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Ë. Å. Êîçåêî
Èçìåíåíèÿ ñèíòåçà áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà è òåðìîóñòîé÷èâîñòè ïðîðîñòêîâ àðàáèäîïñèñà

Èññëåäîâàëè âëèÿíèå àíòèáèîòèêà ãåëäàíàìèöèíà (ÃÀ), èíãèáèòîðà ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè
áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà Hsp90, íà ñèíòåç áåëêîâ Hsp70 è Hsp90 è òåïëîóñòîé÷èâîñòü ïðîðîñòêîâ Arabi-
dopsis thaliana. Ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà àíòèáèîòèêîì ïðîðîñòêîâ âûçûâàåò èíäóêöèþ ñèíòåçà ýòèõ
ñòðåññîâûõ áåëêîâ ïðè íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ. Ïðè îáðàáîòêå ñåìÿí ÃÀ ïðîðîñòêè õàðàêòåðèçîâàëèñü
áîëåå âûñîêèì êîíñòèòóòèâíûì óðîâíåì Hsp70 è Hsp90, à òàêæå áîëåå âûñîêèì óðîâíåì èíäóêöèè èõ
ñèíòåçà ïðè òåïëîâîì ñòðåññå. Âëèÿíèå ÃÀ óñèëèâàëîñü ñ ðîñòîì åãî êîíöåíòðàöèè. Ýòè èçìåíåíèÿ ñî-
ïðîâîæäàëèñü ïîâûøåíèåì òåðìîóñòîé÷èâîñòè ïðîðîñòêîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê
äîêàçàòåëüñòâî àâòîðåãóëÿöèè ñèíòåçà áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà è ðåãóëÿöèè óñòîé÷èâîñòè ðàñòåíèÿ ê
ñòðåññó áåëêàìè Hsp90.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áåëêè òåïëîâîãî øîêà, ãåëäàíàìèöèí, ñòðåññîâàÿ ðåàêöèÿ, òåðìîóñòîé÷è-
âîñòü, Arabidopsis thaliana.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÀ — ãåëäàíàìèöèí, ÄÌÑÎ — äèìåòèëñóëüôîêñèä, ÝÒØ — ýëåìåí-
òû òåïëîâîãî øîêà, Hsp — áåëêè òåïëîâîãî øîêà, Hsf — ôàêòîðû òåïëîâîãî øîêà.

Èíäóêöèÿ ñèíòåçà áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà (heat shock
protein, Hsp) ÿâëÿåòñÿ íåîòúåìëåìîé ÷àñòüþ ðåàêöèè
êëåòêè íà äåéñòâèå ðàçëè÷íûõ íåáëàãîïðèÿòíûõ ôàêòî-
ðîâ ñðåäû ïðàêòè÷åñêè ó âñåõ æèâóùèõ îðãàíèçìîâ,
âêëþ÷àÿ ðàñòåíèÿ. Àêòèâíàÿ àêêóìóëÿöèÿ ýòèõ áåëêîâ
ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ óñòîé÷èâîñòè ê ñòðåññàì, â ÷àñò-
íîñòè ê òåðìîóñòîé÷èâîñòè (Queitsch et al., 2000; Bowen
et al., 2002; Sørensen et al., 2003). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
ñåìåéñòâà Hsp îòëè÷àþòñÿ âûñîêîé ñòåïåíüþ êîíñåðâà-
òèâíîñòè àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé è ôóíê-
öèé. ßâëÿÿñü ìîëåêóëÿðíûìè øàïåðîíàìè, ýòè áåëêè ïðè
îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ ó÷àñòâóþò â ôîëäèíãå äðóãèõ
áåëêîâ, ñáîðêå áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, âíóòðèêëåòî÷íîì
áåëêîâîì òðàíñïîðòå. Â óñëîâèÿõ ñòðåññà îíè îáåñïå÷è-
âàþò äåçàãðåãàöèþ äåíàòóðèðîâàííûõ áåëêîâ, èõ ïîääåð-
æàíèå â íåíàòèâíîì ñîñòîÿíèè, ðåôîëäèíã èëè äåãðàäà-
öèþ (Mathew, Morimoto, 1998). Ðàñøèôðîâêà øàïåðîí-
íûõ ôóíêöèé è ðåãóëÿöèè ñèíòåçà Hsp â áîëüøåé ìåðå
îñóùåñòâëÿåòñÿ íà æèâîòíûõ è áàêòåðèàëüíûõ ñèñòåìàõ,
âìåñòå ñ òåì ïîÿâëÿåòñÿ âñå áîëüøå äàííûõ, ïîäòâåðæäà-
þùèõ ñóùåñòâîâàíèå ñõîäíûõ ìåõàíèçìîâ è ó ðàñòåíèé
(Øàðîâà, 2002; Agarwal et al., 2002; Êîçåêî, 2010; Waters
et al., 2013).

Èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ èíäóêöèè ñèíòåçà Hsp ïðèâåëî
ê ïîíèìàíèþ òîãî, ÷òî èíèöèàöèÿ òðàíñêðèïöèè èõ ãåíîâ
ïðîèñõîäèò ïðè âçàèìîäåéñòâèè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàê-
òîðîâ — ôàêòîðîâ òåïëîâîãî øîêà (heat shock factor, Hsf)
ñ êîíñåðâàòèâíûìè öèñ-ðåãóëÿòîðíûìè ýëåìåíòàìè â
ïðîìîòîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýòèõ ãåíîâ, òàê íàçû-
âàåìûìè ýëåìåíòàìè òåïëîâîãî øîêà (ÝÒØ) (Pelham,

1982; Wu, 1984; Morimoto, 1998; Schöffl et al., 1998). Ôóí-
êöèîíàëüíî àêòèâíîé ôîðìîé Hsf ÿâëÿåòñÿ òðèìåð. Â îò-
ñóòñòâèå ñòðåññà êëåòêè ñîäåðæàò ïóë Hsf â íåàêòèâíîé
ôîðìå. Îäèí èç âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ ïîäàâëåíèÿ èõ
àêòèâíîñòè ïåðâîíà÷àëüíî áûë èäåíòèôèöèðîâàí â æè-
âîòíûõ êëåòêàõ. Íà îîöèòàõ øïîðöåâîé ëÿãóøêè Xenopus
ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ìîíîìåðû
Hsf1 ñâÿçàíû ñ öèòîçîëüíûì Hsp90 (Ali et al., 1998). Â
ñòðåññîâûõ óñëîâèÿõ, êàê ïðåäïîëàãàþò, Hsp90 ìîæåò ïå-
ðåêëþ÷àòüñÿ íà îáñëóæèâàíèå âîçðîñøåãî êîëè÷åñòâà äå-
íàòóðèðîâàííûõ áåëêîâ, à âûñâîáîæäåííûå Hsf îáðàçó-
þò òðèìåðû, ñïîñîáíûå èíäóöèðîâàòü ýêñïðåññèþ ãåíîâ
Hsp, â òîì ÷èñëå è Hsp90 (Morimoto, 1998). Ïîäòâåðæäå-
íèå ýòîé ãèïîòåçû ïåðâîíà÷àëüíî áûëî ïîëó÷åíî íà æè-
âîòíûõ îáúåêòàõ (Duncan, 2005).

