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У даній роботі досліджувалася роль регуляторного білка Уарір у регуляції 
активності каталоги у клітинах дріжджів ЗассНаготусез сеге\ізіае за дії нітрозитивпого 
стресу. Для досліджень було вибрано штам дріжджів УР1І250 та його похідний УРІІ250- 
УАРІА, дефектний за геном регуляторного білка Уарір. Клітини дріжджів обох штамів 
обробляли нітропрусидом натрію, що є донором оксиду азоту (II), у концентраціях 0,25; 

0,5, 1,0 і 2,5 мМ. У дріжджів дикого штаму УРН 250 спостерігалося достовірне 
зростання активності катаяази зі збільшенням концентрації нітропрусиду від 0,5 до 
2,5 мМ  порівняно з контролем, тоді як активність каталази клітин дефектного штаму 
УТП250-УЛРІА залишалася незмінною і нижчою, ніж у дикого штаму Отримані 

результати можуть свідчити про участь білка Уарі у  регуляції активності каталази 
дріжджів за умов нітрозитивпого стресу. Також проводилося визначення активностей 
ферментів ізоцитратдегідрогепази, малатдегідрогенази, глутатіонредуктази та 
глюкозо-6-фосфатдегідрогенази, але достовірних змін у їх активностях не було.

Ключові слова: ЗассИаготусев сегеуівіае, нітропрусид натрію, оксид азоту (II), 
нітрозитивний стрес, антиоксидантний захист, регуляторний білок Уарір, каталаза.ВступНітропрусид натрію (натрійнітрозонентаціаноферат) -  речовина, що розкладається з утворенням оксиду азоту (II) -  N 0 . У  живих системах оксид азоту (II) утворюється шляхом окислення одного з термінальних атомів нітрогену Ь-аргініну. Дана реакція каталізується МО-синтаюю [3; б]. N 0  є вільним радикалом і при взаємодії із супсроксиданіоном (0 2'~) утворює пероксинітрит (О Ь Ю О ), який, у свою чергу, може взаємодіяти із сірко- та металовмісними білками, тіоловими групами біомолекул, окислювати майже всі класи макромолекул та низькомолекулярних сполук [5; 11]. У  клітинах є системи, які захищають їх від згубної дії оксидантів -  так звані системи антиоксидантного захисту. Каталаза (пероксид водню: пероксид водню оксидорсдукгаза, 1.11.1.6) один із ключових ферментів антиоксидантного захисту. На сьогодні розшифровано амінокислотні послідовності 7 4  видів каталаз. З них 29 бактеріальних, ЗО рослинних, 7 тваринних та 8 грибного походження. У  клітинах дрідждів наявні дві форми каталази: перокси- сомапьна каталаза А й цитозольна каталаза С , які, відповідно, кодуються і єнами СТА І та С І Т І .  Молекула ферменту складається з чотирьох суб- одиниць і містить гем в активному центрі. Розщеплюючи пероксид водню (Н20 2) до води та кисню, каталаза тим самим запобігає його можливому наступному перетворенню у небезпечний для живих клітин гідроксилрадикал ( ОН). Одна молекула ферменту розкладає до 40000 молекул Н20 2 за 1 с [ 7 ;  12]. Глутатіонредуктаза є ферментом метаболізму глутатіону -  важливого низькомолекулярного антиоксиданту в клітинах дріжджів, використовує як 1
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Тетяна Н азарчук, О л ег Л ущ ак. Б іл о к  У а р і р ,  зад ія н и й  в ак ти в ац ії кагал ази в кл іти н ах
кофермент Н А Д Ф Н  -  продукт реакції, каталізованої глюкозо-6-фосфат- дегідрогеназою [10]. Ізоцитратдегідрогеназа й малатдегідрогеназа беруть участь в енергетичних процесах, що відбуваються у клітинах і, водночас, проявляють чутливість до окислення вільними радикалами [9]. Реіуляторний білок У арір задіяний у формуванні адаптивної відповіді на оксидативний стрес у дріжджів БассИаготусех сегеуіхіае. [8] Відповідно він може впливати на активності ферментів антиоксидантного захисту. Тому метою нашої роботи було вивчення можливої ролі даного білка в регуляції активності каталази за умов нітрозитивного стресу, викликаного обробкою клітин дріжджів нітропрусидом.

