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Установлено увеличение активности ГДГ при воздействии на растения гипоксических условий в первые 
6 часов, что обеспечивает формирование адаптивной реакции клеточного метаболизма к недостатку 
кислорода в клетке. Показано различие в транскрипционной активности гомеологичных генов GDH-1 
в листьях пшеницы в стрессовых условиях. Увеличение содержания мРНК гена GDH-1(5A) в листьях 
пшеницы при воздействии на растения гипоксических условий наблюдается в первые часы экспери­
мента, что соотносится с изменением каталитической активности глутаматдегидрогеназы. Регуляция 
данного гена осуществляется транскрипционным фактором HIF, специфический сайт посадки которого 
обнаружен в зоне инициации транскрипции промотора данного гена.
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Растения способны переносить недоста­
ток кислорода, который возможен, в  том числе, 
и в естественных условиях, например, при затоп­
лении почв, в горах и других специфических ус­
ловиях (Vartapetian, Jackson, 1997; Войцековская 
и  др., 2010). При этом разные виды организмов 
по-разному реагируют на  неспецифические ус­
ловия, и ответная реакция проявляется не только 
на уровне целого организма, но и отдельные органы 
в определенной зависимости реагируют на недоста­
ток кислорода в окружающей среде.

Важное значение в реакции растительной клет­
ки на гипоксический стресс играют биохимические 
и молекулярные механизмы, которым в последнее 
время уделяется особое внимание. Исследуются 
механизмы контроля транскрипционной актив­
ности генов энзимов, обеспеченной действием 
различных специализированных факторов транс­
крипции (Wenger et al., 2005). Данный контроль 
актуален в отношении ферментов окислительного 
и  конструктивного метаболизмов растительной 
клетки.

Глутаматдегидрогеназа (ГДГ, L-глутамат: 
НАД(Ф)-оксидоредуктаза, КФ 1.4.1.2), катализируя 
реакцию восстановительного аминирования 2-ок­
соглутарата до L-глутамата (или обратную реак­
цию окислительного дезаминирования глутамата 
до 2-оксоглутаровой кислоты) принимает участие 

в углеродном и азотном обмене, что связано с тем, 
что обусловлено важным значением глутамата 
в метаболизме аминокислот в организмах разного 
уровня организации (Dubois, et al., 2003). Аммо­
нийная группа глутамата является источником при 
переаминировании с образованием других амино­
кислот, кроме того, глутамат представляет собой 
субстрат для биосинтеза γ-аминомасляной кис­
лоты (ГАМК), аргинина, пролина и хлорофиллов 
(Forde, Lea, 2007, Shelp et al., 2012).

Помимо этого, ГДГ является первым этапом 
ответвления дыхательного метаболического пути 
в сторону ГАМК-шунта (Bown, Shelp., 1997). 2-ок­
соглутарат является непосредственным субстратом 
катализируемой ГДГ реакции, из которого фор­
мируется глутамат, направляемый в дальнейшем 
на синтез ГАМК с помощью глутаматдекарбокси­
лазы (КФ 4.1.1.15) (Fait et al., 2008).

Регуляция активности глутаматдегидрогеназы 
на уровне экспрессии ее генов представляет со­
бой механизм координации метаболизма глута­
мата в стрессовых условиях. Нативный белок ГДГ 
состоит из субъединиц α и β, каждая их которых 
детерминирована своим геном, которые объеди­
няются в разных соотношениях с образованием 
гексамера, и  эти комбинации создают разные 
изоферменты (Grabowska et al., 2012). Актуаль­
ным представляется исследование механизмов 

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ



	 МОЛЕКУЛЯРНЫЕ АСПЕКТЫ РЕГУЛЯЦИИ ЭКСПРЕССИИ� 597

ИЗВЕСТИЯ РАН, СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ № 5 2024

регуляции экспрессии генов ГДГ в листьях пше­
ницы в ответ не стрессовое воздействие гипоксии.

Цель работы ‒ изучение регуляции транс­
крипционной активности гомеологичных генов 
глутаматдегидрогеназы в листьях пшеницы при 
адаптивной реакции клеточного метаболизма 
к гипоксии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объекта исследования использовали 
листья пшеницы (Triticum aestivum L.), выращен­
ные гидропонным способом при 12-часовом свето­
вом дне с интенсивностью света 90 мкмоль квантов 
света ∙ м–2 ∙ с–1, при температурном оптимуме 25оС.