Â ïîñëåäíèå ãîäû ïîÿâèëèñü äîêàçàòåëüñòâà òîãî, ÷òî
ïîäîáíûé ìåõàíèçì ñóùåñòâóåò è â ðàñòèòåëüíûõ êëåò-
êàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèòîðû Hsp90 ãåëäàíàìèöèí (ÃÀ)
è ðàäèöèêîë âûçûâàþò ó ïðîðîñòêîâ Arabidopsis thaliana
àêòèâàöèþ ýêñïðåññèè öåëîãî ðÿäà ãåíîâ, áîëüøàÿ ÷àñòü
êîòîðûõ ñîäåðæèò ÝÒØ, â òîì ÷èñëå ãåíîâ öèòîçîëüíûõ
áåëêîâ Hsp70, Hsp90 è Hsp101 (Yamada et al., 2007). Îáà
àíòèáèîòèêà ñ âûñîêîé àôôèííîñòüþ âçàèìîäåéñòâóþò ñ
ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùèì ñàéòîì N-òåðìèíàëüíîãî äîìåíà ìî-
ëåêóëû Hsp90, òåì ñàìûì áëîêèðóÿ ÀÒÔàçíûé öèêë øà-
ïåðîíà (Prodromou et al., 1997). Íàëè÷èå ñïåöèôè÷åñêèõ
èíãèáèòîðîâ Hsp90 äåëàåò âîçìîæíûì áîëåå òùàòåëüíîå
èññëåäîâàíèå ðîëè ýòîãî ñåìåéñòâà øàïåðîíîâ â ðåãóëÿ-
öèè ñèíòåçà ñòðåññîâûõ áåëêîâ è óñòîé÷èâîñòè îðãàíèç-
ìîâ ê ñòðåññó. Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷àëè
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âëèÿíèå àíòèáèîòèêà ÃÀ â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíò-
ðàöèé íà ñèíòåç áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà Hsp70 è Hsp90 è
íà òåðìîóñòîé÷èâîñòü ïðîðîñòêîâ Arabidopsis thaliana.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ì à ò å ð è à ë, î á ð à á î ò ê à à í ò è á è î ò è ê î ì è ó ñ-
ë î â è ÿ ò å ï ë î â î ã î ñ ò ð å ñ ñ à. Ðàáîòó ïðîâîäèëè ñ Ara-
bidopsis thaliana (L. ) Heynh ýêîòèïà Columbia (Col). Ñå-
ìåíà ñòåðèëèçîâàëè ñ ïîâåðõíîñòè 70%-íûì ýòàíîëîì â
òå÷åíèå 2 ìèí, çàòåì â ðàñòâîðå ãèïîõëîðèòà (3 % Cl) â
òå÷åíèå 10 ìèí, ïîñëå ÷åãî îòìûâàëè ñòåðèëüíîé äèñòèë-
ëèðîâàííîé âîäîé 5 ðàç ïî 5 ìèí. Äëÿ ñèíõðîíèçàöèè
ïðîðàñòàíèÿ ñåìåíà âûäåðæèâàëè âî âëàæíûõ ñòåðèëü-
íûõ óñëîâèÿõ â òåìíîòå ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 48 ÷, ïîñëå
÷åãî âûñàæèâàëè â ÷àøêè Ïåòðè (120 � 120 ìì) íà ñðåäó,
ñîäåðæàùóþ ïîëîâèííóþ äîëþ êîìïëåêñà ìèíåðàëüíûõ
ñîëåé Ìóðàñèãå—Ñêóãà, 1 % ñàõàðîçû è 0.8 % àãàðà, ðàâ-
íîìåðíî ðàñïðåäåëÿÿ ïî ïîâåðõíîñòè ÷àøêè îêîëî
115 ñåìÿí. Äàëåå ÷àøêè ñîäåðæàëè ïðè 24 � 1 °Ñ è ôîòî-
ïåðèîäå 16 ÷ ñâåòà è 8 ÷ òåìíîòû ïðè èíòåíñèâíîñòè ñâå-
òà 6 êëê.

Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ àíñàìèöèíîâûé àíòèáèîòèê
ÃÀ (Sigma, ÑØÀ) ïðèìåíÿëè â êîíöåíòðàöèÿõ 1, 10
è 100 ìêÌ, èñïîëüçóÿ ìàòî÷íûé ðàñòâîð 1 ìã/ìë â äè-
ìåòèëñóëüôîêñèäå (ÄÌÑÎ). Äëÿ êîíòðîëÿ äåéñòâèÿ
ÄÌÑÎ ðàñòèòåëüíûé ìàòåðèàë èíêóáèðîâàëè ñ ðàñòâîðà-
ìè, ñîäåðæàùèìè òå æå åãî êîëè÷åñòâà, ÷òî è 1, 10 è
100 ìêÌ ÃÀ.

Äëÿ îáðàáîòêè àíòèáèîòèêîì 12-ñóòî÷íûå ïðîðîñòêè
ïîìåùàëè â ìèêðîïðîáèðêè è èíêóáèðîâàëè ñ 500 ìêë
ðàñòâîðà ÃÀ â òå÷åíèå 6 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â
òåìíîòå (äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ äåçàêòèâàöèè íåñòîéêîãî
íà ñâåòó àíòèáèîòèêà). Ïîñëå èíêóáàöèè ïðîðîñòêè ïðî-
ñóøèâàëè, çàìîðàæèâàëè è õðàíèëè äî àíàëèçà ïðè
–70 °Ñ. Ñåìåíà, ñòåðèëüíûå è âûäåðæàííûå ïðè 4 °Ñ, èí-
êóáèðîâàëè â 500 ìêë ðàñòâîðà ÃÀ ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå â òåìíîòå â òå÷åíèå 24 ÷. Â êîíòðîëå ïðîðîñòêè è
ñåìåíà èíêóáèðîâàëè â 500 ìêë ñòåðèëüíîé äèñòèëëèðî-
âàííîé âîäû ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ. Äàëåå ñåìåíà âûñàæè-
âàëè íà ñðåäó è ïðîðàùèâàëè, êàê îïèñàíî âûøå. Äëÿ
àíàëèçà áåëêîâ èñïîëüçîâàëè 12-ñóòî÷íûå ïðîðîñòêè.

Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ÃÀ íà èíäóêöèþ ñèíòåçà Hsp
ïðè òåïëîâîì ñòðåññå 12-ñóòî÷íûå ïðîðîñòêè ïîäâåðãàëè
òåïëîâîìó âîçäåéñòâèþ ïðè äâóõ ðåæèìàõ: 1) 45 °Ñ, 1 ÷;
2) 37 °Ñ, 2 ÷. Ïîñëå ýòîãî ïðîðîñòêè çàìîðàæèâàëè è õðà-
íèëè äî àíàëèçà ïðè –70 °Ñ.

Äëÿ èíäóêöèè óñòîé÷èâîñòè ïðîðîñòêè èíêóáèðîâà-
ëè ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 2 ÷ ñ ïîñëåäóþùèì 2-÷àñîâûì
âîññòàíîâëåíèåì ïðè 24 °Ñ. Òåðìîóñòîé÷èâîñòü îáðàáî-
òàííûõ òàêèì îáðàçîì 12-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ è íåîáðà-
áîòàííûõ ñðàâíèâàëè ïóòåì ïîñëåäóþùåé èõ èíêóáàöèè
ïðè 45 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷. Ïîëîâèíó ïðîðîñòêîâ êàæäîãî
âàðèàíòà çàìîðàæèâàëè äëÿ àíàëèçà áåëêîâ ñðàçó ïîñëå
ñòðåññà, âòîðóþ ïîëîâèíó îñòàâëÿëè íà ñðåäå è ôîòîãðà-
ôèðîâàëè ÷åðåç 2 ñóò.

Ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ÃÀ íà òåðìîóñòîé÷èâîñòü
3-ñóòî÷íûå ïðîðîñòêè, âûðàùåííûå èç ñåìÿí, îáðàáîòàí-
íûõ àíòèáèîòèêîì, ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ æåñòêîãî òåï-
ëîâîãî ñòðåññà áåç ïðåäîáðàáîòêè èëè ïîñëå èíäóêöèè
óñòîé÷èâîñòè. Â ïåðâîì ñëó÷àå ÷àøêè ñ ïðîðîñòêàìè
âûäåðæèâàëè ïðè 45 °Ñ â òå÷åíèå 30, 45 è 60 ìèí, ïîñëå
÷åãî âîçâðàùàëè â íîðìàëüíûå óñëîâèÿ. Äàëåå â òå÷å-
íèå 5 ñóò ðåãèñòðèðîâàëè äîëþ âûæèâøèõ ïðîðîñòêîâ.

Íà 12-å ñóòêè ïðîðîñòêè ôîòîãðàôèðîâàëè. Âî âòîðîì
ñëó÷àå ïîñëå èíäóêöèè óñòîé÷èâîñòè (êàê óêàçàíî âûøå)
ïðîðîñòêè ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ òåïëà ïðè 45 °Ñ â òå-
÷åíèå 1.5, 2 èëè 2.5 ÷. 18-ñóòî÷íûå ïðîðîñòêè ôîòîãðàôè-
ðîâàëè è âçâåøèâàëè ïî 25 ïðîðîñòêîâ â êàæäîì âàðè-
àíòå.

