH состава, концентрации реагента и субстрата, 
катализатора (фермента) и кофактора матричной реакции (Parker et al., 2007). Термоди-
намический параметр включает в себя изменение энтропийного фактора, другими сло-
вами, изменение температурного режима матричного синтеза двунитевой и кольцевой 
ДНК при проведении полимеразной цепной реакции (ПЦР). Осуществление матрично-
го синтеза возможно в том случае, если ферментативный процесс протекает, в основ-
ном, с наименьшим энергетическим барьером (так называемая энергия активации реак-
ции Ea) или ферментативная реакция идет по-другому кинетическому маршруту -это 
кинетический фактор (Лаврик, 2012).  

Клонирование позволяет “гибко манипулировать” ДНК-последовательностями, 
что облегчает матричный  синтез заданных молекулярных конструкций, как двуните-
вых, так и кольцевых молекул ДНК (Marchand et al., 2012). Целью работы является оп-
тимизация условий клонирования (рис.1) молекул ДНК размером 7-10 т.п.н. в генети-
ческих конструкциях pGEM-IRSI-IR2.3 и pGEM-IR2.3 (размером 3,4 и 3,24 т.п.н. соот-
ветственно), содержащих концевые инвертированные повторы линейных митохондри-
альных плазмид из кукурузы (Zea mays), SI (6,4 т.п.н.) и S3 (2,3 т.п.н.). 

 
 
 

 
Рис. 1. Схема клонирования (по: GenScriptUSAInc, 2012).  
1 – амплифицируемая плазмида и длинноразмерный фрагмент ДНК, содержащие сайты 

рестрикции; 2 – ферментативный гидролиз фосфородиэфирных связей субстрата ПЦР и вектора 
эндонуклеазами рестрикции; 3 – лигирование продуктов рестрикции; 4, 5 – биотрансформация 
клеточной культуры E.coli; 6 – изолирование рекомбинантной плазмиды, 7 – секвенирование 
рекомбинантной последовательности ДНК. 
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В представленной работе использовалась классическая амплификация интере-
сующей последовательности фрагмента ДНК из митохондриального генома Brassica 
napus (GenBank: AP006444.1; позиции 120051-130588) с помощью  олигонуклеотидов 
(праймеров), в последовательности которых, в позиции 5’, включены сайты для распо-
знавания эндонуклеазами рестрикции. В нашей схеме клонирования были использова-
ны сайты рестрикции BamHI, EcoRV, MluI, NcoI, PstI. Для оптимизации условий обра-
ботки ДНК эндонуклеазами рестрикции реакцию проводили в 20 мкл и  варьировали 
следующие параметры: буферный раствор, способ очистки ДНК, объем пробы ДНК. 
Буферный раствор добавляли исходя из концентрации полученного субстрата (ПЦР 
продукта) и сайта рестрикции соответствующего длинноразмерныого фрагмента ДНК 
по 2 мкл (рис. 2): 

Рис. 2. Результаты электрофоретического разделения рестрицированного продукта 
ПЦР в зависимости от условий проведения матричного синтеза:  

а) оптимизация буферного раствора; б) оптимизация условий очистки; в) оптимизация 
объема пробы ДНК. 

 
Анализируя результат электрофоретического разделения ПЦР продукта при оп-

тимизации буферной среды (рис. 2, а), следует сделать вывод, что полученные молеку-
лы ПЦР не фрагментированы, содержат минимальную концентрацию олигомерных 
фрагментов и не включившихся белок-ДНК комплексов. Что касается оптимизации ус-
ловий очистки ПЦР продукта (рис. 2, б), наилучшие результаты были достигнуты при 
экстракции водно-органической фазой фенол-хлороформ-изопропанольным раствором, 
при этом мы наблюдаем увеличение концентрации ПЦР продукта. Оптимизируя объем 
рестрикционной среды (реакционное пространство составляло 40 мкл), рассчитанный 
из единицы активности фермента, пришли к результатом, что увеличение реакционного 
объема приводит к полной фрагментации субстрата ПЦР (рис. 2, в). При этом, мы на-
блюдаем частичную фрагментацию ПЦР продукта, возможно это происходит из-за то-
го, что фенол частично вступает во взаимодействие с кофактором (Mg2+) полимеразной 
реакции.  

Таким образом, при пошаговом анализе условий клонирования длинноразмерных 
фрагментов ДНК, мы пришли к следующим заключениям: (1) не единичный, а комби-
нация буферов позволяет синтезировать в ходе полимеразной цепной реакции цельные 
фрагменты молекул ДНК, (2) для получения заданных молекулярных конструкций оп-
ределенной размерности в реакции рестрикции оптимально использовать интервал ре-
акционного объема 10–20 мкл.  
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Mollusks are one of the important components of Baikal fauna. There are more than 180 

species of mollusks in the lake and 41 of them belong to the endemic subfamily Baicaliinae 
Fisher, 1885, which is considered as a subfamily of the big family Amnicolidae Tyron, 1863 
by molecular data (Wilke et al. 2013). Here we present the complete mitochondrial (mt) ge-
nomes of four snails belonging to the different genus of Baicaliinae. These mollusks inhabit 
littoral zone of Lake Baikal and mainly differ by ecological behavior and substrate prefe-
rences: Korotnewia korotnewii and Godlewskia godlewskia are mobile detritophages and in-
habit sandy bottoms, while Baicalia turriformis and Maackia herderiana are sestonophages 
and prefer rocks surfaces. The result provides fundamental data for resolving phylogenetic 
relationships and evolution problems. 

Mollusks were collected by scuba divers in southeastern (Murinskaya banka, 
51°29'13.00"N 104°19'3.20"E) and southwestern (Varnachka bay, 51°53'54.27"N 105° 
7'10.74"E) littoral of Lake Baikal at depths of 10 to 20 meters in August – September of 2015. 
Typically they were brought live into the laboratory, but some samples were fixed in 80% 
ethanol in the field. Genomic DNA was extracted by modified method of Sokolov (2000) 
from the muscle tissue. Sequencing was performed by “GENOTEK” (Moscow) using Illumi-
na HiSeq2000 system with read length 100PE (Illumina, San Diego, CA). The quality trim-
ming and removing of adapters from reads was made by Trimmomatic-0.32 (Bolger et al., 
2014). Processed reads were assembled de novo with MIRA 4 (Chevreux, 1999) using MI-
TObim 1.8 (Hahn et al 2013). The mitochondrial genome of Potamopyrgus estuarinus (Nei-
man et al 2010) was used to identify mitochondrial scaffolds of K. korotnewii, G. godlewskia, 
B. turriformis and M. herderiana in the assembly using BLAST. The mitochondrial DNA se-
quences were annotated using MITOS pipeline (Bernt et al., 2013). Resulting gene boundaries 
were determined by alignment with homologous regions of published mitochondrial genomes 
(mitogenomes) of gastropods and by findings the ORFs employing the invertebrate mito-
chondrial genetic code. Nucleotide composition of mitogenome sequences was calculated us-
ing Mega 6 (Tamura et al., 2013).  

All mt genome sequences were deposited in GenBank (KY697386 – KY697389). Their 
total length ranges from 15,127 bp (B. turriformis) to 15,224 bp (G. godlewskia) and coin-
cides with average caenogastropod mitogenomes sequenced (11.1 – 16.7 Kbp) (Wang et al., 
2017). Their A+T content vary non-significantly from 66.5% (G. godlewskia) to 67.5 % (B. 
turriformis). 

All mitochondrial genomes sequenced, like most metazoan mt genomes, contain 13 pro-
tein-coding genes, two ribosomal RNA genes (L-rRNA and S-rRNA), 22 transfer RNA genes. 
Most of genes are encoded on the heavy strand (+), and only eight tRNA genes (Met, Tyr, 
Cys, Trp, Gln, Gly, Glu, Thr) on the light strand (–) that is typical for Caenogastropoda. 
Twenty two tRNA genes vary from 62 to 79 bp in length. Among 13 protein-coding genes, 
the maximum is ND5 with 1717 bp and the minimum is ATP8 with only 159 bp. S-rRNA and 
L-rRNA genes are 861-864 and 1374-1383 bp located between the tRNAGlu and tRNALeu 
genes and separated by the tRNAVal gene. The most common initiation codon was predicted 
to be ATG. Initiation codon ATA was observed only one time (ND4 gene) in B. turriformis 
and M. herderiana species. Stop codons were either TAA or TAG (one – three times in dif-
ferent species of Baicalia). The absence of D loop is also typical for the Gastropoda (Liu et al. 
2012; Zeng et al. 2015; Zhou et al. 2016). 
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Gene arrangement and distribution of Baikal mollusks mitogenomes studied are similar 
to the most of Caenogastropoda (Wang et al. 2017; Yang et al 2016; Simison et al 2006; Ban-
dyopadhyay et al 2006). The majority of all living sea and freshwater gastropods are classified 
within the Caenogastropoda (Mollusca: Gastropoda) clade, which comprises approximately 
136 extant families of snails (Colgan et al., 2007). Among all mitogenomes of Caenogastro-
poda sequenced and available in GeneBank, majority of them exhibited highly conserved 
gene order with minor discrepancies connected with the position of some tRNAs, and among 
of representatives of two superfamilies only (Vermetoidea and Cerithioidea) gene arrange-
ment was different (Wang et al., 2017). Caenogastropoda is supposed retain ancestral gene 
arrangement (Grande et al., 2008). 

Results of the analysis of mitogenome sequences of these mollusks can be used for 
further study of the scenarios of speciation and evolution of the Baikal mollusks fauna. 
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Cкоординированные взаимодействия между ядерным и органельными геномами 

определяют как «ядерно-цитоплазматические взаимодействия» (Michalak de Jimenez et 
al., 2013), а в случае их нарушения возникают ядерно-цитоплазматические конфликты. 
Один из примеров такого конфликта у растений – цитоплазматическая мужская сте-
рильность (ЦМС), ассоциированная с мутациями генов митохондриального генома, 
(Yang et al., 2008). Более сложные механизмы межгеномных взаимодействий, в том 
числе связанных с нарушениями эволюционно сложившегося ядерно-цитоплазма-
тического баланса, проявляются при отдаленной гибридизации. Это определяется тем, 
что у отдаленных гибридов в одном ядре объединяются два разных родительских гено-
ма, внедренных в большинстве случаев в материнскую цитоплазму.  

Успех образования отдаленных гибридов, их жизнеспособность и способность к 
восстановлению фертильности во многом определяется эффектами ядерно-цитоплазма-
тических взаимодействий, связанных с направлением скрещиваний. Ядерно-цито-
плазматические взаимодействия рассматривают как один из механизмов несовместимо-
сти при отдаленной гибридизации (Pershina, Trubacheeva, 2017), которая вносит суще-
ственный вклад в видообразование покрытосеменных растений, а также обеспечивает 
перенос генов между видами, расширяя их потенциал к адаптации (Rieseberg, Wills, 
2007). В экспериментальных условиях отдаленные скрещивания широко используют 
для получения новых генотипов культурных растений с целью увеличения генетиче-
ского разнообразия (Pershina, 2014).  

В качестве моделей для изучения ядерно-цитоплазматических взаимодействий 
рассматривают реципрокные гибриды и аллоплазматические линии (ядерно-
цитоплазматические гибриды). Реципрокные гибриды сочетают один и тот же ядерный 
гибридный геном с разной цитоплазмой, поэтому при наличии различий между парами 
реципрокных гибридов их можно отнести за счет влияния цитоплазмы или особенно-
стей ядерно-цитоплазматических взаимодействий. Одно из ограничений использования 
реципрокных гибридов связано с тем, что что не для всех гибридных комбинаций воз-
можно осуществить оба направления скрещиваний из-за генетически детерминирован-
ной презиготической репродуктивной изоляции.  

Что касается аллоплазматических линий (алло-линий), то они получены для ряда 
видов культурных растений, включая виды пшеницы. Новые ядерно-цитоплазма-
тические взаимодействия при замещении цитоплазмы вызывают эпигенетическуюю 
модификацию ядерных генов (Soltani et al., 2016). У алло-линий наблюдается изменчи-
вость признаков в развитии растений, их устойчивости к стрессовых факторам (Булой-
чик и др., 2002) и проявлении хозяйственно-ценных признаков (Климушина и др., 
2013). Степень выраженности ядерно-цитоплазматического конфликта или ядерно-
цитоплазматической совместимости зависит от филогенетической отдаленности видов, 
сочетающих ядерный геном и цитоплазму, ядерного бэкграунда, условий выращивания 
растений. При этом основная роль принадлежит действию ядерных генов, контроли-
рующих восстановление фертильности на чужой цитоплазме (Rf-гены), и определяю-
щих ядерно-цитоплазматическую совместимость (scs-гены) (Michalak de Jimenez et al., 
2013). На примере алло-линий (H.vulgare)-T.aestivum, полученных в наших работах, 
выявлены сорта мягкой пшеницы закрепители стерильности и восстановители фер-
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тильности T.aestivum на цитоплазме культурного ячменя, а также индивидуальные хро-
мосомы пшеницы, на которых локализованы гены – восстановители фертильности.   

Теоретически для образования аллоплазматических линий должно происходить 
полное замещение материнского ядерного генома на отцовский в процессе возвратных 
скрещиваний гибридов с отцовским видом, а также передача органельных геномов 
строго по материнской линии (Tsunewaki, 1993). Вместе с тем, при отдаленных скре-
щиваниях, в том числе мягкой пшеницы, может происходить нарушение передачи ор-
ганельных геномов строго по материнской линии (Kitagawa et al., 2002; Aksyonova et  
al., 2005), а в процессе беккроссирования гибридов и образования аллоплазматических 
линий наблюдаться изменчивость не только ядерного, но и органельных (митохондри-
альных и хлоропластных) геномов. Такие закономерности описаны на примере образо-
вания алло-линий пшеницы, несущих цитоплазму определенных видов Aegilops (Hattori 
et al., 2002), а также в наших работах, при изучении беккроссных потомков ячменно-
пшеничных гибридов (H.vulgare × T.aestivum) и (H.marinum ssp.gussoneanum × 
T.aestivum) (Трубачеева и др., 2009; 2012; Першина и др., 2014). Эти результаты указы-
вают на то, что аллоплазматические линии не являются результатом простого сочета-
ния ядерного генома одного вида, а цитоплазмы другого. В процессе становления алло-
плазматических линий происходит процесс ядерно-цитоплазматической коадаптации, 
связанный со структурно-функциональной изменчивостью ядерного и органельных ге-
номов.  

Аллоплазматические линии, полученные у разных видов культурных растений и 
характеризующиеся проявлением ЦМС, рассматривают как одну из систем для получе-
ния гибридных семян в гетерозисной селекции (Pelletie, Budar, 2007). Кроме того, бла-
годаря тому, что даже у фертильных аллоплазматических линий из-за изменений регу-
ляции между ядром и органельными геномами происходят изменения на уровне транс-
крипции и метаболизма (Crosatti et al., 2013), растения алло-линий, как вновь сформи-
рованные генотипы, могут представлять интерес для практических целей. Один из ре-
зультатов наших работ – получение с использованием интрогрессивных алло-линий 
(H.vulgare)-T.aestivum совместно с селекционерами новых сортов яровой мягкой пше-
ницы (Белан и др., 2017).  

Работа выполнена в рамках бюджетного проекта № 0324-2016-0001 и при под-
держке гранта РФФИ (проект 17-04-01738).  
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Транспорт митохондрий в клетках впервые обнаружен в нейронах, имеющих 

длинные аксоны, где митохондрии способны перемещаться из тела клетки на перифе-
рию, в область синаптических контактов (антероградный транспорт) и обратно с пери-
ферии в перинуклеарную зону (ретроградный транспорт). Считается, что подобное пе-
ремещение митохондрий служит для передачи энергии в места наибольших энергоза-
трат. Относительно недавно, в 2006 году, была открыта возможность межклеточного 
транспорта митохондрий. Активное исследование этого транспорта началось вместе с 
открытием туннельных нанотрубочек (ТНТ) – межклеточных структур, для которых 
наиболее широко описаны механизмы транспорта органелл между клетками. Более то-
го, некоторые исследователи считают, что наличие ТНТ является необходимым и дос-
таточным условием транспорта митохондрий. Интересно, что большинство работ, опи-
сывающих передачу митохондрий между клетками, касается стволовых клеток, хотя 
есть свидетельства транспорта митохондрий и между другими типами клеток, напри-
мер, опухолевыми. Поскольку существует множество заболеваний, связанных с нару-
шением митохондриальных функций, очень привлекательной становится возможность 
замены неправильно функционирующих митохондрий здоровыми органеллами донор-
ских клеток, в качестве которых могут выступать стволовые клетки. 

В течение нескольких последних лет мы изучали передачу митохондрий между 
мезенхимальными мультипотентными стромальными клетками (ММСК) и различными 
типами дифференцированных соматических клеток: нейронами, кардиомиоцитами, 
клетками почечного эпителия. 

Передачу митохондрий изучали на модели сокультивирования ММСК с диффе-
ренцированными клетками, а передачу митохондрий оценивали с помощью конфо-
кальной микроскопии и проточной цитометрии. Чтобы дифференцировать митохонд-
рии в разных типах клеток, их окрашивали специфическими митохондриальными зон-
дами или генетически кодируемыми белками, имеющими митохондриальный адрес.  

При анализе совместной культуры клеток мы наблюдали передачу митохондрий 
из ММСК в нейроны, почечный эпителий и кардиомиоцты. Например, после 24 ч со-
культивирования ММСК и нейронов митохондрии, несущие специфический красный 
флуоресцентный белок мито-DsRed, наблюдались в нейронах, собственные митохонд-
рии которых имели зеленый флуоресцентный белок мито-GFP, однако обратной карти-
ны не наблюдалось. Аналогичные наблюдения были сделаны для кардиомиоцитов и 
почечного эпителия. При этом в случае почечного эпителия была использована гетеро-
логическая система, при которой человеческие ММСК сокультивировали с почечными 
клетками крысы. В этом случае передача митохондрий подтверждалась иммунофлуо-
ресценцией с видоспецифическими антителами против цитохромоксидазы человека. 
Крысиные клетки исходно не окрашивались этими антителами, тогда как после сокуль-
тивирования в них появлялись митохондрии, позитивные по цитохромоксидазе челове-
ка, то есть переданные из человеческих клеток. 
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Интересно, что параллельно с транспортом митохондрий наблюдалась и передача 
между клетками низкомолекулярных компонентов цитоплазмы. При этом направление 
транспорта цитоплазмы было различным в разных клеточных системах. При сокульти-
вировании ММСК и кардиомиоцитов цитоплазма передавалась в обоих направлениях: 
и из ММСК в кардиомиоциты, и обратно. При сокультивировании с почечным эпите-
лием преобладал транспорт цитоплазмы из эпителиоцитов в ММСК, а при сокультиви-
ровании с нейронами транспорта цитоплазмы из ММСК в нейроны не наблюдалось во-
все. Однако во всех системах направление передачи митохондрий было одинаковым – 
из ММСК в клетку-реципиент, хотя эффективность такого транспорта была довольно 
низкой: не более 10% клеток в культуре получали митохондрии от ММСК. 

Мы обнаружили, что уровень белка Miro1 (Rho-ГТФазы, ответственной за транс-
порт митохондрий) увеличивался вдвое в ММСК, сокультивированных с нейронами. 
Основываясь на этом наблюдении, мы получили культуру ММСК, сверхэкспресси-
рующих белок Miro1. При их сокультивировании с нейральными клетками число кле-
ток, получивших митохондрии от ММСК, увеличивалось в два раза.   

Очень важным явилось наблюдение восстановления биоэнергетических функций 
после передачи митохондрий. Исследовались нейрон-подобные клетки РС12, в которых 
митохондриальную ДНК повреждали бромистым этидием. Такие клетки из-за нару-
шенного дыхания основную часть энергии получают путем гликолиза, в результате че-
го увеличивается продукция лактата. После сокультивирования этих клеток с ММСК 
количество лактата в среде снижалось, что говорит о восстановлении процессов окис-
лительного фосфорилирования. 

Таким образом, мы показали, что ММСК могут служить донорами функциональ-
но активных митохондрий, передавая их в различные соматические клетки. Такая пере-
дача митохондрий, вероятно, влияет на восстановление функции митохондрий в клет-
ках-реципиентах, нарушенной в условиях стресса. Возможно, именно транспорт мито-
хондрий из ММСК в поврежденные клетки обеспечивает различные положительные 
эффекты клеточной терапии при трансплантации ММСК на фоне различных патологий, 
связанных с повреждением митохондрий.  

Работа частично поддержана грантом Президента РФ МД-2065.2018.4. 
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Выживаемость растительных клеток в условиях высокотемпературного стресса 
зависит от содержания в клетке в момент воздействия стрессовых белков, особенно 
белка теплового шока Hsp101 (БТШ101) (Queitsch et al., 2000). Известно, что другие 
БТШ, а именно – низкомолекулярные (нмБТШ), защищают при стрессе дыхательную 
цепь митохондрий (Downs, Heckathorn, 1998; Hamilton, Heckathorn, 2001). Одной из 
причин гибели растений при температурном стрессе может быть окислительный стресс, 
связанный с избыточной генерацией активных форм кислорода (АФК) (Marchi et al., 
2012). В ряде работ показано усиление образования АФК в растительных клетках при 
повышении температуры (Федяева и др., 2014). При этом в этиолированных тканях 
растений основной вклад в продукцию АФК в клетке вносят митохондрии и их элек-
трон-транспортная цепь (ЭТЦ) (Møller, 2001). Регуляция функционирования митохонд-
рий важна для поддержания клеточного гомеостаза в клетках растений при стрессе 
(Schwarzlander, Finkemeir, 2013). Ранее нами на этиолированных проростках кукурузы 
было показано, что флуктуации температур вызывают изменения в способности мито-
хондрий растений генерировать АФК, при этом происходят изменения целостности ми-
тохондрий и их окислительной и фосфорилирующей активности (Grabelnych et al., 
2015). Однако связь между синтезом стрессовых белков и функциональной активно-
стью растительных митохондрий при температурном стрессе не изучалась. Целью ра-
боты явилось изучение связи между содержанием АФК, синтезом стрессовых белков и 
функциональной активностью митохондрий озимой пшеницы. 

В качестве объекта исследования в работе использовали этиолированные проро-
стки озимой пшеницы (сорт «Иркутская»). Проростки выращивали до возраста 3-х су-
ток (контроль) и подвергали действию закаливающей температуры 37 °С (2 и 24 ч) (те-
пловое закаливание, ТЗ) с последующим действием на закаленные проростки повреж-
дающей температуры 47 °С, 30 мин (тепловой шок, ТШ). Жизнеспособность клеток по-
сле теплового шока оценивали кондуктометрически по выходу электролитов из тканей 
побегов, а выживаемость проростков по их отрастанию через 7 суток после воздейст-
вия. Определение содержания АФК в побегах пшеницы проводили с использованием 1 
мкМ H2DCF·DA (Грабельных и др., 2014). Выделение митохондрий из побегов проро-
стков и очистку в градиенте плотности перколла проводили по методике (Побежимова 
и др., 2004). Интактность и активность митохондрий оценивали полярографически с 
использованием платинового электрода и Oxytherm Oxygen Electrode Unit system 
(Hansatech). Интактность внешней митохондриальной мембраны определяли по скоро-
сти аскорбат-зависимого цитохром с-стимулируемого KCN-чувствительного поглоще-
ния кислорода в отсутствие и в присутствии 0,04 % Тритона Х-100. Для анализа окис-
лительной активности митохондрий использовали смеси субстратов: 10 мМ малат + 10 
мМ глутамат, 8 мМ сукцинат + 5 мМ глутамат и 3 мкМ ротенона, 1 мМ НАД∙Н, 1 мМ 
НАДФ∙Н, 2 мМ аскорбат + 0,2 мМ тетраметил-п-фенилендиамин (ТМФД). При окисле-
нии НАД∙Н и НАДФ∙Н из состава среды инкубации исключали ЭДТА и включали 0,06 
мМ CaCl2. Для определения активности альтернативной внутренней НАД∙Н-
дегидрогеназы (НАД∙Н-ДГ) использовали 10 мМ малат + 10 мМ глутамат и 3 мкМ ро-
тенон. В качестве ингибитора цитохромного пути дыхания использовали 0,4 мМ KCN, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Downs%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9688548
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а альтернативного пути дыхания, связанного с функционированием альтернативной ок-
сидазы (АО), – 1 мМ бензгидроксамовую кислоту (БГК). Для изучения синтеза стрес-
совых белков общие клеточные и митохондриальные белки разделяли электрофорети-
чески в денатурирующих условиях и проводили иммуноблоттинг с антителами против 
Hsp101, Hsp70/Hsc70, Hsp17,6 (I и II Classes), AOX1/2, используя актин и порин как 
внутренние контроли. 

