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Мета. Денатурація білків і збільшення утворення активних форм кисню (АФК) викликають 
пошкодження рослинних клітин при тепловому стресі. Метою дослідження було з’ясуван-
ня можливої захисної ролі ізоформи каталази CAT2 у Arabidopsis thaliana при підвищених 
температурах. Методи. Листки рослин арабідопсису дикого типу та нокаутного мутанта 
КО- Cat2 піддавалися тепловій обробці. За розвитком реакції на тепловий стрес спосте-
рігали, порівнюючи інтенсивність карбонілювання білків під дією АФК. Результати. Вста-
новлено, що втрата ізоформи CAT2 у нокаут-мутанта викликає хронічний оксидативний 
стрес навіть у рослин, вирощених за оптимальних умов. Зокрема, було виявлено поси-
лення карбонілювання білків у інтактних листках мутантних рослин у порівнянні з росли-
нами дикого типу. Антиоксидантні захисні механізми, які активуються у відповідь на хро-
нічний оксидативний стрес, ефективні в обмеженні перекисного окислення ліпідів, але не 
ефективні у запобіганні карбонілювання білків. Ця конститутивна активація захисних ме-
ханізмів забезпечує короткостроковий (1 год) захист мутантних рослин при тепловому 
стресі. Однак при тривалій жорсткій тепловій обробці (44 °С, 4 год) захисні механізми у 
мутантних рослин переважно зазнають виснаження, що призводить до посилення карбо-
нілювання білків. Висновки. CAT2 бере участь у захисті рослинної клітини від термоокси-
дативного стресу і є особливо важливою для обмеження карбонілювання білків.

Ключові слова: Arabidopsis thaliana, тепловий шок, карбонільні групи білків, нока-
ут-мутанти.

Вступ. Температура є одним із важливих факторів, який впливає на фізіоло-
го-біохімічні процеси рослинної клітини. Підвищення температури викли-

кає денатурацію багатьох білків, пошкодження клітинних мембран [1] та 
зростання рівня активних форм кисню (АФК), що супроводжується синтезом 
специфічних захисних стресових білків та активацією антиоксидантної системи 
[2, 3]. АФК здатні виконувати подвійну функцію в рослинній клітині, з однієї сто-
рони – це токсичні сполуки, які порушують численні біохімічні процеси, а з іншої 
– виступають у ролі сигнальних молекул [2, 4]. Відомо, що за дії АФК нуклеїнові 
кислоти, ліпіди та білки зазнають окисних пошкоджень [5]. Пряма дія АФК на за-
лишки певних амінокислот – лізину, аргініну, проліну та треоніну – призводить 
до утворення карбонільних груп (КГ) у їхніх бічних радикалах та перешкоджає 
нормальному функціонуванню білків [6]. У таких окисно модифікованих білків 
змінюється функціональна активність, вони зазнають прискореної протеолі-
тичної деградації, а також можуть слугувати джерелом вільних радикалів [7]. У 
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рослин вміст модифікованих білків може 
також змінюватися протягом онтогенезу. 
Так, показано зростання вмісту карбоніль-
них груп у проростаючому насінні 
Arabidopsis thaliana [8] та різке зниження 
рівня окислення білків перед цвітінням та 
протягом розвитку квітки [7].

За дії абіотичних стресових факторів 
(напр., водний дефіцит [9], дія іонів кадмію 
[10]) вміст КГ у рослинній клітині зростає 
[5, 11]. Проте зміни вмісту КГ в умовах тепло-
вого стресу вивчені недостатньо. Відомо, 
що КГ утворюються вже на ранніх стадіях 
стресової відповіді та є відносно стабільни-
ми. Саме ця властивість робить їх зручним 
маркером оксидативного стресу [11, 12]. 

Рівень АФК у рослинній клітині контро-
люється антиоксидантною системою, до 
якої належать ферменти та низькомолеку-
лярні антиоксиданти [13]. Одним із фер-
ментів антиоксидантного захисту є катала-
за (САТ), яка розщеплює пероксид водню 
(Н2О2). У A.  thaliana САТ представлена 
трьома ізоформами САТ1, САТ2 та САТ3, 
що містяться у пероксисомах і, зокрема, 
забезпечують знешкодження Н2О2, який 
утворюється у цій органелі внаслідок фото-
дихання. У листках A. thaliana переважно 
присутні ізоформи САТ2 та САТ3, з яких на 
САТ2 припадає приблизно 70  % загальної 
активності ферменту. САТ1 експресується 
у коренях, а в листках виявляється тільки на 
пізніх стадіях розвитку [14, 15]. Доведено, 
що САТ відіграє важливу роль у захисті рос-
линної клітини від багатьох стресових фак-
торів [15–17]. Зокрема, було встановлено 
зростання активності цього ферменту за дії 
високотемпературного стресу [17]. Проте 
роль окремих ізоформ САТ у відповіді рос-
лин на тепловий стрес все ще залишається 
не до кінця зрозумілою.

