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Методом ингибиторного анализа с использованием трихостатина А (ТСА) исследовали связь 
между активностью гистондеацетилазы (ГДА) и аскорбатпероксидазы (АП), каталазы (Кат), 
пероксиредоксина (ПР) и тиоредоксина (ТР) в каллусной культуре Arabidopsis thaliana при 
краткосрочном действии острого осмотического стресса. Установлено, что при трехчасовом 
действии стресса при ингибировании ГДА происходит увеличение активности исследуемых 
антиоксидантных ферментов. Предполагается, что данная регуляция осуществляется в 
основном за счет изменений в ацетилировании ядерных гистонов, что приводит к 
соответствующим изменениям в структуре и функции хроматина и экспрессии генов, 
ответственных за антиоксидантную активность клеток. 
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1 Острый осмотический стресс вызывает 
у растений увеличение активности гистонаце-
тилтрансферазы (ГАТ) и гистондеацетилазы 
(ГДА) (Жадько, 2014). Изменения в ацетилиро-
вании ядерных гистонов посредством ГАТ и 
ГДА приводят к соответствующим глобальны-
ми эпигенетическими изменениям в экспрессии 
генов и модификации метаболизма клеток в це-
лом, особенно при стрессах (Chinnusamy, Zhu, 
2009; Chen, Meng, 2010). 

ГАТ ацетилируют остатки лизинов в 
«хвостах» ядерных гистонов. При этом изменя-
ется структура и функция хроматина и усили-
вается транскрипция ДНК. ГДА, наоборот, уда-
ляют ацетильные группы с гистонов, в резуль-
тате чего упаковка ДНК становится более ком-
пактной, что приводит соответственно к тран-
скрипционной репрессии (Chen, Tiana, 2007; 
Boyko, Kovalchuk, 2008; Zhang, 2008). 
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Изменения в ацетилировании гистонов 
участвуют в регуляции развития оксидативного 
стресса у растений при различных воздействи-
ях (Жадько, 2014). Установлено, что при инги-
бировании ГДА происходит последующее уве-
личение содержания активных форм кислорода 
(АФК) у растений (Jadko, 2015) и животных 
(Sun et al., 2014). Было высказано предположе-
ние, что процессы ацетилирования и деацети-
лирования ядерных гистонов посредством ГАТ 
и ГДА через эпигенетическую регуляцию экс-
прессии генов также могут участвовать в регу-
ляции активности антиоксидантных ферментов 
(Jadko, 2015). Однако прямых исследований в 
данном направлении не проводилось.  

Целью работы было изучение связи меж-
ду ГДА и активностью аскорбатпероксидазы 
(АП), каталазы (Кат), пероксиредоксина и тио-
редоксина (ТР) в каллусной культуре Arabidop-
sis thaliana при развитии острого осмотическо-
го стресса.  

МЕТОДИКА  
Исследовали 12-14 дневную каллусную 

культуру A. thaliana, экотип Columbia, находя-
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щуюся на стационарной фазе роста, получен-
ную из листьев растений в нашей лаборатории. 
Культуру выращивали на твердой агаризован-
ной среде Мурасиге и Скуга в темноте при 
24оС.  

Острый осмотический стресс вызывали 
посредством помещения 1-1,5 г культуры в 
25% раствор полиэтиленгликоля 6000 (ПЭГ). 
Через 3 ч воздействия ПЭГ определяли актив-
ность исследуемых ферментов. Все действия по 
определению активности ферментов проводили 
на холоде при температуре 2-4°С (Жадько и др. 
2015).  

Роль ГДА в регуляции активности анти-
оксидантных ферментов изучали посредством 
ингибиторного анализа с применением трихо-
статина А (ТСА). Для этого перед стрессом 1 г 
каллуса помещали в 5 мкМ раствор ТСА на 1 ч 
для ингибирования ГДА с последующим влия-
нием ПЭГ.  

Активность АП (Nakano, Asada, 1981), 
Кат (Aebi, 1984), ПР и ТР (Жадько и др. 2015) 
определяли спектрофотометрически и выража-
ли в мкМ  соответствующего субстрата/мг бел-
ка/мин. 

Содержание белка определяли по методу 
Bradford (1976).  

Эксперименты повторяли независимо 3-5 
раз. Полученные данные обрабатывали стати-
стически. На рисунках приведены средние зна-
чения и их стандартные отклонения. Достовер-
ность различий  оценивали по t-критерию Сть-
юдента. Обсуждаются изменения, достоверные 
при р ≤ 0,05.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  
Для контрольных вариантов исследуемой 

каллусной культуры в среднем были характер-
ны следующие показатели: для АП 0,058-0,065 
мкМ аскорбата/мг белка/мин; Кат 0,132-0,143 
мкМ Н2О2/мг белка/мин; ПР 0,021-0,027 мкМ 
Н2О2/мг белка/мин и ТР 247-266 усл. ед. –SH 
групп/мг белка/мин.  