Наши результаты показали, что предварительный прогрев проростков озимой 
пшеницы при 37 °С в течение 2 ч приводит к повышению устойчивости мембран к дей-
ствию температуры 47 °С, о чем свидетельствует отсутствие повышения выхода элек-
тролитов в раствор из тканей закаленных проростков и выживаемость самих пророст-
ков после отрастания. Увеличение длительности обработки до 24 ч приводило к неко-
торому росту устойчивости проростков к тепловому шоку. 

С использованием H2DCF-DA было выявлено, что тепловой шок приводит к раз-
витию окислительного стресса в побегах озимой пшеницы, который можно предотвра-
тить предварительной обработкой проростков закаливающей температуройе. Так, при 
обработке незакаленных проростков температурой 47 °С содержание АФК в тканях по-
бегов озимой пшеницы значительно возрастало, а при действии 47 °С на закаленные 
проростки содержание АФК было на уровне контроля. 

Анализ содержания ряда БТШ в тканях побегов озимой пшеницы при тепловом 
воздействии показал, что обработка проростков температурой 37 °С (2 и 24 ч) приводит 
к синтезу Hsp101, Hsp70 и Hsp17.6 (I и II Classes). В отличие от Hsp101, Hsp70 и 
Hsp17.6 (CII) накопление Hsp17.6 (CI) зависело от длительности обработки, и было 
наибольшим через 24 ч. Ранее было показано, что у арабидопсиса цитоплазматический 
Hsp101 обнаруживается после теплового стресса преимущественно в митохондриаль-
ной фракции (Rikhvanov et al., 2007). Это позволяет предположить, что Hsp101 может 
связываться с митохондриями при тепловом стрессе и модулировать их активность. 
Нами также показано, что Hsp101 ассоциирует с митохондриями озимой пшеницы при 
действии на проростки закаливающей температуры, причем Hsp101 детектировался в 
митохондриальной фракции и после ее очистки в градиенте плотности перколла. Наря-
ду с Hsp101 в митохондриальной фракции озимой пшеницы после теплового воздейст-
вия обнаруживался Hsp17.6 (I и II Classes). 

Поскольку прогрев при 37 °С приводил к синтезу стрессовых белков, часть из ко-
торых обнаруживалась в митохондриальной фракции, и защищал проростки озимой 
пшеницы от гибели при последующем тепловом шоке, необходимо было изучить 
функциональную активность митохондрий из незакаленных и закаленных проростков 
при ТШ. Тепловой шок приводил к нарушению интактности внешней мембраны мито-
хондрий из незакаленных проростков, значительному снижению их окислительной и 
фосфорилирующей активности. Предварительная обработка температурой 37 °С пре-
дотвращала нарушение целостности митохондрий при ТШ и не приводила к снижению 
их окислительной и фосфорилирующей активности. Интересно, что воздействие зака-
ливающей температурой в течение 2 ч приводило к снижению окислительной активно-
сти митохондрий, однако не влияло на степень сопряжения процессов окисления и 
фосфорилирования (на это указывают значения коэффициента ДК и отношения 
АДФ:О). Дальнейшая экспозиция проростков при 37 °С (до 24 ч) приводила к некото-
рому повышению скоростей окисления митохондриями малата в присутствии ротенона, 
сукцината, НАДФ Н и ТМФД. Так же как и в случае 2-х часовой обработки параметры 
сопряжения процессов окисления и фосфорилирования не снижались. Следует отме-
тить, что скорость окисления экзогенного НАД Н митохондриями оставалась на уровне 
значения контрольных проростков. Были выявлены различия в активности внешних 
НАД(Ф) Н-ДГ, при этом, как оказалось, НАДФ∙Н-дегидрогеназа в митохондриях ози-
мой пшеницы менее активна. Изучение потенциальной активности АО выявило, что 
при 2-х ч воздействии температурой 37 °С она не изменяется независимо от субстрата 



 96 

окисления, в то время как 24-х часовое воздействие приводит к увеличению активности 
АО при функционировании внутренних ротенон-нечувствительных НАД(Ф) Н-ДГ и 
внешней НАДФ∙Н-ДГ. Наряду с активностью в митохондриях растет и содержание 
белка АО.  

Таким образом, действие неповреждающей высокой температуры приводит к 
синтезу стрессовых белков в проростках озимой пшеницы, при этом ряд цитоплазмати-
ческих БТШ (Hsp101, Hsp17.6) обнаруживается в митохондриях, что позволяет им 
функционировать при тепловом шоке. Возможно, Hsp101 и нмБТШ оказывают влияние 
на функциональную активность митохондрий и предотвращают повреждения дыха-
тельной цепи, вызываемые тепловым шоком, при этом снижается риск развития окис-
лительного стресса. Сохранение сопряжения процессов окисления и фосфорилирования 
в митохондриях является необходимым условием для развития адаптивных реакций в 
клетке. 

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ № 15-04-06533-а. 
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Для нормального функционирования субклеточных структур, в которых протека-

ют разнообразные окислительно-восстановительные процессы, необходима «восста-
навливающая» среда. Она поддерживает электрохимический градиент и обеспечивает 
условия для перемещения электронов (Koffler et al., 2013). Внутренняя среда компар-
тментов, которую формируют разнообразные низкомолекулярные редокс-соединения 
(доноры/акцепторы электронов), служит своеобразным редокс-буфером. Глутатион, 
аскорбиновая кислота и НАД(Ф)Н – важные редокс-элементы внутренней среды мно-
гих компартментов клетки. Признанным клеточным редокс-буфером считается пара 
глутатиона, включающая восстановленный (GSH) и окисленный (GSSG) глутатион (Go 
et al., 2008; Koffler et al., 2013). Повсеместное присутствие и высокая концентрация 
глутатиона позволили использовать его в качестве основного маркера редокс-состояния 
клетки и ее структур. Например, интенсивность редокс-процессов в митохондриях, 
пластидах и цитозоле оценивается редокс-соотношением (GSH/GSSG) (Go et al., 2008; 
Noctor et al., 2011). Редокс-потенциал этих клеточных структур также характеризуется 
редокс-потенциалом глутатиона. В норме, как правило, поддерживается относительно 
высокий восстановленный потенциал (Go et al., 2008).  

Редокс-состояние субклеточных структур изменяется при повышении окисли-
тельных процессов. Триггерным механизмом зачастую служит генерация активных 
форм кислорода (АФК). Система глутатиона и АФК в последние годы рассматриваются 
как главные регуляторы окислительно-восстановительных процессов в цитозоле, пла-
стидах и митохондриях (Noctor et al., 2011). Согласно сложившимся представлениям, в 
клеточных структурах, в которых поддерживаются кислые условия, например, клеточ-
ной стенке, лизосомах и вакуолях, GSH и особенно GSH-зависимые системы, из-за низ-
кой активности в кислой среде, могут быть малоэффективными (Go et al., 2008). По 
всей видимости, в таких компартментах основным редокс-буфером служит аскорбино-
вая кислота (АК), которая обратимо окисляется до дегидроаскорбиновой кислоты 
(ДГА) (Pignocchi et al., 2003). Элементы системы аскорбиновой кислоты и системы глу-
татиона регулируют редокс-состояние пула АК (АК/ДГА), которое также служит ха-
рактеристикой редокс-состояния компартментов.  

В системе глутатиона и аскорбиновой кислоты основными донорами электронов 
служат НАДФН и НАДН. С другой стороны, эти динуклеотиды могут быть донорами 
электронов для O2 и таким образом способствуют образованию АФК (Lopez-Mirabal, 
Winther, 2008). В связи с этим редокс-состояние компартментов клетки обусловлено не 
только редокс-состоянием глутатиона и аскорбиновой кислоты, но и в определенной 
мере редокс-состоянием динуклеотидов НАД(Ф)+/НАД(Ф)Н. 

Проводилось исследование редокс-состояния вакуолей, пластид и митохондрий 
клеток покоящихся корнеплодов столовой свеклы (Beta vulgaris L.). В изолированных 
органеллах было определено содержание восстановленной и окисленной форм глута-
тиона, аскорбиновой кислоты и НАД(Н). Редокс-соотношение перечисленных соедине-
ний служило показателем редокс-состояния исследуемых органелл. Полученные резуль-
таты продемонстрировали разное  распределение GSH, АК и НАД  по внутриклеточным 
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структурам в клетках корне-
плодов столовой свеклы (рис. 
1, 2, 3). 

Наибольшее содержание 
глутатиона выявлено в мито-
хондриях, а наименьшее – в 
пластидах (см. рис. 1). Пул 
глутатиона в вакуолях оказался 
более окисленным, тогда как в 
митохондриях он был более 
восстановленным (табл. 1).  

По сравнению с иссле-
дуемыми органеллами вакуоли 
содержали наибольшее количе-
ство аскорбиновой кислоты 
(см. рис. 2). Наименьшее коли-
чество АК выявлено в мито-
хондриях. Однако величины 
редокс-соотношений АК/ДГА 
так же, как и в случае с редокс-
соотношениями GSH/GSSG, 
были наибольшими у митохон-
дрий и наименьшими у вакуо-
лей (см. табл. 1). Пул аскорби-
новой кислоты в вакуолях ока-
зался более окисленным, чем в 
пластидах и митохондриях. 

Согласно сложившимся 
представлениям, в вакуолях для 
пиридиннуклеотид -зависимых 
ферментов основным косубст-
ратом может служить НАД(Н). 
Однако содержание этого ди-
нуклеотида в вакуолях практи-
чески не исследовалось. В 
клетках корнеплодов столовой 
свеклы этот динуклеотид в от-
носительно высоких концен-
трациях сосредоточен не толь-
ко в пластидах, но и вакуолях 
(см. рис. 3). Вакуоли характе-
ризовались наиболее восста-
новленным пулом НАД(Н), по 
сравнению с пластидами и ми-
тохондриями (см. табл. 1). Бо-
лее окисленное состояние глу-
татиона и аскорбиновой кисло-
ты, на фоне более восстанов-
ленного состояния НАД(Н), в 

вакуолях говорило об интенсивных окислительных процессах, протекающих в этом 
компартменте. В вакуолярном содержимом выявлены ферменты, для которых эти низ-
комолекулярные доноры электронов могут служить субстратом: глутатион-S-

    
 

           Рис. 1. Содержание глутатиона в изолирован-
ных вакуолях (вак), пластидах (пл) и митохондриях 
(мит), а также экстрактах ткани (эк. тк.).  

GSH – восстановленная форма глутатиона. GSSG 
– окисленная форма глутатиона, GSHсум – суммарная 
концентрация GSH и GSSG. 

 

                   
 

          Рис. 2. Содержание аскорбиновой кислоты в 
исследуемых образцах.  

АК – восстановленная форма аскорбиновой ки-
слоты. ДГА – дегидроаскорбиновая кислота. АКсум – 
суммарная концентрация АК и ДГА. 

 

  
           Рис. 3. Содержание НАД(Н) в исследуемых об-
разцах.  

НАД(Н)сум – суммарная концентрация НАД и 
НАДН. 



 99 

трансферазы, фенольная пероксидаза, аскорбатпероксидаза, аскорбатоксидаза, альде-
гиддегидрогеназа и др. (Carter et al., 2004; Szponarski et al., 2004; Jaquinod et al., 2007).  

Таблица 1 
Редокс-соотношение глутатиона, аскорбиновой кислоты и НАД(Н)  

в исследуемых образцах 
 

 GSH / GSSG АК / ДГА НАД / НАДН 
Вакуоли 
Пластиды 
Митохондрии 
Экстракт ткани 

7,4 
19,8 
23,7 
13,9 

1,81 
1,85 
2,8 
0,64 

1,62 
2,61 
1,93 
1,81 

 
В то же время, в лейкопластах более окисленное состояние НАД и более восста-

новленное состояние GSH и АК, несмотря на низкое содержание последних, свидетель-
ствовало о высокой интенсивности восстановительных процессов, в которых НАД и 
АК могли служить донорами электронов. Более восстановленное состояние глутатиона 
и аскорбиновой кислоты у митохондрий, указывало на преобладание восстановитель-
ных процессов. Пластиды и митохондрии также содержат большое количество разно-
образных редокс-ферментов, взаимодействующих с GSH, АК и НАД(Н), и изменяющих 
их редокс-состояние. Кроме того, редокс-состояние низкомолекулярных доноров элек-
тронов изменяют АФК, постоянно генерируемые в этих клеточных структурах.  

Полученные результаты позволяют прийти к заключению, что наиболее значи-
мым компонентом редокс-буфера у вакуолей является аскорбиновая кислота, а у мито-
хондрий и пластид – глутатион. Кроме того, у пластид весомый вклад в формирование 
редокс-условий вносит НАД. В целом, полученные результаты еще раз показали, что в 
вакуолях пул основных редокс-соединений более окисленный, чем у пластид и мито-
хондрий. 
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Основным и наиболее изученным генетическим регуляторным элементом вирус-

ных РНК+ геномов являются 68 нуклеотидов в 5'НТО ВТМ, известные как последова-
тельность омега (Ω). Омега представляет собой трансляционный энхансер, усиливаю-
щий кэп-зависимую  трансляцию с кэпированных мРНК на порядок, то есть в 10 раз, в 
растительных или животных системах как in vitro, так и in vivo. Особенностью после-
довательности Ω 5'НТО является то, что они представляют собой структурную после-
довательность, лишенную почти полностью  гуанозиновых остатков, но имеющих по-
вторяющийся 11 раз САА мотив: 5'GUAUUUUUACAACAAUUACCAACAAC AA-
CAAACAACAAACAACAUUACAAUUACUAUUUACAAUUACA3' (Salyaev et al., 2016). 

Усиливающая трансляцию активность обусловлена отсутствием канонической 
спирали, при этом снижается зависимость от фактора eIF4A, являющегося геликазой, и 
от основных факторов АТФ-зависимого сканирования мРНК. Полагают также, что оме-
га лидер способствует более быстрой интернализации вирусной частицы (её "раздева-
нием") и более эффективной доступности рибосом при взаимодействии с омега лиде-
ром ВТМ. Вследствие неподверженности нуклеотидов, входящих в состав трехцепо-
чечной спирали, составленной на основе САА-элементов омеги, для РНКаз, повышает-
ся стабильность мРНК ВТМ и пролонгируется её использование в качестве матрицы. 

Мы использовали последовательность омега лидера ВТМ для усиления экспрес-
сии гена HPV16 L1 в растительной экспрессионной системе на основе плодов транс-
генного томата. На рис.1 представлен дизайн генетической конструкции с геном HPV16 
L1 размером в 2601 пн. Конструкция синтезирована в фирме Genscript (США), прове-
рена секвенированием и помещена в вектор pBINPLUS/ARS. 
 
 
 
 
 
 

Рис. 1. Схема генетической конструкции pBINPLUS/ARSHPV16 L1 
Ω 5'НТО ВТМ размером в 2601 пн 

.  
На рис. 2, 3 и 4 приведены доказательства 

присутствия гена HPV16 L1 в плазмиде 
pBINPLUS/ARSHPV16 L1 Ω 5'НТО ВТМ (15601 
пн), вставленного по сайту HindIII. 
 

Рис. 2. Электрофорез продуктов рестрикции 
pBINPLUS/ARS HPV16 L1 Ω 5'НТО ВТМ. 

1 – маркеры (ladder 10000 пн), 2 – интактная 
плазмида 15601 пн, 3 – рестриктHindII (2601 пн), 4 – 
реcтрикт по сайтуSal1, 5 – маркеры (ladder 10000 пн). 
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Можно видеть, что на электрофореграмме (дорожка 2) присутствует интактная 
плазмида размером 15601 пн, которая при рестрикции рестриктазой HindIII высвобож-
дала фрагмент в 2601 пн, соответствующий размеру синтезированной генетической 
конструкции (дорожка 3). Рестриктаза Sal1  разрезала плазмиду примерно на равные 
фрагменты около 5000 пн (дорожка 4).     

Плазмиду pBINPLUS/ARS HPV16 L1 Ω 5'НТО ВТМ помещали в Agrobacterium 
tumefaciens EHA105 и в ней клонировали.  

На рис. 3 показаны колонии pBINPLUS/ARS HPV16 L1 Ω 
5'НТО ВТМ, выросшие на среде YPD, содержащей 25 мг/л канами-
цина. 
 

Рис. 3. Колонии A.tumefaciensEHA105 с плаз-
мидой pBINPLUS/ARS HPV16 L1 Ω 5'НТОВТМ. 

 
Из колоний A.tumefaciens c pBINPLUS/ARS HPV16 L1 Ω 5'НТО ВТМ была выде-

лена ДНК и препараты ДНК из этих колоний использовали для ПЦР с праймерами   
(Сибэнзим, Новосибирск, Россия) на фрагмент в 430 пн (с 1006 пн по 1436 пн) следую-
щего состава: прямой праймер - 5’CCTTATTGGTTACAACGAGCACAGGG3’, обрат-
ный праймер - 5’CCTTTAAATTTACTTCCCAAAAAGTG3’.   

Из рис.4 можно видеть, что в ДНК отдельно взятых колоний Agrobacterium tume-
faciens c pBINHPV16 L1 Ώ 5’НТО ВТМ присутствовал целевой ген HPV16 L1, при этом 
амплификаты выявили униформность. 
 
 

Рис. 4. Амплификаты ПЦР с ДНК колоний 
A.tumefaciensc pBINPLUS/ARS HPV16 L1 Ω 
5'НТОВТМ. 

1–5 – амплификаты с ДНК единичных колоний, 
6 – ПЦР без ДНК, 7 – ПЦР по исходной плазмиде, 8 – 
стандарт ДНК 100 пн. 
 

Эти колонии синтезировали белок HPV16 L1, который гибридизировался с анти-
телами к HPV16 L1 (Santa Cruz Inc., США) (Salyaev et al., 2016). Трансформацию пло-
дов томата проводили методом in fruto по разработанному нами способу (Salyaev et al., 
2012). 

Экспрессию целевого антигенного белка оценивали с помощью нозерн-дот-блот-
гибридизации с РНК (TRI-Reagent, MRC, США) трансгенных плодов томата с приме-
нением зонда рестрицированной Sac1/Kpn1 плазмиды с меткой DIG-11-dUTP (Roche 
Diagnostics GmbH, Германия) (рис. 5, А) и вестерн-дот-блот-гибридизации методом 
ECL (Amersham, Англия) экстрактов этих плодов с антителами к HPV16 L1 (рис. 5, Б). 
В РНК поколения Т1 также определяли экспрессию HPV16 L1 (рис. 5, В). 
 

Рис. 5. Изучение экспрессии целевого белка HPV16 L1 в плодах трансгенного томата.  
А – нозерн-дот-блот-гибридизация с РНК из плодов поколения Т0, Б – вестерн-дот-блот-

гибридизация экстрактов из плодов томата, В – нозерн-дот-блот-гибридизация с РНК поколе-
ния Т1 , К – контрольные образцы. 
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Из рис. 5 следует, что практически все трансформированные плоды томата экс-
прессировали целевой белок HPV16 L1, причем в достаточно большом количестве. 

По данным денатурирующего и нативного электрофорезов (рис. 6, А и Б) можно ви-
деть, что количество синтезиёрованного антигенного белка HPV16 L1 достаточно велико, 
так как во много раз превышает стандарт 2,5 мкг HPV16 L1 (Gen Way Biotech., США). 

 
 
 
 
 
 

Рис. 6. А – ДСН электрофорезэкстрактов плодов томата, Б – нативный электрофорез 
экстрактов плодов томата. 

1, 2, 3, 4, 5 и 6 – образцы экстрактов плодов, К – контроль, М – маркер 55 кДа, Нанесен 
стандартный раствор 2,5 мкг HPV16 L1 в пятно. 
 

Количественный анализ проводили с помощью иммуноферментного анализа 
(ИФА) (рис. 7). Содержание общего растворимого белка (ОРБ) определяли по Брэд-
форд. По данным ИФА количество антигенного белка HPV16 L1 (см. рис. 7) составляло 

до 2330 нг/мг ОРБ. 
 
 

 
 
Рис. 7. ИФА HPV16 L1. 
1 – К – отрицательный 

контроль, 3 – 400 нг стандарта 
HPV16 L1, 5 – контроль, кон-
трольный плод, 7–50 – экстрак-
ты индивидуальныхплодов то-
мата, трансгенного по гену 
HPV16 L1. 

 
Таким образом, в нашей работе была создана эффективная инновационная расти-

тельная экспрессионная система для синтеза антигенного белка HPV16 L1  путем ядер-
ной трансформации плодов томата генетической конструкцией, содержащей антиген-
ный белок HPV16 L1 Ω 5'НТО ВТМ. Количество продуцируемого антигенного белка 
достигало 2330 нг/мг ОРБ. В наших предыдущих работах без использования омега ли-
дера ВТМ уровень антигенного белка TBI-HBS составлял 20–25 нг/мг ОРБ (Salyaev et 
al., 2009), а содержание антигенного белка PreS2-S (Salyaev et al., 2012) было в пределах 
130-211 нг/мг ОРБ, что в 100 и 10 раз меньше, соответственно, чем при использовании 
омега лидера. Поэтому введение вирусных регуляторных генетических элементов 
представляется весьма перспективным для увеличения продукции гетерологичных бел-
ков в растительных экспрессионных системах. 
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Митохондрия является основным источником получения энергии в клетке, но кро-
ме своей непосредственной функции митохондрии могут регулировать экспрессию ядер-
ных генов в результате процесса, известного как ретроградная регуляция. Ранее было по-
казано, что мягкое тепловое воздействие приводит к повышению митохондриального 
мембранного потенциала в клетках дрожжей и растений (Rikhvanov et al., 2005; 2007), и 
это событие является сигналом, запускающим синтез белков теплового шока (БТШ). Од-
нако остался неизвестным механизм повышения mt∆ψ при тепловом воздействии. Теоре-
тически повышение mt∆ψ может наблюдаться в клетке в двух случаях: при повышении 
уровня NADH или недостатке АДФ. Уровень АДФ в митохондриях контролирует мито-
хондриальный АДФ/АТФ транслокатор, который в клетках Saccharomyces cerevisiae ко-
дируется ядерными генами AAC1, AAC2 и AAC3. Поэтому целью настоящей работы яв-
лялось изучение роли этих белков в термотолерантности дрожжевой клетки, активации 
экспрессии БТШ, продукции АФК и изменении mt∆ψ при тепловом воздействии. 

Методы 
В работе использовали штаммы Saccharomyces cerevisiae W303-1B и изогенные 

ему мутанты, несущие делеции в генах, кодирующих АДФ/АТФ транслокатор: aac2Δ и 
aac1Δaac2Δ ac3Δ. В качестве дополнительного контроля использовали мутант petite, 
лишенный митохондриальной ДНК. Выращивание дрожжей, определение термотоле-
рантности, SDS-электрофорез, иммуноблоттинг, определение уровня АФК и значения 
mt∆ψ проводили согласно раннее опубликованным методикам (Fedoseeva et al., 2017). 

Результаты и обсуждение 
Энергетический метаболизм S. cerevisiae легко контролируется. В процессе лога-

рифмического роста на глюкозе способность митохондрий дрожжей производить АТФ 
репрессируется, клетки получают энергию, главным образом, за счет гликолиза. В ста-
ционарной фазе энергетический метаболизм активируется. В этих условиях происходит 
исчерпание в среде глюкозы, и клетки утилизируют образовавшийся в среде инкубации 
этанол в ходе митохондриального окислительного фосфорилирования. Поэтому, чтобы 
установить роль АДФ/АТФ транслокатора в реакции дрожжей на тепловое воздействие 
использовали клетки, находящиеся в логарифмической и стационарной фазах роста. 

Для изучения базовой термотолерантности дрожжи, выращенные при 30 °С на 
среде с глюкозой до логарифмической или стационарной фазы, обрабатывали при 
45 °С. В логарифмической фазе не наблюдалось достоверных различий между термото-
лерантностью изучаемых мутантов и родительского типа. Термотолерантность мутанта 
petite, напротив, повышалась (рис. 1, а). Совершенно другие результаты были получены 
в стационарной фазе роста. В этих условиях эксперимента тройной мутант 
aac1Δaa2Δaac3Δ значительно лучше переживал летальное тепловое воздействие 
(рис. 1, б). Таким образом, в условиях репрессированного дыхательного метаболизма 
утрата АДФ/АТФ транслокатора не оказывает влияния на базовую термотолерантность, 
но повышает ее при активации энергетического метаболизма. 

