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Исследовали активность гистон ацетилтрансферазы (ГАТ) и гистон деацетилазы (ГДА) в 

культуре ткани Arabidopsis thaliana при краткосрочном действии острого осмотического 

стресса. Установлено, что при трехчасовом действии гиперосмотического стресса, 

индуцируемого полиэтиленгликолем, в культуре ткани A. thaliana происходит Н2О2-зависимое 

увеличение активности ГАТ и ГДА. Предполагается, что данные изменения прежде всего 

направлены на повышение антиоксидантной активности и предотвращение оксидативной 

деструкции биомакромолекул и клеточных струтктур. При этом Н2О2, как сигнальная 

молекула, прямо или опосредованно регулирует активность ГАТ и ГДА. Наиболее вероятным 

путем может быть Н2О2-зависимая регуляция этих ферментов с участием тиоредоксинов. 
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1 В ранней реакции растений на действие 

острого осмотического стресса могут прини-

мать активное участие процессы, связанные с 

изменениями в структуре и функции хромати-

на, особенно посредством изменений в ацети-

лировании и деацетилировании ядерных гисто-

нов. Ацетилирование и деацетилирование ги-

стонов осуществляется посредством гистон 

ацетилтрансферазы (ГАТ) и гистон деацетила-

зы (ГДА) соответственно. При этом происходят 

быстрые и обратимые изменения экспрессии 

генов (Chen, Tiana, 2007; Boyko, Kovalchuk, 

2008; Chinnusamy, Zhu, 2009; Chen, Meng, 

2010).  

ГАТ (Histone acetyltransferases, HAT, КФ 

2.3.1.48) – это ферменты, которые ацетилируют 

остатки лизина в ядерных гистонах. Ацетили-

рование гистонов приводит к активации тран-

скрипции ДНК. При ацетилировании гистонов 

создается отрицательный заряд на их поверхно-

сти, что приводит к отталкиванию гистонов 

друг от друга, в результате чего меняется 
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структура хроматина, и так называемая «закры-

тая» до этого ДНК, становится доступной для 

ферментов транскрипции. Это приводит соот-

ветственно к увеличению экспрессии генов, к 

эффекту «gene on» (Chen, Tiana, 2007; Zhang, 

2008).  

ГДА (Histone deacetylases, HDAC, К.Ф. 

3.5.1.98) – это ферменты, которые удаляют аце-

тильные группы с ядерных гистонов, в резуль-

тате чего упаковка ДНК становится более ком-

пактной и соответственно уменьшается еѐ до-

ступность для транскрипционных факторов, 

что приводит к транскрипционной репрессии 

(эффекту «gene off») (Chen, Tiana, 2007; Zhang, 

2008).  

У растений имеется много изоформ ГАТ 

и ГДА, в частности у Arabidopsis thaliana выяв-

лено восемь изоформ ГАТ и 12 изоформ ГДА 

(Hollender, Zhongchi, 2008).  

Ацетилирование и деацетилирование ги-

стонов создают в клетке определенное ситуа-

тивное динамическое равновесие с соответ-

ствующими глобальными изменениями в экс-

прессии генов, которые отвечают различным 

физиологическим состояниям клеток (Chen, 
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Tiana, 2007). Считается, что ГАТ и ГДА в клет-

ке регулируются через изменения их уровней, 

активности и способности к взаимодействию со 

специфическими транскрипционными факто-

рами (Legube, Trouche, 2003). Изменения в ак-

тивности ГАТ и ГДА были зарегистрированы 

при длительных воздействиях в течение суток и 

более при различных стрессах (Kim et al. 2008; 

Wu et al., 2008; Chen et al., 2010), но мало из-

вестно о ранних изменениях.  

Можно предположить, что при остром 

осмотическом стрессе у растений могут проис-

ходить ранние изменения в активности ГАТ и 

ГДА и в регуляции их активности могут при-

нимать участие активные формы кислорода 

(АФК), в частности Н2О2, образующиеся в про-

цессе стрессорной оксидативной вспышки 

(СОВ). Однако такие исследования не прово-

дились.  

Целью исследований было изучение ран-

них и Н2О2-зависимых изменений в активности 

ГАТ и ГДА в культуре ткани A. thaliana при 

краткосрочном действии ПЭГ-индуцируемого 

острого осмотического стресса.  