Для з’ясування можливої участі ізофор-
ми САТ2 у захисті рослинної клітини від дії 
підвищених температур ми вивчали дина-
міку накопичення КГ у рослин A. thaliana 

дикого типу та в нокаутної лінії з відсутньою 
експресією САТ2. 

Матеріали і методи
Дослідження проводили на рослинах 

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. екотипу 
Columbia  0 (дикий тип, ДТ) та нокаутної 
мутантної лінії, KO-Сat2 (SALK 057998), 
яка була отримана з колекції NASC 
(Nottingham Arabidopsis Stock Centre, 
University of Nottingham, Великобританія). 
Ця нокаутна лінія містить інсерцію Т-ДНК у 
кодуючій ділянці гена каталази Cat2, що 
призводить до повної втрати його експре-
сії.

Рослини вирощували у ґрунті в культи-
ваційній кімнаті при сталій температурі 
+20 °С, освітленні 2,5 кЛк в умовах 16-го-
динного світлового дня. Після 6,5 тижнів 
температуру вирощування збільшували до 
28 °С та продовжували культивування рос-
лин ще 48 год. Такий режим культивування 
підсилює клітинну відповідь рослин 
A. thaliana на тепловий стрес, як показано 
в наших попередніх дослідженнях [18].

Для проведення теплової обробки обрі-
зали листя середньої частини розетки та 
вміщували їх у конічні скляні колби об’ємом 
100 мл з 1 мМ К-фосфатним буфером (рН 
6,0). Обробку на термостатованій водяній 
бані здійснювали в темряві протягом 1, 2 
та 4 год за 20, 37 або 44 °С. Для вивчення 
процесів, що відбуваються у фазі пост
стресової репарації, через 1 або 2 год піс-
ля початку стресової обробки зразки пере-
носили в умови кімнатної температури 
(20 °С) і продовжували інкубацію протягом 
ще 1 або 2 год, відповідно. Контролем слу-
гували рослини, листки яких інкубувалися 
за 20 °С. Після завершення обробки листки 
заморожували в рідкому азоті та зберігали 
в морозильній камері за температури 
–70 °С для подальших досліджень. Як до-
датковий контроль використовували інтак-
тні листки, які заморожували безпосеред-
ньо після відокремлення від рослини.
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Рисунок. Вміст карбонільних груп (нмоль/мг білка) у листках рослин A. thaliana дикого типу (ДТ) та нокаутної лінії KO-Сat2 
в умовах теплового стресу. Різниця достовірна (p<0,05) між контрольними та інтактними рослинами (1), між стресо-
ваними та контрольними рослинами (2), між рослинами за умов стресу та постстресового відновлення (3), між рос-
линами ДТ та KO-Сat2 (4)

Визначення концентрації КГ білків здій-
снювали за методом, описаним в літерату-
рі [19]. 200 мг замороженого рослинного 
матеріалу гомогенізували в присутності 
рідкого азоту, додавали 750 мкл 50 мМ ка-
лій-фосфатного буфера (рH 7,0) та цен-
трифугували при 4 °С за 13000 g протягом 
10 хв. Після центрифугування 350 мкл су-
пернатанту переносили в чисту мікропро-
бірку та додавали 750 мкл 10 мМ 2,4-дині-
трофенілгідразину, розчиненого у 2Н НCl. 
Паралельно готували контрольну пробу, в 
яку замість розчину 2,4-динітрофеніл-
гідразину додавали 2Н НCl. Проби інкубу-
вали за кімнатної температури у темряві 
протягом 1 год. Після інкубування додава-
ли 750 мкл 40 % ТХО та центрифугували за 
13000 g протягом 20 хв. Після центрифугу-
вання супернатант зливали, а осад, що 
утворився, тричі промивали 1 мл суміші, 
що містила етанол та етилацетат у співвід-
ношенні 1:1, та центрифугували 10 хв за 
13000 g. Чистий осад розчиняли в 1 мл 6М 
гуанідинхлориду протягом 30 хв у темряві. 
Вміст КГ білків визначали на спектрофото-

метрі СФ-46 за довжини хвилі 370 нм, ви-
користовуючи коефіцієнт молярного по-
глинання 22000 М-1 см-1. Вміст білка в про-
бі визначали спектрофотометрично за 
методом Бредфорда [20].