Для изучения индуцированной термотолерантности дрожжи, выращенные при 
30 °С на среде с глюкозой до логарифмической фазы роста, предварительно обрабаты-
вали при 39 °С, для индукции защитной реакции, затем подвергали жесткому теплово-
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му шоку при 50 °С. Результаты показали (рис. 1, в), что несмотря на подавление глюко-
зой дыхательной активности митохондрий, функционирование АДФ/АТФ транслока-
тора имеет важное значение для развития индуцированной термотолерантности. Деле-
ция гена AAC2, а также тройная делеция генов AAC1, AAC2 и AAC3 приводили к сни-
жению способности клеток развивать индуцированную термотолерантность. В то же 
время, утрата мтДНК в клетках мутанта petite никак не влияла на этот процесс. Следо-
вательно, даже в условиях репрессированного дыхательного метаболизма АДФ/АТФ 
транслокатор участвует в развитии защитной реакции дрожжей на тепловое воздействие. 

 

 
 

Рис. 1. Базовая (а и б) и индуцированная (в) термотолерантность в клетках РТ и му-
тантов aac2Δ и aac1Δaac2Δaac3Δ.  

Клетки выращивали на среде с глюкозой до достижения логарифмической (а, в) или ста-
ционарной фазы роста (б) и подвергали действию теплового шока. Индуцированную термото-
лерантность (в) определяли после предварительной тепловой обработки при 39°С. 

 

 
 

Рис. 2. Синтез Hsp104 и Hsp60 в клетках РТ и мутантов aac2Δ и aac1Δaac2Δaac3Δ.  
Клетки выращивали на среде с глюкозой до достижения логарифмической или стацио-

нарной фазы роста, подвергали действию теплового шока, выделяли общий белок и проводили 
вестерн-блоттинг. 

 
Развитие индуцированной термотолерантности определяется активацией экспрес-

сии генов БТШ. Действительно, в логарифмической фазе роста при 30 °С не наблюда-
лось синтеза Hsp104. Обработка при 39 °С значительно повышала его количество, что 
сопровождалось развитием индуцированной термотолерантности. Несмотря на то, что 
делеции aac2Δ и aac1Δaac2Δaac3Δ приводили к подавлению индуцированной термото-
лерантности (рис. 1, в), не было обнаружено эффекта изучаемых делеций на индукцию 
синтеза Hsp104 (рис. 2). Переход клеток дрожжей в стационарную фазу значительно 
повышал конститутивный уровень синтеза Hsp104, тепловое воздействие при 39 °С уже 
не приводило к увеличению его синтеза. Также как в логарифмической фазе роста, в 
стационарной фазе не было обнаружено эффекта делеций aac2Δ и aac1Δaac2Δaac3Δ на 
синтез Hsp104. В то же время, синтез Hsp104 снижался приблизительно в два раза у му-
танта petite, как в логарифмической фазе, так и в стационарной фазе роста (см. рис. 2). 
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Развитие индуцированной термотолерантно-
сти определяется активацией экспрессии генов 
БТШ. Действительно, в логарифмической фазе рос-
та при 30 °С не наблюдалось синтеза Hsp104. Обра-
ботка при 39 °С значительно повышала его количе-
ство, что сопровождалось развитием индуцирован-
ной термотолерантности. Несмотря на то, что деле-
ции aac2Δ и aac1Δaac2Δaac3Δ приводили к подав-
лению индуцированной термотолерантности (см. 
рис. 1, в), не было обнаружено эффекта изучаемых 
делеций на индукцию синтеза Hsp104 (см. рис. 2). 
Переход клеток дрожжей в стационарную фазу зна-
чительно повышал конститутивный уровень синте-
за Hsp104, тепловое воздействие при 39 °С уже не 
приводило к увеличению его синтеза. Также как в 
логарифмической фазе роста, в стационарной фазе 
не было обнаружено эффекта делеций aac2Δ и 
aac1Δaac2Δaac3Δ на синтез Hsp104. В то же время, 
синтез Hsp104 снижался приблизительно в два раза у 
мутанта petite, как в логарифмической фазе, так и в стационарной фазе роста (см. рис. 2). 

Развитие индуцированной термотолерантности и синтез БТШ при тепловом воздей-
ствии сопровождаются повышением mt∆ψ (Rikhvanov et al., 2005; Rikhvanov et al., 2007). 
По-видимому, повышение mt∆ψ играет важную роль в развитии индуцированной термото-
лерантности и экспрессии генов БТШ, поскольку агенты, снижающие mt∆ψ, подавляют 
оба этих процесса. Что же является причиной повышения mt∆ψ? Нами было показано, что 
повышение mt∆ψ в клетках дрожжей зависит от функционирования внешней NADH-
дегидрогеназы. Делеция гена NDE1, кодирующего внешнюю NADH-дегидрогеназу, по-
давляла повышение mt∆ψ (Fedoseeva et al., 2017). Этот результат позволил предположить, 
что при тепловом шоке повышается уровень NADH, что и является причиной повышения 
mt∆ψ. Однако делеция nde1Δ снижала mt∆ψ только в условиях активного дыхательного 
метаболизма и не влияла на этот процесс в логарифмической фазе, в условиях глюкозной 
репрессии дыхания (Fedoseeva et al., 2017). Поэтому было предположено, что повышение 
mt∆ψ при тепловом воздействии может происходить также в результате ингибирования 
АДФ/АТФ транслокатора. АДФ/АТФ транслокатор осуществляет обмен АДФ на АТФ че-
рез внутреннюю митохондриальную мембрану. Нарушение этого процесса теоретически 
должно приводить к нарушению функционирования FоF1-АТФ синтазы и, соответственно, 
к повышению mt∆ψ. Действительно предварительные эксперименты, проведенные с ис-
пользованием клеток дрожжей в стационарной фазе, показали, что тепловой шок вызывает 
гораздо более значительное повышение mt∆ψ клетках aac1Δaac2Δaac3Δ, чем в клетках ро-
дительского типа (рис. 3). Полученные результаты указывают, что подавление активности 
АДФ/АТФ транслокатора при тепловом воздействии одна из причин повышения mt∆ψ, 
что, в свою очередь, является триггером для запуска экспрессии БТШ. 
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Рис. 3. Повышение mt∆ψ 

в клетках РТ и мутанта 
aac1Δaac2Δaac3Δ.  

Клетки выращивали на сре-
де с глюкозой до достижения ста-
ционарной фазы роста, подверга-
ли действию теплового шока и 
измеряли флуоресценцию МО. 
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Сигнальная трансдукция вторичного мессенджера кальция через кальциевые ка-

налы используется растениями для восприятия и ответа на различного рода стрессы. 
Одним из путей транслокации ионов кальция являются открываемые циклическими 
нуклеотидами ионные каналы (cyclic nucleotide-gated ion channels, CNGCs). CNGCs 
представляют собой неселективные катионные каналы, представленные в животных и 
растительных клетках (Kaplan et al., 2007). Биологическая роль и регуляция этих кана-
лов у животных хорошо изучены, тогда как исследование CNGCs растений началось 
сравнительно недавно (Chin et al., 2009). CNGCs активируются (открываются) при свя-
зывании циклических нуклеотидов (cAMP или cGMP) с одним доменом и подавляются 
(закрываются) при взаимодействии Са2+-кальмодулина с другим доменом. Полагают, 
что некоторые CNG-каналы локализованы на плазматической мембране растений, од-
нако до сих пор остается открытым вопрос, присутствуют ли такие каналы в мембранах 
клеточных органелл.  

В работе использовали растения картофеля in vitro двух сортов, контрастных по 
устойчивости к возбудителю кольцевой гнили Clavibacter michiganensis subsp. 
sepedonicus (Cms) (сорт Луговской – резистентный, сорт Лукьяновский – восприимчи-
вый) и экзополисахариды (ЭПС) вирулентного и мукоидного штамма Cms 5369. Корни, 
не отделенные от  растений картофеля, выдерживали в течение 7 ч в среде роста (кон-
троль) или инкубировали такое же время в среде с добавлением в конечной концентра-
ции 0,03 % ЭПС Cms (опыт). Фрагменты корней длиной 5–8 мм от их кончика фикси-
ровали по стандартной для электронной микроскопии схеме, подробно описанной в 
(Романенко, Ломоватская, 2017). Для проведения иммуноцитохимической реакции ис-
пользовали первичные поликлональные кроличьи антитела (ПАТ), полученные к син-
тетическому полипептидному фрагменту (21 аминокислотный остаток) канала CNGCα2 
крысы (NCBI, NP_037060.1) (Ruiz et al., 1996) и вторичные козьи антитела (ВАТ), ме-
ченные золотом с размером частиц 20 нм. Для проверки вероятности специфического 
связывания ПАТ с предполагаемыми CNG каналами клеток картофеля программой 
BLASTP проводили анализ сходства аминокислотных последовательностей между пя-
тым трансмембранным участком S5 и участком поры канала CNGα2 предсердия крысы, к 
которым были получены ПАТ (Ruiz et al., 1996) с аминокислотными последовательно-
стями 20 CNG каналов картофеля. Максимальное сходство (38 %) наблюдалось при 
сравнении последовательностей аминокислот исследуемого полипептидного фрагмента 
канала крысы с аналогичным фрагментом канала CNGC18 картофеля. Аминокислотные 
последовательности анализируемых фрагментов остальных 19 CNG каналов картофеля 
имели гораздо меньшее совпадение с фрагментом канала CNGCα2 крысы. Количествен-
ную оценку локализации CNG каналов проводили в пределах каждого изображения уча-
стков клеток на ультратонких срезах, производя замеры длины пограничной мембраны и 
мембран клеточных органелл с последующим подсчетом в них электроноплотных частиц 
маркера вторичных антител, отражающих локализацию CNG каналов, используя про-
грамму SigmaScanPro 5. Полученные величины пересчитывали на 1 мкм длины мембран 
анализируемого компартмента. По каждому варианту использовали 15–18 изображений, 
результаты обрабатывали статистически с использованием программы SigmaPlot 12. 
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Результаты показали, что коньюгированные с вторичными антителами коллоид-
ные частицы золота наблюдались в таких мембранных образованиях клеток корня кар-
тофеля, как плазмалемма, в том числе, в районе плазмодесм, тонопласт, наружная мем-
брана и кристы митохондрий, а также эндоплазматический ретикулум. Неспецифиче-
ская реакция вторичных антител с клеточными структурами (обработка ультратонких 
срезов только ВАТ или козьей немеченой золотом иммунной сывороткой, затем ВАТ, 
меченными золотом), за редким исключением, отсутствовала. 

Сравнение контрольных вариантов резистентного и восприимчивого сортов пока-
зало, что в зависимости от сортовой устойчивости распределение меток по компар-
тментам заметно различалось (табл. 1). Так, в клетках растений восприимчивого сорта 
присутствовало в 2 раза меньшее количество частиц на плазмалемме, тонопласте и на 
мембранах эндоплазматического ретикулума по сравнению с соответствующими ком-
партментами клеток растений резистентного сорта. В варианте обработки корней ЭПС 
Cms количество частиц золота существенно снизилось на плазмалемме и тонопласте 
клеток резистентного сорта, отсутствовало на тонопласте клеток восприимчивого сор-
та, но возросло на плазмалемме и появилось в небольшом количестве на мембранах 
крист митохондрий клеток восприимчивого сорта и на наружной мембране митохонд-
рий клеток резистентного сорта. Соотношение частиц золота (контроль/опыт) в мем-
бранах эндоплазматического ретикулума в пределах каждого сорта почти не измени-
лось (см. табл. 1).  

Таблица 1 
Количество гранул золота, шт./мкм, на плазмалемме и мембранах компартментов клеток 

сортов картофеля, контрастных по устойчивости к кольцевой гнили 
 

Сорт Вари-
ант 

Мембраны 
Плазма-
лемма 

Тонопласт Митохондрия ЭР 
НМ Кристы 

Луговской 
(резистент-
ный) 

- ЭПС 0,18±0,04 0,25±0,02 0,03±0,01 0,05±0,01 0,38±0,10 
+ ЭПС 0,07±0,02 

(р< 0,05) 
0,05±0,01 
(р< 0,01) 

0,22±0,08 
(р = 0,02) 

0 0,35±0,09 
(р = 0,8)* 

Лукьяновский 
(восприимчи-
вый) 

- ЭПС 0,08±0,01 0,13±0,03 0 0 0,17±0,06 
+ ЭПС 0,22±0,01 

(р< 0,01) 
0 

(р< 0,01) 
0,04±0,01 

 
0,17±0,04 
(р< 0,01) 

0,16±0,04 
(р> 0,8)* 

 
Известно, что в клетках картофеля обоих сортов функционируют трансмембран-

ная и растворимая аденилатциклазы (АЦ), причём, активность обеих АЦ в ответ на об-
работку корней растений ЭПС была многократно выше и возникала значительно рань-
ше в клетках корней резистентного сорта, в отличие от активности АЦ восприимчивого 
сорта (Ломоватская и др., 2007). Следует добавить, что АЦ могут быть кальций-
зависимыми ферментами, как это показано на вакуолях клеток столовой свеклы (Ломо-
ватская и др., 2014). Кроме того, ранее на плазмалемме клеток картофеля тех же сортов 
были обнаружены рецепторы к ЭПС, проявляющие свойства элиситоров для устойчи-
вого сорта, и супрессоров – для восприимчивого сорта. В литературе продемонстриро-
вана интернализация рецепторов путём эндоцитоза совместно с сигнальным лигандом 
(Клячко, 2010) и, вероятно, с CNG каналами. Благодаря такому процессу, возможно, 
под воздействием ЭПС, в плазмалемме устойчивого сорта снижается количество CNG 
каналов, которые сбрасываются в вакуоль путем слияния эндосом с тонопластом. В 
клетках восприимчивого сорта возрастание количества CNG каналов на плазмалемме 
можно объяснить перемещением каналов из отдаленных участков плазматической 
мембраны к её фронтальным краям (путём направленного движения вдоль мембраны 
или обратным встраиванием в неё эндосом) для повышения эффективности восприятия 
рецепторами клетки внешнего сигнала тревоги. В отношении других мембран клеточ-
ных органелл, в частности митохондрий, считается доказанным, что наружная мембра-
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на митохондрий как таковая не существует, фактически являясь протяжёнными и высо-
комобильными образованиями эндоплазматического ретикулума (ЭР), по тяжам кото-
рого передвигаются эти органеллы, обладающие только внутренней мембраной, пред-
ставляющей собой кристы (Гамалей, 2006). В этом случае каналы в так называемой на-
ружной мембране будут периодически появляться в нужном месте (при наличии стрес-
сового сигнала) и исчезать (после прохождения сигнала вглубь клетки) по мере про-
движения митохондрий внутри ЭР.  

Таким образом, представленные результаты позволяют сделать вывод о том, что 
на плазмалемме и в мембранах клеточных органелл растений картофеля, вероятно, при-
сутствуют активируемые циклическими нуклеотидами Са2+-каналы, локализация кото-
рых может количественно изменяться в ответ на биотический стресс.  
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Митохондриальные (мт) геномы большинства многоклеточных обычно содержат  

стандартный набор из генов 37 генов: 13 белок-кодирующих генов, 22 генов транс-
портных РНК (тРНК) и двух рибосомных генов. тРНК служат адаптером для перевода с 
нуклеотидной последовательности в аминокислотную, тем самым играя ключевую роль 
в процессе биосинтеза белка (Crick, 1958). 22 митохондриальных тРНК, достаточно, 
чтобы  провести трансляцию всего мт генома, так как присутствие урацила в первой 
позиции антикодона (wobble position) позволяет распознавать любой из четырех нук-
леотидов в третьей позиции кодона (Barrel et al., 1980). Тем не менее, в мт геномах раз-
ных организмов были замечены дополнительные копии генов тРНК. В некоторых слу-
чаях сходство первичных структур аллоакцепторных тРНК позволило предположить 
смену идентичности тРНК за счет мутаций в антикодоне. Это явление, названное впо-
следствии тРНК ремолдинг (tRNA remolding) (Cantatore et al., 1987), выявляет возмож-
ность эволюции тРНК генов независимо от их генетического кода.  

Увеличение количества полных мт и ядерных геномов в базах данных, произо-
шедшее, в том числе, благодаря широкому применению технологии высокопроизводи-
тельного секвенирования, позволило понять, что ремолдинг – весьма нередкое явление 
в мт геномах, менее часто происходящее в ядерных геномах (Rawlings et al., 2003, Rog-
ers and Griffiths-Jones, 2014, Sahyoun, et al., 2015). Большинство случаев ремолдинга 
было выявлено в результате in silico анализа. Так ремолдинг показан у губок (Lavrov, 
Lang, 2005), насекомых (Jiang et al., 2016), моллюсков (Rawlings et al., 2003), членисто-
ногих (Jiang et al., 2016) и других групп животных. Экспериментально были подтвер-
ждены случаи изменения генетического кода, вызванные мутациями в антикодоне 
тРНК гена в геноме E.coli (Saks et al., 1998), в ядерных геномах Candida (Bezerra et al., 
2013), дрожжей (Mühlhausen et al., 2016), инфузорий (Heaphy et al., 2016), что доказало 
возможность функционирования дополнительных копий тРНК. Таким образом, кор-
ректная аннотация тРНК генов в геномах различных организмов исключительно важна 
в контексте исследования их эволюции и в виду возможного влияния на точность 
трансляции. 

Недавно мы провели исследование мт геномов десяти видов амфипод из озера 
Байкал (Romanova et al., 2016). Для них характерна большая вариабельность по длине, 
порядку генов, а также наличие дополнительных копий генов тРНК в пяти из десяти 
видов (Eulimnogammarus vittatus, Acanthogammarus victorii, Garjajewia cabanisii, 
Gmelinoides fasciatus и Pallaseopsis kesslerii). Низкий процент сходства первичных по-
следовательностей некоторых копий позволил предположить, что произошла смена 
идентичности тРНК за счет мутаций в антикодоне (тРНК ремолдинг). Мы провели ис-
следование принадлежности дополнительных копий генов тРНК к определенному 
классу на основе анализа их первичной структуры. Был произведен анализ достоверно-
сти различий между распределениями попарных генетических дистанций в выборках 
изоакцепторных тРНК, содержащих разные копии удвоенных тРНК генов. В четырех 
из пяти случаях принадлежность удвоенного гена к группе тРНК генов, не соответст-
вующей антикодону, была подтверждена с высокой степенью статистической значимо-
сти. Полученный результат (принадлежность к определенному классу тРНК генов) был 
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подтвержден также байесовским анализом на основе выравненных последовательно-
стей всех генов тРНК из мт геномов байкальских амфипод с учетом вторичной струк-
туры РНК. Таким образом, мы показали, что дополнительные копии в мт геноме G. 
fasciatus, первоначально идентифицированные по последовательности антикодона как 
принадлежащие валиновой и глутаминовой тРНК, обе являются гистидиновыми. В мт 
геноме  A. victorii тРНК ген аспарагиновой кислоты также оказался геном гистидиновой 
тРНК. Дополнительная копия гена пролиновой тРНК в мт геноме E. vittatus была отне-
сена нами к классу генов лейциновых тРНК. Интересно, что мт геном вида P. kesslerii 
содержит дополнительную копию тРНК с четырьмя основаниями в антикодоне (квад-
руплетный антикодон), но по первичной структуре он показывает наибольшее сходство 
с геном триптофановой тРНК. В мт геноме G. cabanisii нами была подтверждена при-
надлежность обеих копий к лейциновым генам тРНК. Биоинформатический анализ 
тРНК генов позволил отделить случаи простого удвоения тРНК от случаев тРНК ре-
молдинга в мт геномах байкальских амфипод. Примечательно, что в данной группе ви-
дов в мт геномах присутствуют тРНК гены на разных стадиях своей эволюции, в том 
числе и тРНК с квадруплетным антикодоном. Наиболее вероятно, что одна из двух ко-
пий со временем накопит замены и превратится в псевдоген, хотя существуют примеры 
функционирования дополнительных копий тРНК генов, приведшие к смене аминокис-
лоты, узнаваемой тРНК (Sengupta and Higgs, 2015). Считается, что случаи удвоения 
тРНК генов и ремолдинга наблюдаются в геномах с повышенной скоростью мутирова-
ния (Sengupta and Higgs, 2015). Вероятно, условия среды в Байкале способствуют уско-
ренной эволюции мт геномов амфипод.   
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Эколого-физиологические исследования по изучению влияния засухи на древес-

ные растения в экотонах лес–степь недостаточно представлены в литературе. В при-
родных условиях абиотические стрессы, такие как засуха и повышенная температура, 
редко действуют отдельно, чаще – это сложный процесс, определяемый сочетанием 
этих факторов. При этом стрессирующие воздействия могут быть синергетическими, 
антагонистическими, может наблюдаться перекрывание наблюдаемых эффектов 
(Valladares and Pearcy, 1997). Один тип стрессовых воздействий в природных условиях 
может способствовать возникновению другого. Так закрытие устьиц уменьшает охлаж-
дение листьев из-за испарения, что приводит к тепловому стрессу в результате увели-
чения температуры на 5° или 6 °С в зависимости от температуры воздуха. Увеличение 
температуры воздуха увеличивает дефицит давления паров воды (vapor pressure deficit), 
что усиливает эффект засухи (Will et al., 2013). Также степень закрытости устьиц уве-
личивается, если воздушная засуха сопровождается почвенной (Perez-Martin et al., 
2009).  

Способность растений к адаптации к различным условиям прямо или косвенно 
связана с пластичностью фотосинтеза, которая в сочетании с другими процессами, оп-
ределяет рост и развитие растений и, в конечном итоге, успешное размножение. Как 
ключевой процесс первичного метаболизма, фотосинтез играет центральную роль в 
процессе адаптации растения к условиям засухи (Chaves et al., 2003, 2009).  

Наше исследование включало: анализ фотосинтетических пигментов, изучение 
параметров флюоресценции хлорофилла, а также определение уровня ассимиляции уг-
лекислого газа в листьях яблони сибирской (Malus baccata L. Borkh), растущих в зоне 
контакта леса и степи Селенгинской Даурии (с. Ягодное) (Рудиковский и др., 2008) в 
условиях повышенной температуры и весенне-летней воздушной засухи. Эксперимен-
тальные растения были в достаточной степени обеспечены почвенной влагой, посту-
пающей от протекающего вблизи ручья. Контрольными растениями служили деревья 
яблони сибирской, произрастающие в г. Иркутске.  

Цель исследования заключалась в проверке гипотезы о том, что воздушная засуха 
приводит (1) к изменению содержания хлорофиллов и каротиноидов, (2) изменению 
эффективности работы ФС-2, (3) влияет на ассимиляцию углекислого газа.  

Основной особенностью климата района исследований, Селенгинской Даурии, 
является его резкая континентальность: короткий вегетационный период – 100–130 
дней; резкие колебания суточных и среднемесячных температур воздуха; майско-
июньская засуха, снижающая урожай растений; высокая интенсивность солнечной ра-
диации; недостаточное увлажнение и неравномерное выпадение осадков. Годовая сум-
ма осадков в среднем течении Селенги – 210–250 мм, в июле-августе выпадает 80–
90 %. Климат Иркутска в сравнении с Селенгинской Даурией менее континентальный. 
Он значительно смягчен водохранилищами Ангарского каскада. Среднегодовое коли-
чество осадков составляет 472 мм, из которых больше половины приходится на летний 
период. 

mailto:rudikovalex@mail.ru
mailto:rudal69@mail.ru
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Проведенный анализ полученных результатов показал, что содержание суммы 
хлорофиллов в листьях яблони сибирской возрастало в июле в сравнении с июнем, что 
вполне согласуется с данными, представленными в литературе. При этом сумма хлоро-
филлов в июне и июле была меньше у деревьев природной популяции, растущих в ок-
рестностях с. Ягодное. Hе было отмечено достоверных различий в соотношении хло-
рофиллы/каротиноиды у деревьев в контрольных и опытных группах. В условиях вы-
сокой освещенности и вынужденного закрытия устьиц, листьям довольствуются мень-
шим количеством хлорофилла для протекания нормальных фотосинтетических процес-
сов. Главным положительным следствием снижения содержания суммы хлорофиллов 
является уменьшение образования активных форм кислорода, оказывающих повреж-
дающее действие на функционирование растительных клеток. 