Â û ä å ë å í è å á å ë ê à. Çàìîðîæåííûé ìàòåðèàë ãî-
ìîãåíèçèðîâàëè ñ áóôåðîì, ñîäåðæàùèì 25 ìM Tris-HCl,
pH 8.0, 1 ìM ÝÄTA, 20 ìM NaCl è èíãèáèòîð ïðîòåàç
1 ìM PMSF. Ãîìîãåíàò öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå
15 ìèí ïðè 12 000 g è 4 °C. Êîíöåíòðàöèþ îáùåãî áåëêà
â ñóïåðíàòàíòå èçìåðÿëè ïî ìåòîäèêå Áðýäôîðä (Brad-
ford, 1976). Ê àëèêâîòàì ñóïåðíàòàíòà äîáàâëÿëè ðàâ-
íîå êîëè÷åñòâî áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 125 ìM Tris-HCl,
pH 6.8, 4 % SDS, 20 % ãëèöåðèíà, 5 % b-ìåðêàïòîýòàíîëà
è 0.1 % áðîìôåíîëîâîãî ñèíåãî.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç â ï î ë è à ê ð è ë à ì è ä í î ì ã å ë å
è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Îáðàçöû áåëêà ïðîãðåâàëè íà êè-
ïÿùåé âîäÿíîé áàíå â òå÷åíèå 2 ìèí. Ïðîáû, ñîäåðæàùèå
20—30 ìêã áåëêà, ðàçäåëÿëè ìåòîäîì âåðòèêàëüíîãî
ýëåêòðîôîðåçà â 10%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì êàìåðû Mini Dual Gel (Sigma) ïî ìåòîäèêå
(Laemmli, 1970). Áóôåðîì äëÿ ýëåêòðîôîðåçà ñëóæèë
Tris-ãëèöèíîâûé áóôåð (25 ìÌ Tris, 250 ìÌ Gly è 0.1 %
SDS, ðÍ 8.3). Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ãåëè ëèáî îêðàøèâàëè
Êóìàññè, ëèáî èñïîëüçîâàëè äëÿ èììóíîáëîòèíãà. Ïåðå-
íîñ áåëêîâ ñ ãåëÿ íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó
(Amersham, Øâåöèÿ) îñóùåñòâëÿëè â êàìåðå Wet Blotter
(Sigma), çàïîëíåííîé Tris-ãëèöèíîâûì áóôåðîì äëÿ ïå-
ðåíîñà (47.9 ìÌ Tris-HCl, 38.6 ìÌ Gly è 0.0385 % SDS) â
òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 300 ìÀ. Êà÷åñòâî ïåðåíîñà îöåíèâàëè
îáðàòèìûì îêðàøèâàíèåì áåëêîâ íà ìåìáðàíå ðàñòâî-
ðîì PSS (2 % Ponseau S, 30 % ÒÕÓ è 30 % ñóëüôîñàëèöè-
ëîâîé êèñëîòû). Ìåìáðàíó ôîòîãðàôèðîâàëè è ïîìåùàëè
íà íî÷ü â áëîêèðóþùèé áóôåð (5 % ñóõîãî ìîëîêà â ôîñ-
ôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (PBS), ðÍ 7.4) ïðè 4 °C. Äëÿ èììó-
íîäåòåêöèè áåëêîâ èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íûå ê Hsp70 (H5147, Sigma,
ÑØÀ) è Hsp90 (H1775, Sigma, ÑØÀ) è ñïîñîáíûå ñâÿçû-
âàòüñÿ êàê ñ êîíñòèòóòèâíûìè, òàê è èíäóöèáåëüíûìè
èçîôîðìàìè ñîîòâåòñòâóþùèõ ñåìåéñòâ. Èììóíîõèìè-
÷åñêóþ ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå, àíòèòåëà èñïîëüçîâàëè â îïòèìàëüíûõ êîí-
öåíòðàöèÿõ. Âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè ñëóæèëè àíòèìû-
øèíûå IgG, êîíúþãèðîâàííûå ñ áèîòèíîì, â ðàçâåäåíèè
1 : 10 000 (Sigma, ÑØÀ). Àíòèòåëà ðàçâîäèëè â PBS, ñî-
äåðæàùåì 1 % ñóõîãî ìîëîêà. Ïîñëå êàæäîé èíêóáàöèè ñ
àíòèòåëàìè ìåìáðàíó òðèæäû îòìûâàëè áóôåðîì PBS,
ñîäåðæàùèì 1 % ñóõîãî ìîëîêà è 0.1 % Tween 20. Äëÿ
âèçóàëèçàöèè áåëêîâûõ çîí èñïîëüçîâàëè ýêñòðàâè-
äèí-ïåðîêñèäàçíóþ ñèñòåìó, âûÿâëÿÿ àêòèâíîñòü ïåðîê-
ñèäàçû ñ ïîìîùüþ SIGMA FASTTM DAB (Sigma, ÑØÀ).
Äëÿ êîíòðîëÿ çàãðóçêè áåëêà èñïîëüçîâàëè áåëêîâûå òðå-
êè íà íèòðîöåëëþëîçíîé ìåìáðàíå, îêðàøåííûå Ponseau
S. Êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó áåëêîâûõ ïîëîñ íà áëîòàõ
(â óñë. åä.) ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ äåíñèòîìåòðè÷åñêîãî
àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû
ImageMasterTM TotalLab (Amersham, Øâåöèÿ). Êàæäûé
àíàëèç ïðîâîäèëè íå ìåíåå ÷åì â òðåõ áèîëîãè÷åñêèõ è
äâóõ àíàëèòè÷åñêèõ ïîâòîðíîñòÿõ.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Öåíòðàëüíàÿ òåí-
äåíöèÿ è ðàçáðîñ çíà÷åíèé ïðèçíàêîâ ïðåäñòàâëåíû â
âèäå ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ è äîâåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà
ïðè a = 0.95. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñðåäíèìè îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà ïðè Ð < 0.05.
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Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ë è ÿ í è å Ã À í à ñ è í ò å ç á å ë ê î â ò å ï ë î â î ã î
ø î ê à. Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì àí-
òèòåë ê áåëêàì Hsp70 è Hsp90 ó ïðîðîñòêîâ A. thaliana
äåòåêòèðîâàíû äâå èììóíîðåàêòèâíûå çîíû Hsp70, îáî-
çíà÷åííûå íàìè Hsp70.1 è Hsp70.2, è îäíà çîíà Hsp90
(ðèñ. 1—4). Ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî ïðîãíîçèðóåìûå ìîëåêó-
ëÿðíûå ìàññû ðÿäà áåëêîâ ýòèõ ñåìåéñòâ ó äàííîãî âèäà
áëèçêè ìåæäó ñîáîé (Krishna, Gloor, 2001; Lin et al.,
2001), íåëüçÿ èñêëþ÷àòü, ÷òî â âûÿâëåííûõ íà áëîòàõ çî-
íàõ ìîæåò îáúåäèíÿòüñÿ íåñêîëüêî èçîôîðì áåëêà. Â òà-
êîì ñëó÷àå îïèñûâàåìûå äàëåå èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà
áåëêà êàæäîé çîíû áóäóò îòðàæàòü ñóììàðíûå èçìåíåíèÿ
êîëè÷åñòâà íåñêîëüêèõ èçîôîðì, áëèçêèõ ïî ìîëåêóëÿð-
íîé ìàññå.

Àíàëèç ïðîðîñòêîâ A. thaliana, èíêóáèðîâàííûõ ñ ÃÀ
â òå÷åíèå 6 ÷ ïðè 24 °C, âûÿâèë èíäóêöèþ ñèíòåçà Hsp70
è Hsp90 â êëåòêàõ â îòñóòñòâèå ñòðåññà (ðèñ. 1). Ïðè ýòîì
íàèáîëåå ýôôåêòèâíîé áûëà êîíöåíòðàöèÿ ÃÀ 10 ìêÌ.
Ðàñòâîðèòåëü ÄÌÑÎ â ñîîòâåòñòâóþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ
äåéñòâèÿ íå îêàçûâàë (äàííûå íå ïîêàçàíû). Ýòè ðåçóëü-
òàòû ñîîòâåòñòâóþò äàííûì äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé,
îïðåäåëèâøèõ èíäóêöèþ ýêñïðåññèè ðÿäà ñîäåðæàùèõ
ÝÒØ ãåíîâ, â òîì ÷èñëå Hsp70 è Hsp90, ó ïðîðîñòêîâ
A. thaliana â ïîäîáíîì ýêñïåðèìåíòå (Yamada et al.,
2007). Èíäóêöèþ ñèíòåçà Hsp70, Hsp90 è Hsp25 ïîä âëèÿ-
íèåì ÃÀ îòìå÷àëè ðàíåå è ó æèâîòíûõ êëåòîê (Conde
et al., 1997; Íîâîñåëîâà è äð., 2008). Ó÷èòûâàÿ òî, ÷òî ÃÀ
ÿâëÿåòñÿ ñïåöèôè÷íûì èíãèáèòîðîì ÀÒÔ-çàâèñèìîãî
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ øàïåðîíîâ Hsp90 (Prodromou et al.,
1997), à òàêæå òî, ÷òî îíè ñïîñîáíû ïîääåðæèâàòü Hsf â
íåàêòèâíîì ñîñòîÿíèè (Ali et al., 1998), ïîëó÷åííûå äàí-
íûå ðàññìàòðèâàþòñÿ íàìè êàê ïîäòâåðæäåíèå ãèïîòåçû
ðåãóëÿöèè ñèíòåçà áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà áåëêàìè Hsp90
ïî ïðèíöèïó îáðàòíîé ñâÿçè (Morimoto, 1998).