Всі експерименти повторено для п’яти 
незалежно вирощених партій рослин. Кож-
не вимірювання проводили у 3 паралель-
них пробах. Статистичну вірогідність отри-
маних даних оцінювали з використанням 
двовибіркового t-критерію для залежних 
вибірок [21].

Результати та обговорення 
Отримані нами результати показують, 

що концентрація КГ у листках інтактних 
рослин нокаутної лінії КО-Cat2 на 29  % 
вища, порівняно з рослинами дикого типу 
(рисунок). У наших попередніх досліджен-
нях встановлено, що у лінії KO-Сat2 дійсно 
повністю відсутня активність ізоформи 
САТ2, але ця втрата частково компенсуєть-
ся додатковою активацією ізоформи САТ3 
[22]. Тим не менш, загальна каталазна ак-
тивність у листках 7-тижневих нокаутних 
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рослин є зниженою майже в 3 рази порів-
няно із рослинами ДТ.

Виявлений підвищений вміст КГ свід-
чить, що за відсутності ізоформи САТ2 у клі-
тинах мутанта відбувається зростання рівня 
АФК та розвивається хронічне оксидативне 
пошкодження білків. У наших попередніх 
дослідженнях встановлено, що інший по-
казник оксидативного стресу – рівень пере-
кисного окислення ліпідів (ПОЛ) – у листках 
інтактних рослин КО-Cat2 не вищий, а на-
віть нижчий, ніж у рослин ДТ. Це дозволило 
висунути припущення, що у мутантної лінії 
КО-Cat2 відбувається активація альтерна-
тивних захисних механізмів [1]. Порівняння 
наших нових та попередніх результатів свід-
чить, що ці альтернативні захисні механізми 
є ефективними стосовно обмеження ПОЛ, 
але недостатньо ефективними для обме-
ження карбонілювання білків.

У зразках рослин ДТ, що інкубувались у 
темряві за кімнатної температури протя-
гом 1 та 2 год, спостерігали підвищення 
вмісту КГ на 27 %, що свідчить про зростан-
ня рівня АФК у цих умовах. Останнє можна 
пояснити тим, що генерація «відновного 
потенціалу» у вигляді НАДФ-Н та синтез 
низькомолекулярних антиоксидантів у 
рослинній клітині значною мірою залежать 
від фотосинтетичного транспорту елек-
тронів. Зокрема, останній етап синтезу 
аскорбату є світлозалежним [23]. Відпо-
відно, за інкубації листків у темряві ці про-
цеси мають інгібуватися, що й призводить 
до зростання рівня КГ. Проте із продовжен-
ням часу інкубації до 4 годин рівень КГ зни-
жувався та наближався до рівня інтактних 
рослин. Це може свідчити про додаткову 
активацію захисних механізмів, які здатні 
обмежувати оксидативне пошкодження 
білків за умов досліду. 

У КО-Cat2 на відміну від ДТ за кімнатної 
температури за інкубації протягом 1 та 2 
год концентрація КГ практично не змінюва-
лася та залишалася на рівні інтактних рос-
лин. Відповідно, різниця між ДТ та нокаут-

ними рослинами, яку спостерігали в інтак-
тних листках, зникала за рахунок зростання 
рівня КГ у листках ДТ. За інкубації протягом 
4 год спостерігали тенденцію (0,05<p<0,1) 
до більш високого вмісту КГ у листках лінії 
КО-Cat2, що пояснюється зниженням цьо-
го параметра у листках рослин ДТ. Отже, 
рівень КГ у нокаутного мутанта є підвище-
ним, але більш стабільним і, зокрема, не-
чутливим до інкубації зразків у темряві. Це 
можна пояснити тим, що додаткові захисні 
механізми, які конститутивно активовані у 
мутантних рослин навіть за оптимальних 
умов культивування, також здатні стриму-
вати підсилення оксидативного пошко-
дження білків при перенесенні дослідних 
зразків у темряву. Інакше кажучи, на відмі-
ну від ДТ, мутантні рослини виявилися пре-
адаптованими до умов експериментальної 
обробки за кімнатної температури.

