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Досліджено зміни активності аскорбат пероксидази (APX) за дії теплового шоку у рос-
лин Arabidopsis thaliana (екотип Columbia 0) дикого типу та у нокаутного мутанта за ге-
нами Cat2 та Cat3 – CAT2/3, який має суттєво знижену активність каталази. За дії по-
мірного теплового шоку (37 °C) та за кімнатної температури активність APX була від 30 
до 60 % вище у мутантної лінії порівняно з A. thaliana дикого типу. Помірна теплова об-
робка не мала жодного впливу на активність АРХ, тоді як жорсткий тепловий шок (44 °C) 
призводив до інактивації ферменту. Отримані нами дані свідчать, що за кімнатної тем-
ператури або за помірної теплової обробки активація АРХ може, принаймні частково, 
компенсувати втрату активності CAT у нокаутного мутанта CAT2/3. Проте через свою 
термолабільність АРХ не може замінити CAT в умовах жорсткого теплового шоку.
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Вñòуп. ó вищих рослин активн³ форìи кисню (àФê) утворюються в хлоро-
пластах, ì³тохондр³ях, пероксисоìах та плазìатичн³й ìеìбран³ [1– 4]. îд-

н³єю ³з àФê є пероксид водню (Í2î2), концентрац³я якого у рослинн³й кл³тин³ за-
лежить в³д багатьох фактор³в, зокреìа зростає за д³ї аб³отичних стресових чин-
ник³в [2, 5–7]. öе ìоже призводити до окислення б³лк³в, нуклеїнових кислот ³ 
ìеìбранних л³п³д³в. â³дпов³дно, норìал³зац³я р³вня Í2î2 є одниì з елеìент³в, 
суттєвих для виживання кл³тини за д³ї стресу [8, 9]. Було також доведено, що 
кр³ì шк³дливої д³ї Í2î2 ìає функц³ю сигнальної ìолекули, яка є необх³дною для 
активац³ї сигнальних ланцюг³в, зад³яних у ³ндукц³ї захисної в³дпов³д³, а саìе – 
для п³двищення транскрипц³ї стресових ген³в [4, 6, 10 – 13]. Зокреìа у наших 
попередн³х досл³дженнях було продеìонстровано зростання кл³тинного р³вня 
Í2î2 та участь ц³єї сполуки у активац³ї стресової в³дпов³д³ за д³ї теплового стре-
су на Arabidopsis thaliana [9]. îтже, з’ясування ìехан³зì³в генерац³ї та розщеп-
лення Í2î2 в уìовах стресу є необх³дниì для розуì³ння ìехан³зì³в шокової в³д-
пов³д³ та адаптац³ї.

ð³вень Í2î2 у рослинн³й кл³тин³ контролюється ферìентаìи-каталазаìи 
(ñàò) та пероксидазаìи, зокреìа – аскорбат пероксидазою (APX) [14–16]. ñàò 
перетворює дв³ ìолекули Í2î2 у дв³ ìолекули води та ìолекулу кисню. Íа в³д-
ì³ну в³д цього, APX в³дновлює пероксид водню до води, використовуючи для 
цього як субстрат в³дновлений аскорбат [15, 17]. îбидв³ групи ферìент³в коду-
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ються ìультигенниìи родинаìи, до скла-
ду яких у ìодельної рослини A. thaliana 
входять 9 ген³в у випадку APX [15, 18] та 3 
гени у випадку ñàò [14]. Íаявн³сть дек³ль-
кох член³в у склад³ цих ìультигенних родин 
вказує на потенц³йну функц³ональну спе-
ц³ал³зац³ю кодованих ниìи ³зоферìент³в. 
Зокреìа встановлено, що ³ндив³дуальн³ 
³зофорìи àðõ виконують свою функц³ю у 
р³зних кл³тинних коìпартìентах [15, 17]. 
òакож в³доìо, що у A. thaliana експрес³я 
ген³в, як³ кодують ³зофорìи àðõ та ñàò за-
лежить в³д стад³ї розвитку рослини [19, 
20]. ñеред ³зофорì каталази найб³льш ек-
спресованою є ñàò 2, на частку якої припа-
дає 70 % загальної каталазної активност³ у 
тканинах ìезоф³лу листк³в. àктивн³сть 
ñàò 3 виявляється т³льки у васкулярних 
тканинах, а ñàò 1 – п³д час стар³ння [14, 
20]. àктивн³сть деяких ³зоферìент³в àðõ та 
ñàò та транскрипц³я в³дпов³дних ген³в по-
р³зноìу реагують на стресов³ впливи, зо-
креìа – на тепловий шок [18, 21]. З ³ншого 
боку вважається, що деяк³ члени ìульти-
генних родин ìожуть виконувати однаков³ 
функц³ї (феноìен генетичної надлишко-
вост³), що п³двищує над³йн³сть роботи рос-
линної кл³тини. Проте пряìих доказ³в на 
користь таких уявлень з³брано все ще не-
багато. Зокреìа ф³з³олог³чна роль окре-
ìих ген³в, що кодують APX залишається не 
до к³нця зрозуì³лою.