Выявление гомологии исследуемых нуклеотидных 
последовательностей осуществляли с  помощью 
Clustal Omega (Sievers, Higgins, 2014).

Гипоксические условия создавали на  основе 
ранее разработанной методики, позволяющей по­
лучить содержание кислорода менее ≤0.5% (Igam­
berdiev, Hill, 2008).

Митохондриальную фракцию получали методом 
дифференциального центрифугирования со сре­
дой выделения следующего состава: 50 мМ Трис-
HCl буфера, рН 7.5, содержавший 0.3 М сахарозу, 
2.5 мМ ЭДТА, 1 мМ КСl и 4 мМ MgCl2. Осадок, 
содержащий в основном митохондрии и микро­
тельца, ресуспендировали в 1 мл среды выделе­
ние без сахарозы и использовали для определения 
активности ГДГ спектрофотометрическим мето­
дом при 340 нм в среде, содержащей 13 мМ 2-ок­
соглутарат, 0.25 мМ  НАДН, 1мМ CaCl2, 50 мМ 
(NH4)2SO4,100 мМ HEPES буфер рН 8.0 (Sarasketa 
et al., 2016). Реакцию инициировали добавлением 
фермента. Контролем при определении активности 
ГДГ являлась среда спектрофотометрирования без 
субстрата (2-оксоглутарата), но содержащая бел­
ковый экстракт митохондрий.

Оценку степени загрязнения митохондриальной 
фракции проводили на основе анализа активности 
лактатдегидрогеназы – цитоплазматического фер­
мента при 340 нм. Среда спектрофотометрирования 
была следующего состава: 0.05 M калий–фосфатный 
буфер (pН 7.5), 3 мМ пирувата натрия, 9 мМ НАДН 
(Епринцев и др., 2022).

РНК выделяли при помощи фенол-хлороформ­
ной экстракции с добавлением гуанидинтиоционата 
(Chomczynski, Sacchi, 1987).

Комплементарную ДНК получали методом об­
ратной транскрипции с помощью коммерческого 
набора MMLV-R (Евроген, Россия) согласно реко­
мендациям производителя.

Полимеразную цепную реакцию в  реальном 
времени проводили на  приборе LightCycler 96 
(Roche, США), применяя в  качестве красителя 
SYBR Green I. В качестве матрицы использовали 

кДНК, полученную из 100 нг суммарной клеточ­
ной РНК. Амплификация гена фактора элонга­
ции EF-1ά осуществлялась для контроля матрицы 
(Nicot et al., 2005).

Опыты проводили в трех биологических и че­
тырех аналитических повторностях. Данные были 
подвергнуты двустороннему дисперсионному ана­
лизу (ANOVA) с  использованием программно­
го обеспечения для анализа данных STATISTICA 
версии 9 (Statsoft Wipro, East Brunswick, NJ, USA). 
Результаты представлены в виде средних значений 
и стандартных отклонений (SD). Обсуждаются ста­
тистически значимые различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты исследований влияния гипоксии 
на  активность митохондриальной формы глута­
матдегидрогеназы в  листьях пшеницы проводи­
лись с учетом загрязнения фракции митохондрий 
цитоплазматической фракцией. Величина катали­
тической активности лактатдегидрогеназы в ци­
топлазме клеток листьев контрольных растени­
ях составляла 0.41 ± 0.017 Е/г сырой массы, в то 
время как в митохондриальной фракции данный 
показатель равнялся 0.043 ± 0.005 Е/г сырой массы. 
Выявленная степень загрязнения митохондриальной 
фракции составила 10.4% соответственно, что учиты­
валось при определении активности глутаматдеги­
дрогеназы в листьях пшеницы при разных условиях 
эксперимента.

Проведенное исследование по влиянию низких 
концентраций кислорода на функционирование 
ГДГ показало, что в первые часы инкубации рас­
тений в среде с низким содержанием кислорода 
и азотом в качестве преобладающего газа наблю­
далось увеличение скорости функционирования 
исследуемого фермента по  реакции аминирова­
ния. В первый час экспозиции в условиях азотной 
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Рис. 1. Активность глутаматдегидрогеназы в листьях 
пшеницы в условиях гипоксии.
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среды увеличение каталитической активности ГДГ 
составило 1.89 раза относительно контрольных 
значений, характерных для растений, экспониру­
емых в нормальных условиях (рис. 1).