 

МЕТОДИКА  

Исследовали 12-14 дневную каллусную 

культуру ткани A. thaliana L., экотип Columbia, 

находящуюся на стационарной фазе роста, по-

лученную из листьев растений в нашей лабора-

тории Т.В. Воробьевой. Культуру выращивали 

на среде Мурасиге и Скуга в темноте при 24°С.  

Осмотический стресс вызывали посред-

ством помещения 1000-1500 мг культуры ткани 

в 25% раствор полиэтиленгликоля (ПЭГ) с мо-

лекулярной массой 6000 D. Через 3 ч определя-

ли активность ГАТ, ГДА и содержание Н2О2.  

Для получения супернатанта культуру 

ткани гомогенизировали в охлажденных ступ-

ках с охлажденным раствором, содержащим 50 

мМ Na2HPO4/KH2PO4 (рН 7,0), 0,8% тритон X-

100 и 1% поливинилпирролидона. Затем гомо-

генат центрифугировали при 17000 g в течение 

17 мин и в полученном супернатанте сразу 

определяли активность ГАТ, ГДА и содержа-

ние Н2О2. Все действия проводили на холоде 

при температуре +4°С.  

Активность ГAT определяли согласно 

протоколу кита (Catalog # K332-100, HAT Ac-

tivity Colorimetric Assay Kit, BioVision, 

http://www.biovision.com) с некоторой модифи-

кацией. При этом использовали 70 мкг белка 

клеточного гомогената и инкубировали реакци-

онную смесь в течение 5-6 ч, после чего к 108 

мкл окрашенного образца добавляли 142 мкл 

воды до общего объѐма 250 мкл. Затем измеря-

ли оптическую плотность на спектрофотометре 

СФ-2000 при 440 нм. Активность ГАТ выража-

ли в относительных единицах оптической 

плотности на мкг белка.  

Активность ГДА определяли по протоко-

лу кита (Catalog # K331-100, Colorimetric HDAC 

Activity Assay Kit, BioVision, 

http://www.biovision.com) также с некоторой 

модификацией: использовали 250 мкг белка 

клеточного гомогената; инкубировали 3 ч, по-

сле чего к 110 мкл окрашенного образца добав-

ляли 140 мкл воды и измеряли оптическую 

плотность на СФ-2000 при 405 нм. Активность 

ГДА выражали в относительных единицах оп-

тической плотности на мкг белка.  

Содержание Н2О2 было определено на 

основании метода Pick с некоторой модифика-

цией в соответствии с Maksymiec, Krupa (2006). 

Реакционная смесь (1 мл) содержала 50 мМ ка-

лий фосфатного буфера (рН 7,0), 0,6 М фенол-

сульфофталеина (phenol red) натриевой соли, 20 

мкл пероксидазы хрена (40 единиц) и 100 мкл 

экстракта. После 10 мин инкубации при 37°С 

450 мкл смеси центрифугировали и реакцию в 

400 мкл супернатанта останавливали 1 мл 1 М 

NаOH. Содержание Н2О2 определяли спектро-

фотометрически при 600 нм. Количество Н2О2 

вычисляли при коэффициенте экстинкции 19,8 

× 10
3
 M

-1
 см

-1
.  

Для изучения Н2О2-зависимого увеличе-

ния активности ГАТ и ГДА и для снижения 

развития СОВ (Foyer, Noctor, 2003) культуру 

ткани перед стрессом погружали в раствор 5, 10 

и 20 мM аскорбата (А) на 25 мин, после чего, 

культуру сразу подвергали действию ПЭГ (да-

лее вариант обозначен как А+ПЭГ). Также ис-

пользовали экзогенный Н2О2 в концентрации 10 

мМ.  

Содержание белка определяли по методу 

Bradford (1976).  

Повторность экспериментов 3-5 кратная. 

Полученные данные обрабатывали статистиче-

ски (Плохинский, 1970).  

 

РЕЗУЛЬТАТЫ  

Активности ГАТ и ГДА и содержание 

Н2О2 в физиологически нормальных условиях. 