Зручниì ³нструìентоì для вивчення 
функц³ональної спец³ал³зац³ї та взаєìоза-
ì³нност³ р³зних ферìент³в та їх окреìих 
³зофорì є ìутантн³ форìи ³з порушеною 
функц³єю в³дпов³дних ген³в. äля перев³рки 
припущення, що в уìовах теплового стре-
су àðõ ìоже коìпенсувати втрату актив-
ност³ окреìих ³зофорì ñàò ìи досл³дили 
зì³ни активност³ àðõ у рослин A. thaliana 
дикого типу та у подв³йного нокаут (knock-
out) ìутанта з порушеною експрес³єю 
ген³в Саt2 та Саt3.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
ìатер³алоì досл³дження слугували 

рослини A. thaliana (L.) Heynh. дикого типу 
(екотип Columbia 0) та гоìозиготна л³н³я 
ñàò2/3, яка є подв³йниì нокаут-ìутантоì 
за генаìи Саt2 (At1g20620) та Саt3 
(At4g35090). ë³н³ю ñàò2/3 було отриìано 
схрещуванняì двох нокаутних л³н³й, кожна 
з яких несе вставку ò-äÍê у одноìу з ек-
зон³в ген³в Саt2 або Саt3, в³дпов³дно. Íа-
с³ння ìутантної л³н³й ñàò2/3 було люб’язно 
надано наì äр. óльр³ке öентграф (öентр 
ìолекулярної б³олог³ї рослин, ì. òюб³нген, 
Í³ìеччина).

ðослини вирощували у ґрунт³ в культи-
вац³йн³й к³ìнат³ при стал³й теìператур³ 
+20 °ñ, осв³тленн³ 2,5 кëк в уìовах 16-го-
динного св³тлового дня. 

äля експериìент³в застосовували рос-
лини 7-тижневого в³ку (фаза 10–12 лист-
к³в). äля кожного вар³анта досл³ду вико-
ристовували 12–15 листк³в середньої час-
тини розетки. â³докреìлен³ в³д рослин 
листки поì³щали у 1 ìì ê-фосфатний бу-
фер (рÍ 6,0) та п³ддавали тепловоìу шоку. 
îбробку проводили у теìряв³ протягоì 1, 
2 та 4 год за 22, 37 та 44 °ñ. äля вивчення 
процес³в, що в³дбуваються у фаз³ постшо-
кової репарац³ї через 1 або 2 год п³сля по-
чатку шокової обробки зразки переносили 
в каìеру, де п³дтриìували теìпературу 
22 °ñ, ³ продовжували ³нкубац³ю протягоì 
1 або 2 год, в³дпов³дно. П³сля завершення 
обробки рослини заìорожували в р³дкоìу 
азот³ та збер³гали в ìорозильн³й каìер³ за 
теìператури –70 °ñ для подальших до-
сл³джень. Як додатковий контроль вико-
ристовували ³нтактн³ листки, як³ заìорожу-
вали безпосередньо п³сля в³докреìлення 
в³д рослини. 

åкстракц³ю б³лк³в проводили у буфер³, 
що ì³стив 50 ìì фосфат натр³ю (рÍ=7,0), 
0,25 ìì åäòà, 20 % гл³церин, 0,5 ìì ас-
корбат та 2 % пол³в³н³лп³рол³дон. ê³льк³сть 
б³лка в екстракт³ визначали за ìетодоì 
Бредфорда [22]. àктивн³сть APX виì³рю-
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рèñ. 1. àктивн³сть APX (ìкìоль/ìг б³лка/хв) у листках рослин Arabidopsis thaliana дикого типу (äò) та нокаут-
ìутантної л³н³ї CAT2/3 (KO-CAT2/3) за д³ї поì³рного (37 °C) та жорсткого (44 °C) теплового стресу: 1 – äò; 2 – KO-
CAT2/3; з³рочкою (*) позначено стовпчики ³з статистично достов³рною р³зницею ì³ж контролеì ³ досл³дною точкою; 
р³зниця ì³ж рослинаìи дикого типу та ìутантоì достов³рна в ус³х експериìентальних точках (p<0,05). 