Анализ флуоресценции хлорофилла показал, что растения яблони сибирской, 
произрастающие в условиях зоны контакта леса и степи, несмотря на действие весенне-
летней воздушной засухи, имеют вполне работоспособный фотосинтетический аппарат. 
Показатель F0 не увеличен, максимальный фотохимический квантовый выход фотосис-
темы II (Fv/Fm) находится на достаточно высоком уровне, показатель PABS не показы-
вает значительных отличий в сравнении с контрольными растениями. В целом влияние 
воздушной засухи на ФС2 приводит к уменьшению доли световой энергии, расходуе-
мой на фотохимическую работу. В то же время увеличивается квантовый выход нефо-
тохимического тушения флуоресценции Y(NPQ), свидетельствующий о большем теп-
ловом рассеивании поглощенной растениями световой энергии. Нефотохимическое 
рассеивание во всех фотосинтезирующих организмах тесно связано с регулированием 
эффективности фотосинтеза и защищает фотосинтетический аппарат в тех условиях, 
когда абсорбированная энергия превышает возможности растения для утилизации све-
та. Негативное влияние неблагоприятных условий на ФС-2 листьев яблони в июне вы-
являлось в полуденные часы, когда температура воздуха в солнечный день достигала 
значений выше 25 °С. При этом происходило уменьшение показателя Fv/Fm и индекса 
PABS. В этих условиях у деревьев увеличен показатель Vj, что свидетельствует об уве-
личении доли закрытых реакционных центров к их общему числу. У яблони сибирской, 
растущей в г. Иркутске, выше, по сравнению с природной популяцией, показатель 
Fv/F0, характеризующий способность антенных комплексов к захвату энергии и также 
большее значение показателя ET0/TR0, говорящее о большей вероятности переноса 
электрона с QA~ в пул хинонов.  

Данные о скорости ассимиляции углекислого газа свидетельствуют о значитель-
ных различиях между контрольным и опытными вариантами, обусловленных условия-
ми окружающей среды. В утренние часы яблоня, растущая в Иркутске, ассимилирует 
углекислый газ более интенсивно. Это объясняется прежде всего наличием влаги в 
почве и более высокой влажностью воздуха, что позволяет держать устьица открыты-
ми, обеспечивая необходимое поступление углекислого газа к сайтам карбоксилирова-
ния. Пониженная влажность воздуха в опытном варианте приводило к тому, что для 
снижения неоправданно большой потери воды в листьях яблони более чем в два раза 
снижалась проводимость устьиц для паров воды и транспирация. Все это приводило, в 
конечном счете, к уменьшению скорости ассимиляции углекислоты более чем на 27 % 
в сравнении с контрольным вариантом (г. Иркутск). Наличие механизмов, направлен-
ных на оптимизацию водопотребления (закрывание устьиц и, следовательно, уменьше-
ние их проводимости) приводило к тому, что коэффициент использования воды в про-
цессах фотосинтеза у природных растений, был более чем на 42 % выше, чем у кон-
трольных.  

Таким образом, показано, что под влиянием специфических условий зоны контак-
та леса и степи у растений яблони сибирской происходят адаптация фотосинтетическо-
го аппарата. В первую очередь уменьшалось содержание суммы хлорофиллов в листь-
ях. В условиях высокой освещенности и вынужденного закрытия устьиц, листьям ста-
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новится достаточно меньшего количества хлорофилла для протекания нормальных фо-
тосинтетических процессов. В целом воздушная засуха уменьшала долю световой энер-
гии, расходуемой на фотохимическую работу.  В то же время увеличивался квантовый 
выход нефотохимического тушения флуоресценции Y(NPQ), свидетельствующий о 
большем тепловом рассеивании поглощенной растениями световой энергии. Повыше-
ние температуры (свыше 25 °С) на фоне пониженной влажности воздуха в полуденное 
и послеполуденное время неблагоприятно воздействовало на ФС-2 яблони сибирской, 
вызывая незначительное снижение показателя сопряженности Fv/Fm (фотоингибирова-
ние) и снижение эффективности фотосинтеза (PABS). Пониженная влажность воздуха 
приводит к значительному (более чем в два раза) снижению проводимости устьиц для 
паров воды и транспирации. В конечном счете это приводило к уменьшению скорости 
ассимиляции углекислоты более чем на 27% в сравнении с контрольным вариантом 
(г. Иркутск). 

Исследования выполнены при финансовой поддержке СО РАН, интеграционный 
проект № 105. 
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В настоящее время наблюдается широкое распространение различных папилло-

матозов: от сравнительно безвредных "бородавок на ножке", имеющихся почти у каж-
дого человека, до высокоонкогенных ВПЧ, вызывающих раковые опухоли. Выявлено 
около 200 типов ВПЧ, почти 40 из которых являются высокоонкогенными. Низкоонко-
генные ВПЧ могут также вызывать весьма неприятные заболевания типа аногениталь-
ных папилломатозов (скопления остроконечных кондилом) с достаточно серьёзными 
последствиями. 

При разработке четырёхкомпонентной пероральной вакцины против цервикаль-
ного рака, создаваемой на базе растительных экспрессионных систем, мы обнаружили 
необычные антиген-антительные взаимодействия, заключающиеся в том, что антитела 
к высокоонкогенному типу вируса ВПЧ 16 способны взаимодействовать не только со 
"своими"  антигенами ВПЧ16 L1, но и с некоторыми другими антигенами ВПЧ, вызы-
вающими цервикальный рак. Оказалось, что антитела к ВПЧ16 L1 способны активно 
реагировать ещё и с антигенами ВПЧ18 L1, ВПЧ31 L1  и ВПЧ45 L1, также принадле-
жащими к семейству высокоонкогенных ВПЧ. Этот факт позволил предположить о бо-
лее широком (не строго специфичном) перекрестном антиген - антительном взаимодей-
ствии между четырьмя типами высокоонкогенных ВПЧ. 

Более глубокое изучение перекрестного взаимодействия специально поставлен-
ными экспериментами с использованием иммуноферментного анализа, а также метода-
ми вестерн-блот-гибридизации подтвердили наличие обнаруженного ранее перекрест-
ного антиген-антительного взаимодействия между ВПЧ16, ВПЧ18, ВПЧ31 и ВПЧ45 
типами онкогенных вирусов папилломы человека. 

Иммуноферментный  анализ проводили (рис. 1), определяя содержание антиген-
ных белков всех четырёх типов вирусов в экстрактах лиофилизированных плодов тома-
та, предварительно генетически трансформированных методом in fruto суспензиями 
A.tumefaciens с генетическими конструкциями pBINHPV16 L1, pBINHPV18 L1, 
pBINHPV31 L1 и pBINHPV45 L1. 

 
 

Рис. 1. ИФА содержания 
антигенных белков ВПЧ:  

16 L1, 18 L1, 31 L1 и 45 
L1 в экстрактах лиофильно вы-
сушенных плодов трансгенного 
томата. К – отрицательный 
контроль, 500 нгHPV16 L1 – 
положительный контроль стан-
дарта, контроль – нетрансфор-
мированные плоды, 6–105 – 
экстракты образцы индивиду-
альных плодов трансгенного 
томата. Первичные антитела – 

сыворотка крови мышей, вакцинированных ВПЧ16 L1. Вторичные антитела – конъюгат с пе-
роксидазой, субстрат – ТМВ. 
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При анализах в качестве первичных антител использовали сыворотку крови мы-
шей, перорально вакцинированных лиофилизированным вакцинным материалом пло-
дов томата, трансгенных по ВПЧ16 L1. Вторичные антитела - конъюгат с пероксидазой 
хрена, субстрат – тетраметилбензидин (TMB). Результаты ИФА показали (рис. 1), что 
содержание антигенных белков ВПЧ16 L1, ВПЧ18 L1, ВПЧ31 L1 и ВПЧ45 L1 при ис-
пользовании первичных антител к ВПЧ16 L1 было достаточно высоким, отличалось 
униформностью и в пересчете на общий растворимый белок (ОРБ) составило 25–27 
мкг/мг ОРБ. 

Электрофоретические исследования подтвердили установленное иммунофер-
ментным анализом  активное взаимодействие антител к ВПЧ16 L1 с антигенами ВПЧ16 
L1, ВПЧ18 L1, ВПЧ31 L1 и ВПЧ45 L1 (рис. 2). То есть двумя независимыми методами 
было подтверждено перекрестное взаимодействие антигенных белков L1 всех четырех 
типов онкогенных  папилломавирусов с антителами против ВПЧ16 сыворотки крови 
мышей, предварительно перорально вакцинированных антигенным белком ВПЧ16 L1. 
 

Рис. 2. ДСН электрофорез и вес-
терн-блот-гибридизация экстрактов 
плодов томата с ВПЧ четырех типов: 16 
L1 (1), 18 L1 (2), 31 L1 (3) и 45 L1 (4). 

Первичные антитела – сыворотка 
крови мышей, вакцинированных ВПЧ16 
L1, вторичные антитела – конъюгат с пе-
роксидазой, субстрат – ортофенилендиа-
мин. 
 

Поскольку обнаруженные результаты относились к перекрестному взаимодейст-
вию между антителами и антигенами четырех типов вируса, относящихся к одному се-
мейству вирусов, вызывающих цервикальный рак, представляло интерес проверить, 
будет ли подобное взаимодействие наблюдаться между антителами и антигенами "не-
родственных" групп папилломавирусов, вызывающих другие заболевания. Для выясне-
ния этого вопроса были взяты, как и ранее, антитела к вирусу ВПЧ16, вызывающего 
цервикальный рак, а антигены использовались от совершенно другого типа папиллома-
вируса ВПЧ6, вызывающего аногенитальные папилломатозы (так называемые остроко-
нечные кондиломы).  

Был разработан дизайн генетической конструкции с целевым геном ВПЧ6 L1 
(рис. 3), осуществлен её синтез, проведена генетическая трансформация плодов томата 
и получен вакцинный материал с антигенами ВПЧ6 L1. Антителами в этом случае слу-
жила сыворотка крови мышей к антигенам ВПЧ16 L1 (рис. 4). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 3. Дизайн генетической конструкции ВПЧ6 L1.  
RB и LB – левая и правая границы ТДНК A.tumefaciens, p35S – промотор гена РНКвируса 

CaMV (использованы некомплементарные последовательности для генов RdRP и ВПЧ6 L1), 
RdRP – ген, кодирующий репликазу ВТМ, TEV – 5' НТО лидера вируса гравировки листьев та-
бака, HPV6 L1 – ген, кодирующий белок оболочки вируса ВПЧ6 L1 аногенитального типа, t35S 
– последовательность терминатора вируса CaMV. 
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Из рис. 4 видно, что в результате иммуноферментного анализа получен высокий 
выход антигенного белка ВПЧ6L1 при использовании в качестве первичных антител 
сыворотки крови мышей, предварительно вакцинированных перорально ВПЧ16 L1. 

 
 
 

Рис. 4. ИФА содержа-
ния антигенного белка 
ВПЧ6 L1 в экстрактах вы-
сушенных плодов трансген-
ного томата.  

1 – К – отрицательный 
контроль, 2 – 500 нг HPV16 
L1 – положительный контроль 
стандарта, 3 – контроль – не-
трансформированные плоды, 
4–42 – экстракты образцы ин-
дивидуальных плодов транс-
генного томата. Первичные 

антитела – сыворотка крови мышей, вакцинированных ВПЧ16 L1. Вторичные антитела – конъ-
югат с пероксидазой, субстрат – ТМВ. 
 

Для проверки изучали вестерн-блоттингом  антиген-антительное взаимодействие 
между "неродственными" типами папилломавирусов ВПЧ16 и ВПЧ6 (рис. 5). В итоге 
были получены результаты, однозначно подтверждающие перекрестный тип  антиген-
антительного взаимодействия между антигенами ВПЧ6 L1 и антителами к ВПЧ16 L1. 

 
 
 

Рис. 5. Колонии E coli 
BL21 c pUC57 HPV6 L1 
(вверху), выросшие на среде 
LB c 50 мг/л ампициллина и 

вестерн-блот-гибридизации 
с антителами (внизу):  

Слева – стандартные 
антитела к HPV16 L1 фирмы 
Santa Cruz Biotechnology 
(CША), посередине – антите-
ла сыворотки крови мышей, 
перорально вакцинированных 
плодами трансгенного томата 

с HPV16 L1, справа - маркерные стандартные антитела к фрагменту теломеразы смус-tag, 
включенному в конструкцию. Вторичные антитела – конъюгат с щелочной фосфатазой, суб-
страт - 5-бром-4-хлор-3-индолилфосфат и нитротетразолий синий. 
 

Таким образом, в настоящей работе было показано, что антитела против антиген-
ного белка ВПЧ16 L1 могут перекрестно узнавать антигенные белки ВПЧ18 L1, ВПЧ31 
L1 и ВПЧ45 L1. Кроме того, получены новые данные о том, что такое перекрестное 
взаимодействие между антигенами и антителами может возникать и между отдалённы-
ми семействами вирусов, такими как ВПЧ16 (цервикальный рак) и ВПЧ6  (аногени-
тальные папилломатозы).   
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Порядки организации генов в полногеномных митохондриальных картах амфипод 

являются одними из наиболее разнообразных среди Crustacea и Arthropoda. Особенно 
высокой изменчивостью отличаются генетические карты у байкальских видов, где не 
наблюдается полностью идентичного порядка генов даже внутри одного семейства (на-
пример, Eulimnogammaridae), и представленных, в случае отдельных семейств, новыми 
уникальными порядками генов, совершенно не схожими даже между собой (Romanova, 
2016).   

Чтобы оценить произошедшие изменения в митохондриальных геномах у этих 
видов и их направление пошагово, мы попарно в различных комбинациях проанализи-
ровали 13 полных митохондриальных геномов байкальских видов (включая недавно 
собранные и аннотированные полные митохондриальные геномы видов G.lacustris и 
M.branickii), а также 5 небайкальских видов амфипод, то есть всего 18 полных мито-
хондриальных геномов. Все митохондриальные геномы были секвенированы NGS-
методом на платформе Illumina 1.9, собраны и аннотированы при помощи пайплайна 
биоинформатических инструментов (Bernt, 2013; Bankevich, 2012). За контроль взяли 
генетическую карту митохондриального генома, общую для всех ракообразных (Pan-
crustacean ground pattern), с которой сравнивали порядки генов каждого вида (Kilpert, 
2006), отмечая различия и их значение как индивидуально для вида, так и для всех ви-
дов внутри филогрупп амфипод, выделяя общие события в признаки, вероятно, харак-
терные для всей группы или семейства. Особый интерес представляет группа семейства 
Micruropodidae, поскольку именно в этой группе наблюдаются наиболее обширные пе-
рестановки, и картина изменений не универсальна для входящих в нее видов. 

Мы проводили расчеты методами общих интервалов, построив деревья на основе 
устойчивых общих интервалов при помощи программы CREx (Common Interval Rear-
rangement Explorer) (Bernt, 2007), что позволило сначала определить и оценить после-
довательность определенного набора генов в целом как общий интервал для двух 
имеющихся порядков генов (независимо от их реального точного порядка), обозначив в 
целом некоторую функциональную связь этих блоков генов и их сохранность в эволю-
ции, а затем упростить реконструкцию (Bernt, 2007; Perseke, 2008). Преимущество дан-
ного метода – возможность пошагово оценить произошедшие изменения в порядке ге-
нов и определить направление, в котором реконструкция более вероятна, т.к. предска-
занное оптимальным путем событие требует меньше затрат эволюционного времени и 
энергии.  

Данным методом мы успешно реконструировали возможные сценарии генных пе-
рестановок. 5 возможных сценариев включали в себя такие общие механизмы их воз-
никновения, как случайная дупликация и потеря блоков генов (TDRL), инверсная 
TDRL (iTDRL), единичная транспозиция, единичная инверсия кодирующей цепи и 
единичная инверсная транспозиция (Xia, 2016; Jühling, 2012). Оценивали количество 
каждого типа перестановок у выборки амфипод и назначили цену события перестанов-
ки гена (k), т. к. в одном случае могли быть затронуты только блоки тРНК генов или 
отдельные тРНК, а в другом – протяженные блоки генов, включая многие белок-
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кодирующие гены. Установленные уровни и вес перестановок обозначили на  филоге-
нетическом дереве, построенном в MrBayes v3.1 по транслированным нуклеотидным 
последовательностям 13 белок-кодирующих генов мтДНК с моделью нуклеотидных 
замен GTR+I+T.  

Результат анализа сценариев генных перестановок хорошо согласуется с филоге-
нетическим деревом и подтверждает гипотезу о неоднократном вселении в озеро Бай-
кал предка амфиподной фауны (Romanova, 2016), поскольку по количеству и характеру 
перестановок среди байкальских видов можно выделить 2 группы – более молодую 
группу Eulimnogammaridae-Acanthogammaridae с большим количеством (k = 7) простых 
одношаговых перестановок, в основном, в результате транспозиций отдельных тРНК, и 
древнюю группу Micruropadidae с относительно небольшим количеством комплексных 
перестановок (от k = 3 до 6), геномы которых, вероятно, изменили порядок генов по-
средством происходившей неоднократно дупликации и случайной потери блоков генов 
(2–3 события TDRL на геном) и инверсий, причем у всех видов этой группы. Возмож-
но, что на возникновение инверсий кодирующей цепи мтДНК оказали влияние события 
меж- или внутримолекулярной рекомбинации. 

Подобные механизмы изменения порядка генов и отдельные схожие перестановки 
блоков обнаружены у более ранних ветвей небайкальских амфипод, что подтверждает 
древний возраст группы Micruropadidae и ее близость к общему небайкальскому пред-
ку, с той особенностью, что Micruropadidae демонстрируют, вероятно, гораздо боль-
шую скорость накопления и фиксации изменений в генетической организации при их 
меньшем количестве и сопоставимой сложности механизмов образования (k = 7–8 у 
небайкальских амфипод и k = 3–5 у Micruropadidae). Установили, что для вида L.vortex 
внутри группы Micruropadidae сложность и количество перестановок - наименьшее из 
всех исследованных амфипод. Генетическая карта L.vortex представляет собой, вероят-
но, наиболее близкое к предковому состояние организации генома с k=3 простого типа 
(необходимо всего 2 транзиции тРНК и 1 обратная транзиция тРНК для превращения 
его генетической карты в карту базального предка), что может указывать на возможное 
неизмененное состояние предка этой группы, другие потомки которого лишь в ходе 
эволюции в озере Байкал претерпели обширные и относительно быстрые перестановки 
генов. Также это может говорить в пользу оценки возраста вида L.vortex как значитель-
но более молодого относительно других видов семейства Micruropadidae. Факт наличия 
среди этого древнего семейства амфипод вида с генетической картой, настолько близ-
кой к “оригиналу” и лишенной присущих его близким родственникам серьезных изме-
нений является важной подсказкой, фокусируя внимание на этой группе и открывая 
возможности для поиска объяснения причин и механизмов, задействованных в столь 
беспрецедентно быстрых изменениях.  

При аннотации событий перестановок на дереве MrBayes наиболее мобильные ге-
ны тРНК вынесли к общим узлам дерева в точках, где произошли данные смещения в 
генетических картах, что позволило отметить последовательность и иерархию их пере-
мещений в геномах в ходе эволюции. Данную аннотацию проводили вручную, визу-
ально сравнивая все схемы митохондриальных геномов амфипод между собой и пред-
ковым порядком генов (Pancrustacean ground pattern), учитывая данные анализа филоге-
нетического дерева. Также мы отметили узлы и ветви дерева, в которых произошли ряд 
дупликаций и переназначений (ремолдинга) отдельных тРНК. Так, у группы Acantho-
gammaridae-Eulimnogammaridae в настоящий момент времени наблюдается текущий 
процесс дупликаций и ремолдинга для гена trnL1. У вида G.cabanisii внутри этой клады 
единично дуплицированный ген trnL1-2 еще не прошел процесс ремолдинга в, вероят-
но, ген trnP2, как это произошло у находящегося в этой же кладе вида E.vittatus, что де-
лает копию trnL1 у G.cabanisii «горячей точкой» данной перестановки, поскольку в ос-
тальных геномах этот ген уже подвергся модификации. Также, в группе Gammaroidea-
Eulimnogammaridae происходит аналогичный процесс для гена trnH (произошла его 
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единичная дупликация и ремолдинг в ген trnD2), и при этом наблюдается случайная 
потеря оригинальной trnD1 и ее вставка в локус вблизи области контрольного региона, 
что показывает наличие более сложных механизмов у группы Acanthogammaridae.  

Все возникшие единичные копии, как и TDRL-блоки генов, в основном, находят-
ся  в геномах вблизи контрольных регионов, также являющихся «горячей точкой» для 
возникновения перестановок. Анализируя небольшие имеющиеся некодирующие уча-
стки, а также данные области, выявили наличие тандемных повторов, микросателлит-
ных повторов и ряд псевдогенов тРНК и частей белок-кодирующих генов, в отдельных 
случаях могущих являться остатками от удаленных ранее из генома копий блоков генов 
в результате TDRL (что характерно для других таксонов ракообразных (Kilpert, 2006) и 
также других таксонов организмов, в т. ч. позвоночных).  

Вероятным представляется наличие в окружающей среде озера Байкал особых ус-
ловий, влияющих на скорость и характер возникновения генных перестановок у амфи-
под, хотя в настоящий момент неизвестно, каким образом и в какой степени данная 
группа организмов может отвечать на воздействие подобных факторов (Газиев, 2010). 
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Оксид азота (NO), монооксид углерода (CO) и сульфид водорода (H2S) в настоя-

щее время относят к газотрансмиттерам, которые представляют собой эндогенные га-
зовые сигнальные молекулы. Все они имеют низкий молекулярный вес и обладают ли-
пофильными свойствами (Wang, 2002). Важная роль оксида азота и монооксида угле-
рода, в протекании биохимических процессов, в клетке была показана многими иссле-
дователями, в то время как изучением сульфида водорода занялись сравнительно не-
давно (Christou et al., 2013). На сегодняшний день уже известны пути биосинтеза этих 
соединений в клетке и молекулярные механизмы их действия, однако основная часть 
этих знаний получена на животных объектах (Новицкий и др., 2011; Gusakova et al., 
2017). Не смотря на это, появляется все больше работ по изучению влияния газотранс-
миттеров на метаболические процессы растительной клетки. Уже известно, что они 
принимают участие в регуляции многих процессов протекающих в клетке, в том числе 
при действии стрессов (Besson-Bard et al., 2008; He, He 2014; Jin, Pei, 2015). Однако до 
сих пор в литературе недостаточно информации по участию исследуемых газотранс-
миттеров в транспортных процессах на биологических мембранах, особенно связанных 
с протонными помпами (Н+-АТФазой и Н+-пирофосфатазой). Известно, что в присутст-
вии сульфида водорода наблюдалось снижение токсического действия алюминия на 
проростки ячменя благодаря увеличению активности Н+-АТФазы плазмалеммы 
(Dawood et al., 2012). Оксид азота в свою очередь способствовал увеличению экспрес-
сии генов Н+-АТФазы плазмалеммы и субъединицы с вакуолярной Н+-АТФазы в усло-
виях солевого стресса (Chen et al., 2013). Также показано, что присутствие алюминия 
приводило к увеличению активности митохондриальной Н+-АТФазы (He et al., 2006). 
Кроме того, экзогенный оксид азота индуцировал активность Н+-АТФазы и Н+-
пирофосфатазы плазмалеммы и тонопласта смягчая тем самым ингибирование роста 
растений томата вызванное медью (H. Siddiqui et al., 2011). Могут ли известные нам га-
зотрансмиттеры оказывать регуляторное влияние на протонтранспортирующие систе-
мы вакуолярной мембраны еще предстоит установить. Работы в этом направлении ве-
дутся, например, было выяснено, что оксид азота увеличивает активность протонных 
помп тонопласта в условиях солевого стресса (Zhang et al., 2006, Shi et al., 2007). 

В наших исследования изучалось влияние экзогенных доноров NO, CO и H2S на 
активность вакуолярных протонных помп (Н+-АТФазы и Н+-пирофосфатазы) в услови-
ях окислительного стресса. Н+-АТФаза и Н+-пирофосфатаза важные компоненты ваку-
лярной мембраны создающие протонный и электрохимический градиент необходимый 
для вторичного активного транспорта (Silva et al., 2009). Было интересно посмотреть, 
как поведут себя протонные помпы в присутствии газотрансмиттеров и смогут ли они 
смягчить влияние условий окислительного стресса на растительные клетки. Результаты 
проведенных экспериментов показали, что в нормальных условиях газотрансмиттеры 
не оказывали значимого влияния на работу как Н+-АТФазы, так и Н+-пирофосфатазы. 
Уровень транспортной активности этих ферментов практически не отклонялся от нор-
мы. Другая картина наблюдалась в условиях окислительного стресса, который создава-
ли при помощи пероксида водорода в концентрации 50 мМ. Интересно отметить, что 
транспортная активность Н+-АТФазы при этом стрессовом воздействии снижалась на 
55,3% в то время как активность Н+-пирофосфатазы изменялась не существенно. Воз-
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можно в данной ситуации, пероксид водорода оказывал непосредственное влияние на 
сульфгидрильные группы периферического комплекса АТФ-зависимого фермента, что 
и приводило к снижению его активности (Seidel et al., 2012). При добавлении газо-
трансмиттеров на фоне стрессового воздействия происходило увеличение протон-
транслоцирующей активности Н+-АТФазы, но она не восстанавливалась полностью. 
Наблюдаемое увеличение отмечалось только для оксида азота и сульфида водорода, 
монооксид углерода наоборот усиливал негативное действие пероксида водорода.  

