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Аннотация. Анализ литературных данных по исследованию ключевого фермента азотного об-
мена глутаматдегидрогеназы показал, что митохондриальная форма глутаматдегидрогеназы являет-
ся светозависимым ферментом. В условиях темноты наблюдается увеличение скорости его функци-
онирования, что связано с интенсификацией окислительных процессов в митохондриях растений. 
Изучение действия света разных длин волн показало зависимость активности глутаматдегидрогена-
зы от этого фактора. Установлено, что снижение активности ГДГ происходит под действием крас-
ного света, длина волны которого 660 нм, что связано с образованием активной формы фитохрома 
в данных условиях. Однако, ингибирование фермента светом неполное, что, вероятно, связано с 
его функционированием в биосинтетических процессах. Показано, что в клетках листьев пшеницы 
функционируют две формы глутаматдегидрогеназы с электрофоретической подвижностью 0,27 и 
0,38. Облучение растений пшеницы светом различной длины волны не вызывает изменения в коли-
честве молекулярных форм исследуемого фермента. Обнаружено значительное изменение уровня 
относительной транскрипции генов глутаматдегидрогеназы в листьях пшеницы в условиях различ-
ного освещения. Показано, что активная форма фитохрома участвует в регуляции экспрессии генов 
GDH-1и GDH-2, вызывая уменьшение количества мРHК данного гена в листьях при облучении рас-
тений красным светом. Показано, что в условиях облучения растений красным светом в присут-
ствии комплексона ЭГТА не наблюдалось достоверного изменения уровня экспрессии генов GDH-
1и GDH-2, относительно варианта «темнота». Следовательно, полученные данные свидетельствуют 
об участии свободных катионов кальция в регуляции транскрипционной активности исследуемых 
генов, осуществляемой фитохромной системой. Фитохром-зависимое перераспределение кальция 
в ядро клетки способствует активации кальмодулинов, которые играют важную роль в реализации 
кальциевой сигнализации в клетках листьев пшеницы в ответ активацию фитохрома и обеспечивают 
регуляцию транскрипционной активности генов глутаматдегидрогеназы.
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Изучение свойств ферментов дает возмож-
ность наиболее подробно исследовать процессы 
обмена веществ, текущих в организме и соот-
ветствующих определенным физиологическим 
функциям. Анализ биологических характеристик 
ферментов лежит в основе понимания основных 
взаимозависимых химических процессов, состав-
ляющих базис жизнедеятельности организмов. 
На основании этого факта одна из главных ветвей 
современной энзимологии базируется на исследо-
вании биологической роли ферментных структур, 
а также их физиологических функций в организ-
ме. В качестве объекта исследования был взят 

фермент, носящий название глутаматдегидроге-
наза и присутствующий в живых тканях в каче-
стве регуляторного фермента аминокислотного 
и энергетического обмена [1,2]. В растительных 
клетках ГДГ участвует в реакциях окислительно-
го дезаминирования аминокислот, происходящих 
с высвобождением аммиака и локализованных в 
стареющих клетках или отделенных от растений 
частях [3]. Свет оказывает на растение огромное 
влияние, регулируя процессы роста и формиро-
вания растительных органов, что осуществля-
ется через активацию определенных генов [4,5]. 
Светозависимая регуляция экспрессии генов глу-
таматдегидрогеназы необходима для использова-
ния клеткой L-глутамата, субстрата данного фер-
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мента. Кроме того, L-глутамат является донором 
аминогруппы для того, чтобы переносить их на 
различные аминокислоты [6], что необходимо для 
адаптации клетки к меняющимся условиям сре-
ды, так как это соединение участвует в углерод-
ном и азотном обмене [7].