Дальнейшее пребывание растений в условиях 
среды азота также приводило к постепенному уве­
личению скорости функционирования глутамат­
дегидрогеназы вплоть до 6 часа, где анализируе­
мый показатель достигал максимального значения 
143.2  Е/г сырой массы. Однако стоит отметить, 
что после 6 часа пребывания растений пшеницы 
в среде азота происходило постепенное снижений 
величины активности ГДГ, и данный показатель 
в 24 часам составил 57.8 Е/г сырой массы.

Группа контрольных растений не демонстри­
ровала значительных изменений общей фермента­
тивной активности.

Для пшеницы установлено, что глутаматдеги­
дрогеназа кодируется набором гомеологичных ге­
нов, расположенных на разных хромосомах. Ген 
GDH-1 представлен аллелями в  гомеологичных 
хромосомах: GDH-1(5A) (LOC123105375), распо­
ложен в 5А хромосоме и включает в свой состав 
9 экзонов, GDH-1(5В) (LOC123113648), который 
локализован в 5В хромосоме и включает 9 экзонов, 
GDH-1(5D) (LOC123123357), который локализо­
ван в 5В хромосоме и включает 6 экзонов. После­
довательности матричной РНК генов ГДГ Triticum 
aestivum были взяты из международной базы дан­
ных NCBI, на основании которых были разработа­
ны специфические праймеры (табл. 1).

Относительный уровень транскриптов генов го­
меологов глутаматдегидрогеназы в листьях пшени­
цы является неодинаковой. Наибольшая активность 
характерна для гена GDH-1(5A) (рис. 2). Относитель­
ный уровень транскриптов гена GDH-1(5В) на 56% 
ниже такового показателя для гена GDH-1(5A), 
но наименьший уровень экспрессии характерен для 
гена GDH-1(5D).

Показано, что гипоксия влияет на регуляцию 
экспрессии генов исследуемой ферментной систе­
мы. После первого часа инкубации в среде азота 
не наблюдалось достоверно значимых изменений 
в  содержании мРНК гена GDH-1(5A) в  листьях 

пшеницы (рис. 3). Однако в  последующие часы 
экспозиции растений в среде азота было установ­
лено увеличение анализируемого показателя от­
носительно контроля и максимальное содержание 
транскриптов гена глутаматдегидрогеназы обнару­
жено на 6 час экспозиции. Исследуемый показа­
тель составлял на 6 час эксперимента 1.78 ед., что 
свидетельствует об активации транскрипции ис­
следуемого гена. После шестого часа эксперимента 

Таблица 1. Субгеном-специфичные праймеры для глутаматдегидрогеназы Triticum aestivum

Ген Праймер Нуклеотидная последовательность

GDH-1(5A)
Прямой GTAATGTTGGCTCCTGGGCT

Обратный CGCAGCCTCGATGATGTACT

GDH-1(5B)
Прямой CCCGTCGAAGTCACAACTCA

Обратный GTTTCACTCTCAGCCACGGA

GDH-1(5D)
Прямой GAGTGGGTGCAGAACATCCA

Обратный CAGCATCTGTCAACGCACAC
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Рис. 2. Относительный уровень транскриптов гомео­
логичных генов GDH-1(5A), GDH-1(5В) и GDH-1(5D) 
глутаматдегидрогеназы в листьях пшеницы.
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Рис. 3. Относительный уровень транскриптов гена 
GDH-1(5A) в листьях пшеницы в условиях гипоксии.
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наблюдалось постепенное снижение относитель­
ного уровня транскриптов гена GDH-1(5A) в ли­
стьях пшеницы.

Исследование относительного уровня транс­
криптов гена GDH-1(5B) глутаматдегидрогеназы в ус­
ловиях недостатка кислорода показало уменьшение 
исследуемого показателя уже на первый час экспе­
римента. Снижение транскрипционной активности 
составило 18% относительно такового показателя 
в норме. Такое изменение экспрессии гена, кодирую­
щего глутаматдегидрогеназу, подтверждает различие 
в ответной реакции транскрипционной активности 
генома пшеницы в ответ на действие гипоксического 

стресса при регуляции гомеологичных генов. С 6 часа 
инкубации относительный уровень транскриптов 
исследуемого гена постепенно снижается, достигая 
минимальных значений (рис. 4). В условиях низкого 
содержания кислорода в среде снижение транскрип­
ционной активности гена GDH-1(5B) к 24 часу экс­
перимента составило в 1.58 раз.