По итогам выполненного исследования, можно сказать, что газотрансмиттеры 
принимают участие в снижении воздействия окислительного стресса на транспортные 
процессы протекающие в растительной клетке за счет изменения активности вакуоляр-
ной Н+-АТФазы. 
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Обмен генетической информацией между клеточными органеллами и ядром счи-

тается общим феноменом для всех эукариот (Сингер и др., 1998). Факты переноса ми-
тохондриальной (мт)ДНК в ядерный геном известны (Lopez et al., 1994; Podnar et al., 
2007; и др.), однако механизм переноса оставался не описанным. В настоящее время 
способы перемещения и интеграции ДНК между митохондриями и ядром широко изу-
чаются in vitro (Weber-Lotfi, 2015; Константинов, 2016; и др.). Ядерные копии мт-генов 
(NUMT) выявлены у разных групп организмов, но факты обратной симметрии, то есть 
внедрения последовательностей ядерной (я)ДНК в митохондриальный геном ранее до 
наших исследований не были известны. В природных популяциях детектировать сам 
процесс взаимодействия и обмен генетическим материалом между двумя органеллами 
клетки – ядром и митохондриями – практически невозможно как иногда по причине 
высокого сходства ДНК этих органелл, так и, наоборот, по глубокой дивергенции пара-
логов мтДНК до неузнаваемости, связанной с рекомбинационными и другими (мута-
циоными и пр.) процессами в ядерном геноме. Однако последствий гомологичных 
межгеномных взаимодействий (гомологичной рекомбинации) в природе оказывается не 
так уж мало (Спиридонова и др., 2016; Спиридонова и др., 2017; неопубл. данные). 

Анализ филогеографии гена cyt b мтДНК соловья-красношейки Calliope calliope 
(Pallas, 1776) выявил глубокую дивергенцию подвидоспецифичных мт-гаплотипов       
(D = 0,16) (Спиридонова и др., 2013), в несколько раз превышающую среднее внутри-
видовое значение по этому маркеру для других представителей отр. Passeriformes        
(D = 0,04) (Guo et al., 2004). Наши дальнейшие исследования мтДНК и ее ядерных ко-
пий позволили рассмотреть гипотезу взаимодействия между я- и мтДНК путем обыч-
ной гомологичной рекомбинации и установить источник новых вариантов мт-
гаплотипов – ядерные копии мтДНК (Спиридонова и др., 2016). Присутствие ядерных 
копий мтДНК у каждого из подвидов соловья-красношейки, сходных с мт-гаплотипом 
другого подвида, косвенно указывает на прошедший генетический обмен между ядер-
ным и митохондриальным геномами. Еще более удивительным оказалось присутствие 
у некоторых особей C. calliope варианта NUMT, гомологичного мтДНК близкородст-
венного вида C. pectoralis Gould, 1837 (рис. 1, а). Это позволило не только установить 
новый случай межгеномного кроссинговера, но и предложить гипотезу возникновения 
C. pectoralis путем межвидовой гибридизации C. calliope × С. obscura. Еще один факт 
предполагаемой гомологичной рекомбинации обнаружен для Phylloscopus borealis (J.H. 
Blasius, 1858). В результате полногеномного секвенирования мтДНК двух особей под-
вида Ph. b. examinandus, у одной из них выявлен фрагмент NUMT, гомологичный 
мтДНК подвида Ph. b. xanthodryas (рис. 1, б). 

В приведенных выше случаях мт-гаплотипы значительно дифференцированы, что 
позволило отличить по известным признакам мтДНК от ее ядерной копии. Нужно от-
метить, что в этих примерах различия в степени гомологии ядерных паралогов и соот-
ветствующих мт-гаплотипов могут являться следствием длительного пребывания пер-
вых в ядерном геноме. Как можно объяснить такую гомологию последовательностей из 
разных геномов и у разных таксонов? Теоретически существует два пути формирова-
ния дивергированных гаплотипов мтДНК: первый – постепенное накопление замен в 
результате длительного пребывания популяций в изоляции и второй – межвидовая гиб-
ридизация, в результате которой появляется новый вариант гаплотипа, не свойствен-
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ный данному таксону. Однако сходство распределения полиморфных сайтов для 
мтДНК одних таксонов и ядерных копий мтДНК других, невозможно объяснить ни од-
ним из этих путей. Третий путь, который здесь рассматривается и логично поясняет та-
кое распределение, – обычная гомологичная рекомбинация между ядерным и митохон-
дриальным геномами, которая внезапно приводит к смене мт-гаплотипа на новый, уже 
имеющийся в ядерном геноме паралог мтДНК. 

 

 
   а)      б) 
 

Рис. 1. Примеры обнаружения ядерных копий мтДНК (NUMT) одних таксонов птиц, 
сходных смтДНК других близкородственных таксонов (неопубл. данные). 

 
Межгеномная рекомбинация я- и мтДНК обуславливается, прежде всего, наличи-

ем копий мтДНК в ядерном геноме. Причем, их размер может достигать 99% мтДНК, 
как например, у мыши или человека (Richly et al., 2004). Кодирование яДНК большей 
части белков, необходимых для жизнедеятельности и функционирования митохондрий, 
а также контроль размножения митохондрий ядром косвенно указывают на их тесное 
взаимодействие, как единой сопряженной системы. Таким образом, митохондрии яв-
ляются результатом сотрудничества двух геномов и двух аппаратов транскрипции и 
трансляции. 

Особо следует указать на роль триплета TGA, выполняющего разные функции в 
ядерном и митохондриальном геномах (Спиридонова и др., 2016). В зависимости от то-
го, в каком геноме находится TGA-триплет, он может либо кодировать аминокислоту 
триптофан (мтДНК), либо играть роль терминирующего фактора (яДНК). После пред-
полагаемого обмена гомологичными участками, активный в митохондриальном геноме 
рекомбинантный фрагмент автоматически становится в ядерном геноме неактивным, 
т. е. псевдогеном. Также не требуется каких-либо случайных мутаций и длительного 
времени, чтобы молчащий ядерный псевдоген стал активным в мтДНК.  

Гомологичная рекомбинация между я- и мтДНК вероятно проходит в цитоплазме, 
что объясняется известными фактами и вытекающими из них предположениями. На 
стадии профазы I мейоза ядерная ДНК после разрушения ядерной оболочки свободно 
проникает в цитоплазму. Выход мтДНК в клеточное пространство, по общепринятому 
мнению, маловероятен. Тем не менее, в литературе обсуждается огромное количество 
причин и механизмов для перемещения мтДНК в цитоплазму, которое, по-видимому, 
может случаться под влиянием как генетических, так и экологических факторов (Collu-
ra et al., 1996). Причины, влияющие на утечку мтДНК из митохондрий, включают дей-
ствие мутагенных агентов и других форм клеточного стресса, которые могут привести 
к повреждению митохондрий или их мембран (Blanchard et al., 1996). 

Для ряда широко распространенных в Палеарктике видов птиц установлено нали-
чие нескольких значительно дивергированных групп мт-гаплотипов. Обычно это тра-
диционно объясняют последствиями оледенений, приводивших к обособлению попу-
ляций в условиях длительной изоляции в удаленных рефугиумах, где накапливались 
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мутации. В свете полученных нами данных, дивергенция гаплотипов может получить 
новое объяснение. В условиях непрерывных ареалов случайные межгеномные реком-
бинации гораздо быстрее приводят к появлению иных вариантов мт-гаплотипов, по 
сравнению с процессами спонтанных мутаций в митохондриальном геноме, и могут 
представлять собой альтернативную причину таких различий. Процесс дивергенции 
NUMT сопровождается не только случайными нуклеотидными заменами в ядерном ге-
номе, но и рекомбинационными перестройками, которые происходят в нем чаще, чем в 
мтДНК. Это подтверждается высокой вариабельностью клонированных ядерных копий 
мтДНК у исследованных нами птиц и служит еще одной причиной появления новых 
последовательностей мт-генов в результате межгеномного обмена. 

Таким образом, обычная гомологичная рекомбинация, случающаяся между 
мтДНК и ее ядерными копиями, является механизмом, с помощью которого может ис-
пользоваться грандиозный резерв молекулярной изменчивости копий мтДНК ядерного 
генома, что указывает на их значение в микроэволюционных процессах и формообра-
зовании. 

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ № 16-04-01304. 
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Методы флуоресцентной микроскопии получают всё большее распространение 

для оценки различных физиологических параметров и определённых локальных внут-
риклеточных событий, происходящих в живой клетке в норме и при различных патоло-
гических состояниях или неблагоприятных условиях. Большинство растений, как и жи-
вотных, состоит из более чем одного слоя клеток и, таким образом, не являются иде-
альным объектом для световой микроскопии вообще, и в частности, для флуоресцент-
ной микроскопии. Кроме того, каждая клетка окружена жёсткой клеточной стенкой и 
имеет большую центральную вакуоль. Вся совокупность протопласта со всеми прису-
щими ему органеллами составляет лишь небольшую пристеночную область, находя-
щуюся, к тому же, в постоянном движении. Всё это вместе затрудняет наблюдение 
процессов происходящих внутри клеток in vivo. Особенно это связано с наблюдением 
за функционированием органелл. 

В целом, использование флуоресцентных методов в физиологии растений связано 
с двумя проблемами: прохождением возбуждающего и испускаемого красителями све-
та (либо его размыванием) и поступлением в клетку самих красителей. Первую про-
блему можно решить либо получением оптических срезов (с использованием специ-
альной дорогостоящей аппаратуры), либо биотехнологически – получением суспензи-
онной культуры клеток. Вторая проблема решается только ферментативным удалением 
клеточной стенки – протопластированием. 

Целью данной работы явилось обобщение более чем десятилетнего опыта работы 
в области флуоресцентной микроскопии для изучения органелл растительных клеток, 
большей частью митохондрий. 

Современная химическая промышленность предоставляет широкий спектр спе-
цифических красителей, достаточный для селективного окрашивания практически лю-
бого клеточного компартмента, молекулы, либо физиологического параметра. Однако 
только малая их часть подходит для прижизненного исследования клеток. Так как не 
все из них имеют подходящие размеры и заряд для прохождения через плазмалемму, и 
ещё меньше – способны оставаться долгое время внутри, осуществлять свои специфи-
ческие функции, не причиняя при этом особого вреда клетке. Следует также помнить, 
что разрабатываются все эти красители и проходят апробацию в основном на животных 
клетках, которые не имеют клеточной стенки и вакуоли и являются гораздо более бла-
годарными объектами, чем растения и микроорганизмы. Часто приобретённые красите-
ли оказываются не способными проникать через клеточную стенку, либо сорбируются 
на ней, экранируя и маскируя внутренние целевые структуры. Использование метода 
протопластирования часто успешно решает эти проблемы. Клеточная стенка фермента-
тивно растворяется, а использование гипертоничных растворов для поддержания цело-
стности протопластов уменьшает отношение вакуоли к протоплазме, что также благо-
творно сказывается на процессе микроскопирования, однако само помещение клеток в 
гипертоничный раствор является определённым стрессом для них. 

Следующим подводным камнем при использовании флуоресцентных зондов в ча-
стности для изучения стресс-адаптации является то, что производитель гарантирует 
адекватную работу красителя только в физиологически нормальных условиях. Если 
применяемое воздействие коренным образом нарушает работу клетки – как поведёт се-
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бя краситель при этом, никто не знает. И вам потребуется проведение дополнительных 
контролей адекватности работы красителей. 

По нашим данным, использование флуоресцентных зондов без контролей специ-
фичности их работы не допустимо. Так, например, митохондриальные красители рабо-
тают по принципу максимального отрицательного заряда, так как в физиологически 
нормальных условиях он там максимален. Однако при отсутствии большой разницы 
эти красители хорошо красят и другие компартменты и соединения, обладающие отри-
цательным зарядом, например липидные капли, масла, другие мембраны, клеточные 
стенки. 

Большинство витальных красок не фиксибельны, то есть исследования можно 
проводить только в момент воздействия или прохождения нужного процесса, что также 
создаёт определённые неудобства. Существует ряд фиксибельных красителей, напри-
мер, на митохондрии, которые действуют как градусник. Однако эти красители следует 
использовать ещё более осторожно. При сопоставлении сигналов из живых и фиксиро-
ванных клеток, интенсивность флуоресценции на порядок снижается, и форма мито-
хондрий заметно изменяется. Здесь нужно тщательно подбирать способ фиксации, что-
бы артефакты были минимальными. 

У нативных фотосинтезирующих клеток растений около 80 % объёма занимают 
хлоропласты, что затрудняет изучение других компартментов клеток (например, мито-
хондрий). В этом случае удобнее использовать гетеротрофные темновые суспензион-
ные культуры клеток, а уже потом ключевые моменты подтверждать на суспензионных 
культурах клеток, выращенных на свету, или протопластах, полученных из зеленых ли-
стьев. 

По сравнению с отдельными растениями и проростками суспензионные культуры 
клеток представляют стабильный, однородный в генетическом отношении материал, 
который можно нарабатывать регулярно и в любых объёмах. 

Таким образом, изучение физиологии органелл растительных клеток методом 
флуоресцентной микроскопии не такое простое занятие и использование гетеротроф-
ных суспензионных культур и протопластов существенно помогает в этом процессе. 
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В последние три десятилетия морфология и динамика митохондрий изучалась 

достаточно пристально. Показано, что например, сферические митохондрии защитных 
клеток табака значительно отличаются от трубчатых митохондрий дрожжей (S. cerevi-
siae) или от сложной митохондриальной сети в культивируемых раковых клетках чело-
века. Митохондрии растений обычно не формируют непрерывную сеть и локализуются 
рядом с хлоропластами. Кроме того, митохондрии растений отличаются от митохонд-
рий других организмов по целому ряду признаков, включая разные стратегии биогене-
за, генетического кодирования, регуляции экспрессии генов и сегрегации органелл 
(Bodenstein-Lang et al., 1989; Mackenzie & McIntosh, 1999; Rebeille et al., 2007 и др.). 
Еще одной отличительной особенностью митохондрий растений является гораздо 
большее количество митохондриальных белков по сравнению с другими эукариотами. 
Считается, что митохондриальный протеом арабидопсиса представлен около 3000 бел-
ками, в то время как в дрожжах не более 1000 белков, а в митохондриях клеток челове-
ка около 1500 белков (Bogorad, 2008; Premsler, 2009). С чем связаны подобные различия 
до сих пор непонятно, так как основные функции митохондрий эукариот, включающие 
генерацию АТФ, β-окисление жирных кислот, биогенез пиридинов, нуклеотидов и 
фосфолипидов, а также участие в клеточном гомеостазе ионов Ca2+ и программируемой 
клеточной смерти сходны в этих организмах, хотя имеют определенные особенности.  

Впервые о гетерогенности митохондрий в пределах одной клетки упоминается в 
работе Kuff и Schneider (1954). Авторы показали различный уровень гетерогенности 
митохондрий, полученных из печени крысы, в отношении активности сукцинатдегид-
рогеназы. С появлением современных методов визуализации и оценки ряда функцио-
нальных параметров митохондрий представления о наличии различных митохондри-
альных популяций все больше расширяются.  

Одна из гипотез о необходимости «разделения труда» в клеточной митохондри-
альной популяции  - существование конфликта двух основополагающих функций ми-
тохондрий, их роли в окислительном фосфорилировании, сопровождаемым постоянной 
генерацией АТФ и активных форм кислорода (АФК) и их собственным генетическим 
воспроизводством (Logan, 2006). Специализация одних митохондрий на выполнении 
биоэнергетических функций, а других на сохранении и воспроизводстве мтДНК может 
быть одним из самых простых способов, позволяющих снизить скорость мутаций в 
мтДНК и сохранить функциональность митохондрий в череде поколений.   

В задачи работы входило исследование субпопуляций митохондрий, полученных 
из этиолированных проростков кукурузы (Zea mays) и корнеплодов репы (Brassica rapa) 
как со стороны морфологических и биохимических особенностей, так и в отношении 
ряда функциональных характеристик, таких как, активность дыхательных комплексов и 
др.  

Для получения митохондриальных субпопуляций кукурузы были использованы 3х-
дневные этиолированные проростки гибрида ВИР 42. Митохондрии получали методом 
дифференциального центрифугирования с последующим разделением в линейном гра-
диенте плотности сахарозы (0.3 - 1.2 М). Визуально в градиенте плотности можно вы-
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делить 2–3 фракции. Основная фракция митохондрий находилась на уровне градиента 
плотности, соответствующем 0,5–0,8 М сахарозы – мы ее разделяли на две фракции, 2-ю 
и 3-ю; слабозаметная фракция более легких митохондрий локализовалась приблизи-
тельно в зоне 0,3–0,4 М концентрации сахарозы – фракция 1.  

Митохондриальные фракции корнеплодов репы очищали в ступенчатом градиенте 
плотности перколла (45 % – 21 % – 18 %, об./об.) Основная фракция митохондрий распола-
галась на границе между 45 % и 21 % перколла - фракция 3. Первая фракция представляла 
собой фракцию самых лёгких митохондрий и находилась во всех случаях в верхней части 
18 % перколла. После отбора фракций митохондрии отмывали от избытка сахарозы или 
перколла и использовали для дальнейших исследований. 

Митохондриальные белки различных субфракций были разделены с помощью 
электрофореза в ПАА-геле в денатурирующих условиях. При анализе электрофоре-
граммы можно обнаружить некоторые различия в белковых спектрах различных мито-
хондриальных субфракций. Наблюдаемые различия связаны не с изменениями в белковых 
спектрах фракций, а с количественным соотношением некоторых бандов, в частности бел-
ков с мол. массой ~80 кДа и 100-110 кДа (рис.1, А-Б). 

 
 

 
Рис. 1. Анализ про-

филя митохондриальных 
белков различных фрак-
ций, разделенных с помо-
щью электрофореза в 
ПАА-геле.  

На рисунке представ-
лены электрофореграммы 
белков трех митохондриаль-
ных фракций (обозначены 1, 
2 и 3), полученных из проро-
стков кукурузы (А) и репы 
(Б). После фракционирова-
ния в денатурирующем 
ПАА-геле митохондриаль-
ные белки были окрашены с 
помощью Кумасси R-250. 
(Б) Иммуноблоттинг мито-

хондриальных белков репы с антителами против VDAC1 (Agrisera, США). В качестве маркеров 
использовали наборы фирмы НПО "СибЭнзим" (Россия), содержащие смесь из 12 рекомби-
нантных высокоочищенных белков, образующих дискретные полосы в диапазоне 10–250 кДа. 

 
Для качественной характеристики субпопуляций митохондрий была начата иден-

тификация мажорных митохондриальных белков, располагающихся в различных ком-
партментах митохондрий с помощью иммуноблотинга. Одними из мажорных белков 
наружной мембраны митохондрий являются порины или VDAC (voltage-dependent 
anion-selective channel). Эти белки необходимы для транспорта ионов и метаболитов 
между митохондриями и остальными частями клетки. В нашей работе мы использовали 
антитела против VDAC1. Вестерн-блот проводили, согласно методике Timmons и Dun-
bar (1990). Митохондриальные белки после фракционирования в SDS-ПААГ переноси-
ли на нитроцеллюлозную мембрану. Затем мембрану инкубировали в растворе первич-
ных антител в разведении (1: 1000). Иммунореактивные группы выявляли с помощью 
вторичных антител, конъюгированных со щелочной фосфатазой. В работе использова-
ли поликлональные антитела против VDAC1  (“Agrisera”, США). Показано, что порин 
присутствовал во всех субфракциях митохондрий. Данный факт в совокупности с дан-
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ными о сходном полипептидном составе субфракций указывает на тот факт, что мы 
имеем дело с популяциями митохондрий, а не с артефактами, возникшими в процессе 
выделения митохондрий. 

Одной из важнейшиx функциональныx xаpактеpиcтик митохондрий являетcя 
дыxание – потребление киcлоpода, сопряженное с фосфорилированием АДФ. При изу-
чении дыхательной активности митохондриальных фракций, полученных из этиолирован-
ных проростков кукурузы, было показано, что все три фракции поглощали кислород и были 
сопряжены. В ряде экспериментов для первой фракции («легких» митохондрий) был харак-
терен более высокий уровень дыхательной активности, однако этот показатель фракции 1 
был нестабильным. В целом уровень дыхательной активности всех трех митохондриальных 
фракций кукурузы был низким, коэффициент дыхательного контроля, показывающий со-
пряженность дыхания и фосфорилирования митохондрий, варьировал от 2 до 3. При добав-
лении к сопряженным фракциям митохондрий протонофора CCCP (карбонилцианид m-
хлорофенилгидразон) происходило разобщение дыхания и фосфорилирования.  

Оценка дыхательной активности митохондриальных фракций, полученных из корне-
плодов репы также позволила установить, что все три изучаемые фракции поглощали ки-
слород и характеризовались сопряжением дыхания и фосфорилирования. Наиболее высо-
ким показателем дыхательной активности (около 4) обладали митохондрии 2-ой и 3-ей 
субфракций. Митохондрии фракции 1 характеризовались более низким уровнем дыхатель-
ной активности (около 2), или же, в ряде случаев, сопряжение дыхания и фосфорилирова-
ния в этой фракции вовсе отсутствовало.  

С целью дальнейшей характеристики субпопуляций митохондрий мы провели анализ 
активности мембранных дыхательных комплексов с помощью метода BN-PAGE. Все про-
бы солюбилизированных митохондриальных мембран были нормализованы по содержа-
нию белка. Исходя из результатов окрашивания белков Кумасси, обнаружено, что спектр 
белков мембранных комплексов митохондриальной фракции 1 кукурузы соответствуют 
таковым во фракциях 2 и 3, за исключением слабо выраженных двух комплексов в верхней 
трети геля, белковые комплексы 2-й и 3-й фракций не различаются. Активность комплекса I 
дыхательной цепи в 1-ой фракции митохондрий кукурузы и репы незначительно снижена. 
Активность комплекса II дыхательной цепи в 1-й фракции снижена как у репы, так и у ку-
курузы, у кукурузы в большей степени. При этом у репы в 1-й фракции этот комплекс име-
ет большую молекулярную массу по сравнению с фракциями 2 и 3. Мы оценили также ак-
тивность IV комплекса в митохондриях репы и кукурузы и установили, что в 1-й фракции 
этот комплекс не функционирует.  

Обобщая полученные результаты, следует отметить, что 1-я митохондриальная фрак-
ция имеет значительные различия в составе и функционировании мембранных комплексов. 
По всей видимости, данная фракция представляет собой незрелые митохондрии, в мембра-
не которых комплексы дыхательной цепи еще только формируются и не функционируют в 
полной мере. Эти наблюдения совпадают с данными других исследований, описанных вы-
ше, в которых выделяли три популяции митохондрий в зависимости от стадии их развития.  

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 15-54-16010. 
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Цель работы: оценить диагностическую перспективу цитохимического и моле-

кулярного анализа митохондриальной дисфункции на ранних сроках развития дисли-
попротеидемии, а также в динамике острого ишемического повреждения миокарда. 

Дислипопротеидемию моделировали атерогенной диетой на кроликах породы 
"Шинишила". Животные были разделены на две группы (для каждой группы n = 10): 
экспериментальная дислипипопротеидемия (ежедневная атерогенная диета: 350 мг хо-
лестерина на 1 кг веса животного) и группа контроля (стандартная диета вивария). Срок 
эксперимента составил 14 суток. 

Инфаркт миокарда моделировали на самцах крыс линии «Вистар» подкожными 
инъекциями адреналина (0,2 мг на 100 г. массы животного). Крыс, получивших инъек-
ции адреналина, выводили из эксперимента с целью взятия крови и аутопсии через 24 
(n = 6), 48 (n = 6) и 72 часа (n = 6) наблюдения. Животным группы контроля (n=6) под-
кожно вводили физиологический раствор.  