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объектом исследования являлись 14 дневные 

проростки пшеницы (Triticumaestivum L., сорт 
Московская 40). Растения методом гидропоники 
25оС, 12-часовом световом дне с интенсивностью 
света 90 мкмоль квантов света • м-2 • с-1. Растения 
экспонировались в разном световом режиме, для 
чего применяли светодиоды, испускающие свет 
с максимумом: 640-680 нм (КИПД40М40-К-П6, 
Россия) и 710-750нм (3Л127А-5, Россия) и интен-
сивностью 4 мкмоль квантов света • м-2 • с-1.

Активность митохондриальной ГДГ опреде-
ляли спектрофотометрически по реакции ами-
нирования при 340 нм по окислению НАД+ [8]. 
Фракции органоидов получали на центрифуге 
Eppendorf 5804 (Eppendorf, Германия) и  по ак-
тивности алкогольдегидрогеназы судили о пере-
крестном загрязнении[9].

Суммарную PНК выделяли фенол-хлороформ-
ной экстракцией с использованием в качестве ос-
новного компонента лизирующего буфера - гуа-
нидинтиоцианата [10].кДНК получали набором 
MMLV-ревертазы (“Евроген”, Россия) согласно 
инструкции производителя.ПЦР-РВ проводили 
на приборе LightCуcler 96 «Roche» с SYBR Green 
I. Количество матрицы контролировали парал-
лельной амплификацией фактора элонгации EF-
1Α[11]. Относительный уровень экспрессии генов 
проводили с применением 2-ΔΔCt-метода [12]. 

Из 3-4 повторностей, для которых проводили 
3-x кратные аналитические определения высчи-
тывали средние значения и статестически обра-
батывали их с помощью стандартных методик. 
Использовали для обсуждения статистически до-
стоверные результаты, р < 0,05 [13].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Изучение действия света разной длины вол-

ны на каталитическую активность ГДГ было осу-
ществлено на митохондриальном изоферменте, 
обеспечивающем регуляцию потоков углеводов 
и аминокислот в общем митохондриальном мета-
болизме. Получение митохондриальной фракции 
для исследования осуществляли дифференциаль-
ным центрифугированием.

При интерпретации результатов проведенного 
исследования учитывали степень загрязнения полу-
ченных фракций, в частности, на основе маркерного 
фермента цитоплазматической фракции – алкоголь-
дегидрогеназы (табл.1). Показано, что доля цито-
плазматической фракции в митохондриальной в 
наших исследованиях составляла 9,06 %, что учиты-
валось при дальнейшей интерпретации результатов 
исследования каталитической активности глутамат-
дегидрогеназы в листьях пшеницы при облучении 
растений КС и ДКС в разных вариантах.

Таблица 1
Определение перекрестного загрязнения фракций ми-

тохондрий по маркерному ферменту цитоплазмы
Фepмeнт Цитоплазма Митохондрии

алкогольдeгидрогеназа 0,32 ± 0,021 0,029 ± 0,007

Изучение работы глутаматдегидрогеназ в ли-
стьях пшеницы при  освещении разным спектром, 
показало, что в растениях освещенных дневным и 
красным светом функционирование данных фер-
ментов ингибируется (рис. 1). Активность на свету 
составила 40 Е/г сырой массы. При облучении ку-
курузы дальним красным светом показатели работы 
ГДГ были сходны с растениями, экспонированными 
в темноте. Величина общей активности составила 
55 Е/г сырой массы. Идентичные данные были по-
лучены для растений варианта «КС+ДКС» где коли-
чественный показатель активности был равен 53 /г 
сырой массы. При этом активность растений «ДКС» 
и «КС+ДКС» превышала таковую у растений на све-
ту в 1,38 и 1,33 раза соответственно (рис. 1).

Рис. 1. Активность глутаматдегидрогеназы в 
листьях пшеницы при различном световом режи-
ме. Свет – растения, освещенные белым светом; 
темнота – растения, выдержанные в темноте; КС 
– растения, освещенные светом с длиной волны 
660 нм; КС+ДКС – растения, последовательно ос-
вещенные светом с длиной волны 660 нм и 730 нм.

