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Изучено влияние гелданамицина (ГДА) на синтез белков теплового шока Hsp70 и Hsp90
в Arabidopsis thaliana. ГДА является специфичным ингибитором АТФ-зависимых шапе-
ронных функций Hsp90. Показано, что обработка антибиотиком проростков вызывает
индукцию синтеза стрессовых белков Hsp70 и Hsp90 в отсутствие стресса. Обработ-
ка антибиотиком семян приводит к повышению конститутивного уровня этих белков
в проростках, а также к усилению индукции их синтеза при тепловом стрессе. Таким
образом, полученные данные подтверждают существование механизма авторегуляции
синтеза белков теплового шока белками Hsp90.

Неотъемлемым компонентом реакции клетки на действие различных неблагоприятных фак-
торов является индукция синтеза белков теплового шока (heat shock protein (Hsp)). Выпол-
няя шаперонные функции, эти белки в условиях стресса обеспечивают дезагрегацию дена-
турированных белков, их поддержание в ненативном состоянии, рефолдинг или деграда-
цию [1]. Установлено, что инициация транскрипции генов hsp происходит при взаимодейст-
вии транскрипционных факторов — факторов теплового шока (ФТШ) — с регуляторными
элементами в промотерной последовательности этих генов, получившими название элемен-
тов теплового шока [2–4]. На животных клетках показано, что возможным механизмом
подавления активности ФТШ может быть его связывание в мономерной форме с белка-
ми семейства Hsp90 [5]. В последние годы появились доказательства того, что подобный
механизм существует и в растительных клетках [6]. Эффективным подходом в этих иссле-
дованиях является использование ингибиторов функционирования Hsp90, которые с высо-
кой аффинностью взаимодействуют с АТФ-связывающим сайтом N-терминального домена
молекулы Hsp90, тем самым блокируя АТФазный цикл шаперона [7].

Целью настоящего исследования была проверка гипотезы об авторегуляции экспрессии
белков теплового шока белками Hsp90 у растений с использованием ингибитора Hsp90 гел-
данамицина (ГДА) в разных концентрациях.
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Рис. 1. Иммуноблоты Hsp70 и Hsp90 контрольных проростков (1 ) и проростков, подвергнутых тепловому
стрессу — 45 ◦С 1 ч (2 ) и 37 ◦С 2 ч + 24 ◦С 2 ч + 45 ◦С 1 ч (3 ). Окрашивание мембраны Понсо служит
контролем загрузки белка

Материалы и методы исследования. Работу проводили с Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh экотипа Columbia (Col). Стерилизованные с поверхности семена выдерживали
при 4 ◦С в течение 48 ч, после чего в первом эксперименте высаживали на среду, содержа-
щую 0,5 комплекса минеральных солей Мурасиге–Скуга, 1% сахарозы, 0,8% агара, и далее
содержали при (24± 1) ◦С и 16-часовом фотопериоде. 12-суточные проростки инкубирова-
ли с раствором ГДА в течение 6 ч при 24 ◦С. Во всех экспериментах ГДА (“Sigma”, США)
применяли в концентрациях 1, 10 и 100 мкмоль/л. Обработку им растительного материа-
ла проводили при комнатной температуре в темноте (для предотвращения инактивации
нестойкого на свету антибиотика). В контроле растительный материал инкубировали в сте-
рильной дистиллированной воде при тех же условиях.

В следующих экспериментах антибиотиком обрабатывали непосредственно семена. Для
этого семена после выдерживания при 4 ◦С инкубировали с ГДА в течение 24 ч, после
чего высаживали на среду и проращивали как описано выше. Анализировали 12-суточные
проростки.

Для создания теплового стресса 12-суточные проростки подвергали тепловому стрессу
в следующих режимах: 1) 45 ◦С, 1 ч; 2) 37 ◦С, 2 ч; 3) 37 ◦С, 2 ч + 24 ◦С, 2 ч + 45 ◦С, 1 ч.