Незначительное уменьшение транскрипци­
онной активности гена GDH-1(5D) наблюдалось 
на 6 и 12 часы эксперимента (рис. 5), когда умень­
шение содержания его мРНК в листьях пшеницы 
при солевом стрессе на 6 и 12 час экспозиции со­
ставило 5−7% от контрольных значений.
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Рис. 4. Относительный уровень транскриптов гена 
GDH-1(5B) в листьях пшеницы в условиях гипоксии.
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Рис. 5. Относительный уровень транскриптов гена 
GDH-1(5D) в листьях пшеницы в условиях гипоксии.

ATACCGAGTAAAATGAGTGAATCTACGCTCTAAAACATGTCTATATAC
ATTTATATGTAGTCTCTCTTAAAACCAATATCTAAAAAGCCTTATATTT
AGAAACGGAGGGAGCAGTACTTGACTGTTGACGGACATGTATTGTGAG
CATGAAGTGTCAGGAATCACGTGTTACACGTGCATGCATGCTCATCACC
GTCAGCGTATCAGCAAATTGCCTGGCGCAAGCTGTGCAGCCGGTACAT
CCACAGCTCAGTACATACATTGATACATACGTACATAGCACACCTAACC
GATTTGAGCAGTAATCTGAAGTTGCCACATGCAGAGGCTTCCTTGAACA
CTCACTTCCACTGACTTGTGGCTCAAATTCTGGGCATTTTCTCAGCAAA
ACAAGCGCAGCTGTCGGCAGTCTGGATCTTCATTCAGATGTTGGCCCTA
GAACAGTGATCATTTTGTAGTAGATGTTAGTAAGCTCCTAGCCCGGAAC
TАCTGAGCAGCGCTCCTCCTAGCCTAGCACCTCТTCTAAACTAAACAAA
AGGGGAGGTGGTCGATTCCTTGGCATAGATTGATGCTCTTCAATCTGGT
ACTGGTAGGCTAGGAGTAGTAGTAGTTAATTACGGTATTGAGTGCAGA
CAGGGCTCGGGTCTCGAGGGAAATTAATTGCAGGCAGGGCGAGAATCA
GATCTTGTTCTTATCCTTGTAGAGACAAAAAAAAATTAAAATTTAAAAG
AAAAATCTCCTCTGCTTTTTGAACGGAACCCAAATCCACCGAGGGGTTC
AGCCCAGTGTGCCTATATATGCATACGGCCTACCTGAAACTCCTCCATA
GTCTTTGTGCCGCTGCTCGCCACTAACACTTCGCGGCTACTCCACTCGC
CGGTAATATAAAAGCAGATTATCCTTTGGTTCCTCGCGCAGAGTTTAAT
CTTTTTGTCTCGTGTGATTAGTGTTCTTGGATTGCTACCTATGATGTTGG
GTTTCTGGATCCGTTTTTCAGGCGCGGCGGCTCCGGAGGGGGGATTTCG
TCGGGCAGGATG

Рис. 6. Последовательность промотора гена GDH-1(5А) с обозначением специфического сайта посадки транскрип­
ционного фактора ответа HIF-1 (фактор ответа на гипоксию) (выделено серым). Стартовый кодон ATG выделен 
подчеркиванием.
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Исследование нуклеотидных последовательно­
стей промоторов гомеологичных генов глутамат­
дегидрогеназы пшеницы на предмет наличия в их 
составе специфических сайтов связывания с ин­
дуцируемым гипоксией фактором (HIF) (рис. 6), 
обуславливающим стресс-зависимый контроль ак­
тивности генов-мишеней при недостатке кислоро­
да, показало наличие таковых элементов в составе 
нуклеотидной последовательности промотора гена 
GDH-1(5А).

Однако существует набор транскрипционных 
факторов, осуществляющих отрицательную ре­
гуляцию экспрессии генов-мишеней в  условиях 
гипоксии при наличии в составе их промоторов 
специфического сайта – W-box (Turchi et al., 2015).