Матеріали й методиУ  роботі були використані такі реактиви: фенілметилсульфонілфторид (Ф М СФ ), ізоцитрат, малат, глюкозо-6-фосфат, окислений глутатіон виробництва фірми “ 8 і§та” (СІІ1А); нітропрусид натрію, Н А Д Ф Н , Н А Д Ф , Н А Д  фірми “КеапаГ (Угорщина), а також дріжджовий екстракт фірми “ВіоОепе” (Великобританія). Інші реактиви -  вітчизняного виробництва чистоти не нижче “ чда” .Дослідження проводили на дріжджах БассИаготусех сегеуівіае дикого штаму УРН250 (МАТа ігрІ-А І Иі,чЗ-А200 Іух2-80І Іеи2-А1 асІе2-І0І игаЗ-52) та його похідного Ч Р Н 2 5 0-ЇА ІЧ А  (МАТа ІгрІ-А І ИіхЗ-А200 Іу,ч2-80І Іеи2-АІ 
ас1е2-101 игаЗ-52 уарІА . ЧІІБЗ). Спочатку нарощували нічну культуру клітин дріжджів, з якої у розрахунку 300 тисяч клітин на 1 мл вирощували культуру стаціонарної фази (72 год росту) у середовищі У Р О  (1% дріжджового екстракту, 2% пептону, 2% глюкози від загального об’єму середовища) нри температурі 28°С на шейкері в режимі 175 об/хв. Суспензію клітин дріжджів протягом однієї години інкубували у присутності нітропрусиду таких концентрацій: 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 мМ при 28°С і режимі 225 об/хв. Також г отували контроль, у який замість нітропрусиду додавали дистильовану воду. Клітини осаджували центрифугуванням при 3000 § протягом 5 хв, ресуспендувапи в середовищі гомогенізації (50 мМ калій-фосфатний буфер (рН 7,5), 0,5 мМ ЕДТА), додаючи Ф М СФ  для інгібування протеаз, та руйнували за допомогою скляних бусинок діаметром 0,5 мм протягом 16 хв із чергуванням: 1 хв дезінтеграції 1 хв охолодження [4]. Суспензії зруйнованих клітин відцент- рифуговували при 15000 § протягом 15 хв. В отриманих сунернатантах визначали активності ферментів при 25 °С спектрофотометричним методом шляхом реєстрації зміни оптичної густини приготованих проб у відповідних для кожного ферменту сумішах [4; 10].Активність каталази визначали за допомогою спектрофотометра СФ-46 (ЛО М О , Росія) за реакцією розкладу пероксиду водню при 240 нм. Реакцію починали додаванням субстрату. У  розрахунку активності використовували молярний коефіцієнт екстинції для Н 20 2 -  39,4 М  'см 1 [4]. Відновлення Н А Д + дегідрогеназами ізоцитрату та малату чи Н АДФ + глюкозо-6-фосфатдегідро- геназою та окислення Н АДФ Н  глутатіонредуктазою реєстрували на спектро143



В існ и к П рикарпат ського університ ет у. Б іо л о г ія . В и п у с к  V I .
фотометрі 8РЕСОІ- 211 (Сагі /еізз Іепа, Німеччина) при довжині хвилі 340 нм. Реакцію запускали внесенням у кювету супернаташу. Коефіцієнт екстинкції для даних ферментів сгановиїь 6220 М'см'1 [10]. Одиниці активності ферментів виражали через кількість білка супернатанту, що перетворює 1 мкмоль субстраіу чи утворює 1 мкмоль продукту за 1 хв у перерахунку на міліграм білка. Концентрацію білка визначали методом Бредфорд [1], використовуючи альбумін сироватки бика як стандарт.Статистичну обробку даних здійснювали за допомогою 1-критерію Стьюдента [2]. Результати представлено як середнє значення ± відхилення від середнього значення (М ± т ) .