Выделение белка, электрофоретическое разделение суммарных растворимых белков
в полиакриламидном геле (ПААГ) в денатурирующих условиях и иммуноблотинг проводи-
ли как описано ранее [8]. Для иммунодетекции использовали первичные мышиные антитела,
специфичные к консервативным участкам цитозольных Hsp70 и Hsp90 (“Sigma”). В качестве
вторичных антител использовали антимышиные IgG, коньюгированные с биотином, кото-
рые визуализировали с помощью экстравидин-пероксидазной системы (“Sigma”). В качестве
внутреннего контроля загрузки белка использовали белковые треки на нитроцеллюлозной
мембране, окрашенные Понсо С.

Результаты исследования и их обсуждение. Анализ белков Hsp70 проростков
A. thaliana выявил две иммунореактивные зоны, обозначенные нами как Hsp70.1 и Hsp70.2
соответственно (рис. 1). Зона Hsp70.1 соответствует цитоплазматическим изоформам
AtHsp70-1 и AtHsp70-2 с молекулярной массой 71,4 кДа, зона Hsp70.2 — цитоплазматичес-
ким изоформам AtHsp70-3 и AtHsp70-4 (71,1 кДа) и AtHsp70-5 (70,9 кДа) [9]. На иммуно-
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Рис. 2. Иммуноблоты Hsp70 и Hsp90 контрольных проростков (1 ) и проростков, инкубированных с ГДА
в концентрациях 1 мкмоль/л (2 ), 10 мкмоль/л (3 ) и 100 мкмоль/л (4 )

блотах Hsp90 выявлена одна зона белка, которая может содержать цитоплазматические изо-
формы AtHsp90-1, AtHsp90-2, AtHsp90-3 и AtHsp90-4 с близкой молекулярной массой [10].

Индукция генов hsp является универсальной реакцией клеток различных организмов на
действие высокой температуры, однако степень индукции для разных генов различна [6, 9].
В подтверждение этому нами показана индукция синтеза белков Hsp70 и Hsp90 в ответ
на действие высокой температуры (см. рис. 1). При этом максимальная индукция выявле-
на для Hsp70.1 у проростков, прошедших перед жестким тепловым воздействием (45 ◦С)
предварительную акклимацию при 37 ◦C, что указывает на наличие индуцибельных изо-
форм, играющих существенную роль в стрессовой реакции и адаптации клетки. Количество
Hsp70.2 изменялось незначительно. Показана также небольшая активация синтеза Hsp90,
что характерно для белков этого семейства: они в достаточном количестве содержатся
в клетке при нормальных условиях (house keeping function proteins) и только в некоторой
степени активизируют свой синтез в стрессовых условиях [11].

6-часовая обработка проростков ГДА при 24 ◦С вызывала индукцию синтеза как Hsp70,
так и Hsp90 (рис. 2). Степень индукции увеличивалась с повышением концентрации антиби-
отика. Изменения, как и при действии высокой температуры, были максимально выражены
для Hsp70.1, в меньшей мере — для Hsp70.2, тогда как активация синтеза Hsp90 наблюда-
лась при более высоких концентрациях антибиотика. Таким образом, ГДА вызывал в клет-
ках проростков индукцию синтеза Нsp в отсутствие стресса.

Известно, что экспрессия генов hsp быстро активируется при резких изменениях внеш-
них факторов, достигая максимума в первые часы, и затем постепенно снижается до пер-
воначального уровня [12]. Кроме того, показано, что ГДА быстро теряет свою активность
на свету [13]. Для того чтобы выяснить, сохраняется ли эффект ГДА длительное время,
с антибиотиком инкубировали семена, а для анализа использовали 12-дневные проростки.
Обработка семян ГДА во всех исследованных концентрациях не снижала их жизнеспособ-
ности и не влияла на состав суммарных растворимых белков проростков. Вместе с тем были
зарегистрированы количественные изменения изучаемых белков теплового шока (рис. 3).
Уровень Hsp70 возрастал с повышением концентрации ГДА, в большей степени — у Hsp70.1.
В то же время повышенное содержание Hsp90 регистрировалось только при максимальной
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Рис. 3. Иммуноблоты Hsp70 и Hsp90 контрольных проростков (1 ) и проростков, выращенных из семян,
инкубированных с ГДА в концентрациях 1 мкмоль/л (2 ), 10 мкмоль/л (3 ) и 100 мкмоль/л (4 )

