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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы. Направтенное движение клеток в ответ на действие внешних 

стимулов, опредетяемое в литературе как поведение, описано \ многих одноклето'шьгк 

организмов на разных стадиях их развития Поведение является наиболее сложной форутой 

жизиедеятетьности организма и в самом общем виде представляет собой формируемый 

организмом отклик на сигнаты, поступившие к нем\ из окружающей среды (Гаазе-Раппопорт, 

Поспелов, 1987) В последние годы предпринимаются многочисленные попытки опредатения 

механизмов, лежащих в основе взаимодействия подвижных клеток с окружающей средой и 

постедующей ориентированной относительно внешнего раздражителя двигательной реакции -

поведенческой реакции Поведенческие реакции часто называют таксисами Таксисы описаны } 

рач тичньгч представителей архей, бактерий и эукариотических микроорганизмов Способность к 

поведенческим реакциям позволяет микроорганизмам искать питательные су бстраты и избегать 

вредньрс воздействий Особый интерес к изучению У1еханизмов контроля двигательных 

поведенческих ответов можно объяснить как важной биотогической ролью данного явления, так и 

выявтенныУ1и взаимосвязями регуляции поведения oдFгoклeтoчныx органишов с такиУ1и 

фу н 1аУ1ентатьныУ1И процессаУ1И как тифференцировка клеток и межклеточная сигнатизация при 

половом размножении. 

В настоящее время наиботее подробно исстедованы уюлеку тярные У1еханизУ1Ы зависиуюго от 

лишенного тшкта контротя систем направтенного движения бактерий (Еруштова и др . 2004) У 

^yкариотических угакроорганизмов регуляция подвижности и поведения в жизиенноу! цикле 

изучена главныУ! образоУ! у клеточного миксомицета Dirtynstplmm discoidciim с аУ1ебоидныу| 

ТИП0У1 движения (Williams, Harwood, 2003. Strmecki ct a l , 2005) Вместе с теУ1, \ одноклеточных 

эукариот, обладающих жгутиками и ресничкауяг, исстедоватась в ОСНОВНОУ! структурно-

фу нкционатьная организация систеУ! движения. Подобное ограничение свя!ано с особыми 

требованиями, предъявляемыми к объектам исследования, и, прежде всею, с ючки зрения знаний 

биологии, физиологии, частной генетики и натичия разработанные методов моле1сулярно-

генетического анатиза. В этом отношении CMamydomonas remhardtn является \нт<атьныУ1 

уюдельным организмом для проведения уготеку тярно-генетических исследований поведенческих 

реакций. В последние годы ДОСТИГНУТЫ значительные успехи R расшифровке уюлекулярных 

механизмов, контролирующих У этого модельного микроор! анизма светозависимые 

поведенческие ответы fEhlenbeck ct al , 2002) и хемотаксис к органическиу! соединенияУ! (Ermilova 

et f l , 2000) С целью расширения, углубления и детатизации механизмов контроля направленного 

1Р 1ж31шя С reinhardtn необходиУ! анатиз дополнитетьных СИСТСУ! рецепции и передачи сигнатов 

■1я риных этапах жизненного цикла организма j РОС НАЦИОНАЛ' ' ы 
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Цель и задачи исследования. Целью настоящей работы являлось комплйссное'. 
исследование хемотаксиса С reinhardtii к наиболее предпочтитетьномл для микроорганизма 
источнику азота, ионам аммония, на разных этапах жизненного цикла, а также выяв 1ение 
физиологической основы взаимосвязи межд\ процессами ассимиляции аммония и направтеиного 
движения к аммонию (хемотаксиса) Задачи работы были связаны с решением принципиальных 
вопросов, ранее не осветенньр; в литерат%'ре В частности, предполагалось экспериментально 
исследовать и теоретически проанализировать-

1 Хемотаксис к аммонию подвижных клеток, представляющих разные стадии 
жизненного цикла' вегетативные клетки, претаметы (некомпетентные гаметы), 
гаметы 

2. Действие сигнатов (голодание по источник\' азота, свет), регулирующих 
формирование зрелых гамет, на характер реакции хемотаксиса к аммонию 

3 Два типа транспортных систем для переноса аммония в клетки, транспортеров с 
низким сродством к аммонию (LATS) и транспортеров с высоким сродством к 
аммонию (HATS), у вегетативные клеток, прегамет и гамет 

4 Возможн\ ю роль транспортеров аммония в контроле реакции хемотаксиса к 
аммонию. 

Научная новизна. Впервые показано, что хемотактическое поведение одноклеточной 
зеленой водоросли Chlamydomonas reinhaidlii изменяется на разньг»; этапах жизненного цигста 
Предложена модель контротя хемотаксиса к аммонию/метиламмонию в ходе гаметогенеза, 
согласно которой рег\ тяция изменений в CHcrevie хемотаксиса включает два этапа первый, 
контролируемый аммонием и не5ависимый от света этап, и второй этап, контролир\ емый 
действием света Впервые проанализирована активность двух типов транспортных систем на 
разных этапах жизненного цикла С leinhwdtii и охарактеризованы особенности экспрессии 
восьми генов семейства Amil В работе выявлена совершенно новая o6iaCTb использования 
фототрофными организмами транспортеров аммония - контроль двигательной поведенческой 
реакции. 