Íà æèâîòíûõ êëåòêàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîâûøåí-
íûé óðîâåíü ñèíòåçà Hsp ïîääåðæèâàåòñÿ â òå÷åíèå íå-
ñêîëüêèõ ÷àñîâ ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè ñ àíñàìèöè-
íîâûìè èíãèáèòîðàìè Hsp90 (Duncan, 2005). Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, â íåäàâíåé íàøåé ðàáîòå ñîîáùàëîñü, ÷òî îáðà-
áîòêà ñåìÿí A. thaliana ÃÀ âûçûâàåò èçìåíåíèÿ òåìïà ðî-
ñòà è ìîðôîëîãè÷åñêîãî ðàçíîîáðàçèÿ ïðîðîñòêîâ (Êîçå-
êî, 2013). Ýòî ïîáóäèëî íàñ ïðîâåðèòü, îêàçûâàåò ëè îá-
ðàáîòêà ñåìÿí àíòèáèîòèêîì âëèÿíèå íà ñèíòåç Hsp â
ïðîðîñòêàõ. Ñåìåíà èíêóáèðîâàëè ñ ÃÀ â òå÷åíèå 24 ÷.
Àíàëèç âûðàùåííûõ èç íèõ 12-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ ïî-
êàçàë ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ Hsp70 ñ âîçðàñòàíèåì êîí-
öåíòðàöèè àíòèáèîòèêà (ðèñ. 2, à). Óðîâåíü Hsp90 áûë
âûøå êîíòðîëüíîãî ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ÃÀ 10 è 100 ìêÌ.
Ïðîâåðêà âîçìîæíîãî äåéñòâèÿ ðàñòâîðèòåëÿ ÄÌÑÎ ñó-
ùåñòâåííûõ èçìåíåíèé â ñèíòåçå ýòèõ áåëêîâ íå âûÿâèëà
(ðèñ. 2, á). Â öåëîì ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ Hsp â ïðî-
ðîñòêàõ ïîñëå îáðàáîòêè ñåìÿí ÃÀ áûëî ìåíüøèì, ÷åì
ïîñëå îáðàáîòêè èì ïðîðîñòêîâ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
àíàëèç áåëêîâûõ ñïåêòðîâ, îêðàøåííûõ Êóìàññè ïîñëå
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ â ãåëå, íå âûÿâèë
çàìåòíûõ èçìåíåíèé â îáùåì áåëêîâîì ñïåêòðå ïðîðîñò-
êîâ ïîñëå îáðàáîòêè ñåìÿí ÃÀ (äàííûå íå ïîêàçàíû). Òà-
êèì îáðàçîì, èíêóáàöèÿ ñåìÿí ñ àíòèáèîòèêîì âëèÿåò íà
óðîâåíü ñèíòåçà Hsp70 è Hsp90 â ïðîðîñòêàõ ïî êðàé-
íåé ìåðå íà ïðîòÿæåíèè ïåðâûõ 12 ñóò èõ ðîñòà. Èçâåñò-
íî, ÷òî ÃÀ ïðè ââåäåíèè åãî â ñðåäó âûðàùèâàíèÿ ïî-
ñòåïåííî òåðÿåò ñâîþ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïîä
äåéñòâèåì ñâåòà (Queitsch et al., 2002). Åñëè òî æå ñàìîå

ïðîèñõîäèò ñ íèì è â òêàíÿõ ñåìåíè, òî ïåðèîä åãî àêòèâ-
íîñòè áóäåò ñîâïàäàòü ñ ïðîöåññàìè ïðîðàñòàíèÿ ñåìåíè
è íà÷àëà ðîñòà ïðîðîñòêà. Ïîñêîëüêó â ýòî âðåìÿ ïðîèñ-
õîäÿò ãèäðîëèç Hsp, çàïàñåííûõ â çðåëîì ñåìåíè, è ðåàê-
òèâàöèÿ ñèíòåçà êîíñòèòóòèâíûõ Hsp (Queitsch et al.,
2000; Sung et al., 2001; Kozeko, Kordyum, 2006), ìîæíî
ïðåäïîëàãàòü îïîñðåäîâàííîå âëèÿíèå ÃÀ íà ýòè ïðîöåñ-
ñû. Íå èñêëþ÷åíà òàêæå âîçìîæíîñòü òîãî, ÷òî â êëåòêàõ
àíòèáèîòèê â áîëüøåé ìåðå çàùèùåí îò äåñòðóêòèâíîãî
äåéñòâèÿ ñâåòà è îñòàåòñÿ àêòèâíûì áîëåå ïðîäîëæèòåëü-
íîå âðåìÿ.