За дії 1- та 2-годинного помірного те-
плового стресу (37 °С) у рослин ДТ спосте-
рігали підвищення концентрація КГ на 16 
(p<0,05) та 11  % (0,05<p<0,1), відповід-
но. При збільшенні часу інкубування до 
4 год рівень КГ повертається до рівня кон-
трольних зразків, що свідчить про поступо-
ву адаптацію рослин до стресових умов. У 
нокаутної лінії KO-Сat2 зростання рівня КГ 
спостерігали лише за 2-годинного стресу, 
тобто реакція на стрес наставала пізніше, 
що можна розглядати як ще один прояв 
преадаптації мутантів. Із продовженням 
стресу до 4 годин рівень КГ у KO-Сat2, як і 
у випадку ДТ, повертався до контрольного.

Аналіз вмісту КГ у фазі постстресової 
репарації виявив різний характер реакції у 
ДТ та нокаутній лінії. Для ДТ після 1-годин-
ного помірного теплового стресу у фазі ре-
парації (1 год 37 °С + 1 год 20 °С) спостері-
гали зниження вмісту КГ нижче рівня, за-
фіксованого для рослин, що інкубувалися 
за кімнатної температури. Такий же ефект 
спостерігався і після 2-годинного стресу. 
На противагу цьому у KO-Сat2 у фазі репа-
рації рівень окисно модифікованих білків 
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залишався без змін порівняно з рослина-
ми, що зазнавали дії стресу, що свідчить 
про затримку у постстресовому відновлен-
ні нормального фізіологічного стану у му-
тантних рослин. Аналогічний ефект – зни-
ження рівня ПОЛ протягом постстресового 
відновлення у ДТ та відсутність такого зни-
ження у КО-Cat2 – спостерігався нами ра-
ніше [24]. Це може свідчити про загальне 
виснаження захисних механізмів у мутант-
них рослин за умов теплового стресу.

За дії жорсткого теплового стресу 
(44  °С) протягом 1 год у ДТ, спостерігали 
підвищення вмісту КГ на 15 %. Збільшення 
тривалості теплової обробки до 2 годин не 
призводило до подальшого зростання, але 
за дії 4-годинного стресу рівень КГ підвищу-
вався на 44 % порівняно з контролем, що ін-
кубувався за кімнатної температури. У но-
каутної лінії відмічена дещо інша картина: 1- 
та 2-годинні стресові обробки не викликали 
жодних змін у концентрації КГ, що ще раз 
вказує на преадаптацію KO-Сat2 до стресу. 
Проте 4-годинний стрес призводив до 
значно більшого, ніж у ДТ, зростання рівня 
КГ – на 66 %, що свідчить про виснаження 
захисних механізмів у мутантних рослин. 
Різке зростання вмісту КГ в цих умовах може 
пояснюватись інактивацією таких анти-
оксидантних ферментів, як гваякол та 
аскорбат пероксидази, POD та APX [18, 25]. 

У фазі постстресової репарації після 
1‑годинного жорсткого теплового стресу 
вміст КГ у клітинах ДТ та KO-Сat2 лінії зали-
шався практично без змін. Проте після 
2-годинного жорсткого стресу концентра-
ція КГ у фазі репарації продовжувала зро-
стати порівняно зі стресованими рослина-
ми. Отже, в цьому випадку, на відміну від 
помірного стресу, рослинна клітина не 
здатна відновлювати білки після жорсткої 
теплової обробки, однією з причин чого 
може бути згадана вище інактивація POD 
та APX. 

У наших ранніх дослідженнях було про-
демонстровано, що за дії жорсткого теп

лового стресу в листках арабідопсису від-
бувається майже повне пригнічення індук-
ції транскрипції стресових генів, яку 
спостерігали за дії помірного стресу [18, 
26]. Як свідчать наші нові дані, така відсут-
ність стресової відповіді призводить, зо-
крема, до підсиленого оксидативного 
ушкодження білків.

Таким чином, у рослин лінії KO-Сat2 че-
рез втрату активності ізоформи САТ2 від-
бувається зростання концентрації АФК і, як 
наслідок, спостерігається підвищений 
вміст карбонільованих білків.