Научно-практическое значение. Пол\'ченные результаты мог}т быть использованы для 
дальнейшего из\чения механизмов регуляции транспортных систем, обеспечивающих перенос 
аммония Идентификация компонентов, осуществляющих передач\' сигналов в клетке, явтяегся 
одним из важнейщих шагов на щтп к пониманию молекулярных механизмов работы 
регуляторньгс систем организма. Предложенный оригинальный метод определения стадий 
гаметогенеза на основе выявленного отличия в поведенческих ответах межд\ вегетативными 
клетками и зрелыми raMeTavtn может быть применен в исследованиях утеханиз\юв 



дифференнировки Ряд данньтх может быть использован в учебном процессе на кафедре 

Микробиологии СПбГУ. 

Апробация работы. Материалы, вотиедшие в диссертационную работу, были представлены 

на \тежл> народной конференции «Molecular mechanisms of genetic processes and biotechnology» 

(Москва, Минск, 2001), на X международной конференции «Cell and Molecular Biology of 

ChJamydomonam (Ванкувер, 2002), на конференции «Генетика в X X I веке' современное состояние 

и перспективы развития» (Москва, 2004), на межлл'народном симпочтме «Biological Motility» 

(П\ щино, 2004) 

Публикации. По материалам диссертации отбликовано 12 печатных работ, в том числе 4 

статьи и 8 тезисов докладов на всероссийских и международных конференциях 

Структура диссертации. Диссертационная работа состоит из введения, обзора 

литературные чаннык, результатов и их обс\ждения, заключения, выводов и списка цитируемой 

литерат\'ры Работа изложена на 112 страницах, содержит 10 таблиц и 33 рисчнка, список 

питерат^'ры включает 187 наименований 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Штаммы иТтаммы Chlamydnmonas reinhardtii, использованргые в работе, любезно предоставлены' 

СС-124 - Э Харрис ("Коллекция Культ>р CMamydomonas Университета г Дюк, США ) ; 620, 621 -

Г П\ртоном (Лондонский Университет, Великобритания), ГРЗ , CF5 и CF46 - К Беком 

(Университет г Фрайбурга. Германия), CR02, CR39 и CR40 - К. Кимом (Университет 

Калифорнии, США) . 

Условия культивирования Культуры водорослей выращивали в среде ТАР или ТМР (без Трис-

ацетата) (Harris, 1989) В экспериментах использовали кульлуры, выращенные синчронно в 

режиме освещения люминесцентныут лампами 12 ч свет -12 4 темнота при 23°С (освещенность 

2000 люкс) Для опытов к> льтуры пересевали каждые 72 часа 

Опенка хемотаксиса Реакции чемо1аксиса изучали капи.ллярным УЮТОДОМ С пгпользовапием 

плоскостенньгч капилляров Перфильева (Ermilova ct al , 1993) Для характеристики определяемой 

величины по имеющейся выборке использовали среднее арифметическое X — X Т. Sj^, i де 5, 

- среднеквадратичное отклонение по выборке, tp - коэффициент Стьюдента д.ля v ровня значимости 

Р = 0,05 

Получение и определение процента образовавшихся гамет Процент зрелых гамет, способньг( 

■' !];ор\!ированию зигот, рассчитывали по формуле (Веек, Acker, 1992)' 

Q[ 
100, где О - количество четырехжп гиковьтч клеток, В количество B + 2Q 

5 



двухжгутиковых клеток, а - коэффициент, определяемый как отношение копичества тестир\ емых 

гамет к общему количеств\ гамет 

Получение мутанта методом инсерционного иутагенеча. Для трансформации была 

использована плазмида pSP124S, содержащая бактериальный ген Ые, придающий юеткам 

устойчивость к антибиотику зеомицину (Lumbreras et a l , 1998) Трансформацию провотили 

линейной формой плазмиды методом встряхивания со стеклянными шариками (Kindle et a l , 1989) 

Устойчивые к зеомицин> трансформанты использовали в последл юшем отборе м\ гантов, 

резистентных к метиламмонию и демонстрирующих замедленный рост на среде, содержшцей в 

качестве источника азота глутамин. Процедуры скрещиваний и тетрадного анализа выполнялись 

стандартными методами (Harris, 1989). 

Определение ноглошения [ С|-мегиламиония. Вегетативные клетки из логарифмической фа?ы 

роста (15-20 мкг хлорофилла) осаждати центрифугированием и ресуспендировали в среде ТМР 

без азота Для получения прегамет и гамет клетки инкубировали 18 ч в темноте или на свету, 

соответственно Затем к 2 мл суспензии добавляли ['''С]-метиламчоний (NEN, США) до конечньгч. 