Рис. 4. Иммуноблоты Hsp70 и Hsp90 контрольных проростков (24 ◦С) (1 ) и проростков, подвергнутых
тепловому стрессу (37 ◦С, 2 ч): без обработки ГДА (2 ); после обработки семян ГДА в концентрациях
1 мкмоль/л (3 ), 10 мкмоль/л (4 ) и 100 мкмоль/л (5 )

концентрации антибиотика. Возможными причинами таких изменений могут быть либо
длительное сохранение активности молекул ГДА в клетках, либо изменение конститутив-
ного уровня этих белков, вызванное действием антибиотика в период прорастания семени
и начала роста проростка (в том случае, если он быстро теряет свою активность в клетках
под действием света).

Далее было показано, что проростки, выращенные из семян, обработанных антибиоти-
ком, отличались от контрольных усилением индукции Hsp70 и Hsp90 в ответ на действие
повышенной температуры (37 ◦С, 2 ч) (рис. 4). Показана значительная активация синтеза
Hsp70 при концентрациях антибиотика 10 и 100 мкмоль/л, и Hsp90 — при максимальной
концентрации.
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Таким образом, установлено, что ингибирование функциональной активности Hsp90 пу-
тем связывания с ГДА приводит к дозозависимой индукции синтеза Hsp70 и Hsp90. При
этом характер изменений у отдельных белков был сходным с таковым при повышении
температуры. Полученные данные полностью согласуются с предполагаемым механизмом
регуляции активности ФТШ с помощью Hsp90 и, в целом, подтверждают существование
механизма авторегуляции синтеза белков теплового шока по принципу обратной связи. По-
казано, что обработка семян ГДА приводит к существенному повышению конститутивного
уровня белков Hsp70 и Hsp90 в проростках и готовности клеток к активации синтеза бел-
ков теплового шока при стрессе. С учетом того, что высокий уровень белков теплового
шока в клетках является необходимым компонентом повышенной устойчивости растений
к неблагоприятным изменениям среды, можно ожидать, что обработка антибиотиком бу-
дет способствовать повышению их стойкости.
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Л.Є. Козеко

Вплив гелданамiцину на синтез бiлкiв теплового шоку Hsp70
i Hsp90 в проростках Arabidopsis thaliana

Вивчено вплив гелданамiцину (ГДА) на синтез бiлкiв теплового шоку Hsp70 i Hsp90 в Arabi-
dopsis thaliana. ГДА є специфiчним iнгiбiтором АТФ-залежних шаперонних функцiй Hsp90.
Показано, що обробка антибiотиком проросткiв викликає iндукцiю синтезу стресових бiлкiв
Hsp70 i Hsp90 за вiдсутностi стресу. Обробка антибiотиком насiння призводить до пiдви-
щення конститутивного рiвня цих бiлкiв у проростках, а також до посилення iндукцiї їх
синтезу пiд впливом теплового стресу. Отже, отриманi данi пiдтверджують iснування
механiзму авторегуляцiї синтезу бiлкiв теплового шоку бiлками Hsp90.

L.Ye. Kozeko

The influence of geldanamycin (GDA) on the synthesis of heat shock
proteins 70 and 90 in Arabidopsis thaliana seedlings

The influence of geldanamycin (GDA) on the synthesis of heat shock proteins 70 and 90 (Hsp70
and Hsp90) in Arabidopsis thaliana is studied. GDA is a specific inhibitor of the ATP-dependent
chaperone functions of Hsp90. It is shown that the treatment of seedlings with the antibiotic induces
the synthesis of Hsp70 and Hsp90 in the absence of stress. Treatment of seeds results in an increase
in the constitutive Hsp70 and Hsp90 level in seedlings, as well as increasing the induction of their
synthesis under heat stress. Thus, the obtained data confirm the existence of autoregulation of the
Hsp’s synthesis by Hsp90s.
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