Анализ нуклеотидных последовательностей 
промоторов генов гомеологов глутаматдегидроге­
назы пшеницы позволил установить различие в со­
держании регуляторных cis-элементов, в частности 
W-box. Показано, что из трех гомеологичных генов 
GDH-1(5А), GDH-1(5В) и GDH-1(5D) в составе ну­
клеотидной последовательности промотора W-box 
присутствует только в  составе промотора гена 
GDH-1(5В) (рис. 7). Важно отметить, что распо­
лагается он от −103 до −96 положении, что играет 
ключевое значение его участия в отрицательной 
регуляции экспрессии данного гена-мишени, при 
гипоксическом стрессе (Seok et al., 2022).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Глутаматдегидрогеназа катализирует обратимую 
реакцию аминирования/дезаминирования, которая 
может привести либо к синтезу, либо к катаболизму 
глутамата. Недавние исследования подтвердили, 
что как в молодых, так и в старых листьях табака 
глутамат синтезируется за счет комбинированного 
действия глутаминсинтазы и глутаматсинтазы, в то 
время как глутаматдегидрогеназа отвечает за деза­
минирование глутамата (Terce-Laforgue, et al., 2004, 
Masclaux-Daubresse et al., 2006). Альфа-аминогруппа 

глутамата также может быть перенесена в  пиру­
ват с образованием аланина под действием алани­
наминотрансферазы (КФ 2.6.1.2). Было показано, 
что синтез аланина играет ключевую роль в ответе 
на гипоксию/аноксию (Ricoult et al., 2006).

Ряд генов метаболизма азота сверхэкспрессиру­
ется при низком содержании кислорода, например, 
глутаматдегидрогеназа, глутаматдекарбоксилаза 
и глутаматсинтаза. Было показано, что они индуци­
руются на ранних стадиях стресса (0.5–6 ч) [1] и по­
давлялись, когда стресс длился более 20 часов (Klok 
et al., 2002, Yang et al., 2011).

Изменения ферментативной активности 
в  стрессовых условиях может быть связано как 
с  посттрансляционной конформацией белков, 
так и с изменением транскрипционной активно­
сти генов исследуемых ферментов.

Полиплоидия, и особенно аллополиплоидия, 
часто приводит к тому, что один субгеном стано­
вится доминирующим над другими, что прояв­
ляется в асимметрии экспрессии генов. В основе 
доминирования лежат различная степень мети­
лирования субгеномов, модификации гистонов 
и плотность мобильных генетических элементов 
(Feldman et al., 2012, Bird et al., 2018). Около 30% 
триад генов-гомеологов пшеницы (включающих 
копии генов в A, B и D субгеномах) демонстрируют 
несбалансированные уровни экспрессии, с более 
высокой или более низкой экспрессией одного го­
меолога по сравнению с двумя другими (Ramirez-
Gonzalez et al., 2018).

Нами разработаны субгеном-специфичные 
праймеры для трех гомеологичных генов ГДГ у ал­
логексаплоидной пшеницы, позволяющие изучить 
экспрессию данных генов и провести оценку вклада 
каждого гомеолога фермента в организации метабо­
лизма клетки пшеницы в условиях гипоксии. По­
лученные результаты анализа уровня транскриптов 
генов глутаматдегидрогеназы свидетельствуют, что 
наибольший вклад в  формировании белкового 
компонента исследуемого фермента вносит ген 
GDH-1(5A). Исследование уровня транскриптов 

Рис. 7. Последовательность промотора гена Gdh-1(5B) с  обозначением специфического cis-элемента (выделе­
но серым с зачеркиванием) отрицательной регуляции экспрессии при гипоксии. Стартовый кодон ATG выделен 
подчеркиванием.

CCGCGCCACCGTCCTCCGCGGCTGGGAGGCCTGATCGCTCGCCGGCCG

GCATCCTGCAATGCCCGTGCTCTCTCGCCGACTCCATGGGATCCCGTCG

AAGTCACAACTCAACAAAAAGTTCAATAATCGAGCCCGTGCGTTCTCTC

ATACATAAGCTCCGATCTCTTGGAGAGACCGGCAGAACAGTAGCGGCA

CCACCTTCTTCTTGTAATCCGTGGCTGAGAGTGAAACACAGCAATGATA

TTCGGTTTCTTTTCTTGGTAACATTTGATCGTGTTTATGATGCGTGAGTC

GCTTTTATTAGCATCGCATGGCAACAAGCCGGCCAACAAGGTCATG
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гена глутаматдегидрогеназы в листьях пшеницы 
в среде с азотом показало определенную зависи­
мость. Результаты исследования свидетельствуют 
о зависимости уровня транскриптов гена глутамат­
дегидрогеназ в листьях пшеницы от кислородного 
режима растений. Снижение содержания кисло­
рода в среде инкубации растений приводит к уве­
личению содержания мРНК гена GDH-1(5A), что 
коррелирует с активацией исследуемого энзима. 
Проведенное исследование динамики относитель­
ного уровня транскриптов гемеологичного гена 
GDH-1(5D), кодирующего глутаматдегидрогеназу 
пшеницы, показало минимальное отклонение ве­
личины его экспрессии относительно контрольных 
значений при гипоксии.