концентраций 6, 8, 12,5, 25, 50, 100 и 200 мкМ Каждые 3 минуты при постоянном перемешивании 

отбирали по 250 мкл суспензии, которую центрифугировали (12000 об/мин, 1 мин) в удлиненных 

эппендорфах с 80 мкл смеси динонилфталата (Fluka, Швейцария) с СИЛИКОНОУ! (Fluka, 6040) 

Затем 50 мкл супернатанта добавляли к 2 мл специального буфера (Ready Gel, Beckman), и 

оценивати количество распадов ядра изотопа '""С в счетчике LS 6000ТА (Beckman) Начальную 

скорость поглощения К вычисляли для каждого временного отрезка по след\ющей формуле 

(Franco et al , 1988). V ~ — — , где cpml и cpm2 - число распадов/мин ["'С]-метиламмония 
R-(t,-l,) 

в моменты времени ti и t2, соответственно; R - исходное число распадов/мкмоль/мин Значения 

Ушах и К,п определяли графическим способом 

Выделение тогальной Д Н К и Р Н К . Вегетативные клетки (50 мл) из логарифмической фазы роста 

осаждали центрифугированием, осалок рес\спендироваги в 1 мл буфера (50 мМ Трис-НС1, рИ 8, 

0,3 М NaCI; 5 мМ ЭДТА, 2% SDS) и после центрифугирования супернатант отбирази, три/мы 

обрабатывали смесью фенола, хлороформа и изоамаювого спирта (25 24.1), после чего 

нуклеиновые кислоты переосаждази в хлороформе (Sambrook ct a l , 1989) Для выделения ДНК 

образцы оставляли в 95'' этаноле на 30 мин при -20°С, затем переосаждази 70° этанолом. Осадок 

высушивали и растворяли в воде MilliQ Д.1я выделения РНК образцы обрабатывали 95° этанолом 

3-4 часа при -20°С', после чего ресу спендировали в 4М LiCl и оставляли на 4 ч при -4°С Затем 

РНК осаждали из расгвора двойны\1 o6bevmM 70° этанола и растворяли в воде MiUiQ с 0 , 1 % 

диэтилпирокарбонатом 



Блот-гибридизация по Саучерну. Выделенная тотальная ДНК обрабатывалась рестриктазами 

Apal, PstT или PvuII (Femientas, Канада), после чего образовавшиеся фрагменты разделяли 

электрофорезом в 0,7%-агарозноч геле и переносили на нейлоновую мембрану Nitran N 

(Schlcicher&Shuell, США) . Изготовление меченого зонда (ПЦР продукт гена Ые) с использованием 

лУТФ-дигоксигенина, а также отмывку мембраны проводили согласно рекомендации фирмы-

производителя (Bochnnger Mannheim, Германия) Детекцию сигнала производили на фотопленке 

XAR-5 (Kodak, США) . 

Метод П Ц Р с предшествующей обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Для синтеза 

одноцепочечной кДНК из тотальной РНК, выделенной из разных штаммов, использовачи N-

(ро1уТ)20п,ег праймеры в соответствии с инструкцией фирмы-производителя (Invitrogen, 

Нидерланды). Синтезированну ю кДНК хранили при -40°С Реакции амплификации методом ПЦР 

ос\ шествлялись в объеме 25 мкл со следующими компонентами- 0,2 пМ каждого праймера; 0,2 

мМ смеси де)оксирибонуклеотидилфосфатов; 0,5 ед Тещ ДНК-полимеразы (Bmtools, Испания), 

2,5 мМ MgCb; 1-2 мюл одноцепочечной кДНК, 2,5 мкл реакционного буфера и 2-3% 

диметилсульфоксида (ДМСО) Условия реакций бьии следу ющими- 95°С, 5 мин; 40 циклов: 95°С, 

30 с, 53-68°С, 30 с, 72°С, 15 с; 72°С, 10 мин Продукты ПЦР реакции разделяли электрофорезом в 

0,8%-агарозном геле Анатиз гелей проводился с помощью оптической системы GelDoc 2000 

(ВюКас), США ) и программного обеспечения Quantity One v. 4.1. 

Метод П Ц Р в режиме реального времени. ПЦР реакции проводились на vcTanoBKe LightCycler 

Inshijment (BioRad iCycler iQ Real-Time PCR Detection System) в COOIBBICTBHU С правилами 

производителя (Molecular Probes, Нидерланды), в качестве флюоресцирующего красителя 

использовался S Y B R Green Т Реакции осуществлялись в объеме 25 мкл со следующими 

компонентами: 0,2 пМ каждого праймера, 0,2 мМ смеси дезоксирибону клеотидилфосфатов, 0,5 ед 

Taq ДНК-полимеразы (Biotoolb, Испания); 2,5 мМ MgCb; 1-2 мкл кДНК, 1,25 мкл S Y B R Green 1, 

2,5 мкл реакционного буфера. Условия реакций были след\ ющими' 95''С, 5 мин, 40 циклов: 95°С, 

30 с 53-68°С, 30 с, 72°Г, 15 с, измерение флюоресценции (84°Г, 10 с), 72°С, 10 мин 

Специфичность синтеза цепей ДНК проверялась программой iCyclcr iQ, Optical System Software 

\'^■ В качестве контрозя испотыовазся len \биквягтинлига^ы С mnhardtii, который 

^кспрессиру ется констит\ тивно Скорость синтеза цепи ДНК калсдо! о транскрипта fCf) 