Активность ферментов-биомаркеров цитолиза в сыворотке крови: общей креатин-
фосфокиназы (КФК), креатинфосфокиназы МВ (КФК-МВ), лактатдегидрогеназы (ЛДГ), 
аспартатаминотрансферазы (АСТ), аланинаминотрансферазы (АЛТ), липидный спектр 
(концентрацию триацилглицеридов, общего холестерола, холестерола ЛПОНП, ЛПНП и 
ЛПВП) анализировали с использованием наборов реагентов «Human Diagnostics GmbH» 
(Германия) на биохимическом анализаторе Beckman synhron 4 (Beckman coulter, США). 
Количественный анализ свободно-циркулирующей митохондриальной ДНК осуществля-
ли методом ПЦР в реальном времени. Митохондриальную ДНК выделяли из плазмы 
крови после удаления из нее тромбоцитов (Chiu R.W. et al, 2003). Анализ уровня мтДНК 
в пробах проводили на амплификаторе «DT lite» (ДНК-технология, Россия) с использо-
ванием реакционной смеси, содержащей SYBR Green (MaximaTM SYBR Green/ROX 
qPCR Master Mix – Thermo Fisher Scientific Inc., США). Амплифицировали фрагмент 
гена 16S рРНК (крысы – прямой праймер: 5’- TGCAGAAGCTATTAATGGTTCG-3’, 
обратный праймер: 5’-TTGGCTCTGCCACCCTAATA-3’; кролики – прямой праймер: 
5’-GTGTAGCCGCTATTAAAGGTTCG-3’, обратный праймер: 5’-
GGCTCTGCCACCTTAACTAGCT-3’) длиной 230 п.н. (Ellinger J. et al, 2008; Sudakov 
N.P. et al, 2012). Анализ состояния липидных частиц и митохондрий в клетках печени 
осуществляли с помощью лазерного конфокального микроскопа LSM-710 (Carl Zeiss, 
Германия). Фрагменты ткани печени фиксировали 2 % параформальдегидом. Ядра кле-
ток окрашивали DAPI (Sigma-Aldrich, США), липидные капли – Nile red (Sigma-Aldrich, 
USA), функционально-активные митохондрии – Mitotracker orange (Life Technologies, 
USA). В программной среде Imaris Bitplane 7.2.3. оценивали объем липидных капель, 
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количество функционально-активных митохондрий в 1•106 µm3 ткани печени. Морфо-
логические изменения миокарда и печени анализировали световой микроскопией гис-
тологических препаратов, окрашенных гематоксилин-эозином. Все манипуляции с ла-
бораторными животными проводились с соблюдением положений Хельсинкской дек-
ларации Всемирной Медицинской Ассоциации (2000 г.) и Директивы Европейского со-
общества 86/609 ЕЕС о гуманном отношении к экспериментальным животным (1986 
г.). Статистический анализ полученных данных проводили в программе Statistica 10, 
используя непараметрические методы. Межгрупповые различия оценивали по критери-
ям Манна-Уитни, Краскела-Уоллиса. 

На модели дислипопротеидемии показано, что на 14 сутки наблюдения у экспе-
риментальных животных уровень общего холестерола крови возрастает в 14 раз           
(p ≤ 0,05), при этом дисбаланс его атерогенной (ЛПНП и ЛПОНП) и антиатерогенной 
(ЛПВП) фракций увеличивается в сравнении с контролем в 6 раз (p ≤ 0,05). Это отра-
жает ослабление способности печени сдерживать развитие нарушений обмена липидов 
крови. При этом активность АСТ и АЛТ сохраняется на уровне контроля в течении 
данного срока наблюдения, что свидетельствует об отсутствии выраженных поврежде-
ний клеток печени. Тем не менее, трехмерное сканирование ткани печени с помощью 
лазерной конфокальной микроскопии показало, что на этом сроке наблюдения уже раз-
виваются структурно-функциональные нарушения в гепатоцитах. Установлено, что на 
14 сутки атерогенной диеты в гепатоцитах регистрируется статистически значимое       
(p ≤ 0,05) трехкратное возрастание общего объема липидных капель в сравнении с кон-
тролем. Анализ функционально-активных митохондрий на 14 сутки выявил двукратное 
снижение их количества в клетках печени животных экспериментальной группы           
(p ≤ 0,05). Таким образом, анализ препаратов печени, окрашенных флюорисцентными 
красителями Nile red и Mitotracker orange с помощью лазерной конфокальной микро-
скопии позволяет уже в течении первых недель экспериментальной дислипопротеиде-
мии выявить возрастание объема липидных капель, способствующее снижению коли-
чества функционально-активных митохондрий в клетках печени, что служит основой 
для прогрессирования нарушений липидного обмена в данном органе. Интересно отме-
тить, что на фоне зарегистрированных нарушений метаболизма липидов крови и струк-
турно-функциональных изменений в клетках печени наблюдается тенденция к трех-
кратному возрастанию концентрации свободно циркулирующей мтДНК в крови в срав-
нении с контролем (p = 0,6). Это характеризует перспективу данного показателя в каче-
стве одного из ранних нетканеспецифичных биомаркеров развития нарушений в клет-
ках-мишенях при дислипопротеидемии и атеросклерозе и предопределяет необходи-
мость изучения его динамики на более поздних сроках экспериментальной дислипо-
протеидемии. 

При моделировании инфаркта миокарда установлено, что через 24 часа после вве-
дения адреналина в крови экспериментальных животных наблюдается значимое воз-
растание активности КФК, КФК-МВ, ЛДГ и АСТ. Это объективно свидетельствует о 
развитии литических процессов в кардиомиоцитах на данном сроке наблюдения. Уро-
вень свободно циркулирующей мтДНК крови при этом возрастает в 1,5 раза в сравне-
нии с контролем. Через 48 часов активность КФК, КФК-МВ и ЛДГ проявляет тенден-
цию к снижению, оставаясь, тем не менее, выше значений контроля. Активность АСТ 
при этом уже находится на уровне контроля. Уровень свободно циркулирующей 
мтДНК в крови экспериментальных животных статистически значимо возрастает в 2 
раза (p ≤ 0,05). Через 72 часа после введения адреналина, активность всех исследуемых 
маркеров цитолиза снижается до показателей контроля.  Гистологические исследования 
миокарда экспериментальных животных на этом сроке наблюдения показали формиро-
вание в сердечной мышце множественных очагов лизиса мышечных волокон, с призна-
ками воспаления. Об этом объективно свидетельствует инфильтрация данных очагов 
макрофагами и полиморфноядерными фагоцитами. На фоне описанных выше измене-
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ний, уровень свободной мтДНК плазмы экспериментальных животных на данном сроке 
наблюдения увеличен в 1,5 раза в сравнении с группой контроля (p ≤ 0,05). Таким обра-
зом, пик возрастания уровня свободно циркулирующей мтДНК крови после подкожных 
инъекций адреналина формируется на сутки позднее увеличения активности известных 
кардиомаркеров. Наибольшее значение концентрации мтДНК крови достигается уже на 
этапе снижения активности данных ферментов и развитии воспалительного процесса в 
зонах некроза миокарда. Для объективного понимания информационного потенциала 
данного показателя для клинической кардиологии необходимо выявление и изучение 
процессов, определяющих его изменения. 

Таким образом, полученные нами данные характеризуют высокий диагностиче-
ский потенциал цитохимического анализа объема липидных частиц и количества функ-
ционально-активных митохондрий, определяемых методом трехмерного сканирования 
образцов ткани с помощью лазерной конфокальной микроскопии для исследований 
биоптата печени с целью ранней диагностики внутриклеточных нарушений при фор-
мировании липидной инфильтрации данного органа. Данные анализа уровня свободно 
циркулирующей мтДНК на ранних сроках развития дислипопротеидемии, а также в 
динамике острого ишемического повреждения миокарда предопределяют необходи-
мость детального изучения динамики данного показателя и механизмов изменения его 
уровня при атеросклерозе и острых ишемических повреждениях миокарда. 

В целом, полученные результаты будут создавать основу для создания технологий 
диагностического мониторинга развития дислипопротеидемии, атеросклероза, а также 
острых ишемических повреждений миокарда и требует дальнейших исследований. 
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У двудольных растений, включая арабидопсис, транскрипцию генов органелл 

осуществляют три РНК-полимеразы фагового типа, кодируемые в ядре, RPOTm, 
RPOTp и RPOTmp (NEP-полимеразы). Первые две осуществляют транскрипцию ис-
ключительно митохондриальных и хлоропластных генов, третья, RPOTmp, транспор-
тируется как в митохондрии, так и в хлоропласты, и предположительно участвует в 
транскрипции генов обеих органелл. Ранее было показано, что инсерционный мутант 
арабидопсиса по гену rpot2, кодирующему RPOTmp, характеризуется замедленным 
ростом, изменениями в морфологии листьев, экспрессии митохондриальных и, воз-
можно, хлоропластных генов, пониженной активностью митохондриальных дыхатель-
ных комплексов (Kühn et al., 2009). Роль RPOTmp в митохондриальной транскрипции 
была подтверждена многими исследованиями (Emanuel et al., 2006; Courtois et al., 2007; 
Kühn et al., 2009 и др.). Однако о потенциальном разделении в транскрипционной ак-
тивности между RPOTm и RPOTmp в митохондриях известно немного. При очевидной, 
хотя и не до конца изученной роли RpoTmp в митохондриальной транскрипции, функ-
ция данной NEP-полимеразы в хлоропластах двудольных растений является предметом 
дискуссии. Хлоропласты низших растений, включая водоросли за возможным исклю-
чением Physcomitrella, транскрибируют свои гены только с участием PEP-полимеразы: 
какие преимущества для покрытосеменных дает использование NEP-полимеразы, а для 
настоящих двудольных - даже двух ферментов фагового типа, остается неясным. Мно-
гие генетические элементы в пластидах и митохондриях регулируются различными ти-
пами промоторов, что предполагает конкурирующую или совместную транскрипцию 
генов различными типами ферментов. Поскольку локализация и активность RPOTmp 
связана с двумя органеллами, очень различающимися по своим функциям и по типу 
экспрессии генов, выяснение роли этой РНК-полимеразы, специфики в осуществлении 
транскрипции генов органелл представляет собой значительный интерес. В то же вре-
мя, двойная локализация RPOTmp делает весьма затруднительным анализ специфиче-
ской роли, которую данный фермент играет в каждой из органелл, в особенности на 
уровне in vivo. 

Ранее нами были получены две генетические конструкции, в одной из которых 
последовательность каталитической части гена rpot2 арабидопсиса была объединена с 
последовательностью, кодирующей транзитный пептид митохондриальной РНК-
полимеразы RPOTm, в другой – с последовательностью, кодирующей транзитный пеп-
тид хлоропластной RPOTp (Tarasenko et al., 2016). Данные генетические конструкции 
были использованы для агробактериальной трансформации растений арабидопсиса ди-
кого типа и мутантной линии rpotmp, у которой инактивирована функция RPOTmp, с 
последующим отбором линий, экспрессирующих данную NEP с адресацией либо в ми-
тохондрии, либо в хлоропласты. На основе растений дикого типа были получены линии 
с митохондриальной (Col-M) и хлоропластной (Col-P) гиперэкспрессией RPOTmp; на 
основе растений мутанта rpotmp - линии с комплементацией функций RPOTmp в мито-
хондриях (Tmp-M) и хлоропластах (Tmp-P). С помощью линий Tmp-M и Tmp-P было 
проведено исследование, позволившее установить, что функции RPOTmp связаны 
именно с митохондриями (Tarasenko et al., 2016). Для дальнейшего изучения роли 
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RPOTmp в экспрессии генов органелл и регуляции раннего развития растений, потен-
циального влияния функций этой РНК-полимеразы на функции других NEP были ис-
пользованы линии с гиперэкспрессией RPOTmp в митохондриях и хлоропластах.  

Анализ фенотипических особенностей линий с гиперэкспрессией RPOTmp в 
сравнении с растениями дикого типа и мутантом rpotmp показал, что линии трансфор-
мантов Соl-M, в основном, сходны в своих признаках (внешнем облике, скорости роста 
растений, копийности митохондриального генома) с диким типом; линии трансформан-
тов Col-P, в целом, характеризуются большей вариативностью этих признаков, а неко-
торые из них проявляют черты, сходные с мутантом rpotmp. У всех исследовавшихся 
линий с гиперэкспрессией RPOTmp, как с митохондриальной адресацией, так и с хло-
ропластной, было отмечено отсутствие корреляции между количеством вставок транс-
гена и такими признаками, как уровень экспрессии рекомбинантной RPOTmp и копий-
ность митохондриального генома. Для всех этих линий на фоне гиперэкспрессии 
RPOTmp характерно существенное снижение экспрессии всех трех нативных NEP, что 
также не коррелирует с фенотипом, проявляемым растениями той или иной линии. PC-
промотор rrn-оперона – единственный, для которого достаточно убедительно показана 
специфичность распознавания РНК-полимеразой RPOTmp (Courtois et al., 2007). Ак-
тивность транскрипции с этого промотора наблюдается в основном на экстремально 
ранних стадиях развития растения, т. е. при набухании и прорастании семян. Нами был 
проанализирован уровень транскрипции с PC-промотора в растениях дикого типа, му-
танте rpotmp и в полученных линиях с комплементацией (Tmp-M и Tmp-P) и гиперэкс-
прессией (Col-M и Col-P) данной NEP в митохондриях и хлоропластах. Показано, что 
уровень продукта, иницированного с праймера PC, примерно в 10 раз ниже, чем с 
праймера Р2, и примерно в 15 раз ниже при вычитании уровня, зафиксированного при 
использовании «фонового» праймера (рис. 1, Б). Повышение транскрипции с PC-
промотора выявлено только для линий, экспрессирующих RPOTmp с хлоропластной 
адресацией (рис. 1, В).  

 

 
 

Рис. 1. Анализ уровня предшественников транскриптов, инициированных с промо-
тора PC в диком типе (Col-0), мутанте rpotmp и линиях-гиперэкспрессорах (Col-M и Col-P).  

(A) Схематическая репрезентация сайтов инициации транскрипции оперона rrn в араби-
допсисе, и наборы праймеров, использованные для оценки в колОТ-ПЦР уровней предшестве-
ников РНК. Позиции праймеров указаны короткими стрелками. (Б) Уровни транскриптов, ини-
циированные с промотора PC в прорастающих семенах дикого типа (Col-0) и мутантной линии 
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rpotmp. (В) Уровни предшественников транскриптов, инициированных с промотора PC в расте-
ниях дикого типа (Col-0), мутанте rpotmp и линиях-гиперэкспрессорах (Col-M и Col-P). Возраст 
проростков - 12 суток после прорастания. Изменения в уровне транскрипта нормализованы к 
уровню РНК, инициированной с вышерасположенных промоторов, принятому за 1.  

 
У линий арабидопсиса с гиперэкспрессией RPOTmp как в митохондриях, так и в 

хлоропластах установлена пониженная чувствительность прорастания семян к репрес-
сирующему действию высоких концентраций сахарозы, указывая на возможную роль 
абсцизовой кислоты в регуляции экспрессии ядерного гена, кодирующего данную РНК-
полимеразу. При изучении характера прорастания семян изучаемых линий на средах, 
содержащих абсцизовую кислоту, была установлена высокая чувствительность к АБК у 
нокаут-мутанта rpotmp, при этом гиперэкспрессия RPOTmp, напротив, приводила к 
снижению чувствительности семян к АБК по сравнению с линией дикого типа. Анализ 
данных, полученных методом ДНК-микрочипирования, позволил выявить снижение 
экспрессии ряда генов, кодирующих белки, участвующие в механизмах, регулируемых 
с участием абсцизовой кислоты. Мы предполагаем, что повышение уровня RPOTmp 
вызывает изменение в работе каких-то клеточных факторов, играющих особую роль в 
реакции растения на стресс, и что эти факторы на уровне регуляции экспрессии хлоро-
пластных генов могут иметь отношение к раннему прорастанию семян, судя по актива-
ции транскрипции с характерного для этого этапа развития промотора PC оперона 
rrn16. 

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ (грант 16-04-00626). 
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Many lines of evidence suggest that decreased mitochondrialfunction is a hallmark of 

aging and that mitochondrialdysfunction has a central role in Alzheimer’s disease (AD), the 
most common type of age-related dementia worldwide, which has no cure. The central role of 
mitochondria in aging was first proposed by Denham Harman, on the basis of his original 
theory that aging is caused by the accumulation of damage resulting from reactive oxygen 
species (ROS) (Harman, 2009). However, recent findings suggest that formation of ROS is 
neither the primary nor the initial cause of aging. Moreover, transient stress on mitochondria, 
including mitochondrial ROS (playing a critical role in a number of intra- and extracellular 
processes), elicits beneficial changes that extend the lifespan (Rose et al., 2017). Clearly, mi-
tochondrial function regulates the rate of aging, and mitochondrial dysfunction takes the cen-
ter stage in the pathophysiology of age-related neurodegenerative disorders, but the underly-
ing mechanisms remain unclear. We explored the role of mitochondrial dysfunction in the de-
velopment of sporadic late-onset AD, which accounts for ~95 % of all disease cases, using 
senescence-accelerated OXYS rats. This rat model simulates key characteristics of AD in-
cluding tau protein hyper-phosphorylation, synaptic losses, neuronal cell death, behavioral 
alterations, and a decrease in cognitive functions on the background of increase in APP levels, 
enhanced accumulation of Aβ, and formation of amyloid plaques in the brain.The genome of 
OXYS rats lacking the mutations in the App, Psen1, and Psen2 genes, which are specific for 
the early form of AD, also speaks in favor of the this model matching the particular criteria of 
sporadic AD (Stefanova et al., 2014). According to our data, the development and progression 
of AD-like pathology in OXYS rats may be caused by mitochondrial dysfunction (Stefanova 
et al., 2014-2016, Kolosova et al., 2017, Tyumentsev et al., 2018). Here we summarize our 
evidence supporting the validity of this assertion. 

First, already at the age of 20 days, i.e., at the preclinical stage of the development of 
AD-like pathology, OXYS rats showed some characteristic changes in hippocampal mito-
chondria, which increased in size during the manifestation (the age of 5 months) and progres-
sion of these pathological changes (18 months). Even at this early age, OXYS rats show sig-
nificantly lower respiratory complex IV activity and a tendency toward a decrease in the ac-
tivity of complexes I and V. The persistent depression of respiratory chain activity in the hip-
pocampal mitochondria of OXYS rats is observed throughout the lifespan. Simultaneously 
this decreased activity, OXYS rats show increased fusion, which leads to formation of larger 
mitochondria. Such fused highly integrated mitochondrial phenotype is thought to be geared 
toward upregulation of energy supply via ATP synthesis. Therefore, we did not detect any 
signs of energy deficiency in OXYS rats’ brain up to the age of 3 months, when we estimated 
the brain energy metabolism by 31P NMR spectroscopy. What’s more, we have previously 
detected an increased phosphate potential in 2- to 3-week-old OXYS rats compared to Wistar 
rats (elevated creatine phosphateto inorganic phosphate (PCr/Pi) and (PCr/ATP) ratios) which 
could be a consequence of adaptation of the brain to hypoxic conditions (Sergeeva et al., 
2006). Later, we have shown that the prevalence of the mitochondrial common deletion (4834 
bp in mtDNA; which is the most typical form of mtDNA oxidative damage associated with 
aging and degenerative diseases) in the hippocampus of OXYS rats is increased, especially at 
the stage of completion of brain development in the postnatal period (Loshenova et al., 2015). 
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This level remained elevated not only at the stages preceding the manifestation and the devel-
opment of the signs of AD but also during their progression. 

By the age of 20 days, final maturation of the brain takes place, during which many 
brain regions, including the hippocampus, undergo development and histogenesis associated 
with the formation of interneuronal contacts and elimination of “transitional” cell populations 
by apoptosis. High apoptotic activity and, according to the latest data, neurogenesis, point to 
enhanced ROS production. It is noteworthy that we found that early age (20 days) is the only 
period when brain mitochondria from OXYS rats show signs of increased production of ROS. 
It should be noted that increased production of ROS occurs much earlier than amyloid plaque 
accumulation, tau hyperphosphorylation, or behavioral abnormalities in OXYS rats (Stefano-
va et al., 2015). For a long time overproduction of ROS has been regarded as the cornerstone 
of mitochondrial pathology and of neurodegenerative diseases in which mitochondrial pathol-
ogy plays an important part (Srivastava, 2017). In contrast, we did not see enhanced formation 
of ROS by mitochondria isolated from the brain of 5- and 24-month-old rats when the AD-
like pathology developed and progressed and well-pronounced structural disturbances in mi-
tochondria were revealed in the hippocampus of OXYS rats by electron microscopy. We hy-
pothesized that the state of mitochondria in OXYS rats may be characterized as mild uncoupl-
ing, which can decrease ROS production by lowering the membrane potential; this change 
increases the rate of electron transfer and oxygen consumption while maintaining respiratory 
complexes in a more oxidized state (Korshunov et al., 1997). 

Second, according data of RNA-seq (Stefanova et al., 2015) the expression profile of mi-
tochondrial genes in the brain of OXYS rats is significantly different from that of normal con-
trol rats, including the possible mitochondrial energy deficiency.Progression occurs against the 
background of alteration in the cortex of the genes associated with the metabolic pathway of 
AD, including those related to processing of the precursor protein Aβ, aggregation and degrada-
tion of Aβ, synaptic processes, and mitochondrial dysfunction. Our results are consistent with 
RNA-Seq data on changes in the transcriptome of the prefrontal cortex of patients with AD. 

Data on the change of mitochondrial mass during brain aging are limited but overall 
suggest that with advancing age, this parameter increases or tends to increase (Swerdlow, 
2011). In 2-year-old Wistar rats, we observed a tendency toward an increase in the number of 
mitochondria in hippocampal neurons. Furthermore, in OXYS rats, their amount decreased by 
age 5 months, remained at this level at 24 months and was significantly lower than that in 
Wistar rats. Starting at the age of 4 months and until age 24 months, we observed a shift from 
mitochondrial fusion toward fission as evidenced by increasing DRP1 content. Decreased mi-
tochondrial fusion and formation of a fragmented mitochondrial phenotype is a characteristic 
sign of many models of neurodegenerative diseases. Mitochondrial fission itself may also 
contribute to the removal of mitochondria through subsequent mitophagy contributing to the 
diminishing number of mitochondria. Overall, the observed events appear to signify a mis-
match between the intensities of biogenesis and mitophagy; this phenomenon as a whole is 
also considered a hallmark of age-associated neurodegenerative diseases. 

Mitochondria are physically and biochemically in contact with ER via formation of mi-
tochondria-associated membranes harboring various effector and signaling proteins positioned 
in lipid rafts. In addition to mitochondrial dynamics, ER contact sites play a pivotal role in 
mitophagy, membrane lipid transport, and calcium signaling. We showed increased formation 
of ER contact sites on neuronal mitochondria of OXYS rats during manifestation of AD signs 
(age 5 months) that may be a part of an ongoing compensatory reaction aimed at increasing 
the supply of ATP and improving the quality control of the remaining mitochondria. Similar-
ly, OXYS neuronal mitochondria starting from a young age are more frequently positioned 
next to the nucleus, with the frequency increasing threefold during the rats’ lifespan, suggest-
ing that starting at the age of the first signs of AD, the demand for ATP in the neuronal nuc-
leus increases. Notably, in OXYS rats, formation of ER contact sites after an increase at the 
age of 5 months underwent a significant decrease later, at the age of active progression of 
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AD-like pathology. This change in ER contact sites is accompanied by signs of AD, such as Aβ 
accumulation, tau hyperphosphorylation, synaptic impairment, and neuronal death. These data 
suggest that by the late age (24 months), an initial compensatory response aimed against Aβ ac-
cumulation no longer functions. Additionally, at this age, OXYS rats accumulate more severely 
damaged mitochondria as compared to Wistar rats; this finding indicates that OXYS mitochon-
dria are under a significant workload, where quality control mechanisms become insufficient.  