вали за загальноприйнятиì ìетодоì [18, 
23]. àктивн³сть ферìенту виражали в 
ìкìоль аскорбату, окисленого за 1 хв у пе-
рерахунку на 1 ìг б³лка. âиì³рювання про-
водились в трьох паралелях та шести б³о-
лог³чних повторностях. ñтатистичну об-
робку даних проводили за критер³єì 
ñт’юдента [24].

Ізоферìентний спектр APX визначали 
ìетодоì електрофорезу у 12 % Пààã [25]. 
åлектрофорез проводили при напруже-
ност³ електричного поля 10 â/сì протягоì 
3–4 год. äля в³зуал³зац³ї ³зофорì àðõ гель 
спочатку ³нкубували у розчин³ 50 ìì 
 натр³й-фосфатного буфера (рÍ 7,0), що 
ì³стив 4 ìì аскорбат, а пот³ì у такоìу ж 
розчин³, який додатково ì³стив пероксид 
водню у к³нцев³й концентрац³ї 2 ìì. Забар-
влення гелю проводили у буфер³ такого 
складу: 50 ìì натр³й-фосфат (рÍ 7,8), 
28 ìì òåìåä, 2,45 ìì н³тросин³й тетра-
зол³й (NBT). П³сля появи б³лих сìуг на ф³о-
летовоìу фон³ гель переносили у дисти-
льовану воду для зупинки реакц³ї.

рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя 
ó попередн³х досл³дженнях наìи було 

встановлено, що р³вень активност³ ñàò у 
листках рослин нокаутної л³н³ї ñàò2/3 ста-
новить лише 24 % в³д активност³ ñàò у ди-
кого типу. äосл³дження ³зоферìентного 
спектра ñàò показало, що ця активн³сть зу-
ìовлена ³зофорìою ñàò 1, тод³ як ³зофор-
ìи ñàò 2 та ñàò 3 у нокаутної л³н³ї повн³стю 
в³дсутн³ (данн³ не наводяться). З л³терату-
ри в³доìо, що ñàò 1 експресується у лист-
ках рослин дикого типу лише у в³ц³ 9,5 тиж-
н³в [20]. îтже, її появу у сеìитижневих 
рослин сл³д розглядати як часткову коì-
пенсац³ю втрати активност³ ñàò 2 та ñàò 3. 

Подальш³ експериìенти показали, що в 
листках ³нтактних рослин нокаутної л³н³ї 
ñàò2/3 активн³сть àðõ є на 28 % вищою, 
н³ж в листках рослин дикого типу (рис.1). 
öей ефект сл³д також розглядати як кл³тин-
ну реакц³ю, спряìовану на подальшу коì-
пенсац³ю низької активност³ ñàò у ìутанта. 
Проте залишається незрозуì³лиì, актива-
ц³я яких саìе ³зофорì в³дпов³дає за зрос-
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тання загальної активност³ àðõ у ìутантної 
л³н³ї ³ на якоìу р³вн³ – транскрипц³йноìу чи 
посттранскрипц³йноìу – забезпечується 
це зростання. öе питання потребує по-
дальшого вивчення, наприклад, шляхоì 
визначення р³вня експрес³ї окреìих ген³в 
àðõ на р³вн³ ìðÍê.

âизначення активност³ àðõ у листках 
A. thaliana, як³ зазнали д³ї поì³рного тепло-
вого шоку (37 °ñ) або ³нкубувались за к³ì-
натної теìператури показало, що ця ак-
тивн³сть знаходилась у ìежах в³д 6,8 до 7,8 
ìкìоль/ìг б³лка/хв у рослин дикого типу 
та в³д 9,2 до 11,2 у ìутант³в. îтже, залежно 
в³д вар³анта досл³ду, активн³сть àðõ у ìу-
тантних рослин була на 30–60 % вищою, 
н³ж у рослин дикого типу. âт³ì, як у рослин 
дикого типу, так ³ у ìутант³в статистично 
достов³рної р³зниц³ ì³ж листкаìи, як³ за-
знавали стресової обробки та в³дпов³дни-
ìи контрольниìи зразкаìи знайдено не 
було. öе останнє спостереження ц³лкоì 
узгоджується ³з нашиìи попередн³ìи да-
ниìи, отриìаниìи при вивченн³ д³ї тепло-
вого шоку на рослини A. thaliana екотипу 
ñ24 [18].