Анализ действия света на глутаматдегидро-
геназу в листьях пшеницы показал наличие фи-
тохром-зависимого механизма регуляции его 
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функционирования. Активная форма фитохрома 
воздействует на активность ГДГ пшеницы, инги-
бируя ее действие. Подобные механизмы фитох-
ром-зависимой регуляции были ранее показаны 
для других митохондриальных ферментов [14,15]. 
Для них показано, что регуляцию осуществляет 
активная форма фитохрома А, которая осущест-
вляет контроль на уровне экспрессии соответству-
ющих генов. Свое фоторегуляторное действие 
фитохром может реализовывать различными спо-
собами, как непосредственной регуляцией функ-
ции белковой молекулы [16], так и через вторич-
ную систему клеточной сигнализации. В случае 
регуляции на уровне экспрессии генов фитохром 
трансдуцирует свой сигнал в ядро и контроль 
уровня транскрипции генов осуществляют специ-
ализированные факторы транскрипции [17].

Анализ базы данных GenBank показал, что в 
геноме пшеницы содержится набор гомеологич-
ных генов, кодирующий глутаматдегидрогена-
зу. При этом, отмечено высокое сходство генов 
GDH-1, кодирующих глутаматдегидрогеназу в 
растительных организмах: Amborellatrichopoda 
(75%), Prunuspersica (78%), Jatrophacurcas (83%). 
Полученные данные свидетельствуют о эволюци-
онно-сходном пути происхождения генов данно-
го фермента у разных растительных организмов. 
ГенGDH-1(хромосома 5А) пшеницы содержит 9 
экзонов, кодирует один транскрипт размером 1480 
нуклеотидов. На основе нуклеотидной последо-
вательности мРНК гена глутаматдегидрогеназы 
были подобраны специфические праймеры к гену 
GDH-1глутаматдегидрогеназы пшеницы (табл. 2.). 
Ген GDH-2 (хромосома 2А) пшеницы содержит 9 
экзонов, кодирует один транскрипт размером 1475 
нуклеотидов. На основе нуклеотидной последо-
вательности мРНК гена глутаматдегидрогеназы 
были подобраны специфические праймеры к гену 
GDH-2 глутаматдегидрогеназы пшеницы (табл. 2).

Исследование изоферментного состава ГДГ 
в листьях пшеницы при облучении растений све-
том с различной длины волны показало, что во 
всех экспериментальных условиях не наблюда-
ется изменения в наборе изоферментов в клетке 
(рис. 2). В клетках листьев пшеницы обнаружено 
наличие двух изоферментов с электрофоретиче-

ской подвижностью 0,27 и 0,38, соответственно. 
Необходимо выделить, что интенсивность полос 
специфического проявления изоферментов глута-
матдегидрогеназы в листьях пшеницы в условиях 
различного светового режима характеризует изме-
нение скорости функционирования исследуемого 
фермента в данных экспериментальных условиях. 
Поскольку при проведении электрофореза исполь-
зовали одинаковое содержание белка в наносимых 
пробах, то интенсивность полос при специфиче-
ском окрашивании характеризует интенсивность 
общей активности ГДГ в соответствующих услови-
ях, в частности, в темноте количество образован-
ного диформазана значительно больше, что ука-
зывает на большее количество фермента в данном 
образце. Противоположный характер интенсивно-
сти работы исследуемого фермента был определен 
на электрофореграмме в образцах «свет» и «КС». 
Ранее было установлено, что световой режим, в 
pастенияx арабидопсиса, влияет на активность 
сукцинатдегидрогеназы [18], при этом в условиях 
освещения белым светом не наблюдается ее полно-
го ингибирования, что характеризует увеличение 
роли данного фермента в биосинтетических про-
цессах клетки в условиях фотосинтеза. 