Summarizing the results of our studies, we compared the age-dependent changes in neu-
ronal mitochondria with the development of AD signs in OXYS rats. We can see that already 
at the age of 20 days in the absence of any signs of AD, OXYS rats show decreased activity 
of complex IV of the respiratory chain, increased ROS production, and accumulation of dele-
tions in mitochondrial DNA. Manifestation of behavioral aberrations and deterioration of 
cognitive abilities in OXYS rats take place at the age of 3–4 months during the increase in 
mitochondrial aberrations and hyperphosphorylation of tau protein. Increased accumulation of 
Aβ in the brain of OXYS rats occurs at age 7–12 months, concurrently with well-pronounced 
neurodegenerative changes, and becomes a secondary event in relation to mitochondrial dys-
function. The key role of mitochondrial dysfunction in the pathophysiology of AD is con-
firmed by the ability of mitochondria-targeted antioxidant SkQ1 to alleviate the neurodege-
nerative alterations via improvement of structural and functional state of mitochondria in 
OXYS rats. Namely, SkQ1 prevents the neuronal loss and synaptic damage, enhances neuro-
trophic supply, and decreases the amounts of toxic forms of Aβ and tau hyperphosphorylation 
in the hippocampus of OXYS rats, thereby resulting in improvement of cognitive function (Ste-
fanova et al., 2014, 2016; Kolosova et al., 2017). Collectively, these data allow us to conclude 
that mitochondrial dysfunction appears at least to mediate or possibly even initiate pathological 
molecular cascades of AD-like pathology in OXYS rats. Therefore, mitochondrial dysfunction 
may be considered a predictor of the early development of the late-onset form of AD in hu-
mans. If so, mitochondrial dysfunction actually constitutes a mechanistic link between brain 
aging and AD. 
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Макрофаги являются клетками-хозяевами для вызывающих туберкулез (ТБ) ми-

кобактерий, которые способны персистировать в макрофагах годами и даже десятиле-
тиями (Lawn, Zumla, 2011). Латентный бессимптомный этап ТБ инфекции характеризу-
ется образованием провоспалительных гранулем – структурных скоплений иммунных 
клеток: макрофагов, дендритных клеток, нейтрофилов, содержащих микобактерии. 
Апоптоз клеток, инфицированных микобактериями, считается одним из главных меха-
низмов борьбы организма животных и человека с ТБ инфекцией (Behar, et al., 2011).  

В наших исследованиях мышиных гранулем в культуре ex vivo не были выявлены 
морфологические признаки гибели клеток-хозяев с разной степенью зараженности ми-
кобактериями вакцины БЦЖ (аттенюированный штамм Mycobacterium bovis bacillus 
Calmette-Guérin, BCG) ни по механизмам апоптоза, ни по пути некроза при латентной 
ТБ инфекции мышей линии BALB/c (Ufimtseva, 2013, 2015, 2016). С помощью световой 
и конфокальной микроскопии препаратов клеток, окрашенных иммуноцитохимически 
и/или иммунофлуоресцентно, в данной работе были проанализированы мышиные гра-
нулемы и контрольные макрофаги на наличие индукторов, ингибиторов и маркеров 
апоптозной гибели клеток.  

Во всех гранулемах из селезенок исследованных мышей обнаружили значитель-
ное количество макрофагов как с микобактериями, так и без микробов, цитоплазма ко-
торых была окрашена на провоспалительный цитокин и индуктор апоптоза TNFα, часто 
очень интенсивно. При этом рецептор CD30, входящий в подгруппу рецепторов выжи-
вания суперсемейства рецепторов к белку TNFα и модулирующий влияние цитокина на 
жизнеспособность клеток, выявили на плазматической мембране только небольшого 
числа макрофагов гранулем.  

Мультифункциональный скэвинджер-рецептор CD36, один из активаторов каспаз 
и апоптоза, обнаружили на мембранах большого числа макрофагов, дендритных клеток 
и лимфоцитов гранулем. Следовательно, макрофаги гранулем мышей с повышенным 
количеством рецепторов CD36 были предрасположены не только к поглощению по-
гибших лимфоцитов и тромбоцитов гранулем, что ранее наблюдали, но и к своей дест-
рукции по каспазозависимым механизмам апоптоза в процессе развития у мышей ла-
тентной ТБ инфекции.  

Большинство клеток гранулем мышей также содержали рецептор смерти 
Fas/CD95 в повышенном количестве как в микродоменных структурах, так и по всей 
поверхности плазматической мембраны клеток и, соответственно, были готовы к реа-
лизации запуска апоптоза по одному из рецепторных механизмов.  

Для обнаружения проапоптозных белков Вах и Ваd использовали антитела, выяв-
лявшие их общие формы без учета конформационно-измененных или фосфорилиро-
ванных форм. Белки Вах и Ваd выявили во всех клетках гранулем мышей, поскольку 
они являются конститутивными белками клеток млекопитающих и всегда присутству-
ют в цитоплазме. Однако колокализация белков Вах и Ваd на небольших округлых 
структурах разного размера, расположенных дискретно на периферии от ядра и, воз-
можно, являющихся митохондриями, указывала на их совместное проапоптозное дей-
ствие в клетках гранулем мышей.  
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Белок P53, при накоплении в клетках запускающий программу стресс-зависимого 
митохондриального пути апоптоза, не наблюдали ни в цитоплазме, ни в ядрах макрофа-
гов и дендритных клеток гранулем как содержавших микобактерии, так и не имевших 
микробов. Следовательно, стабилизации и накопления белка P53 в клетках гранулем 
мышей не установили, что также указывало, вместе с неизмененной морфологией их 
ядер без признаков конденсации хроматина и сегрегации ядрышек, на отсутствие по-
вреждений ДНК в клетках гранулем и, опосредованно, на недостаток митохондриаль-
ных активаторов этого процесса.  

Активацию каспазы-3, как одного из главных маркеров развития апоптозной ги-
бели клеток, анализировали с использованием антител к экзекуторной форме этого 
фермента и обнаружили в цитоплазме только единичных макрофагов, дендритных кле-
ток, фибробластов и мегакариоцитов гранулем мышей.  

Таким образом, в гранулемах на латентной стадии ТБ инфекции мышей при по-
вышенном содержании индуктора апоптоза TNFα, проапоптозных белков Вах и Ваd, 
рецептора смерти Fas/CD95 и скэвинджер-рецептора CD36 не выявили ни стабилиза-
ции белка P53, ни активации каспазы-3 в макрофагах и дендритных клетках вне зави-
симости от присутствия в них микобактерий. Соответственно, блокирование развития 
апоптозной гибели клеток могло происходить, вероятно, на стадии обратимых измене-
ний до начала действия митохондриальных и постмитохондриальных факторов и эф-
фекторов апоптоза.  

Белок Bcl-2 считается одним из главных защитников клеток от нарушений прони-
цаемости мембраны митохондрий и развития апоптоза (Van Loo, et al., 2002). При им-
муноцитохимическом выявлении белка Bcl-2 наблюдали интенсивное окрашивание на 
данный маркер цитоплазмы подавляющего большинства макрофагов, дендритных кле-
ток, фибробластов и других клеток гранулем мышей. При иммунофлуоресцентной ви-
зуализации выявили как диффузное окрашивание на Bcl-2 антиген цитоплазмы макро-
фагов гранулем, и с микобактериями и без них, так и интенсивное мечение небольших 
округлых структур разного размера, дискретно расположенных по всему пространству 
клеток. Часть дискретных структур, окрашенных на белок Bcl-2, колокализовалась с 
красителем митохондрий MitoTracker Deep Red FM. Белок Bcl-2 также колокализовался 
с флуоресцентным прижизненным потенциал-зависимым красителем митохондрий Di-
OC6 на небольших дискретных структурах аналогичного размера, как и при окраске Mi-
toTracker, по всей цитоплазме макрофагов гранулем. Также выявили колокализацию 
белка Bcl-2 с проапоптозным белком Вах в клетках гранулем. В макрофагах культур 
клеток костного мозга и перитонеального экссудата интактных мышей, контрольных 
или зараженных BCG микобактериями in vitro, активации продукции белка Bcl-2 не об-
наружили в течение 4-120 ч анализа (Ufimtseva, 2017). Таким образом, гранулемы мы-
шей с латентной ТБ инфекцией характеризовались повышенным содержанием белка 
Bcl-2 в различных компартментах клеток, в том числе и на митохондриях, вне зависи-
мости от присутствия в клетках микобактерий.  

Во время анализа на конфокальном микроскопе клеток гранулем, выделенных  из 
селезенки мыши 23 и окрашенных с использованием антител на белок Bcl-2 и красите-
ля DiOC6, а затем фиксированных, наблюдали постепенное исчезновение зеленого сиг-
нала в процессе тестирования. Это событие указывало на постепенную миграцию кра-
сителя DiOC6 из митохондрий в результате деполяризации их мембран и снижения ве-
личины мембранного потенциала (ΔΨm) в погибших после фиксирования макрофагах 
гранулем, тогда как интенсивность красного сигнала, соответствующего белку Bcl-2, не 
изменялась. Также отметим, что после прижизненной длительной процедуры окраши-
вания макрофаги гранулем мыши 23 сохранили неизмененную морфологию и самих 
клеток и митохондрий в них, как и целостность ядер.  

Однако в аналогичных опытах с контрольными перитонеальными макрофагами 
интактных мышей обнаружили проапоптозные изменения их морфологии при отсутст-
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вии окраски на белок Bcl-2 и минимальной флуоресценции красителя DiOC6. Также 
выявили фрагментацию ядер перитонеальных макрофагов, характерную для апоптоз-
ной гибели клеток, и точечные сигналы красителя DiOC6 в околоядерных районах, ука-
зывавшие на сниженный ΔΨm митохондрий. Вероятно, в процессе окрашивания из-за 
отсутствия белка Bcl-2 происходило быстрое развитие гибели контрольных перитоне-
альных макрофагов с разрушением их ядер и пространственно ориентированной сети 
митохондрий с перемещением органелл в зону ядра.  

Ранее мы установили (Ufimtseva, 2015), что треть макрофагов гранулем из селе-
зенки мыши 23 содержали значительное количество микобактерий, в том числе и раз-
множающиеся в колониях с корд-морфологией, что является признаком вирулентности 
микобактерий. Однако во всех макрофагах гранулем мыши 23, интенсивно окрашенных 
на антиапоптозный белок Bcl-2, не наблюдали морфологических признаков гибели кле-
ток ни по механизмам апоптоза, ни по пути некроза. Следовательно, белок Bcl-2, обна-
руженный в больших количествах и в цитоплазме и на митохондриях макрофагов гра-
нулем мыши 23, мог быть одним из факторов защиты клеток от гибели как при прове-
дении длительных процедур прижизненной окраски в культуре ex vivo, так, вероятно, и 
in vivo в гранулемах с большим числом инфицированных клеток.  

В результате, по совокупности полученных данных предположили, что именно 
повышенная продукция антиапоптозного белка Bcl-2 в клетках гранулем и его локали-
зация в больших количествах на митохондриях могли внести существенный вклад в со-
хранение жизнеспособности клеток гранулем не только в культуре ex vivo или в про-
цессе прижизненного окрашивания на ряд маркеров, но и в организме мышей на раз-
ных сроках латентной ТБ инфекции при значительном давлении микобактериальных, 
провоспалительных и проапоптозных факторов. 
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Туберкулез (TБ), вызываемый внутриклеточным макрофагальным патогеном 

Mycobacterium tuberculosis, остается одной из значимых проблем здравоохранения. От-
рицательной тенденцией последних лет в мире стало прогрессирующее увеличение 
числа случаев первичного заражения антибиотико-устойчивыми штаммами M. tubercu-
losis с развитием остро-прогрессирующих форм лекарственно-резистентного ТБ с тя-
желым клиническим течением и значительной распространенностью патологического 
процесса. Все более широкое распространение штаммов микобактерий с множествен-
ной лекарственной устойчивостью к антибиотикам ставит в качестве актуальной задачи 
поиск новых способов и подходов как для подавления инфекции, так и для сокращения 
сроков лечения ТБ без снижения его эффективности. Одним из перспективных вариан-
тов может быть применение препаратов наночастиц серебра, проявляющих высокую 
селективную бактерицидную активность в отношении прокариот (Rudramurthy et al., 
2016; Wang et al., 2017).  

Человек заражается M. tuberculosis в результате аэрозольной инфекции. Макрофа-
ги легких захватывают микобактерии путем фагоцитоза и уничтожают их в фаголизо-
сомах с помощью активных форм кислорода и азота, лизосомальных гидролаз и токси-
ческих пептидов в среде с низким значением рН. В основе развития туберкулезного за-
болевания лежит, как правило, неспособность макрофагов разрушать поглощенные ми-
кобактерии. 

Ранее при исследовании культур клеток костного мозга и перитонеальных макро-
фагов мышей линии BALB/c, in vitro инфицированных микобактериями вакцины БЦЖ 
(аттенюированный штамм M. bovis, Bacillus Calmette-Guérin, BCG), мы обнаружили 
бактерицидную активность препаратов наночастиц металлического серебра Ag(0) раз-
мером 2–5, 10–15 и 35–40 нм, предоставленных для тестирования И.Д. Ивановым (Ин-
ститут молекулярной биологии и биофизики,  Новосибирск), в концентрации 5,0 мкг/мл 
(Уфимцева и др., 2016). Для инфицирования мышиных клеток была использована вак-
цина БЦЖ, поскольку при тестировании ряда антимикробных препаратов было найдено 
хорошее соответствие между результатами, полученными в экспериментах со штамма-
ми M. tuberculosis и BCG микобактериями (Altaf et al., 2010). Также, BCG микобакте-
рии – один из модельных объектов для исследования патогенеза микобактерий тубер-
кулезного комплекса в клетках-хозяевах, поскольку имеют тот же состав клеточной 
стенки, что и возбудители туберкулеза, но безопасны для человека (Shiloh et al., 2010). 
Однако при совместном культивировании в фосфатном буфере на +37 °С в бактериоло-
гических экспериментах наночастицы серебра Ag(0) разного размера в концентрации 
5,0 мкг/мл не снижали жизнеспособность грамположительных BCG микобактерий в 
течение 2–72 ч анализа, одновременно эффективно предотвращая размножение грамот-
рицательных бактерий Escherichia coli и микрококков в этих растворах. Следовательно, 
анализ механизмов бактерицидного действия наночастиц серебра на внутриклеточные 
микобактерии в клетках-хозяевах остается актуальной задачей как для развития нано-
биотехнологических исследований, так и для использования продуктов нанобиотехно-
логии в связи с повсеместным распространением штаммов микобактерий с множест-
венной лекарственной устойчивостью к антибиотикам.   
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Исследование механизмов бактерицидного действия наночастиц серебра Ag(0) 
разного размера в концентрации 5,0 мкг/мл провели в культурах мышиных перитоне-
альных макрофагов, как инфицированных BCG микобактериями, так и в контрольных 
клетках без заражения, с добавлением или без добавления в разных сочетаниях индук-
торов образования активных форм кислорода (перекись водорода Н2О2), апоптоза и ау-
тофагии (АВТ 737), антиоксидантов (восстановленный глутатион GSH или митохонд-
риально направленный LiCl), противотуберкулезного лекарства изониазида. На 2, 4, 6 и 
24 ч тестирования в культуры макрофагов вносили прижизненные красители для де-
текции образования в мышиных клетках активных форм кислорода в цитоплазме 
(CellROX Deep Red Reagent и H2DCFDA) и митохондриях (MitoSOX Red Indicator), ак-
тивации каспаз 3/7 (CellEvent Caspase-3/7 Green Detection Reagent), развития апоптоза 
по определению фосфатидилсерина на внешней плазматической мембране (Annexin V-
FITC) или некроза (Hoechst 33342 и PI). Затем флуоресцентные метки проанализирова-
ли на приборе In Cell Analyzer 2200. Иммунофлуоресцентно окрашенные препараты 
культур макрофагов также исследовали на конфокальном микроскопе LSM-780 на ак-
тивацию продукции iNOS, провоспалительных цитокинов TNFα, IFNγ и IL-1α, геноток-
сического стресса с определением стабилизации белка Р53 в цитоплазме и ядре клеток 
мышей и образования двунитевых разрывов в ДНК по появлению γH2AX-меченых фо-
кусов в ядрах макрофагов.  

В результате в мышиных макрофагах, инфицированных BCG микобактериями 
или нет, на 2, 4 и 6 ч тестирования только после добавления наночастиц  серебра Ag(0) 
разного размера наблюдали активацию каспаз 3/7 и развитие апоптоза при отсутствии 
образования активных форм кислорода: H2O2 (детекция с H2DCFDA), митохондриального 
O2

− (детекция с MitoSOX Red Indicator) и других типов (детекция с CellROX Deep Red 
Reagent). Проведенный анализ не выявил активации продукции провоспалительных ци-
токинов TNFα, IFNγ и IL-1α, iNOS и развития генотоксического стресса во всех иссле-
дованных культурах макрофагов, инкубированных как с BCG микобактериями, так и с 
наночастицами серебра Ag(0) разного размера, в том числе при совместном культиви-
ровании на всех сроках тестирования. Увеличение образования активных форм кисло-
рода (детекция с CellROX Deep Red Reagent) обнаружили на 24 ч эксперимента только в 
культурах макрофагов, инфицированных BCG микобактериями, при культивировании с 
наночастицами серебра Ag(0) размером 35-40 нм (23,1 ± 0,4 % CellROX-
положительных клеток), которое снижалось до цифр, выявленных в контрольных клет-
ках (3,4 ± 0,3 % CellROX-положительных клеток), при добавлении антиоксиданта GSH 
(1.4±0.2% CellROX-положительных клеток), но не LiCl (16,3 ± 0,4 % CellROX-
положительных клеток). Однако во всех культурах макрофагов не обнаружили увели-
чения производства ни H2O2 (детекция с H2DCFDA), ни митохондриального O2

− (детекция с 

MitoSOX Red Indicator). Вероятно, увеличение окислительных продуктов, детектируе-
мых с помощью CellROX Deep Red Reagent, именно в инфицированных макрофагах 
произошло из-за усиления элиминации микобактерий в лизосомах клеток, поскольку в 
этот период времени наблюдали появление колокализации BCG микобактерий, визуа-
лизированных с использованием антител на главный гликолипид клеточной стенки ми-
кобактерий липоарабиноманнан, со структурами, окрашенными  маркером лизосом 
LysoTracker Red DND-99. 

В итоге, проведенное исследование показало, что в основе бактерицидного и про-
апоптозного действия использованных наночастиц серебра Ag(0) в мышиных макрофа-
гах, инфицированных in vitro микобактериями вакцины БЦЖ, нет активации ни окис-
лительного, ни генотоксического стрессов, которые по данным литературы (Dayem et 
al., 2017; Wang et al., 2017) предполагались основными механизмами действия исполь-
зованных препаратов. Также не обнаружили активации продукции провоспалительных 
молекул и цитокинов в исследованных мышиных клетках. Следовательно, необходимо 
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продолжение поиска механизмов действия наночастиц серебра Ag(0) разного размера 
на микобактерии в макрофагах мышей. 

Благодарим за препараты наночастиц серебра Ag(0) И.Д. Иванова, за помощь в 
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В стареющих колеоптилях проростков пшеницы обнаружены везикулы, представ-

ляющие собой различного размера фрагменты цитоплазмы, содержащие одну или не-
сколько митохондрий (Bakeeva, 1999). Цитоплазма в обнаруженных везикулах не имеет 
признаков деструкции, в отличие от содержимого окружающей их гигантской вакуоли. 
Из фракции везикул нами выделены и охарактеризованы две эндонуклеазы WEN1 и 
WEN2 (Fedoreyeva, 2007, Федореева, 2008). 

Эндонуклеазы WEN1 и WEN2 чувствительны к статусу метилирования ДНК. Эн-
донуклеаза WEN2 предпочтительно расщепляет неметилированную, а WEN1 метили-
рованную ДНК. S-аденозил-L-метионин (SAM) значительно усиливает действие эндо-
нуклеазы WEN2 и ингибирует WEN1. Тем самым, открыт новый механизм разнона-
правленной регуляции активности растительных эндонуклеаз SAMом. Нуклеазы WEN1 
и WEN2 являются нейтральными Ca2+, Mg2+-зависимыми ферментами. Ионы Mg2+ ак-
тивируют эндонуклеазу WEN1 и эндонуклеазу WEN2. Ионы Ca2+ сильно активируют 
эндонуклеазу WEN1 и заметно ингибируют эндонуклеазу WEN2. Такая разнонаправ-
ленная зависимость действия эндонуклеаз WEN1 и WEN2 от ионов Ca2+ вероятно явля-
ется важной для их функционирования в клетке.  

В молодых проростках активность WEN1 локализуется в митохондриях. В про-
цессе развития проростков WEN1 обнаруживается в ядрах и везикулярной фракции, 
содержащей митохондрии. Нуклеазная активность (НА) WEN2 в молодых проростках 
локализуется в ядерной фракции, в процессе развития проростков этот фермент обна-
руживается в везикулярной фракции. Резкое увеличение НА после 6-го дня развития 
проростка, по-видимому, связано с нуклеазами, участвующими в апоптозной межнук-
леосомной фрагментацией ДНК. При выращивании этиолированных проростков в при-
сутствии этрела (продуцент этилена) в них наблюдается резкое увеличение (примерно в 
6 раз) НА. В присутствии антиоксиданта ионола (ВНТ) в проростках ингибируется 
апоптозная фрагментация ДНК. Мы установили, что при этом суммарная нуклеазная 
активность в проростках уменьшается и фрагментация ДНК не происходит. WEN1 и 
WEN2 в стареющих колеоптилях индуцируются при увяданиии и стимулируются 
«гормоном старения» – этиленом.  

В изолированных ядрах фермент WEN2 расщеплял ядерную ДНК на крупные, а 
WEN1 – на более короткие фрагменты. При одновременном воздействии эндонуклеаз 
WEN1 и WEN2 на изолированные ядра проростков пшеницы выявлялась типичная кар-
тина межнуклеосомной фрагментации ДНК с образованием так называемой «лестни-
цы» из фрагментов ДНК. 

Из везикулярной фракции стареющих колеоптилей проростков пшеницы выделе-
на и охарактеризована адениновая ДНК-метилтрансфераза (WAD). Это – первая адени-
новая ДНК-метилтрансфераза, обнаруженная у эукариот вообще (Fedoreyeva, 2002). 

WAD предпочитает метилировать одноцепочечную ДНК, ее максимальная актив-
ность связана с репликацией митохондриальной ДНК. Предполагается, что WAD уча-
ствует в репликации мтДНК. Не исключено, что контроль за репликацией мтДНК аде-
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ниновым ДНК-метилированием в известной мере сходен с явлением хозяйской рест-
рикции-модификации (R-M), свойственной бактериям 

Не исключено, что эндонуклеазы WEN1 и WEN2 могут принимать участие и в 
репарации и рекомбинации митохондриальной активно реплицирующейся ДНК. 

Короткие пептиды (из 2–4 аминокислотных остатков) модулируют гидролиз ДНК 
эукариотическими CNG- и СG-сайт специфическими пшеничными эндонуклеазами 
WEN1 и WEN2 в зависимости от статуса метилирования ДНК. Модуляция активности 
этих ферментов пептидами может быть обусловлена тем, что пептиды связываются с 
определенными сайтами ДНК. Кроме того, действие пептидов может быть опосредова-
но гистонами. Это очень важный факт, поскольку в клетке пептиды изначально должны 
найти в хроматине те места, которые доступны для связывания с ДНК, а эта доступ-
ность может определяться гистонами. Все исследованные нами пептиды модулируют 
также гидролиз однотяжевых и двутяжевых олигонуклеотидов, содержащих CNG и 
CG-сайты, и эта модуляция зависит от наличия метильной группы в олигонуклеотидах 
(Хавинсон, 2011). Предполагается, что сайт-специфические взаимодействия пептидов с 
ДНК могут эпигенетически контролировать генетические функции клетки.  

Работа выполнена по госзаданию АААА-А17-117091460012-8 и поддержана 
РФФИ (№ 18-016-00150). 
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Мягкий тепловой стресс индуцирует синтез белков теплового шока (БТШ) и раз-

витие устойчивости к жесткому тепловому шоку. Это явление известно как индуциро-
ванная термотолерантность. Ранее было показано, что митохондрии участвуют в акти-
вации экспрессии БТШ (Рихванов и др., 2014). Продукция АФК рассматривается как 
вероятный триггер синтеза БТШ, а митохондрии могут быть его основным источником 
(Рихванов и др., 2014). Ранее нами было показано, что внутренняя и внешние митохон-
дриальные NADH–дегидрогеназы дрожжей участвуют в повышении продукции АФК 
(Fedoseeva et al., 2017). В клетках дрожжей функционируют две внешние NADH–
дегидрогеназы (Nde1p и Nde2p) и одна внутренняя (Ndi1p). Поэтому целью настоящей 
работы являлось изучение роли этих ферментов в ответе дрожжевой клетки на тепловое 
воздействие. Для этого сравнивали термотолерантность, индуцированную термотоле-
рантность, индукцию синтеза Hsp104p и продукцию АФК в клетках дрожжей с нару-
шением функционирования митохондриальных NADH–дегидрогеназ.  