В предварительных экспериментах была 
подобрана концентрация ингибитора ТСА для 
наиболее эффективного снижения активности 
ГДА. Из 1, 5 и 10 мкМ ТСА, оптимальной кон-
центрацией оказалась 5 мкМ. При этом актив-
ность ГДА уже через 1 ч инкубации с ТСА сни-
зилась на 47-53% с сохранением приблизитель-
но такого уровня до 3 ч.  

Действие только ТСА не вызывало до-
стоверных изменений активности исследуемых 
антиоксидантных ферментов (рис. 1, 2).  

При действии ПЭГ происходило увели-
чение активности АП, Кат, ПР и ТР. При пред-
стрессовом ингибировании ГДА посредством 
ТСА и последующем действии ПЭГ 
(ТСА+ПЭГ) происходило более значительное 
увеличение активности этих ферментов (рис. 1, 
2).  

Полученные данные показывают, что при 
ингибировании ГДА посредством ТСА в каллу-
сной культуре A. thaliana при стрессе происхо-
дит увеличение активности антиоксидантных 
ферментов АП, Кат, ПР и ТР (рис. 1, 2). Под-
тверждением такой связи также служат данные 
об одновременном раннем увеличении актив-
ности ГАТ и ГДА и активности антиоксидант-
ных ферментов при стрессе (Жадько, 2014; 
Жадько и др. 2015). Заметим, что при ингиби-
ровании ГДА посредством ТСА происходит 
последующее увеличение активности ГАТ 
(Jadko, 2015), что также надо учитывать при 
анализе развития ответной реакции.  

ГДА может регулировать антиоксидант-
ную активности клеток опосредованно, через 
изменения в структуре и функции хроматина и, 
соответственно, изменения в экспрессии генов 
белков, ответственных за продукцию АФК и 
антиоксидантную активность. Ацетилирование 
и деацетилирование «хвостов» ядерных гисто-
нов влияет на структуру и функцию хроматина 
путем изменения  зарядов на гистоновых «хво-
стах» и способствует экспрессии или репрессии 
генов по типу т. н. эффекта «откры-
тая/закрытая» ДНК для транскрипции (Chen, 
Tiana, 2007; Kim et al., 2008; 2015).  

Кроме этого, ацетилированные хвосты 
гистонов являются специфическими сайтами 
для связывания белков, которые прямо или 
косвенно регулируют транскрипцию генов 
(Gutzat, Ortrun, 2012; Josling et al., 2012). Бро-
модомен-экстратерминал (ВЕТ) – содержащие 
протеины, BET9, BET10 у растений специфи-
чески связываются с ацетилированными остат-
ками лизинов на гистонах и активируют тран-
скрипционные факторы с дальнейшей соответ-
ствующей регуляцией экспрессии генов (Josling 
et al., 2012).  

У растений A. thaliana имеется много 
изоформ ГДА и ГАТ, поэтому также надо учи-
тывать, какие именно их этих изоформ участ-
вуют в ацетилировании и деацетилировании 
определенных остатков лизина в ядерных ги-
стонах, что определяет экспрессию или репрес-
сию соответствующих генов (Chen, Tiana, 
2007), в т. ч. и генов антиоксидантных фермен-
тов.  
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Сохранение определенного динамическо-
го состояния в ацетилировании и деацетилиро-
вании ядерных гистонов посредством ГАТ и 
ГДА с глобальной регуляцией экспрессии генов 
важно для метаболизма клеток (Chen, Tiana, 
2007; Кордюм, 2012) и эти процессы также 
должны участвовать в поддержании опреде-
ленного про-/антиоксидантного состояния по-
средством эпигенетической регуляции экспрес-
сии генов продукции АФК и антиоксидантных 
ферментов (Jadko, 2015). АФК сигналинг и ан-
тиоксидантная активность клеток также важны 
для метаболизма растений, особенно при стрес-
сах (Колупаев, Карпец, 2010).  

ТСА является антигрибковым антибио-
тиком, который способен очень эффективно 
ингибировать ГДА путем вытеснения иона 
цинка из активного центра класса 1 и 2 семей-

ства энзимов, к которым относятся и ГДА рас-
тений. Поэтому ТСА вызывает наиболее силь-
ный эффект из известных ингибиторов ГДА 
для растений, в том числе и для каллусной 
культуры A. thaliana (Jadko, 2015).  

Ранее нами было установлено, что у рас-
тений при ингибировании ГДА посредством 
ТСА происходит увеличение содержания АФК 
(Jadko, 2015), поэтому иногда бывает трудно 
однозначно определить, от чего именно и в ка-
кой степени зависит увеличение активность ис-
следуемых антиоксидантных ферментов (рис. 
1, 2), от эпигенетических изменений в экспрес-
сии генов или от АФК как вторичных мессен-
джеров. Известно, что АП, Кат, ПР и ТР также 
имеют АФК-зависимую активность (Колупаев, 
Карпец, 2014; Жадько и др. 2015). В наших 

 
Рис. 1. Изменение активности аскорбатпероксидазы (А), каталазы (Б) и пероксиредоксина 
(В) (% к контролю) в каллусной культуре A. thaliana при действии 25% ПЭГ 6000, ТСА и 
комбинации факторов в течение 3 ч.  
К – контроль. Подробно условия обработки каллусной культуры изложены в разделе «Методика». 
 