За д³ї жорсткого теплового шоку (44 °ñ) 
активн³сть àðõ у обох досл³джених форì 
рослин достов³рно знижувалась пор³вняно 
з контрольниìи зразкаìи, як³ ³нкубувались 
при к³ìнатн³й теìператур³ (рис. 1). При 
цьо ìу спостер³гали пряìу залежн³сть ì³ж 
зниженняì активност³ àðõ та часоì оброб-
ки. òак, ìаксиìальне зìеншення актив-
ност³ – на 68 % у дикого типу та на 70 % у 
л³н³ї ñàò2/3 – спостер³гали п³сля ³нкубац³ї 
протягоì 4 год. îбробка за 44°ñ призво-
дила до пад³ння активност³ àðõ у дикого 
типу та у нокаутної л³н³ї в³дпов³дно на 35 % ³ 
50 % п³сля ³нкубац³ї протягоì 1 год та на 
50 % ³ 53 % п³сля ³нкубац³ї протягоì 2 год. 
îтже, у рослин дикого типу та ìутант³в ви-
явлено ìайже однаковий характер ³накти-
вац³ї àðõ п³сля ³нкубац³ї за 44 °ñ протягоì 2 
та 4 год, тод³ як п³сля 1 год в³дносне зни-
ження активност³ àðõ було сильн³шиì у 

л³н³ї ñàò2/3. âраховуючи, що ³зофорìи 
àðõ у A. thaliana в³др³зняються за терìо-
стаб³льн³стю [18], отриìан³ данн³ св³дчать, 
що п³двищена активн³сть àðõ у л³н³ї ñàò2/3 
пов’язана ³з експрес³єю в³дносно терìола-
б³льних ³зофорì. 

îтриìан³ дан³ в ц³лоìу узгоджуються ³з 
нашиìи попередн³ìи результатаìи [18] 
про ³нактивац³ю àðõ за д³ї жорсткого теп-
лового шоку на рослини A. thaliana екотипу 
ñ24. Проте у ñ24 спостер³гали б³льш сут-
тєве пад³ння активност³ àðõ – на 89 % п³сля 
обробки протягоì 4 год проти 68 % у Co-
lumbia 0. îтже, екотипи A. thaliana ìожуть 
в³др³знятись за терìостаб³льн³стю àðõ.

ó фаз³ постшокової репарац³ї (коìб³но-
вана обробка зразк³в: спочатку ³нкубац³я 
при п³двищен³й, а п³сля цього – при к³ìнат-
н³й теìператур³) не в³дбувалось зì³н у ак-
тивност³ àðõ пор³вняно ³з в³дпов³дною 
стресовою обробкою.

äля перев³рки ìожливост³, що тепло-
вий шок ìоже по-р³зноìу впливати на ак-
тивн³сть окреìих ³зофорì àðõ, досл³джено 
зì³ни у ³зоферìентних спектрах за д³ї по-
ì³рного та жорсткого теплового шоку. Про-
те ³снуючий ìетод визначення в³дносної 
активност³ окреìих ³зофорì àðõ п³сля 
електрофоретичного розд³лення в гел³ 
дозволяє впевнено ³дентиф³кувати лише 
цитоплазìатичну àðõ 1 [18, 25]. âва-
жається, що це пов’язано з ³нактивац³єю 
³нших ³зофорì протягоì експериìенту.

ó результат³ електрофоретичного ана-
л³зу ³зоферìентних спектр³в було встанов-
лено, що ³нтенсивн³сть ³зофорìи àðõ 1 
практично не в³др³знялась для зразк³в, як³ 
³нкубувались за 22 та 37 °ñ (рис. 2). ó той 
же час у зразк³в, як³ зазнали д³ї жорсткого 
теплового стресу за 44 °ñ ³нтенсивн³сть 
³зофорìи àðõ 1 була ìеншою, причоìу 
зниження ³нтенсивност³ сìуги корелювало 
³з часоì обробки. äля рослин дикого типу 
та ñàò2/3 отриìано однакову картину. ö³ 
результати добре узгоджуються ³з даниìи 
виì³рювання загальної активност³ àðõ 
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(рис. 1) ³ вказують на те, що зниження ак-
тивност³ àðõ 1 вносить вклад у загальне 
зниження активност³ цього ферìенту за д³ї 
жорсткого теплового стресу.