Материалы и методы 
В работе использовали штаммы Saccharomyces cerevisiae W303-1A (родительский 

тип, РТ) и мутанты, в которых отсутствуют внешние (nde1Δ и nde2Δ) и внутренняя 
(ndi1Δ) NADH–дегидрогеназы. Эксперименты выполняли по методикам, опубликован-
ным ранее (Fedoseeva et al., 2017). 

Результаты 
При выращивании дрожжей в качестве источника углерода использовали глюкозу 

(репрессированный дыхательный метаболизм) или галактозу (активный дыхательный 
метаболизм). Глюкоза подавляет дыхательный метаболизм митохондрий, в том числе, 
активность митохондриальных NADH–дегидрогеназ. Галактоза – слабо ферментируемый 
сахар и, соответственно, активирует NADH–дегидрогеназы. Сравнение базовой термото-
лерантности на среде с глюкозой показало, что клетки ndi1Δ мутанта отличаются повы-
шенной устойчивостью к тепловому воздействию. У мутанта nde2Δ также незначительно 
повышалась термотолерантность. Различий между nde1Δ мутантом и РТ не было обна-
ружено. При активации дыхательного метаболизма на среде с галактозой различий по 
термотолерантности не наблюдалось. Таким образом, делеция гена NDI и в меньшей сте-
пени NDE2 повышает термотолерантность в условиях репрессированного дыхательного 
метаболизма. Этот эффект подавляется при активации дыхательного метаболизма. 

На следующем этапе изучали эффект делеций изучаемых генов на развитие инду-
цированной термотолерантности. Для этого клетки, выращенные при 30 °С на среде с 
глюкозой или галактозой, обрабатывали при 39 °С и подвергали жесткому тепловому 
воздействию 50 °С. Как и ожидалось, предварительная обработка 39 °С повышала ус-
тойчивость клеток при последующем жёстком тепловом воздействии. На среде с глю-
козой утрата NDE1 не влияла на развитие индуцированной термотолерантности, а де-
леция генов NDE2 и NDI, напротив, ее стимулировала (рис. 1, а). Другие результаты 
были получены при использовании галактозы (см. рис. 1, а). Не было обнаружено раз-
личий между клетками мутантов nde2Δ и ndi1Δ и РТ. Интересно отметить, что отсутст-
вие гена NDE1 снижало развитие индуцированной термотолерантности. 
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Синтез Hsp104p повышается при мягком тепловом воздействии 39 °С (рис. 1, б). 
Несмотря на то, что утрата изучаемых генов по-разному влияла на индуцированную 
термотолерантность (см. рис. 1, а), не было обнаружено значительных различий по 
уровню синтеза Hsp104p в клетках РТ и мутантов как при инкубации клеток на среде с 
глюкозой, так и с галактозой (см. рис. 1, б). 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Рис. 1. Индуцированная термотолерантность (а) и индукция синтеза Hsp104p (б) в 
клетках мутантов nde1Δ, nde2Δ и ndi1Δ.  

Клетки штаммов родительского типа W303-1A (PT) и мутантов nde1Δ, nde2Δ и ndi1Δ вы-
ращивали на среде с глюкозой или галактозой инкубировали при 39 °C (30 мин) и (а) подверга-
ли действию теплового шока 50 °С (глюкоза – 8 мин; галактоза – 16 мин), после чего определя-
ли выживаемость с помощью подсчёта колониеобразующих единиц (КОЕ) спустя 24-48 ч ин-
кубации при 30 °C, или (б) выделяли общий белок и проводили вестерн-блоттинг. Представле-
ны данные трёх или четырёх независимых экспериментов ± SE. 
 

Повышение продукции АФК рассматривается как индуктор экспрессии стрессо-
вых генов (Рихванов и др., 2014). Тепловой шок 45 °С вызывал значительное усиление 
продукции АФК как на глюкозе, так и на галактозе (рис. 2). На среде с глюкозой не на-
блюдалось различий по уровню АФК. Напротив, на среде с галактозой утрата генов 
NDE1 и NDI1 снижала продукцию АФК. 

Обсуждение 
В условиях репрессированного дыхательного метаболизма (при выращивании на 

глюкозе) наблюдается снижение активности ряда митохондриальных ферментов, в том 
числе митохондриальных NADH–дегидрогеназ (Mailloux, 2015). Полученные результа-
ты показывают, что, несмотря на репрессию АТФ-генерирующих функций митохонд-
рий, Nde2p и Ndi1p играют важную роль в ответе дрожжевой клетки на тепловое воз-
действие. Делеция генов, кодирующих эти ферменты, не влияла на синтез Hsp104p, но 
повышала базовую и индуцированную термотолерантность. Утрата этих генов не при-
водила к достоверному снижению продукции АФК. Поэтому не наблюдалось связи 
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между развитием индуцированной термотолерантности, синтезом Hsp104p и усилением 
продукции АФК при тепловом шоке.  

 

 
 

Рис. 2. Продукция АФК в клетках одиночных nde1Δ, nde2Δ и ndi1Δ мутантов при те-
пловом шоке.  

Клетки штаммов родительского типа W303-1A (PT), одиночных nde1Δ, nde2Δ и ndi1Δ му-
тантов выращивали на среде с глюкозой или галактозой и инкубировали при 45 °C. Флуорес-
ценцию DCF (2′, 7′-dichlorofluorescein diacetate) измеряли сразу же после окончания теплового 
шока 45 °C, 10 мин. Представлены данные трёх или четырёх независимых экспериментов ± SE. 

 
Ген NDI1 S. cerevisiae кодирует внутреннюю митохондриальную NADH–

дегидрогеназу и является дрожжевым митохонриальным гомологом фактора, вызы-
вающего апоптоз у млекопитающих (Li et al., 2006). Белок Ndi1p участвует в апоптозе 
при различных стимулах. Делеция этого гена повышает устойчивость к H2O2, ионам Mn 
и уксусной кислоте (Cui et al., 2012). Участие Ndi1p в апоптозе не зависит от его 
NADH–дегидрогеназной активности и определяется выходом N-конца этого белка из 
митохондрий в цитозоль.  

Мы полагаем, что в условиях репрессированного дыхания Nde2p и Ndi1p выпол-
няют аналогичную функцию в клетках дрожжей при тепловом шоке. Тепловое воз-
действие вызывает выход Ndi1p и, возможно, Nde2p из митохондрий в цитозоль, в ре-
зультате смещается равновесие между защитной программой и программой клеточ-
ной гибели. 
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Известно, что митохондрии клеток растений являются одним из основных сайтов 

продукции активных форм кислорода (АФК) (Møller, 2001). Митохондрии принимают 
участие в развитии устойчивости клетки к стрессовому воздействию (Huang et al., 
2016), либо при сильном действии стресса вовлечены в регуляцию клеточной гибели 
(Yao et. al., 2004). Гербициды могут оказывать фитотоксичный эффект за счет их влия-
ния на митохондрии (Palmeira et al., 1994). Гербицид диурон является ингибитором 
транспорта электронов. Ранее было показано (Федяева и др, 2014), что тепловой шок 
приводит в культуре клеток озимой пшеницы к увеличению митохондриального мем-
бранного потенциала (ММП) и повышению АФК, более того, наблюдалась связь между 
этими процессами. 

В связи с чем целью настоящего исследования было изучить влияние диурона на 
жизнеспособность культуры клеток арабидопсиса, а также оценить его влияние на из-
менение АФК, митохондриального мембранного потенциала и выявить связь между 
этими явлениями. 

Материалы и методы 
В работе использовали гетеротрофную суспензионную культуру клеток араби-

допсиса (Arabidopsis thaliana). В культуру клеток добавляли диурон (200 мкМ) и инку-
бировали 1, 24 и 48 ч. Жизнеспособность клеток оценивали с использованием флуорес-
центных красителей: FDA и PI. Изменение уровня АФК определяли с использованием 
флуоресцентного красителя H2DCF • DA. Определение ММП оценивали по флуорес-
ценции красителя JC-1. Работа проводилась с использованием флуоресцентного микро-
скопа Axio Observer Z1. Опыты повторяли не менее 3 раз. Полученные данные были 
обработаны статистически, приведены среднеарифметические значения и стандартные 
ошибки. 

Результаты 
Сначала необходимо было оценить влияние гербицида диурона на жизнеспособ-

ность культуры клеток арабидопсиса. Динамика инкубации клеток с диуроном показа-
ла, что происходило снижение числа живых клеток (рис. 1, а). Через 1 ч после воздей-
ствия агента жизнеспособность составляла 60 %, спустя 24 ч – 40%. Гибель почти всех 
клеток происходила в конце эксперимента (48 ч). Параллельная оценка морфологии 
клеток показала, что увеличения числа конденсированных клеток не происходило через 
1 ч после воздействия диурона, но повышение степени конденсации наблюдалось через 
24 и 48 ч инкубации до 24 и 55 %, соответственно (рис. 2, б). 

Затем проводилась оценка влияния диурона на развитие окислительного стресса и 
изменение ММП. Повышение уровня АФК в культуре клеток арабидопсиса происходи-
ло только через 1 ч после воздействия диуроном (рис. 1, в). Сходные данные получены 
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при измерении ММП. Как показано на рис 1, г, повышение ММП регистрировалось 
только у клеток арабидопсиса, которые инкубируются с диуроном в течение 1 ч. 

Таким образом, обработка гербицидом диуроном приводит к кратковременному 
повышению потенциала на внутренней митохондриальной мембране и к развитию 
окислительного стресса, что сопровождается гибелью клеток, имеющей признак про-
граммируемой клеточной гибели (ПКГ). 

Обсуждение 
Известно, что гербицид диурон является токсичным агентом для клеток растений 

(Chesworth et al., 2004), животных (Bouilly et al., 2007) и человека (Huovinen et al., 2015). 
Используемая в данной работе концентрация диурона, вызывала гибель клеток (рис. 
1а), что сопровождалось конденсацией протопласта (рис. 1, б), одним из параметров 
ПКГ (Affenzeller et al., 2009). Поэтому можно предполагать, что обработка диуроном 
вызывает гибель клеток по типу ПКГ. Другим признаком ПКГ является развитие в 
клетке окислительного стресса. Как показано в данной работе, сразу после воздействия 
гербицидом происходило повышение уровня АФК (рис. 1, в). Полученные данные со-
гласуются с результатами других работ, свидетельствующих, что диурон приводит к 
развитию окислительного стресса в клетках животных (Huovinen et al., 2015) и повы-
шению активности ферментов антиоксидантной защиты в клетках растений (Jin et al., 
2017). 

Одним из сайтов продукции АФК являются митохондрии (Møller, 2001). Ранее 
нами было показано, что холодовое и тепловое воздействие приводит к увеличению и 
одновременному повышению АФК. Более того, наблюдалась зависимость между этими 
процессами (Lyubushkina et al., 2013; Федяева и др., 2014). Подобная зависимость на-
блюдалась и в данной работе. Кратковременная обработка диуроном повышала ММП в 
клетках арабидопсиса, параллельно наблюдалось усиление продукции АФК (рис. 1, г). 
Данные, полученные с использованием диурона, подтверждают причинно-
следственную связь между повышением ММП и продукцией АФК. 

 
 

 

Рис. 1. Временная динамика изменения жизнеспособности (а), конденсации прото-
пласта (б), активных форм кислорода (в), митохондриального мембранного потенциала в 
культуре клеток арабидопсиса после воздействия гербицида диурона (200 мкМ) в течение 
1, 24 и 48 ч.  

Количественный обсчет клеток. n = 3, M ± S.E. * – достоверные различия по t-критерию 
Стьюдента (p<0,05). 
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Повышение АФК до критического уровня может иметь отрицательный эффект на 
жизнеспособность. Поэтому одной из вероятных причин фитоксического эффекта диу-
рона является его способность вызывать окислительный взрыв в митохондриях расте-
ний в результате повышения ММП. 

Коллектив авторов выражает благодарность за помощь в научной работе 
А.В. Степанову. 

Работа выполнена на оборудовании ЦКП «Биоаналитика» Сибирского институ-
та физиологии и биохимии растений СО РАН (г. Иркутск). 
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Свет необходим для процесса фотосинтеза, однако избыточное освещение приво-

дит к повреждению фотосинтетического аппарата. У растений, водорослей и цианобак-
терий существуют различные механизмы защиты от светового стресса. Одним из таких 
механизмов является синтез светоиндуцируемых низкомолекулярных белков тилакои-
дов, содержащих одну трансмембранную спираль (One-helix protein; OHP). Эти консер-
вативные белки обнаружены у всех изученных фотосинтезирующих эукариот (окси-
генных фототрофов). Показано, что данные белки играют существенную роль в сборке 
и стабилизации фотосинтетических пигмент-белковых комплексов тилакоидных мем-
бран и, особенно, в реакционных центрах (Beck et al.,2017). У цианобактерий, считаю-
щихся эволюционными предшественниками хлоропластов, они называются Hlips (high 
light-inducible proteins) или SCP (small Cab-like proteins). У Synechocystis sp. РСС 6803 
идентифицированы пять белков Hli, четыре из которых представляют собой низкомо-
лекулярные белки HliA/HliB, HliC/HliD; пятый белок является С-концевым фрагментом 
феррохелатазы. Предполагают, что Hlip/Scp белки цианобактерий имеют большое чис-
ло функций, такие как фотопротекция, сборка и репарация фотосистемы 2 (ФС2), регу-
ляция биосинтеза тетрапирролов и содействие, в качестве вспомогательного фактора, 
интеграции хлорофилла с хлорофилл-связывающими белками (Юрина и др., 2013; 
Wang et al., 2008). Таким образом, низкомолекулярные светоиндуцируемые белки иг-
рают важную роль в защите фотосинтетического аппарата от фотодеструкции и рас-
сматриваются как одна из защитных систем клетки. Однако вопрос об основной функ-
ции Hlip/Scp и их локализации в мембранах тилакоидов остаётся недостаточно иссле-
дованным. Данная работа посвящена изучению ассоциации низкомолекулярных свето-
индуцируемых белков с комплексами тилакоидных мембран. В качестве объекта иссле-
дований были выбраны два вида цианобактерий – Synechocystis sp. РСС 6803 (клетки 
дикого типа и мутанты) и Arthrospira platensis. Исследование проводилось с помощью 
двумерного электрофореза и масс-спектрометрии MALDI-TOF. Для решения постав-
ленных задач тилакоидные мембраны, выделенные из клеток цианобактерий, лизирова-
ли мягким неионным детергентом (n-додецил-β-D-мальтозидом). Мембранные белко-
вые комплексы, выделенные из клеток цианобактерий, фракционировали с помощью 
нативного неокрашенного электрофореза в ПААГ (Clear Native PAGE), затем во втором 
направлении проводили электрофорез в SDS-PAGE (Акулинкина и др., 2015). На элек-
трофореграмме, полученной в результате фракционирования лизата тилакоидных мем-
бран Synechocystis sp., выявлены следующие комплексы: тримеры и мономеры ком-
плекса ФС1, димеры и мономеры комплекса ФС2, цитохромный комплекс, АТФ-азный 
комплекс, комплекс NAD(P)H-хинон-оксидоредуктазы, а также зона свободных белков. 
HliA/HliB белки были идентифицированы с помощью иммуноблоттинга. Масс-
спектрометрический анализ показал, что Hlips ассоциированы с тримерами фотосисте-
мы 1 (ФС1), комплексами ФС2 и мономерами ФС1. Кроме того, они были обнаружены 
в зоне свободных белков. Фракционирование лизата тилакоидных мембран 
Synechocystis sp. и Arthrospira platensis позволило выявить сходство профилей распре-
деления хлорофилл-белковых комплексов этих цианобактерий. Проведённые исследо-
вания ассоциации HliA/HliB белков с фотосистемами Synechocystis sp. с использовани-
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ем мутантов, дефицитных по ФС2 показали, что HliA/HliB белки ассоциированы не 
только с тримерами, но и с мономерами ФС1. Ассоциация HliA/HliB белков как с ФС1, 
так и с комплексом ФС2 указывает на универсальную роль этих белков в защите хло-
рофилл-белковых комплексов от светового стресса. Белки HliA/HliB обнаружены в ти-
лакоидных мембранах клеток мутантов, не содержащих ФС1 и ФС2. Из полученных 
данных следует, что белки HliA/HliB синтезируются в клетках цианобактерий даже в 
отсутствие фотосистем, что указывает на их участие в других клеточных процессах, 
например, в регуляции биосинтеза хлорофилла.  

Работа подготовлена при поддержке программы президиума РАН № 18 «Моле-
кулярная и клеточная биология и постгеномные технологии» и гранта РФФИ № 16-04-
01626А. 
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Гормональные функции стероидов как особого класса химических соединений и 

основные пути их биосинтеза были вначале выяснены у животных. Биосинтез стероид-
ных гормонов в организме млекопитающих включает окислительное расщепление бо-
ковой цепи холестерина с последующим регио- и стереоселективным гидроксилирова-
нием, которое осуществляется цитохромами Р450 – P450scc, P450c17, P450c21, 
P450c11, P450c18 и P450c19 [Payne and Hales, 2004; Miller, 2013]. Этапом, лимитирую-
щим скорость стероидогенеза, является доставка холестерина к внутренней мембране 
митохондрий – процесс, контролируемый целым рядом белковых факторов [Sewer et 
al., 2007]. Согласно классической схеме стероидогенеза у животных, ключевую роль в 
биосинтезе стероидных гормонов играет цитохром Р450scc (от англ. «side chain 
cleavage), который локализован во внутренней мембране митохондрий клеток стерои-
догенных тканей (прежде всего, коры надпочечников) и, с участием двух других ком-
понентов митохондриальной электронтранспортной цепи, адренодоксина (Ad) и адре-
нодоксинредуктазы (AdR), катализирует реакции 22- и 20-гидроксилирования и реак-
цию расщепления связи С20–С22 с удалением боковой цепи холестерина и превраще-
нием его в прегненолон – общий предшественник всех стероидных гормонов живот-
ных. Образовавшийся прегненолон, являющийся прогормоном, покидает митохондрии 
и попадает в эндоплазматический ретикулум. Здесь дальнейшие стадии стероидогенеза 
катализируют Р450c17 (осуществляет 17α-гидроксилирование и лиазную реакцию С17–
С20) и Р450c21 (осуществляет 21-гидроксилирование). Помимо перечисленных цито-
хромов в стероидогенезе в эндоплазматическом ретикулуме участвует 3β-
гидроксистероидегидрогеназа /Δ4→Δ5 изомераза (3β-ГСД). На следующем этапе про-
межуточные продукты синтеза – 11-дезоксикортикостерон и 11-дезоксикортизол – 
вновь поступают в митохондрии или секретируются в кровь. В митохондриях клеток 
коры надпочечников под действием P450c18 (двухстадийное 18-окисление) и Р450c11 
(11β-гидроксилирование) из них образуются соответственно два наиболее важных 
представителя кортикостероидов – альдостерон и кортизол. 

Как видно из вышеизложенного, при биосинтезе стероидных гормонов чётко вы-
ражен принцип компартментализации. В коре надпочечников цитохромы P450scc, 
P450c18 и Р450c11 функционируют в митохондриях вместе с FAD-содержащим флаво-
протеидом адренодоксинредуктазой (AdR) и [2Fe-2S]-ферредоксином (адренодоксин, 
Ad). Цитохромы Р450c21 и P450c17 осуществляют гидроксилирование стероидов в эн-
доплазматическом ретикулуме совместно с FAD/FMN-флавопротеидом NADPH-
цитохром Р450 редуктазой (CPR). Качественные различия состава ферментов стероидо-
генеза, содержащихся в различных тканях и субклеточных компартментах, а также их 
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субстратная специфичность определяют последовательности путей биосинтеза корти-
костероидов, прогестинов и половых гормонов. 

В отличие от животных и дрожжей, у которых практически единственными сте-
ринами (стероидными липидами) являются соответственно холестерин и эргостерин, в 
растениях присутствуют по крайней мере четыре вида фитостеринов: β-ситостерин, 
кампестерин, стигмастерин и холестерин. Поскольку гомологи генов, кодирующих 
CYP11A1 (P450scc) и другие митохондриальные цитохромы Р450 (клан ‘mito CYP’) во 
всех уже многочисленных просеквенированных геномах растений так и не обнаруже-
ны, начальный этап описанной выше классической схемы биосинтеза стероидных гор-
монов должен осуществляться в растениях каким-то другим путём. Действительно, от 
кампестерина ведёт своё начало путь биосинтеза брассиностероидов – фитогормонов, 
которые участвуют в регуляции роста и развития растений. В то же время, недавно у 
различных видов растений был обнаружен целый ряд стероидных гормонов животных 
(прегненолон сульфат, прогестерон, 17-гидроксипрогестерон, 16-дегидропрогестерон, 
андростендион) [Simerský et al., 2009; Pauli et al., 2010], митохондриальные адренодок-
синподобные ферредоксины MFDX1 и MFDX2 и структурный гомолог адренодоксин-
редуктазы MFDR [Шематорова и др., 2014], мембранные рецепторы прогестерона 
[Yang et al., 2005], а также гомологи белков, ответственных за доставку холестерина в 
митохондрии клеток животных. Все эти данные указывают на то, что помимо уже до-
вольно хорошо охарактеризованной к настоящему времени брассиностероидной систе-
мы, растения сохранили и некоторые элементы классической схемы биосинтеза стеро-
идных гормонов, свойственной животным – по первому, и, по-видимому, наиболее 
древнему гормону в этом ряду, эту регуляторную систему можно назвать «прогестеро-
новой» [Shpakovski et al., 2017]. Решающую роль в доказательстве существования у 
растений этой гормональной системы сыграли результаты, полученные нами на транс-
генных растениях табака, наперстянки и томата, экспрессирующих кДНК гена 
CYP11А1 млекопитающих, который кодирует уже упоминавшийся ключевой фермент 
стероидогенеза животных цитохром Р450 холестерингидроксилазу/20,22-лиазу или  
Р450scc, отсутствующий у представителей царства растений [Спивак и др., 2009; Спи-
вак и др., 2010; Шематорова и др., 2014; Shpakovski et al., 2017]. Мы показали, что зна-
чительное (в 3–5 раз) повышение в этих трасгенных растениях уровня эндогенного 
прогестерона приводит к таким гормональным эффектам, как ускорение процессов рос-
та и развития растений, существенное повышение их устойчивость к абиотическим и 
биотическим стрессам. Формирование вышеупомянутых успешных фенотипов у полу-
ченных трансгенных растений семейства Паслёновые, экспрессирующих кДНК цито-
хрома P450scc (CYP11A1) млекопитающих, подразумевает, что прогестерон можно 
считать очень древним биорегулятором  растительных клеток и, пожалуй, первым на-
стоящим гормонов, общим для растений и животных. Нами также установлено, что и у 
растений сохраняется принцип компартментализации: по-крайней мере некоторые (ве-
роятнее всего, начальные) стадии стероидогенеза могут осуществляться в митохондри-
ях: зрелый цитохром CYP11A1, как и P450scc у животных, локализуется во внутренней 
митохондриальной мембране, конкурируя за место в ней с нативными белками расте-
ний. В результате происходят существенные изменения в этих органеллах: исследова-
ние ультраструктурной организации клеток мезофилла семядольных листьев контроль-
ных и трансгенных растений табака и томата показало, что у последних наблюдалось 
существенное изменение размера, формы и структурной организации митохондрий. По 
сравнению с диким типом, митохондрии в клетках мезофилла трансгенных растений, 
экспрессирующих кДНК CYP11A1 цитохрома P450scc, отличаются существенно мень-
шим размером и большей гранулированностью [Shpakovski et al., 2017]. В качестве 
партнёров CYP11A1 выявлены адренодоксиноподобные [2Fe-2S] ферредоксины расте-
ний MFDX1 и MFDX2, которые участвуют в переносе электронов при реакциях гидро-
ксилирования, формируя электронтранспортную цепь [Шематорова и др., 2014]. Полу-
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ченные результаты свидетельствуют об определённом сходстве путей биосинтеза сте-
роидных соединений и систем стероидного регулирования у растений и животных и 
могут быть использованы в новых биотехнологиях для сельского хозяйства и фармако-
логии. 

Данная работа осуществлялась при финансовой поддержке Российского фонда 
фундаментальных исследований (РФФИ) в рамках инициативного проекта № 18-04-01262 
и совместного российско-белорусского исследовательского проекта № 18-54-00038. 
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