Индуцируемый гипоксией фактор (HIF) – фак­
тор транскрипции имеет решающее значение для 
регуляции генов-мишеней в ответ на гипоксию. 
Индуцируемым гипоксией фактор 1 (HIF-1) пред­
ставляет собой димер HIF-1α и ARNT (HIF-1β), 
который связывается с элементами ответа на ги­
поксию (HRE), расположенными в  регулятор­
ной области чувствительных генов, тем самым 
стимулируя их транскрипцию. Основная после­
довательность сайта связывания HIF-1 (5'-A/
GCGTG-3') соотносится с последовательностью 
HRE (5'-CACG(T/C)-3'), обеспечивающих кон­
троль экспрессии гипоксически-зависимых генов 
(Wenger et al., 2005; Xia, Kungr 2009). Наличие двух 
специфических сайтов HIF-1 в составе промотора 
гена GDH-1(5A) способствует изменению экспрессии 
данного гена в условиях гипоксии, что проявляется 
в увеличении его мРНК в клетках листьев пшени­
цы. При этом отсутствие сайтов связывания HIF-1 
в промоторах двух других гомеологичных генов со­
относится с отсутствием их активации при недо­
статке кислорода.

Кроме того, исследование нуклеотидных по­
следовательностей промоторов генов ГДГ пшени­
цы показало наличие в составе GDH-1(5В) отри­
цательного цис-регуляторного элемента на гипок­
сию (5'-AATGATA-3', W-box) (Turchi et al., 2015) 
в области инициации транскрипции. Важное зна­
чение в осуществлении данного типа регуляции 
играет именно положение W-box на нуклеотид­
ной последовательности промотора, в частности, 
для осуществления регуляции он должен находит­
ся в положении от −116 до −2 в промоторе (Seok 
et al., 2022).

Исследование нуклеотидной последователь­
ности промотора гена GDH-1(5D) на  наличие 
в его составе cis-элементов отрицательной и по­
ложительной регуляции показало их отсутствие. 
Стабильный уровень его экспрессии в  листьях 
пшеницы при гипоксическом стрессе обусловлен 
отсутствием взаимодействия с ним гипоксически-
зависимых транскрипционных факторов с соот­
ветствующими регуляторными cis-элементами.

Проведенные исследования регуляции функ­
ционирования глутаматдегидрогеназы в листьях 
пшеницы при гипоксическом стрессе свидетель­
ствуют о четкой реакции клеточного метаболизма 
на недостаток кислорода. Установлено, что в ус­
ловиях гипоксического стресса активируется ГДГ, 
как компонент ГАМК-шунта, что подтверждают 
полученные данные по  изменению каталитиче­
ской активности данного фермента, так и измене­
ние транскрипционной активности генов. Особое 
значение в активации ГДГ при гипоксии играет 
ген GDH-1(5А), активация которого обеспечивает 
формирование необходимого количества белковых 
компонентов ГДГ. Активация ГАМК-шунта обе­
спечивает образование полуальдегида янтарной 
кислоты в митохондриальном матриксе, который 
превращается либо в сукцинат под действием деги­
дрогеназы полуальдегида янтарной кислоты и по­
ступает в ЦТК для поддержания энергетических 
потребностей клеточных процессов (Greenway, 
Gibbs, 2003), либо же в γ-гидроксимасляную кис­
лоту (ГМК) и направляется на биосинтетические 
процессы или выступает в  качестве сигнальной 
молекулы (Miyashita, Good 2008). Индукция и ко­
ординация экспрессии генов, реагирующих на ги­
поксию, находятся под контролем факторов транс­
крипции, принадлежащих к факторам ответа эти­
лена группы VII (ERFs), RAP2.2, RAP2.3, RAP2.12, 
HRE1 и HRE2 (Bailey-Serres et  al., 2012, Limami 
et al., 2014, Van Dongen, Licausi, 2015).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе работы было выявлено влияние недостат­
ка кислорода на  функционирование глутаматде­
гидрогеназы в листьях пшеницы. Установлено из­
менение ферментативной активности исследуемой 
ферментной системы в листьях пшеницы в среде 
азота, что указывает на стресс-индуцированное из­
менение активности ГДГ.