Для контрольных образцов культуры ткани A. 

thaliana, растущей в обычных условиях, в сред-

нем были характерны следующие показатели: 

активность ГАТ – 5-8 усл. ед./мкг белка; актив-

ность ГДА – 11-16 усл. ед./мкг белка; содержа-
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ние Н2О2 – 30-35 нмоль/мкг белка. В дальней-

шем, для наглядности, на гистограммах изме-

нения активности ГАТ, ГДА и содержания 

Н2О2 представлены в процентах к соответству-

ющим контролям.  

Подбор концентрации аскорбата (А) для 

снижения стрессорного увеличения содержа-

ния Н2О2. Из использованных в предваритель-

ных экспериментах 5, 10 и 20 мМ А, оптималь-

ной концентрацией для наших исследований 

оказалась 10 мМ. При этом уже через 1 ч дей-

ствия ПЭГ содержание Н2О2 снижалось на 42-

47 % с сохранением приблизительно такого 

уровня до 3 ч.  

Активность ГАТ и ГДА и содержание 

Н2О2 при действии ПЭГ, А+ПЭГ и Н2О2. При 

действии ПЭГ в клетках культуры ткани A. tha-

liana происходило увеличение как активности 

ГАТ и ГДА (рис. 1, 2), так и содержания Н2О2 

(рис. 3). Действие 10 мМ экзогенного Н2О2 

также увеличивало активность ГАТ и ГДА 

(рис. 1, 2).  

При предстрессовой обработке клеток ас-

корбатом (А) и последующем действии ПЭГ по 

схеме А+ПЭГ происходило значительное сни-

жение стрессорного увеличения содержания 

Н2О2 (рис. 3), что соответственно приводило к 

снижению активности ГАТ и ГДА (рис. 1, 2).  

 

ОБСУЖДЕНИЕ  

Полученные данные показывают, что при 

краткосрочном действии острого осмотическо-

го стресса в культуре ткани A. thaliana проис-

ходит раннее и Н2О2-зависимое увеличение ак-

тивности ГАТ и ГДА (рис. 1-3). Этот эффект 

может быть обусловлен ранней перестройкой 

метаболизма клеток, связанной с глобальной 

регуляцией в экспрессии генов посредством 

ацетилирования (ген on) и деацетилирования 

(ген off) ядерных гистонов при стрессе уже в 

первые минуты и часы, как это было показано 

при более длительных воздействиях у других 

растений (Chen, Tiana, 2007; Chinnusamy, Kim 

et al., 2008; Zhu, 2009).  

Можно предположить, что раннее стрес-

сорное увеличение активности ГАТ и ГДА, 

наряду с другими процессами, приводит к по-

вышению антиоксидантной активности клеток 

для снижения интенсивности процессов перок-

сидации, чтоб предотвратить развитие оксида-

тивной деструкции.  

Раннее Н2О2-зависимое увеличение ак-

тивности ГАТ и ГДА может быть обусловлено 

прямым взаимодействием Н2О2 с ГАТ и ГДА 

или его опосредованным действием на тран-

скрипционные факторы, МАP-киназы, тио-

редоксины (ТР) или другие редокс чувстви-

тельные белки, регулирующие активность ГАТ 

и ГДА. Непосредственное действие Н2О2 на 

ГАТ и ГДА навряд ли возможно так как в лите-

ратуре нет данных относительно прямой АФК-

зависимой редокс регуляции активности этих 

ферментов. Для наших исследований важным 

является изучение роли Н2О2 сигналинга в ре-

гуляции активности ГАТ и ГДА с участием ТР. 

Известно, что ТР участвуют в регуляции актив-

ности многих ферментов и сигнальных белков 

посредством восстановления дисульфидных 

групп до сульфгидрильных, что приводит к из-
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Рис. 1. Активность ГАТ (% к контролю) в 

культуре ткани A. thaliana при действии 25% 

ПЭГ-6000, аскорбата (А, 10 мМ) + ПЭГ и эк-

зогенного Н2О2 (10 мМ) в течение 3 ч. Здесь и 

на рис. 2, 3: К – контроль. 