Висновки
Отримані нами нові дані та порівняння їх 

із попередніми результатами свідчать, що 
втрата ізоформи САТ2 у нокаутних мутантів 
арабідопсису викликає хронічний оксида-
тивний стрес навіть при культивації рослин 
за оптимальних умов, що, зокрема, прояв-
ляється як підсилення кабронілювання біл-
ків. Наслідком хронічного оксидативного 
стресу є активація захисних механізмів, які 
ефективні в обмеженні ПОЛ, але недостат-
ньо ефективні у запобіганні кабронілювання 
білків. Тим не менш, конститутивна дере-
пресія захисних механізмів здатна забезпе-
чити короткотривалу (1 год) преадаптацію 
мутантних рослин до дії теплового стресу. 
Проте при підсиленні стресового впливу 
(44 °С, 4 год) захисні механізми у мутантних 
рослин зазнають переважного виснаження, 
що призводить до підсиленого зростання 
кабронілювання білків. Отже, САТ2 є компо-
нентом захисту рослинної клітини за дії те-
плового стресу, повністю компенсувати 
втрату якого клітина не спроможна. 
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Цель. Денатурация белков и увеличение об-
разования активных форм кислорода (АФК) 
вызывают повреждения клеток растений 
при тепловом стрессе. Целью исследования 
было прояснение предполагаемой защитной 
роли изоформы каталазы CAT2 у Arabidopsis 
thaliana при повышенных температурах. Ме-
тоды. Листья растений арабидопсиса дикого 
типа и нокаутного мутанта КО-Cat2 подверга-
лись тепловой обработке. За развитием реак-
ции на тепловой стресс наблюдали, сравнивая 
интенсивность карбонилирования белков под 
действием АФК. Результаты. Установлено, 
что утрата изоформы CAT2 у нокаут-мутанта 
вызывает хронический оксидативний стресс 
даже у растений, выращенных при оптималь-
ных условиях. В частности, было выявлено 
усиление карбонилирования белков в интак-
тных листьях мутантных растений по сравне-
нию с растениями дикого типа. Антиоксидант-
ные защитные механизмы, которые активи-
руются в ответ на хронический оксидативный 
стресс, эффективны в ограничении перекис-
ного окисления липидов, но не эффективны в 
предотвращении карбонилирования белков. 
Эта конститутивная активация защитных меха-
низмов обеспечивает краткосрочную (1 ч) за-
щиту мутантных растений при тепловом стрес-
се. Однако при длительной жесткой тепловой 
обработке (44 °С, 4 ч) защитные механизмы у 
мутантных растений подвергаются преимуще-
ственному истощению, что приводит к усиле-
нию карбонилирования белков. Выводы. CAT2 
участвует в защите растительной клетки от тер-
мооксидативного стресса и является особен-
но важной для ограничения карбонилирования 
белков.

Ключевые слова: Arabidopsis thaliana, тепло-
вой шок, карбонильные группы белков, нока-
ут-мутанты.
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Aim. Denaturation of proteins and increased 
generation of reactive oxygen species (ROS) 
result in plant cell damage upon heat stress. 
The aim of the study was to elucidate the 
presumptive protecting role of catalase isoform 
CAT2 of Arabidopsis thaliana upon increased 
temperatures. Methods. Leaves of wild type 
and КО-Cat2 knock-out mutant plants were 
subjected to heat treatment. Development of 
heat stress reaction was monitored comparing 
the intensities of protein carbonylation induced 
by ROS. Results. It was found that the loss 
of CAT2 isoform in knock-out mutant causes 
chronic oxidative stress even in plants cultivated 
upon optimal grow conditions. Especially, 
enhanced carbonylation of proteins in intact 
leaves of mutant plants compared to wild type 
was demonstrated. The antioxidative defence 
mechanisms, which are activated in response 
to the chronic oxidative stress appear to 
be effective in limiting of lipid peroxidation, 
but not effective in preventing of protein 
carbonylation. The constitutive activation of 
defence mechanisms provides short-term 
(1 h) protection of the mutant plants upon heat 
stress. However, upon prolonged severe heat 
treatment (44 °C, 4 h) the defence mechanisms 
in mutant plants undergo preferential depletion 
resulting in enhanced carbonylation of proteins. 
Conclusions. CAT2 is involved in plant cell 
protection against thermooxidative stress and 
appears to be especially important for limiting of 
protein carbonylation.

Key words: Arabidopsis thaliana, heat stress, 
carbonyl groups of proteins, knock-out mutants.