ьыч,!С1ялась пп метод) PCR Base I inc программного обеспечения l igi itCyler (iCyclcr iQ, Optical 

Systoiii Software V 3) при постоянном уровне флюоресценции Значения Ct определялись по трем 

опи-^ам по три повтора в каждом Относительная разнича уровней экспрессии генов вычистилась 

г о формуле: Л = 2 ^•""'"■c"»"^^-)^ 

С^айт-спепифическая амплификация методом ПЦР (ССЛ-ПЦР). Для иденгификации участков, 

флчнлиру ющи\ маркерт'ю ДНК в мутаьгге hati, были использованы праймеры, содержащие на 3'-
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конце специфические последовагельности, которые соответствовали сайтам рестрикции 

ферментов (рис 1) Выде1е1тая тотальная ДНК использовалась в дв\\этапном ПТДР (Gonz^lcz-

Ballester et a l , 2005) 

Вы рож леЕ1ИЫ t npaHMtph! 

Лм||1||фик^иия I 

ПЦР продукты 

Taifl О " 

tlulPsll baill Ta<il 1еном|ияДНК 

1ос1еловательности пранмеров 

в ы S'ACGACiCTCjTACGCCGAGTOGTf 3 

Alul QCI Alul 
5 cc^ G ГС/Г CC/) С.» f; геле 6 iiiiiNNSw С лес тт 3-
PstI QCI Pill 
5 ( C < f / r C / l C C < C H C r C - i r c n l [ l N h S C T G C A G W 1 

SatH go SacII 
^' rCAIjTOACC Л С .4 a TC A r С ШЧ\ Ч Ы С G L G GV/ 1 

TaqI Qll Taql 
5' Cr.tCrr,/If, I- ,l(;^f,ri7^rf:rilllNNSWGTC<,AA 1 

Амплификация I I 

11 ЦР II род\ кты 

Alul QO 

Tatjl yO 

Реамплификаиия 

Постедовательности праймеров 

Rb2 5' C G T O G C r G AGCAOC AOGAC ТА t 

00 5 CC A G T G A G C A G A G T G A C G 3' 

П ЦР продукты Последоваюльности прайморов 

Реаыплификация КЬ2 Q0 (см выше) 

Piic. t. Схема cam-специфической а1\1п.1ифика1ти метолом ПЦР (ССА-ПЦР) 

На первом этапе ПЦР проводились с праймером Rb l (специфичным к ген\' Ые) и вырожденными 

праймерами к сайтам рестрикции ферментов AM, Р^й, Sacll и Taql (в четырех паралтельньгс 

реакциях) На втором этапе ПЦР проводились со специфичными праймерами Rb2 и QO В качестве 

матрицы использовался ПЦР-продукт первого этапа ПЦР-прод>'кты разделялись электрофорезом 

в 0,8%-агарозном геле Анализ гелей проводился с помогцью оптической системы GelDoc 2000 



(BioRad) и программного обеспечения Quantity One v 4 1 В случае недостаточного количества 

про,т\'кта проводили реамплификацию (аналогично втором> этапу ПЦР) 

Срквенирование продуктов ПЦР . Для секвенирования использовали ЛНК , выделенную из 

замороженного (-20°С, 30 мин) фрагмента геля, соответствующего ПЦР продукт} 

Геквенирование осулдествлялось в Servicio Central dc Apoyo a la Investrgacion (SCAI) Университета 

г Кордоба (Испания) на автоматических секвенаторах АВТ 377 (Applied Biosystems; Pcrkin-Elmcr 

Го , С Ш А ) Анализ полученньпс последовательностей проводился с помощью программного 

обеспечения DNASTAR v 4 05, N C B I Blast (http //www nchi nlm nih go\/BLAST/) и Chlamy J G I 

Blast (httpi/Zgenome jgi-psf org/chlre2/chlre2 home html) 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

[емнота Свет 

Время, ч 

Хемотаксис С reinhardtii на разных эта

пах жизненного цикла. С помощью капилляр

ного метода нами установлено, что вегетатив

ные клетки Chlamydomonas reinhardtii обнару

живают хемотаксис не только к аммонию, но и 

его неметаболизируемому аналогу - метилам-

монию. Бьии изучены реакции хемотаксиса к 

аммонию/метиламмонию у прегамет (незрелых 

гамет), которые не способны к формированию 

Рис. 2. Хемо1аксис к аммонию (•) и пары с гаметами противоположного типа спа-
метиламмонию (■) прегамет С. reinhardtii, 
освеше1шых белым светом ривания и гамег, полученных из этих прега-
освещенность света 2000 лк мет ПОД действием свега (рис 2) Прегамегы, 

как и вегетативные клетки, демонстрировали реакции хемотаксиса к аммонию\метиламмонию; 

действие света на прегамегы приводило к полной утрате хемотаксиса через ? чзга 

Heoбxoдиvюcть света для завершения гаметогенеза может быть связана с его энергетической 

или сигнальной функцией в этом процессе. Для выяснения этого вопроса гаметогснез был 

проведен в минеральной среде без ацетата Na (TMP-N) и в среде, содержащей ацетат Na (TAP-N). 