Рис. 2. Активность ГДА (% к контролю) в 

культуре ткани A. thaliana при действии 25% 

ПЭГ-6000, аскорбата (А, 10 мМ) + ПЭГ и эк-

зогенного Н2О2 (10 мМ) в течение 3 ч. 
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менению их структуры и функции (Santos, Rey, 

2006). ТР, Н2О2 и пероксиредоксины (ПР) в 

стрессовой ситуации могут создавать в клетках 

так называемую Н2О2-ПР-ТР сенсорно-

трансдукторную сигнальную систему (Жадько, 

2014). При этом ТР выполняют роль акцепто-

ров и трансдукторов редокс сигналов от моле-

кул активных форм кислорода (АФК) к другим 

редокс чувствительным белкам, сигнальным 

протеинам, транскрипционным факторам, со-

ответствующим МАP-киназам и др. (Santos, 

Rey, 2006; Dietz, 2008).  

В связи с этим мы предполагаем, что на 

ранних стадиях ответной реакции при остром 

осмотическом стрессе ТР также могут прямо 

взаимодействовать с ГАТ или ГДА, или опо-

средованно, через ТР-зависимые/активируемые 

белки-регуляторы влиять на активность ГАТ и 

ГДА. Возможное участие ТР в регуляции ак-

тивности ГАТ и ГДА также подтверждают дан-

ные о раннем увеличении активности ТР к 30-

90 мин при действии осмотического и оксида-

тивного стресса в клетках культуры ткани 

A.thaliana (Жадько, 2010; 2014).  

Подтверждением Н2О2-зависимой регу-

ляции активности ГАТ и ГДА являются полу-

ченные данные по ингибированию развития 

СОВ при обработке растительного материала 

аскорбатом, что приводило к соответствующе-

му снижению содержания Н2О2 и снижению ак-

тивности этих ферментов в первые минуты и 

часы стресса, а также увеличение активности 

этих ферментов при добавлении экзогенного 

Н2О2 (рис. 1, 2). Данные методики ингибитор-

ного анализа с применением аскорбата и дру-

гих антиоксидантов и экзогенного Н2О2 успеш-

но использовались ранее для выявления 

АФК/Н2О2-зависимой регуляции активности 

ПР, ТР, аскорбатпероксидазы и каталазы в 

культуре ткани при оксидативном и осмотиче-

ском стрессе (Жадько, 2010; 2012), а также для 

увеличения/активации резистентности колео-

птелей пшеницы к действию стрессоров (Колу-

паев, Карпец, 2010).  

Одновременное увеличение активности 

ГАТ и ГДА (рис. 1, 2) можно объяснить ранни-

ми глобальными изменениями в метаболизме 

клеток, при котором происходят разнообразные 

изменения, связанные как с усилением экс-

прессии генов, так и с их репрессией. В частно-

сти, такие процессы могут иметь место и при 

поддержании про-/антиоксидантного равнове-

сия в тканях растений.  

Следует отметить, что ГАТ и ГДА, как 

ферменты, могут быстро реагировать на стресс 

в первые минуты только посредством измене-

ния их активности, однако в дальнейшем могут 

происходить изменения и в экспрессии их ге-

нов и синтезе ферментативных белков. При 

этом также надо учитывать, какие именно мо-

лекулярные формы этих ферментов задейство-

ваны в этих процессах, так как каждая из изо-

форм ГАТ и ГДА участвуют в ацетилировании 

и деацетилировании определенных остатков 

лизинов в ядерных гистонах, что определяет 

экспрессию или репрессию определенных ге-

нов (Chen, Tiana, 2007).  

Также представляет интерес изучение 

взаимосвязи между ранним стрессорным Н2О2-

зависимым увеличением активности ГАТ и 

ГДА и ранним увеличением активности перок-

сиредоксина, аскорбат пероксидазы и каталазы. 

Ранее нами было установлено, что активность 

этих антиоксидантных ферментов также увели-

чивается при развитии такого же острого ПЭГ-

индуцируемого осмотического стресса и у этой 

же культуры ткани A. thaliana (Жадько, 2010; 

2012).  