рèñ. 2. Ізоферìентн³ спектри APX у листках рос-
лин Arabidopsis thaliana дикого типу за д³ї жорсткого 
(44°C) теплового шоку

ðан³ше наìи було встановлено, що 
зростання активност³ ñàò 2 ³ ñàò 3 є коìпо-
нентоì стресової в³дпов³д³ кл³тин листк³в 
A. thaliana на поì³рний та жорсткий тепло-
вий шок [21]. Зокреìа, суттєве зростання 
активност³ ñàò – ìайже в 3 рази пор³вняно 
з контролеì – виявлено за д³ї жорсткого 
шоку протягоì 2 год. â³дпов³дно, ìожна 
було оч³кувати, що втрата активност³ ñàò 2 
³ ñàò 3 у ìутанта ìає супроводжуватись 
додатковиì зростанняì активност³ àðõ 
саìе за д³ї жорсткого теплового шоку. Про-
те отриìан³ результати не п³дтверджують 
таку дуìку. öе ìожна пояснити тиì, що 
àðõ є терìолаб³льниì ферìентоì, отже, 
зростання її активност³ за уìов жорсткого 
теплового стресу неìожливо. 

Вèñíовкè
ó ц³лоìу отриìан³ результати св³дчать, 

що у ìутантної л³н³ї A. thaliana спостер³га-
ли п³двищення базової активност³ àðõ, яке 
ìоже частково коìпенсувати ³нактивац³ю 
ген³в Cat 2 та Cat 3 за норìальних уìов ви-
рощування та за д³ї поì³рного теплового 
шоку. Проте внасл³док терìолаб³льност³ 
àðõ не ìоже функц³онально заì³нювати 
CAT за уìов жорсткого теплового шоку.
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ПîâЫШåÍÍàЯ àêòèâÍîñòü àñêîðБàò 
ПåðîêñèäàЗЫ ó ДВОЙНОГО МÓТАНТА 
ARABIDOPSIS THALIANA ПО ГЕНАМ CAT 2 è 
CAT 3

И.Н. Долиба, Т.О. Руснак, Р.А. Волков,  
И.И. Панчук

×ерновицкий национальный университет иìени 
Юрия Федьковича  
óкраина, 58012, ×ерновцы, ул. êоцюбинского 2 
e-mail: irina.panchuk@gmail.com

Были оценены изìенения активности аскорбат 
пероксидазы (APX) под воздействиеì теплово-
го шока у растений Arabidopsis thaliana дико-
го типа (экотип Columbia 0) и у нокаутного ìу-
танта по генаì Cat2 и Cat3 – CAT2/3, который 
иìеет существенно пониженную активность 
каталазы. При уìеренноì тепловоì шоке (37 
°C) и при коìнатной теìпературе активность 
APX была от 30 до 60 % выше у ìутантной ли-
нии по сравнению с дикиì типоì A. thaliana. 
óìеренная тепловая обработка не влияла на 
активность àðõ, тогда как жесткий тепловой 
шок (44 °C) приводил к инактивации ферìен-
та. Полученные наìи данные показывают, что 
при коìнатной теìпературе или при уìерен-
ной тепловой обработке активация àðõ ìожет, 
по крайней ìере частично, коìпенсировать от-
сутствие активности CAT у нокаутного ìутанта 
CAT2/3. îднако, из-за своей терìолабильнос-
ти àðõ не ìожет заìенить CAT при жесткоì те-
пловоì шоке. 

Ключевые слова: Arabidopsis thaliana, катала-
за, аскорбат пероксидаза, перекись водорода, 
тепловой шок, нокаут-ìутанты.
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INCREASED ACTIVITY OF ASCORBATE 
PEROXIDASE IN CAT 2 AND CAT 3 DOUBLE 
KNOCK-OUT MUTANT OF ARABIDOPSIS 
THALIANA

I.M. Doliba, T.O. Rusnak, R.A. Volkov, I.I. Panchuk 

Department of Molecular Genetics and 
Biotechnology 
Yuri Fedkovych National University of Chernivtsi 
Ukraine, 58012, Chernivtsi, Kotsubynski str. 2 
e-mail: irina.panchuk@gmail.com 

Changes in ascorbate peroxidase (APX) ac-
tivity upon heat shock were evaluated in wild 
type plants of Arabidopsis thaliana (ecotype 
Columbia 0) and in catalase 2 and 3 (Cat2, Cat3) 
knock-out mutant CAT2/3, which demonstrates 

significantly reduced catalase activity. Upon 
moderate heat shock (37 °C) and at room tem-
perature activity of APX was from 30 to 60 % 
higher in the mutant than in wild type A. thaliana. 
The moderate heat treatment does not affect the 
APX activity whereas severe heat shock (44 °C) 
resulted in enzyme inactivation. Taking together 
our data show that at room temperature or upon 
moderate heat treatment activation of APX can 
at least partially compensate the lack of CAT ac-
tivity in the CAT2/3 knock-out mutant. However, 
due to thermolability àðõ can not substitute CAT 
upon severe heat shock.

Key words: Arabidopsis thaliana, catalase, 
ascorbate peroxidase, hydrogen peroxide, heat 
shock, knock-out mutants.