Таблица 2
Праймеры к гену глутаматдегидрогеназы для определения экспрессии методом ПЦР в реальном времени

Ген Праймер Нуклеотидная последовательность Температура отжига, оС

GDH-1 прямой GTAATGTTGGCTCCTGGGCT 59обратный CGCAGCCTCGATGATGTACT
GDH-2 прямой TGATCCAGAGGCAGACGAGA 58

Рис. 2. Специфическое проявление изофермен-
тов глутаматдегидрогеназы в листьях пшeницы в 
условиях различного освещения. Свет – pастения, 
освещенные белым светом; Темн – pастения, вы-
держанные в тeмноте; КС – pастения, освещен-
ные светом с длиной волны 660 нм; КС+ДКС – 
растения, последовательно освещенные светом с 
длиной волны 660 нм и 730 нм. Р1 и Р2 – белковые 
полосы с глутаматдегидрогеназной активностью.

Регуляция активности глутаматдегидрогеназы в листьях пшеницы
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Важным механизмом регуляции активности 
ряда ферментов при осуществлении светового 
контроля, может быть участие фоторецепторов 
растительной клетки, специфически рецептиру-
ющих определенные кванты света. Особая роль 
в данном процессе отводится фитохромной си-
стеме, обеспечивающей регуляцию различных 
ферментных систем. Данные фоторецепторы ре-
ализуют свой потенциал посредством различных 
мессенджеров или при непосредственном взаи-
модействии генами-мишенями. Фитохром А мо-
жет самостоятельно проникать в ядро, запускать 
процессы изменения функционального состояния 
хроматина, находящего отражение в контроле экс-
прессии ряда генов, в том числе опосредуя свое 
действие через мессенджеры [16].

Для оценки содержания мРНК гена GDH-1 в 
образцах растений в разных условиях светового 
режима применяли методколичественной поли-
меразной цепной реакции в реальном времени. 
Данный метод позволил выявить соотношение 
количества транскриптов в клетках листьев пше-
ницы при их облучении светом разной длины вол-
ны. Количественное содержание транскриптов 
исследуемого гена при выращивании растений на 
свету соотносится с таковым показателем в расте-
ниях варианта «КС». В этих экспериментальных 
условиях транскрипционная активность GDH-1 
выше, чем в варианте «темнота». При этом, пока-
зана четкая зависимость увеличения содержания 
транскриптов в клетках растений, увеличениесо-
ставило 3,77 раза, а в варианте «КС+ДКС» данный 
показатель превышал показатель светового опыта 
в 3,27 раза (рис.3). Сходный характер изменения 
транскрипционной активности данного гена был 
обнаружен в варианте «темнота», где изменение 
составило 3,25 раза относительно варианта «свет» 
в меньшую сторону. Импульсное облучение рас-
тений красным светом привело к снижению из-
учаемого показателя в 1,77 раза по отношению к 
растениям, экспонируемым в темноте, и в 2,05 раз 
меньше, по отношению к растениям, облученным 
дальним красным светом.

Установлено, что скорость функционирования 
митохондриальной глутаматдегидрогеназыиме-
ет фитохром-зависимый характер, где основным 
действующим фактором выступает активная фор-
ма фитохрома. Полученные результаты свидетель-
ствуют о регуляции активности ГДГ при измене-
нии светового режима растений и при переходе 
к фотосинтетической активности посредством 
исследуемого фоторецептора. Рядом авторов 

установлено, что внутриклеточное перераспре-
деление катионов кальция между цитоплазмой и 
ядром в зеленых листьях кукурузы регулируется 
фитоxpомной системой [19].

Рис. 3. Относительный уровень экспрессии 
гена GDH-1 в листьях пшеницы при разных све-
товых режимах. Свет – растения, освещенные 
белым светом; темнота – растения, выдержанные 
в темноте; КС – растения, освещенные светом с 
длиной волны 660 нм; КС+ДКС – растения, по-
следовательно освещенные светом с длиной вол-
ны 660 нм и 730 нм.