В обоих вариантах опыта через 24 часа освещения сформировались гаметы, утративщие 

хемотаксис к амуюнию Добавление ингибигора фотосистемы I I , 3'-(3,4-ди\лорфенил)-1,1-

д} че- '̂-пмочевимы (ДХММ) , прпве-ю к нарушению процесса диффсрснцировки в минеральной 

среде без аце1ага Na В присутствии ацета1а Na и Д Х М М клетки полностью утрати.ли 

чемотактическую активность к амуюнию, что свидетельсгв\ ет о том, что (1) как свет, так и ацетат 

«.>т служить экзогенными источниками энергии a i« прочссса дифференцировки, и (2) 
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необходимость света в присутствии ацетата и Д Х М М не может быть связана с его энергетической 

функцией Таким образоу;, процессы преобраювания систем, отвечающих за формирование 

состояния компетентности и утрату хемотаксиса к аммонию \ гамет, регу таруются одними 

внешними сигналами отсутствием источника азота (аммония) и светом Впоследствии в работе 

коллег было показано, что сигнат света, приводящий к утрате реакции хемотаксиса, 

воспринимается фоторецептором синего света фототропином (Ermilova et a l , 2004) 

Установлено, что как mt^, так и mt гаметы полностью утрачивали хемотаксис к ионам 

аммония, т е этот процесс >гаходится под контротем гамета-специфичные генов, общих ,г1Я обоих 

типов гамет 

Характеристика мутантов, способных к гаметогенезу в отсутствии светового сигнала 

Бьии илчены хемотшсгнческие ответы ipet Irg мутантов, которые дифференцировашсь в 

компетентные гаметы, как на свету, так и в отсутствие светового сигната (Gloccker, Beck, 1995). В 

отличие от дикого типа, вегегативные клетки Irg штаммов в среде без азота в темноте полносгью 

утратили хемотаксис к аммонию/мегиламмонию Полу ченные нами данные свидетельству ют о 

том, что в контроль изменений в системе хемотаксиса и приобретение состояния компетентности 

у гамет вовлечены общие компоненты 

Роль аммония в процессе преобразования системы хемотаксиса при гаметогенезе. В ы 

явлено нарушение утраты хемотактической акгивности в присутствии ассимилируемые С 

reinhardlii аминокислот в среде с ацетатом 

26 _, 

2 в 22 ^ и 
■Л 

? 18 О 
S 
Я 1.4 

1 . U 
и т 
X 

—г-
24 48 

Na. Это может быть связано с аккумуляцией 

5 ионов аммония в среде при дезаминирова-

нии аминокислот неспецифической оксида-

ц ЗОЙ L-аминокистот (рис 3). Сделан вывод о 
и ключевой роли ионов аммония в контроле 
и 
s* преобразования системы хемотаксиса в про-
в 
§ цессе гаметогенеза. 

Время, ч 
Рис. 3. Кинетика образования пировиноградной кислоты и 
изменение хсу101актическ01'| активное ги BcieiaiuBifbix 
клеток 
BertndiHBHbie клетки и* пошрифмической фазы росы бьши 
рестсиепдированы в бсзаяггной среде (TAP-V (сптопшая 1Ш1Ия) и 
TMP-N (пушстирная ]ииия)), содержащей 2 мМ а.1<11шш В указанные 
промежутки времени онредетятись индекс хемоыксиса (\) и 
содержание в среде 1шровиноградной кислогы (ЦБК, •) 

Контроль дедифференцировки гамет 

аммонием. Внесение в суспензию гамет 

аммония инициирует процесс их 

дедифференцировки, при этом га

меты утрачивают агглютинины, 

структуры, обеспечивающие форми

рование пар и лигический фермент, 

отвечающий за гидролиз клеточной 

стенки (Matsuda et al , 1987, 1990) Нами установтено, что добавление аммония в среду полностью 
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восстановило реакцию хемотаксиса через 1 час; наименьшая концентрация аммония, которая 

необходима для восстановления хемотаксиса, составила 0,1 мМ 

Действие мочевины на изменение хемотаксиса к аммонию в процессе гаметогенеза. 

Мочевина переносится в клетки специатьной транспортной системой (Williams, Hodson, 1977), 

посте чего гидролизуется ферментным комплексом АТФ:амидолиаза мочевины (Leftley, Syrett, 

197'̂ ) Добавление мочевины в бе1а)отн\'ю среду полностью блокировало потерю хемотаксиса к 

aMvioHHra, т е процессы преобразования систем хемотаксиса и компетентности гамет, 

контролируются внутриклеточным аммонием Гаметы, обработанные D,L-MeTHOHHH-D,L-

с\ льфоксимином (MSX ) , который блокирует ассимиляцию аммония путем ингибирования 

глутаминсинтетазы, полностью восстанавливали хемотаксис после добавления в среду аммония. 

Следовательно сами ионы аммония, а не продукты их метаболизма, ответственны за контроль 

преобразования системы хемотаксиса Полученные нами данные позволяют сделать вывод, что 

су ществуют внутриклеточные пороговые концентрации ионов аммония, при превышении которых 

аммоний репрессирует регуляторные компоненты, вовлеченные в контроль систем 

компетентности и хемотаксиса у гамет (рис. 4). 