Ñëåäóþùèì ýòàïîì ñòàë àíàëèç âëèÿíèÿ îáðàáîòêè
ñåìÿí ÃÀ íà óðîâåíü èíäóêöèè ñèíòåçà Hsp â ïðîðîñòêàõ
ïðè ñòðåññå. Ïðîðîñòêè ïîäâåðãàëè òåïëîâîìó ñòðåññó —
ñóáëåòàëüíîìó (37 °Ñ, 2 ÷) è ëåòàëüíîìó (45 °Ñ, 1 ÷).
Â ïåðâîì ñëó÷àå íàáëþäàëè äîçîçàâèñèìîå ïîâûøåíèå
óðîâíÿ èíäóêöèè ñèíòåçà Hsp70, îñîáåííî Hsp70.1, è àê-
òèâàöèþ ñèíòåçà Hsp90 ïðè ìàêñèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè
àíòèáèîòèêà (ðèñ. 3, à). Ïðè 45 °Ñ èçìåíåíèÿ íîñèëè áî-
ëåå ñëîæíûé õàðàêòåð (ðèñ. 3, á). Òàê, îáðàáîòêà ñåìÿí
1 ìêÌ ÃÀ ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿëà óðîâåíü ñèíòåçà
Hsp70.1 è ïðèâîäèëà ê ñíèæåíèþ êîëè÷åñòâà Hsp70.2 è
Hsp90, òîãäà êàê ïðèìåíåíèå áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðà-
öèé àíòèáèîòèêà âûçûâàëî óñèëåíèå èíäóêöèè ñèíòåçà
âñåõ áåëêîâ. Â öåëîì ñòåïåíü àêòèâàöèè ñèíòåçà áûëà
âûøå ïðè 37 °Ñ. Èçâåñòíî, ÷òî ýòà òåìïåðàòóðà ñïîñîáñò-
âóåò íàèáîëåå èíòåíñèâíîìó ñèíòåçó Hsp ó A. thaliana
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ãåëäàíàìèöèíà (ÃÀ) íà ñèíòåç Hsp70 è Hsp90
â ïðîðîñòêàõ Arabidopsis thaliana ïðè íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ.

Çäåñü è íà ðèñ. 2, 3 ïîêàçàíû ôîòîãðàôèè èììóíîáëîòîâ (âíèçó) è ãðàôè-
÷åñêîå ïðåäñòàâëåíèå îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà áåëêîâ (ââåðõó). Äî-
ðîæêè: 1 — êîíòðîëü, 2—4 — ïîñëå îáðàáîòêè ïðîðîñòêîâ ÃÀ â êîíöåí-
òðàöèÿõ 1, 10 è 100 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî. Êîíòðîëü çàãðóçêè áåëêîâ
ïðåäñòàâëåí â âèäå ôðàãìåíòà ìåìáðàíû, îêðàøåííîé Ponseau S ïîñëå
ýëåêòðîïåðåíîñà (âíèçó). Ãèñòîãðàììû ïðåäñòàâëÿþò ñðåäíèå çíà÷åíèÿ
äàííûõ äåíñèòîìåòðèè èììóíîáëîòîâ òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåí-
òîâ, ðàññ÷èòàííûå â % îò çíà÷åíèé â êîíòðîëå, è äîâåðèòåëüíûå èíòåð-

âàëû ïðè a = 0.95.
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå îáðàáîòêè ñåìÿí Arabidopsis thaliana ÃÀ (à) è ðàñòâîðèòåëåì ÄÌÑÎ (á) íà ñèíòåç Hsp70 è Hsp90 â ïðîðîñòêàõ
A. thaliana ïðè íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ.

Äîðîæêè: 1 — êîíòðîëü, 2—4 — ïîñëå îáðàáîòêè ñåìÿí ÃÀ â êîíöåíòðàöèÿõ 1, 10 è 100 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî (à) è ÄÌÑÎ â ñîîòâåòñòâóþùèõ êîíöåí-
òðàöèÿõ (á). Îñòàëüíûå îáúÿñíåíèÿ òå æå, ÷òî è ê ðèñ. 1.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå îáðàáîòêè ñåìÿí Arabidopsis thaliana ÃÀ íà èíäóêöèþ ñèíòåçà Hsp70 è Hsp90 â ïðîðîñòêàõ ïðè òåïëîâîì ñòðåñ-
ñå — 37 °Ñ â òå÷åíèå 2 ÷ (à) èëè 45 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷ (á).

Äîðîæêè: 1 — êîíòðîëü, 2—5 — òåïëîâîé ñòðåññ: 2 — áåç îáðàáîòêè ÃÀ, 3—5 — ïîñëå îáðàáîòêè ñåìÿí ÃÀ â êîíöåíòðàöèÿõ 1, 10 è 100 ìêÌ ñîîòâåò-
ñòâåííî. Îñòàëüíûå îáúÿñíåíèÿ òå æå, ÷òî è ê ðèñ. 1.



(Êëþåâà, Ñàìîõâàëîâ, 1990) è èíäóöèðóåò òåðìîóñòîé÷è-
âîñòü (Yamada et al., 2007).

Òàêèì îáðàçîì, èíãèáèòîð àêòèâíîñòè øàïåðîíîâ
Hsp90 íå òîëüêî âûçûâàåò èíäóêöèþ ñèíòåçà Hsp70 è
Hsp90, íî è èìååò ïðîëîíãèðîâàííîå âëèÿíèå íà èí-
òåíñèâíîñòü èõ ñèíòåçà ïðè íîðìàëüíûõ è ñòðåññîâûõ
óñëîâèÿõ. Ñëåäóåò îòìåòèòü òàêæå, ÷òî ñòåïåíü ýòèõ èç-
ìåíåíèé ó ðàçíûõ áåëêîâ â îòâåò íà äåéñòâèå ÃÀ áûëà
íåîäèíàêîâîé: â ñëó÷àå Hsp70 èçìåíåíèÿ áûëè áîëåå
âûðàæåííûìè ó Hsp70.1, â òî æå âðåìÿ èçìåíåíèÿ ñèíòå-
çà Hsp90 ïðîèñõîäèëè ñ íåêîòîðîé çàäåðæêîé è áûëè ìå-
íåå çíà÷èòåëüíûìè. Áîëåå ïîçäíèå èçìåíåíèÿ â ñèíòåçå
Hsp90 îòíîñèòåëüíî Hsp70 íàáëþäàëè è ó æèâîòíûõ
êëåòîê (Duncan, 2005). Ýòà çàêîíîìåðíîñòü ñîîòâåòñòâóåò
ïðåäñòàâëåíèÿì î òîì, ÷òî Hsp90 ÿâëÿþòñÿ áåëêàìè
îñíîâíîãî ìåòàáîëèçìà êëåòêè (house keeping function
proteins) è èõ ñèíòåç ðåàãèðóåò íà ñòðåññîâûå âîçäåéñòâèÿ
â ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì ñèíòåç áåëêîâ äðóãèõ ñåìåéñòâ
Hsp (Picard, 2000; Êîçåêî, 2010).