 
Рис. 2. Изменение активности тиоредоксина (ТР) (усл. ед. –SH групп/мг белка/мин) в каллус-
ной культуре A. thaliana при действии 25% ПЭГ 6000, ТСА и комбинации факторов в течение 
3 ч.  
К – контроль. Подробно условия обработки каллусной культуры изложены в разделе «Методика».  
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экспериментах с одновременным применением 
ТСА и аскорбата, как ингибитора развития 
ранней стрессорной оксидативной вспышки, 
был установлен преобладающий эффект эпиге-
нетической активации исследуемых антиокси-
дантных ферментов в каллусной культуре при 
развитии острого осмотического стресса (дан-
ные в печати). Поэтому начальные стрессорные 
изменения в активности ГАТ и ГДА через экс-
прессию генов также могут контролировать ак-
тивность антиоксидантных ферментов, включая 
и АП, Кат, ПР и ТР, так как эти ферменты уве-
личивают свою активность на ранних стадиях 
развития осмотического стресса одновременно 
с увеличением активности ГАТ и ГДА (Жадь-
ко, 2014; Жадько и др. 2015). 

Данные изменения прежде всего направ-
лены на увеличение антиоксидантной активно-
сти и снижение накопления в клетках токсич-
ных продуктов АФК при развитии оксидатив-
ной деструкции, вызванной острым осмотиче-
ским стрессом (рис. 1-3). 

Таким образом, при помощи ингибитор-
ного анализа с использованием ТСА показано 
участие ГДА в регуляции активности антиок-
сидантных ферментов АП, Кат, ПР и ТР в клет-
ках каллусной культуры A. thaliana при стрессе. 
Данная регуляция может осуществляется в ос-
новном за счет изменений в ацетилировании 
ядерных гистонов, что приводит к соответст-
вующим изменениям в структуре и функции 
хроматина и экспрессии генов, ответственных 
за антиоксидантную активность клеток (рис. 3). 
Однако, это предположение требует дальней-
шей экспериментальной проверки. 
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ROLE OF HISTONE DEACETYLASE IN REGULATION  
OF ANTIOXIDANT ENZYMES ACTIVITIES IN CALLUS CULTURE  

OF ARABIDOPSIS THALIANA UNDER OSMOTIC STRESS  

S. I. Jadko 

M.G. Kholodny Institute of Botany  
of National Academy of Sciences of Ukraine  

(Kyiv, Ukraine)  
e-mail: ukrkiev55@mail.ru 

By using trichostatin A (TCA) for inhibition analysis the relationship between histone deacetylase 
(HDA) and the activity of ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT), peroxiredoxin (PRX) and 
thioredoxin (TRX) in the callus culture of Arabidopsis thaliana under short-term acute osmotic 
stress have been investigated. It was found that under the stress and inhibition of HDA during 3 
hours an increase in activity of the investigated enzymes took place. We suppose, that the regulation 
can be carried out mainly due to changes in acetylation of nuclear histones, which results in corre-
sponding changes in the structure and function of chromatin and gene expression which responsible 
for antioxidant activity of the cells. 

Key words: Arabidopsis thaliana, callus culture, histone deacetylase, trichostatin A, ascorbate pe-
roxidase, catalase, peroxiredoxin, thioredoxin, osmotic stress 
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РОЛЬ ГІСТОНДЕАЦЕТИЛАЗИ В РЕГУЛЯЦІЇ АКТИВНОСТІ 
АНТИОКСИДАНТНИХ ФЕРМЕНТІВ КАЛУСНОЇ КУЛЬТУРИ  

ARABIDOPSIS THALIANA ЗА ДІЇ ОСМОТИЧНОГО СТРЕСУ 

С. І. Жадько 

Інститут ботаніки ім. М.Г. Холодного 
Національної академії наук України 
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e-mail: ukrkiev55@mail.ru 

Методом ингібіторного аналізу з використанням трихостатину А (ТСА) досліджували зв'язок 
між активністю гістондеацетилази (ГДА) та активністю аскорбатпероксидази (АП), каталази 
(Кат), пероксиредоксину (ПР) та тіоредоксіну (ТР) в калусній культурі Arabidopsis thaliana 
при короткочасній дії гострого осмотичного стресу. Встановлено, що за дії гіперосмотичного 
стресу при інгібуванні ГДА відбувається збільшення активності досліджуваних антиоксидан-
тних ферментів. Висловлено припущення, що дана регуляція здійснюється в основному за 
рахунок змін в ацетилюванні ядерних гістонів, що призводить до відповідних змін в структу-
рі і функції хроматину та експресії генів, відповідальних за антиоксидантну активність клі-
тин. 

Ключові слова: Arabidopsis thaliana, калусна культура, гістондеацетилаза, трихостатин А, 
аскорбатпероксидаза, каталаза, пероксиредоксін, тіоредоксин, осмотичний 
стрес  
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