Изучение величины содержания транскрип-
тов гена GDH-2 глутаматдегидрогеназы в листьях 
пшеницы при их облучении светом разной дли-
ны волны показало определеннуюзависимость 
(рис. 4). В растениях на свету в 1,71 раза коли-
чество мРНК гена GDH-2 ниже, чем в варианте 
«темнота». При облучении растений КС также 
установлено снижение величины данного показа-
теля исследуемого гена, снижение составило 1,31 
раза. Противоположный характер ответной реак-
ции клетки характерен для вариантов «ДКС» и 
«КС+ДКС». Наличие в клетках исследуемых рас-
тений активной формы фитохрома способствует 
уменьшению анализируемой величины экспрес-
сии данных генов, что находит свое отражение 
в механизме генетического контроля активности 
исследуемой энзиматической системы. Свет вы-
ступает в качестве главного регулятора метаболиз-
ма растений. На модельном объекте растений А. 
thaliana установлено, что КС значительно меняет 
уровень работы генетического материала клетки, 
ответственного за кодирование ферментов окис-
лительного метаболизма. Освещение растений 
кукурузы КС приводило к снижению исследуемо-
го показателя гена субъединицы А сукцинатдеги-
дрогеназы, при этом важно отметить противопо-
ложную ответную реакцию растительной клетки 
на действиедальнего красного света [20]. 
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Исследования с применением ЭГТА позволяет 
выявить закономерности перераспределения сво-
бодных катионов кальция между компартмента-
ми клетки в зависимости от условий освещения. 
Результаты наших исследований свидетельству-
ют о зависимости уровня транскриптов исследу-
емого гена глутаматдегидрогеназы, от варианта 
облучения растений светом разной длины волны. 
Комплексон ЭГТА контролирует содержание сво-
бодных катионов двухвалентных металлов, в том 
числе и кальция. Изменения концентрации катио-
нов кальция в ядрах листьев пшеницы в присут-
ствии ЭГТА представлены на рисунке 5. 

Рис. 4. Относительный уровень экспрессии 
гена GDH-2 в листьях пшеницы при разных све-
товых режимах.

Установлено, что содержание Са2+ в ядрах ли-
стьев на свету значительно ниже такового показа-
теля, чем в варианте «темнота». Анализ результа-
тов говорит о том, что после 24 часов инкубации 
в темноте концентрация мРНК генов GDH-1 
иGDH-2 увеличивается в 2,85 и 1,34 раза, соответ-
ственно, по сравнению с вариантом «свет». Когда 
не работает фотосинтез, основная доля энергии 
генерируется в митохондриях, что требует акти-
вации всего митохондриального метаболизма, в 
том числе и глутаматдегидрогеназы. 

Воздействие на растения КС не приводило к 
изменению транскрипционной активности обоих 
генов глутаматдегидрогеназы при применении в 
качестве комплексона, связывающего свободные 
катионы кальция. Следовательно, данный эле-
мент вызывает нарушение фитохромной каль-
циевой сигнализации в растительной клетке. 
Аналогичные данные получены и для растений, 
инкубированных в присутствии дальнего красно-
го света, где уровень экспрессии гена субъедини-
цы альфа глутаматдегидрогеназы в листьях пше-
ницы находился на близком уровне к темновому 
варианту эксперимента, в пределах статистиче-
ской погрешности. При этом, следует отметить, 
что воздействие на листья пшеницы света разной 
длины волны в присутствии ЭГТА, также не вы-
зывало значимых изменений транскрипционной 
активности GDH-1 иGDH-2, в различных вариан-
тах сочетания света. 