Таким образом, при краткосрочном дейс-

твии острого ПЭГ-индуцируемого гиперосмо-

тического стресса в культуре ткани A. thaliana 

происходит раннее и Н2О2-зависимое увеличе-

ние активности ГАТ и ГДА. Предполагается, 

что данные изменения прежде всего направле-

ны на увеличение антиоксидантной активности 

и снижение стрессорного усиления процессов 

пероксидации, чтобы предотвратить чрезмер-

ное накопление в клетках токсических продук-

тов АФК/Н2О2 СОВ и развитие оксидативной 

деструкции. При этом Н2О2 как сигнальная мо-

0

20

40

60

80

100

120

140

К ПЭГ А+ПЭГ

С
о

д
е

р
ж

а
н

и
е

 Н
2
О

2
, 

%
.

 
Рис. 3. Изменение содержания Н2О2 (% к ко-

нтролю) в культуре ткани A. thaliana при 

действии 25% ПЭГ-6000, аскорбата (А, 10 

мМ) + ПЭГ и экзогенного Н2О2 (10 мМ) в те-

чение 3 ч. 
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лекула прямо или опосредованно регулирует 

активность ГАТ и ГДА. Предполагается, что в 

данной ситуации наиболее вероятным путем 

является Н2О2-зависимая регуляция этих фер-

ментов с участием ТР.  
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Н2О2-DEPENDENT INCREASE OF HISTONE ACETYLTRANSFERASE  

AND DEACETYLASE ACTIVITIES IN TISSUE CULTURE  

OF Arabidopsis thaliana UNDER OSMOTIC STRESS 

S. I. Jadko 

N.G. Kholodny Institute of Botany  

National Academy of Sciences of Ukraine  

(Kyiv, Ukraine)  

e-mail: ukrkiev55@mail.ru 

Early and Н2О2-dependent increase of histone acetyltransferase (HAT) and histone deacetylase 

(HAD) activities in the tissue culture of Arabidopsis thaliana under short-term acute osmotic stress 

have been investigated. It was found that under PEG-induced of hyperosmotic stress in the tissue 

culture of A. thaliana early and Н2О2-dependent increase of HAT and HDA activities take place. It 

is assumed that these changes are foremost directed to increase of antioxidant activity and decrease 

of stress increase of processes of peroxidation, to prevent an excessive accumulation in the cell of 

toxic products of reactive oxygen species (ROS) and development of oxidative destruction. At that 

Н2О2 as second messengers, directly or indirectly, regulates of HAT and HAD activities. We 

suppose, that in this situation, the most likely way is the H2O2-dependent regulation of the enzymes 

with participation of thioredoxins. 

Key words: tissue culture of Arabidopsis thaliana, reactive oxygen species, histone 

acetyltransferase, histone deacetylase, osmotic stress 

Н2О2-ЗАЛЕЖНЕ ЗБІЛЬШЕННЯ АКТИВНОСТІ ГІСТОН АЦЕТИЛТРАНСФЕРАЗИ 

І ДЕАЦЕТИЛАЗИ В КУЛЬТУРІ ТКАНИН Arabidopsis thaliana  

ЗА ДІЇ ОСМОТИЧНОГО СТРЕСУ 

С. І. Жадько 

Інститут ботаніки ім. М.Г. Холодного  

Національної академії наук України  

(Київ, Україна)  

e-mail: ukrkiev55@mail.ru 

Досліджували активність гістон ацетилтрансферази (ГАТ) і гістон деацетилази (ГДА) в куль-

турі тканини Arabidopsis thaliana при короткостроковій дії гострого осмотичного стресу. 

Встановлено, що при тригодинній дії гіперосмотичного стресу, індукованого поліетиленглі-

колем, в культурі тканин A. thaliana відбувається раннє і Н2О2-залежне збільшення активності 

ГАТ і ГДА. Висловлено припущення, що ці зміни передусім спрямовані на підвищення анти-

оксидантної активності і запобігання оксидативної деструкції біомакромолекул і клітинних 

структур. При цьому Н2О2, як сигнальна молекула, прямо або опосередковано регулює актив-

ність ГАТ і ГДА. Найбільш ймовірним шляхом може бути Н2О2-залежна регуляція цих фер-

ментів за участю тіоредоксинів. 

Ключові слова: культура тканин Arabidopsis thaliana, активні форми кисню, гістон 

ацетилтрансфераза, гістон деацетилаза, осмотичний стрес 