Гипоксические условия также оказывают зна­
чительные изменения в функционировании ГДГ 
в среде, содержащей азот, и при этом наблюдается 
увеличение ферментативной активности в  пер­
вые 6 часов экспозиции, что вызывает вовлечение 
в  адаптивную реакцию клеточного метаболизма 
глутаматдегидрогеназы. При недостатке кислоро­
да наблюдается значительная активация азотно­
го метаболизма, что требует увеличения синтеза 
глутамата, как первичной аминокислоты. Данный 
синтез обеспечивает ГДГ, осуществляя отток 2-ок­
соглутарата из ЦТК. Альфа-аминогруппа глутамата 
также может быть перенесена в пируват с образо­
ванием аланина под действием аланинаминотранс­
феразы. Было показано, что синтез аланина играет 
ключевую роль в ответе на гипоксию. Кроме того, 
показано изменение содержания транскриптов 
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гена, кодирующего ГДГ в листьях пшеницы в усло­
виях гипоксии. Увеличение содержания мРНК гена 
GDH-1(5А) в  листьях пшеницы при воздействии 
на растения гипоксических условий наблюдается 
в первые часы эксперимента, что соотносится с из­
менением каталитической активности глутаматде­
гидрогеназы. Полученные результаты по анализу 
активности ГДГ и уровня экспрессии его гена сви­
детельствуют о регуляции его функционирования 
за счет изменения экспрессии генетического мате­
риала клетки.

Полученные результаты оценки наличия регу­
ляторных элементов, обеспечивающих контроль 
гипоксического ответа, в составе нуклеотидных 
последовательностей промоторов генов гомеоло­
гов глуматадегидрогеназы пшеницы, свидетель­
ствуют о тонком механизме контроля их транс­
крипционной активности на уровне взаимодей­
ствия с соответствующими транскрипционными 
факторами. Установлено, что активация гена 
GDH-1(5А) в условиях гипоксии обусловлена нали­
чием в составе его промотора положительного ре­
гуляторного cis-элемента HRE для фактора HIF-1. 
Данный элемент обнаружен только в составе про­
мотора гена GDH-1(5А), что соотносится с увеличе­
нием его транскрипционной активности в условиях 
гипоксии в листьях пшеницы уже с первого часа 
эксперимента.

Кроме того, в составе промотора гена GDH-1(5В)  
обнаружен отрицательно регулирующий cis-
элемент – W-box, который не был обнаружен в со­
ставе промоторов других анализируемых в работе 
генов. Данный cis-элемент располагается в ини­
циации транскрипции, что способствует угнетению 
экспрессии данного гена с первых часов экспо­
зиции растений в условиях недостатка кислоро­
да. Таким образом, установлено, что регуляция 
работы ГДГ при действии стрессового фактора, 
такого как гипоксия, осуществляется с помощью 
регуляции уровня транскриптов гомеологичных 
генов исследуемого фермента, осуществляемая 
при участии гипоксически индуцируемых факторов 
транскрипции.
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Molecular aspects of regulation of expression  
of homeologic glutamate dehydrogenase genes in wheat leaves under hypoxia
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An increase in GDH activity has been established when plants are exposed to hypoxic conditions in the 
first 6 hours, which ensures the formation of an adaptive response of cellular metabolism to the lack 
of oxygen in the cell. A difference in the transcriptional activity of homeologous GDH-1 genes in wheat 
leaves under stress conditions was shown. An increase in the mRNA content of the GDH-1(5A) gene 
in wheat leaves when plants are exposed to hypoxic conditions is observed in the first hours of the 
experiment, which correlates with a change in  the catalytic activity of  glutamate dehydrogenase. 
Regulation of this gene is carried out by the transcription factor HIF, the specific landing site of which 
is found in the transcription initiation site of the promoter of this gene.

Keywords: glutamate dehydrogenase, wheat, hypoxia, regulation, gene, expression, promoter
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