Определяющую роль в данном процессе игра-
ет механизм кальциевой сигнализации, передаю-
щий фитохромный эффектв клеточное ядро. При 
этом, в самом ядре, также существует внутрия-
дерная система восприятия и реализации каль-
циевого сигнала. Оно реализуется посредством 
кальмодулинов и ССаМ-пептидов, реагирующих 
с различными белками и проявляющими киназ-
ную активность по отношению к ним. В качестве 
примера можно привести САМ7 арабидопсиса, 
который выступает регулятором экспрессии ге-
нов, обеспечивающих фотоморфогенные измене-
ния растительного организма. При этом, мутант-
ные формы модельных растительных организмов 
проявляют данный эффект в значительно мень-
шей степени [21]. 

Таким образом, кальмодулины играют важ-
ную роль в реализации кальциевой сигнализации 
в клетках листьев пшеницы в ответ наактивацию 
фитохрома и обеспечивают регуляцию транс-
крипционной активности генов глутаматдегидро-
геназы.

Рис. 5. Уровень экспрессии генов GDH-1 
иGDH-2 в норме и в присутствии ЭГТА при об-
лучении растений пшеницы светом разной длины 
волны. Свет – растения, освещенные белым све-
том; темнота – растения, выдержанные в темноте; 
КС – растения, освещенные светом с длиной вол-
ны 660 нм; КС+ДКС – растения, последовательно 
освещенные светом с длиной волны 660 нм и 730 
нм.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты исследования свидетельствуют, что 

изменение светового режима растений находит от-
ражение в дифференциальном уровне активности 
глутаматдегидрогеназыв листьях пшеницы. При 
наличии в клетках исследуемых растений актив-
ной формы фитохрома было показано снижение 
скорости функционирования данного энзима. 
Низкое значение величины каталитической актив-
ности глутаматдегидрогеназы в листьях пшеницы 
на свету, вероятно, обусловлено снижением обще-
го митохондриального метаболизма при активном 
фотосинтезе, достаточным для осуществления 
биосинтетических процессов – синтеза глутамата. 
Подобный механизм регуляции был установлен 
для сукцинатдегидрогеназы [18]. 

Выявлено наличие влистьях пшеницы двухмо-
лекулярных форм исследуемого фермента с раз-
личным значением электрофоретической подвиж-
ности. Первая изоформа имеет величину Rf 0.27, а 
вторая – 0.38. При этом, при облучении пшеницы 
светом различной длины волны не наблюдается 
изменения в изоформном составе глутаматдеги-
дрогеназы. Показано, что интенсивность спец-
ифически окрашенных полос на специфичность 
ГДГ соотносится с изменением ферментативной 
активности. Интенсивность полос на геле возрас-
тает в темноте и при непосредственном облуче-
нии дальним красным светом.

Показано, что для растений, подвергнутых об-
лучению светом разной длины волны, характерен 
механизм фитохром-зависимого регулирования 
уровня транскриптов генов ГДГ. Исследования 
показали, что при действии КС наблюдается пода-
вление экспрессии обоих генов глутаматдегидро-
геназы, что соответствует изменению активности 
исследуемого энзима в этих условиях экспери-
мента. Рядом авторов показано, что фитохромная 
система регулирует внутриклеточное перераспре-
деление катионов кальция между цитоплазмой и 
ядром в зеленых листьях кукурузы [19, 22, 23]. В 
ходе наших исследований показано, что перерас-
пределение свободных катионов кальция между 
компартментами клетки играет важную роль в 
регуляции глутаматдегидрогеназы. Применение 
комплексона ЭГТА привело к отсутствию изме-
нения в активности данного фермента в листьях 
пшеницы в условиях различного освещения.
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ABSTRACT. An analysis of the literature data on the study of the key enzyme of nitrogen metabolism, 
glutamate dehydrogenase, showed that mitochondrial glutamate dehydrogenase is a light-dependent 
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implementation of calcium signaling in wheat leaf cells in response to phytochrome activation and provide 
regulation of the transcriptional activity of glutamate dehydrogenase genes.

Keywords: glutamate dehydrogenase, activity, subunit, GABA-shunt, regulation, expression, 
isoenzymes
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