Мочевина -*-
Аргинин—*-

2кетокислота ^'^* 
/I 

Оксидаза 
аминокислот 

jaL-l 

Аминокислота 

-^гинин- - -^ 

to М О А ^-L 
Ttssr^ 

Вегетативные 
клетки 

Хемота кгически 
активны KNH4* Темнота 

Преавмвты 

Хемота кгически 
активны к N H / 

Гаметы 

Хемотактически 
неактивны к N H / 

Рис. 4. Схема вероятных этапов дифференцировки клеток, приволящсй к утрате реакции 
хем01аксиса к ионам аммония у гамет С reinhardtii 

Транспортеры аммония и их роль на разных этапах жизненного цикла С. reinhardtiL 

Анализ поглощения [ С]-метиламмония С reinhardtii показал, что в вегетативных клетках, 

выращенных в среде ТАР, функционирует только система с низким сродством к 

аммонию/метила\тмонию, LATS (с высокими значениями Km и Упых); тогда как в гаметах 

появляется вторая система с высоким сродством к аммонию/метиламмонию, HATS (с высокими 

значениями Кщ и Vmax). 
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Представители HATS описаны у высших растений, грибов и бактерий, и выделены в 

семейство белков АМТ (ammonium and methylammonium transport proteins) У С reinhardtn 

охарактеризовано восемь генов семейства Amt} (Cionzilez-Ballcstcr et a l , 2004) Meтoдov^ ГЩР в 

режиме реатьного времени нами бьы проведен сравнитетьный анатиз особенностей регу'тяции 

экспрессии восьми генов Amt\ на разных этапах жизненного цикла вегетативных клетках, 

прегаметах и гаметах (рис 5) Установлено, что транскрипция генов Amtl.3, Amtl, 7 и Amtl.S не 

зависит от стадии цикла, причем уровни мРНК Amll:3 и /imJ/.c'? зафиксированы на низком уровне 

Транскрипция генов Amtl, 1, Amtl,2, Amtl,4, и Amtl,5 репрессирована в вегетативных клетках, а 

гена Amtl,6 - в прегаметах и гаметах Кроме того, вьывлена дополнительная световая perj ляция 

экспрессии генов Ami 1,1 и Amtl, 5, которая у прегамег ниже уровней, зафиксированных у гамет 

Таким образом, утрата реакции хемотаксиса у гамет не вызвана блоком экспрессии Amtl, 1-1,S на 

уровне транскрипции. 

i: 
I 10< 

1 ю-

i 10 
^ 10. 

U вегет кл-ки 

■ гаметы 

Ппрегаметы 

В гаметы из прегамет 

Amtl.l Amtl,2 Amtl.3 Amll,4 Amtl,5 Amtl,6 Amll,7 Amtl,8 

Рис. S. Уровни относительной зкспрессии Amtl-rtwtB у дикого типа С. 
reinhardtu па разных с гадиях жизненно! о никла 
* - не вьгавлсно 

Хемотаксис мутантов с повреждениями транспортера АМТ1;4. Ана.1из чемотаксиса к 

аммонию спонтанных, устойчивых к чтетиламмонию мутантов с поврежденным транспортеро\т 

АМТ1;4 (Kim et al., 2005) свидетельствует о том, что этот транспортер не является ключевым 

звеном в передаче хемотактического сигнала, и его нарушение не сказывается на поведении 

клеток в целом. 

Получение и характеристика мутанта с нарушенной активностью системы HATS. В 

результате трансформации бьио получено 1276 клонов, УСТОЙЧИВЫХ к зеомицинх' На 1-м этапе 

нами бьио отобрано 12 резистентных к метиламмонию штаммов На 2-м этапе был отобран 

штамм, который при росте на глутамине демонстрироват задержку роста и время генерации 

мутантного штамма составляло 22 ч, по сравнению с 13 ч для исходного штамма 
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транс^ормант 
Д р » I'tft 

CCrXil. 

4МГ 

2000 
!650- w 

Таблица 1. Кинетические параметры 
траиспор га метиламмония СС-124 и hati 

Гибридизация по Саузерну с использованием в 

качестве зонда участка гена Ые выявила наличие у 

трансформанта нескольких инсерций плазмидного 

вектора (рис. 6). Сравнительный анализ ютнетик 

поглощения ['''С]-метиламмония у дикого типа и мутанта 

показал, что тогда как у дикого типа присутствуют оба 

типа транспортных систем для переноса 

аммония/метиламмония в клетки (LATS и HATS), у 

трансформанта активна только система LATS. В связи с 

Рис. 6. Гнбри.-шзапня ни Caj )срну с этим мутант бьш назван hat! (от англ. defective in HATS). 
использованием в качестве зонда . 
учасичагенаМе ^'^ основе полученных данных бьии вычислены 
«.., Обозначены дополнигелыш.е инсерций кинетические параметры ДЛЯ hall (табл. 1). 
грансформирующе! о вектора 

В настоящее время ни у одного организма система 

LATS не охарактеризована на мо

лекулярном уровне. В отличие от 

дикого типа при ин

кубации штамма hatl 

в среде ТАР с инги

битором К*-каналов 

тетраэтиламмонием 

(ТЭА), клетки полно

стью сохраняли под

вижность, но утрачи

вали хемотактическую 

активность и у них 

блокировалось поступление ['''С]-метиламмония (рис. 7) Полученные данные показывают, что 

LATS-система у hatl включает К*-каналы, чувствительные к ТЭА. 