Â ë è ÿ í è å Ã À í à ò å ð ì î ó ñ ò î é ÷ è â î ñ ò ü ï ð î-
ð î ñ ò ê î â. Èçâåñòíî, ÷òî íàêîïëåíèå áåëêîâ òåïëîâîãî
øîêà â êëåòêàõ ñïîñîáñòâóåò óñèëåíèþ óñòîé÷èâîñòè îð-
ãàíèçìà ê ñòðåññó. Ìû íàáëþäàëè ýòî íà ïðèìåðå èíäó-
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Ðèñ. 4. Èíäóêöèÿ ñèíòåçà Hsp70 è Hsp90 (à) è òåïëîóñòîé÷èâîñòü (á) ïðîðîñòêîâ Arabidopsis thaliana â ðåçóëüòàòå ïðåäâàðèòåëü-
íîãî íàãðåâà ïðè ñóáëåòàëüíîé òåìïåðàòóðå.

à — ôîòîãðàôèè èììóíîáëîòîâ (àíàëèç ïðîâîäèëñÿ ñðàçó ïîñëå ñòðåññà), á — ôîòîãðàôèè ïðîðîñòêîâ ÷åðåç 2 ñóò ïîñëå ñòðåññà (ñïðàâà) è ðåæèìû
òåïëîâîãî ñòðåññà íà ñõåìàõ ñëåâà. Äîðîæêè 1—3 íà áëîòàõ (à) ñîîòâåòñòâóþò âàðèàíòàì 1—3 íà ðèñ. 4, á.

Ðèñ. 5. Âëèÿíèå îáðàáîòêè ñåìÿí Arabidopsis thaliana ÃÀ íà
òåïëîóñòîé÷èâîñòü ïðîðîñòêîâ.

Ôîòîãðàôèè 12-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ (à) è âûæèâàåìîñòü (á) ïîñëå òåï-
ëîâîãî ñòðåññà (ñõåìà ïîêàçàíà íà à, ñëåâà). 1 — êîíòðîëü, 2—4 — ïîñëå
îáðàáîòêè ñåìÿí ÃÀ â êîíöåíòðàöèÿõ 1, 10 è 100 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî.



öèðîâàííîé òåðìîóñòîé÷èâîñòè, êîãäà ïðåäâàðèòåëüíàÿ
èíêóáàöèÿ ïðîðîñòêîâ ïðè ñóáëåòàëüíîé òåìïåðàòóðå
(37 °Ñ, 2 ÷) ïðèâîäèëà ê çíà÷èòåëüíîé àêòèâàöèè ñèíòåçà
Hsp70 è Hsp90 (ðèñ. 4, à) è âûæèâàíèþ ïðîðîñòêîâ ïðè
ïîñëåäóþùåì æåñòêîì ñòðåññå (45 °Ñ, 1 ÷) (ðèñ. 4, á). Èñ-
õîäÿ èç ýòîãî öåëåñîîáðàçíî áûëî ïðîâåðèòü, ñïîñîáñòâó-
åò ëè ïîâûøåííîå ñîäåðæàíèå ýòèõ áåëêîâ, âûçâàííîå
ÃÀ, óñèëåíèþ óñòîé÷èâîñòè ðàñòåíèé. Ïî äàííûì ëèòå-
ðàòóðû (Yamada et al., 2007), îáðàáîòêà ïðîðîñòêîâ
A. thaliana èíãèáèòîðàìè Hsp90 ïîâûøàëà èõ òåðìîóñ-
òîé÷èâîñòü, ïðè ýòîì òåïëîâîå âîçäåéñòâèå ñëåäîâàëî
ñðàçó ïîñëå îáðàáîòêè àíòèáèîòèêîì.

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ àíòèáèîòèêîì îáðàáàòûâàëè
ñåìåíà, à äåéñòâèþ òåïëîâîãî ñòðåññà ïîäâåðãàëè 3-ñó-
òî÷íûå ïðîðîñòêè. Âûáîð ñðîêà îáóñëîâëåí òåì, ÷òî ïðî-
ðîñòêè A. thaliana â òå÷åíèå ïåðâûõ 2 ñóò ðîñòà îáëàäàþò
ïîâûøåííîé òåðìîóñòîé÷èâîñòüþ, ïîñëå ÷åãî ñòàíîâÿòñÿ
÷óâñòâèòåëüíûìè ê äåéñòâèþ âûñîêîé òåìïåðàòóðû
(Queitsch et al., 2000). Â ÷àñòíîñòè, ýòî ñâÿçàíî ñ ãèäðîëè-
çîì Hsp, çàïàñåííûõ â çðåëîì ñåìåíè. Òåïëîóñòîé÷è-
âîñòü ïðîðîñòêîâ â ïåðâîì ýêñïåðèìåíòå îïðåäåëÿëè ïî
èõ âûæèâàíèþ ïîñëå èíêóáàöèè ïðè 45 °Ñ. Ïðîðîñòêè,
âûäåðæàííûå ïðè âûñîêîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå
30 ìèí, îñòàâàëèñü æèçíåñïîñîáíûìè, íî îòñòàâàëè â ðî-
ñòå îò êîíòðîëüíûõ âî âñåõ âàðèàíòàõ. Óâåëè÷åíèå ïðî-
äîëæèòåëüíîñòè òåïëîâîãî ñòðåññà äî 45 ìèí ïðèâîäèëî
â òå÷åíèå 5 ñóò ê ãèáåëè îêîëî 50 % ïðîðîñòêîâ â êîíòðî-
ëå (ðèñ. 5, 1). Â òî æå âðåìÿ ïîñëå äåéñòâèÿ ÃÀ äîëÿ âû-

æèâøèõ ïðîðîñòêîâ áûëà âûøå, ïðè÷åì ýôôåêòèâíîñòü
äåéñòâèÿ àíòèáèîòèêà ïîâûøàëàñü ñ óâåëè÷åíèåì êîí-
öåíòðàöèè ÃÀ (ðèñ. 5, 2—4). Áîëåå äëèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ
ïðè âûñîêîé òåìïåðàòóðå ïðèâîäèëà ê ãèáåëè ïðîðîñòêîâ
âî âñåõ âàðèàíòàõ.

Âî âòîðîì âàðèàíòå ýêñïåðèìåíòîâ èçó÷àëè âëèÿíèå
ÃÀ íà óðîâåíü èíäóöèðîâàííîé òåðìîóñòîé÷èâîñòè. Äëÿ
ýòîãî ïðîðîñòêè âûäåðæèâàëè ïðè ñóáëåòàëüíîé òåìïå-
ðàòóðå, ïîñëå ÷åãî ïîäâåðãàëè íàãðåâó (45 °Ñ) ðàçíîé
ïðîäîëæèòåëüíîñòè. Ó 12-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ (9 ñóò
ïîñëå ñòðåññà) îòìå÷àëè îáùåå óãíåòåíèå ðîñòà âî âñåõ
âàðèàíòàõ — êàê áåç îáðàáîòêè ÃÀ, òàê è ñ îáðàáîòêîé.
Ðàçíèöà ìåæäó âàðèàíòàìè ñòàíîâèëàñü çàìåòíîé ïîçæå,
÷òî, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ ðàçíîé ñêîðîñòüþ ðåàêòèâà-
öèè ðîñòà ñòåáëåâîé ìåðèñòåìû (ðèñ. 6, à—â). Îïðåäåëå-
íèå ìàññû 18-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ ïîêàçàëî ïîçèòèâíîå
âëèÿíèå ÃÀ íà âîññòàíîâëåíèå ðîñòà ïðîðîñòêîâ (ðèñ. 6,
ã). Ýòîò ýôôåêò ñòàíîâèëñÿ áîëåå çàìåòíûì ñ óâåëè÷åíè-
åì âðåìåíè íàãðåâà ïðè 45 °Ñ îò 1.5 äî 2.5 ÷, ò. å. ñ ïðè-
áëèæåíèåì ê ãðàíèöå òîëåðàíòíîñòè. Ïðè äàëüíåéøåì
óâåëè÷åíèè ïðîäîëæèòåëüíîñòè ñòðåññà ïðîðîñòêè ïîãè-
áàëè âî âñåõ âàðèàíòàõ.

Òàêèì îáðàçîì, â ðàáîòå âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî îáðà-
áîòêà ñåìÿí A. thaliana ÃÀ, èíãèáèòîðîì Hsp90, èìååò
ïðîëîíãèðîâàííîå äåéñòâèå. ÃÀ âûçûâàåò äîçîçàâèñèìîå
óñèëåíèå ñèíòåçà Hsp70 è Hsp90 â ïðîðîñòêàõ êàê ïðè
íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ, òàê è ïðè òåïëîâîì ñòðåññå, ÷òî
ïðèâîäèò ê èõ áîëåå âûñîêîé òåðìîóñòîé÷èâîñòè. Ïî-
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Ðèñ. 6. Ñîâìåñòíîå âëèÿíèå îáðàáîòêè ñåìÿí Arabidopsis thaliana ÃÀ è ïðåäâàðèòåëüíîãî íàãðåâà ïðè ñóáëåòàëüíîé òåìïåðàòóðå
íà òåïëîóñòîé÷èâîñòü ïðîðîñòêîâ.

à—â (ñïðàâà) — ôîòîãðàôèè 18-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ ïîñëå òåïëîâîãî ñòðåññà íà 3-è ñóò ðîñòà. Ðåæèìû òåïëîâîãî ñòðåññà ïðåäñòàâëåíû íà ñõåìàõ
ñëåâà. ã — ìàññà 25 ïðîðîñòêîâ (ñðåäíåå è åãî äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë ïðè a = 0.95, çâåçäî÷êîé îáîçíà÷åíû äîñòîâåðíûå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè

Ð < 0.05). 1 — êîíòðîëü, 2—4 — ïîñëå îáðàáîòêè ñåìÿí ÃÀ â êîíöåíòðàöèÿõ 1, 10 è 100 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî.



äîáíîãî ýôôåêòà ÃÀ ìîæíî îæèäàòü è äëÿ äðóãèõ ñå-
ìåéñòâ Hsp, ïîñêîëüêó ìåõàíèçì èíäóêöèè ãåííîé ýêñï-
ðåññèè ïóòåì ñâÿçûâàíèÿ Hsf ñ ÝÒØ â ïðîìîòîðíîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ âñåõ ñåìåéñòâ áåëêîâ òåïëîâîãî
øîêà ñõîäíûé. Â ïîëüçó òàêîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ñâèäå-
òåëüñòâóåò àêòèâàöèÿ ãåííîé ýêñïðåññèè ðàçëè÷íûõ ñå-
ìåéñòâ Hsp ïðè îáðàáîòêå èíãèáèòîðàìè Hsp90 ïðîðîñò-
êîâ A. thaliana (Yamada et al., 2007). Â öåëîì ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò ãèïîòåçó àâòîðåãóëÿöèè ñèíòå-
çà áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà è ðåãóëÿöèè óñòîé÷èâîñòè ê
ñòðåññó áåëêàìè Hsp90. Èñõîäÿ èç òîãî, ÷òî íàêîïëåíèå
Hsp â êëåòêå ñïîñîáñòâóåò ïîâûøåíèþ óñòîé÷èâîñòè íå
òîëüêî ê âûñîêîé òåìïåðàòóðå, íî è ê äðóãèì íåáëàãî-
ïðèÿòíûì ôàêòîðàì (Sorensen et al., 2003), ìîæíî ïðîãíî-
çèðîâàòü ïîâûøåíèå óñòîé÷èâîñòè ïîä âëèÿíèåì èíãèáè-
òîðîâ Hsp90 è ê äðóãèì òèïàì ñòðåññà.
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CHANGES IN HEAT SHOCK PROTEIN SYNTHESIS AND THERMOTOLERANCE

OF ARABIDOPSIS THALIANA SEEDLINGS AS A RESULT OF INHIBITION

OF Hsp90 BY GELDANAMYCIN

L. Ye. Kozeko

Institute of Botany, National Academy of Sciences of Ukraine, Kiev

The influence of geldanamycin (GA), which is a specific inhibitor of heat shock protein Hsp90 activities,
on synthesis of Hsp70 and Hsp90 and thermotolerance of Arabidopsis thaliana seedlings has been studied. In-
cubation of seedlings with GA was shown to induce synthesis of these stress proteins under normal conditions.
Treatment of seeds with the Hsp90 inhibitor resulted in the elevated constitutive levels of Hsp70 and Hsp90 in
seedlings as well as increased induction of their synthesis under heat shock, at that the effect of GA increased
with its concentration. These up-regulation of Hsp promoted thermotolerance of seedlings. The obtained results
are considered as evidence for autoregulation of heat shock protein synthesis and regulation of plant tolerance
by Hsp90.

K e y w o r d s: heat shock proteins, geldanamycin, stress reaction, thermotolerance, Arabidopsis thaliana.
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