Если вегетативные клетки hal] бьии выращены в среде, содержащей в качестве 

единственного источника азота мочевину (в этих условиях транспортеры аммония не 

функционируют), клетки полностью утратили хемотактическую активность. Это свидетельствует 

о том, что для восприятия/передачи хемотактического сигнала требуется активно-

фу нкциониру ющая транспортная система LATS. 

Стадия 
цикла 

Вегет. 
клетки 

Гаметы 

Система 

LATS 

HATS 

LATS 

HATS 

СС-124 
KLm 

1210,0±31,3 

-
528,0±20,1 

2,16+0,12 

* max 

53,3±7,23 

-
78,2±2,5 

1,96+0,02 

hatl 
Km 

396,2+30,45 

-
150,6±8,20 

-

V 

12,4+0,77 

-
153,7+7,38 

-

Примечание К „ - константа Михаэлиса-Ментена (мкМ), V^^ - максимальная 
скорость поглощения (мкМ/мгхлч) 
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004 0 08 0,12 

Рис. 7. Хемотаксис к аммонию (а) и 
поглощение |"С]-мстиламмо11ия 
вегетативными к.1етками CC-I24 (б) 
и hatl (в) в средах ТЛР (•) и 
ТАР+ТЭА (■) 
S концентрация ['̂ CJ-MCTmaviMOHHfl, мкМ 
V - скорость 1Ю1 лощения, чкМ/мг xji ч 
Венпативные KJICIKH выращены в среде 
ТЛР 

С целью выявления уровня экспрессии компонентов HATS, на котором произошло 

нар>шениеГя), приведшее к блок> активности этой системы, нами была проанализирована экс

прессия Amtl генов в hatl методом ПЦР с предшествующей обратной транскрипцией. Результаты 

свидетельству ют о том, что все гены Amtl в мутанте не нар\ шены и экспрессиру ются (рис 8) 

Анализ потомков из скрещиваний hall со штаммом дикого типа показат, что пару шение в 

активности системы HATS не вызвано единичной мутацией Таким образом, в м}тан1е hat J 

нар>шены несколько компонентов, вовлеченных в контроль экспрессии Amtl генов на пост

транскрипционном уровне. 

Amtl;] Amtl,-2 Amll,3 Amtl,4 \( Amtl,5 Amtl.6 Amtl,7 Amtl,8 

2000 - i 

iOOO 

100 — 

Рис. 8. Результаты ОТ ПЦР для генов Amtl 
1 СС-124, 2 - hatl, М маркер мотекулярной массы ДНК 1 кЬ 
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Для характеристики компонетов, нарушение которых блокировало активность системы 

HATS V мутанта hati, нами была предпринята попытка клонирования соответствующих генов. С 

помощью сайт-специфической амплификации методом ПЦР было пол\чено несколько 

специфических прод)ктов и было осуществлено секвенирование одного из них При помощи 

программы BLAST JG I Chlamy v 20 установлено, что данный фрагмент имеет гомологию с 

геном EBNA-1 вируса герпеса человека (50,0%) Компьютерный анатиз секвенированной 

последовательности hatl позволяет предположить, что данный ген может кодировать ядерный 

пиции-богатый белок, предположительно являющийся транскрипционным фактором 

З А К Л Ю Ч Е Н И Е 

Ана'из реакций хемотаксиса на разных стадиях жизненного цикла одноклеточной зеленой 

водоросли Chlamydomonas rewhardtii позволяет прийти к след)'ющем> заключению. 

Вегетативные клетки С remhardtii обнаруживают способность к восприятию не только 

разиообразньг^ хемосигналов органической природы (Ermilova et a l , 2000), но и неорганических 

соединений Охарактеризованы два хемоэффектора, аммоний и метиламмоний, установлены 

концентрационные зависиуюсти и закономерности процессов адаптации. Причем кинетика 

адаптации к хемосенсорным сигналам сходна с закономерностями адаптационных процессов, 

описанных ранее для органических соединений 

Из полученных нами рез>льтатов следует, что организация аппарата хемотаксиса 

изменяется на разных этапах жизненного цикла В частности показано, что вегетативные клетки и 

прегаметы демонстрируют хемотаксис к аммонию/метиламмонию, тогда как зрелые гаметы 

утрачивают хемотакгическую активность к ним. По нашему мнению, подобный контроль имеет 

биотогический смысл, поскольку отсутствие у гамет способности двигаться направленно к 

соединениям, приводящим к их дедифференцировке в вегетативные клетки, обеспечивает тем 

самым более благоприятные условия для выполнения эти\( типом специализированные клеток их 

основной биологической функции ~ образованию пары с гаметой противоположного типа 

спаривания в ходе полового цикла развития организма В пользу этого предположения 

свидетельствует также то, что в ходе гаметогенеза у С reinhardtii процессы преобразования 

систем, ответственные за приобретение состояния компетентности (т е способности к 

формированию пары с гаметой другого типа спаривания) и утрату хемотаксиса к 

аммонию/метиламмонию, регулируются одними внешними сигналами' отсутствием источника 

азота в среде и светом, и находятся под контролем гамета-специфичных генов, общих для обоих 

типов гамет. Анализ полученные данные позволяет предполагать, что существуют 

внутриклеточные пороговые концентрации ионов аммония, при превышении которых аммоний 

репрессирует дифференцировку систем компетентности и хемотаксиса у гамет 



На основе сравнительного анализа особенностей регуляции экспрессии восьми генов Anttl 

на разньг; этапах жизненного цикла (вегетативные клетки, прегаметы, гаметы) методом ПЦР в 

режиме реального времени, }становлено, что утрата реакции хемотаксиса \ гамет не вызвана 

блоком экспрессии Агм!,1-1,8 на уровне транскрипции Дтя понимания функционального 

значения каждого из транспортеров семейства ЛМТ1 в ходе жизненного цикла необходимо 

выявление и\ точной су бклеточной локагазации и кинетических характеристик 

Методом инсерционного мутагенеза изолирован трансформант hall с нарушенным 

фанспортом аммония Сравнительный анализ кинетик поглощения ['''С]-метиламмония у дикого 

типа и мутанта показат, что если у дикого типа присутству ют оба типа транспортных систем для 

переноса метиламмония^аммония в клетки (LATS и HATS), то у hall активна только система 

LATS Полученные в работе да>шые свидетельствуют, что у hatl (1) активность HATS 

блокирована на пост-транскрипционном у ровне в результате нарушения нескольких регу ляторньг^ 

компонентов; (2) LATS-система у hatl включает неспецифические К -каналы, чувствительные к 

ТЭА; (3) активность этой системы ответственна за контроль реакции хемотаксиса у hatl Тот факт, 

что ТЭА хотя и приводил к изменению кинетики поглощения метиламмония у СС124, однако 

полностью не блокироват ни поглощение соединения, ни реакцию хемотаксиса, позволяет 

предположить участие другого компонента(ов) в системе LATS и контроле хемотаксиса v 

вегетативныч. клеток дикого типа, возможно из семейства Amtl М ы предполагаем, что в клетках 

Chlamydomonas активность нескольких транспортеров принимает участие в контроле реакций 

хемотаксиса к аммонию/метИJlaммoнию 

В Ы В О Д Ы 

1. Способность одноклеточной зеленой водоросли Chlamydomonas reinhardlii к 

хе\ютактическому поведению изменяется на разных этапах жизненного цикла' вегетативные 

клетки и прегаметы (некомпетентные гаметы) демонстрируют хемотаксис к 

аммонию/метиламмонию, тогда как зрелые гач^еты у трачивают хемотактическую активность 

к ним 

2 Сигналы, регулирующие утрату реакции хемотаксиса к аммонию/метиламмонию, те же, что 

и в случае контроля формирования состояния компетентности у гамет: голодание по азоту и 

свет Предложена модель контроля хемотактического поведения в ходе гаметогенезя, 

согласно которой регуляция изменений в системе хемотаксиса включает два этапа: первый, 

контролируемый амчюнием и независимый от света этап, и второй этап, кон1ролируемыи 

действием света 

3. Компоненты, регулирующие утрату хемотактической активности у зрелых гамет, находя 1ся 

под контролем гамета-специфичных генов, общих для обоих типов гамет 
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4 Впервые проанапизирована активность двух типов транспортных систем аммония, LATS и 

HATS, на рачнык этапах жизненного цикла, в частности, установлено, что в вегетативных 

клетках функционально активна только система LATS, тогда как в гаметах - обе системы 

5 Охарактеризованы особенности экспрессии восьми генов семейства Amtl на разные этапах 

жизненного цикла (вегетативные клетки, прегаметы, гаметы) Методом ПЦР в режиме 

реатьного времени установлено, что транскрипция генов Amtl,5, Amtl;7n AmtJ;8 не зависит 

от стадии цикла, генов AmilJ, Amtl;2, Amtl,4 и Amtl, 5 репрессирована в вегетативные 

клетках, а гена Amtl, 6-ъ прегаметах и гаметах Выявлена дополнительная регуляция светом 

транскрипции генов Amtl, I и Amtl, 5 

6 Показано, что LATS-система аммония у С reinhardtii включает неспецифичные 

чувствительные к ТЭА К*-канаггы. 

7 Изолирован мутант hatl с нарушенной активностью системы HATS аммония Установлено, 

'гго активность системы I.ATS ответственна за контроль реакции хемотаксиса к 

аммонию/метиламмонию у hatl 

8 На основе экспериментатьных данных предтожена рабочая гипотеза, согласно которой 

транспортеры аммония Chlamydomnnas играют ключевую роль в способности этого 

одноклеточного организма к реакции хемотаксиса к аммонию. 
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