Результати й обговоренняДля вивчення ні грозитивного стресу іп уіуо застосовують різні азотовмісні сполуки, що генерують оксид азоту (II). У  даній роботі як N 0 -донор був використаний нігропрусид натрію [5]. При обробці клітин дріжджів нітроирусидом у концентраціях 0,5; 1; 2,5 мМ штаму УРН250 відбувалося достовірне зростання активності каталази (рис. 1).
150 --------------------------------------------- -------------------------

0 0,25 0,5 1 2,5 0 0,25 0,5 1 2,5
УРН250 УРН250- ¥ЛР1АРис. 1. Активність каталази у дріжджів Засскаготусея сегеутае штамів VIі! 1250 та УРІІ250-УАРІЛ  при обробці нітропрусидом у різних концентраціях.Значення достовірно відрізняються від контролю (Р<0,05).Зростання активності ферменту зумовлене тим, що викликаний нітроирусидом нітрози пивний стрес призводить до збільшення кількості біологічних оксидантів, у тому числі й пероксиду водню, і, відповідно, до підвищення активності антиоксидантних ферментів, у даному випадку каталази, при збільшенні концентрації нітропрусиду. У  дефектного штаму активність ферменту при всіх використаних концентраціях нітропрусиду не відрізнялася від контролю і була нижчою за таку у дикого штаму (рис.1). Це можна по
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Тетяна ІІазарчук, Олег Лущак. Білок Уарір, задіяний в активації каталази в клітинах
яснити відсутністю у нього активного гена УАР1, який кодує синтез відповідного регуляторного білка. Відомо, що білок У арір є фактором регуляції транскрипції родини білків АР-1, який бере участь у формуванні захисної реакції клітин дріжджів ЗассИаготусех сегеуініае у відповідь на оксидативний стрес і діє як сенсор пероксиду водню [8]. Функціональна чутливість білка забезпечується наявністю вільних цистсїнових залишків. Як наслідок, активується транскрипція генів, необхідних для антиоксидантного захисту, включаючи й гени СТА І та СТТ1, що кодують ізоформи каталази. Тому можна зробити припущення, що регуляція активності каталази, для якої Н20 2 є основним субстратом, може здійснюватися шляхом регуляції транскрипції генів СТА1 та СТТ1 білком Уарір . Відповідно при відсутності експресії ієна 
УАР1 зростання концентрації нітропрусиду не призводить до активації каталази у клітинах дріжджів. Такий ефект і спостерігався у дефектного штаму при всіх використаних концентраціях нітропрусиду (рис. 1).Окрім того, білок У  ар і, можливо, не лише “ відчуває”  появу ІІ20 2 в середовищі, але й реагує на нітрозопохідні, генеровані оксидом азоту у ході нітрозитивного стресу. Подібною властивістю характеризується регуляторний білок О хуЯ, наявний у бактерій ЕасНегіскіа соїі, який може активуватися як Н20 2, так і 8-нітрозотіолами за рахунок наявності вільного цистеїнового залишку [5].Активності ферментів ізоцитратдегідрогенази, малатдегідрогенази, глутатіонредуктази, глюкозо-6-фосфатдегідрогенази достовірно не змінювалися в обох дослідних штамах при інкубації з нітропрусидом натрію (табл.1).Таблиця 1. Активності ферментів ізоцитратдегідрогенази, малатдегідро- генази, глутатіонредуктази, глюкозо-6-фосфатдегідрогенази (од/мг білка) у дріжджів ЗассНаготусен сегеутае штамів У Р І1250 та УРИ250-УАР1А  при обробці нітропрусидом таких концентрацій: 0,25; 0,5; 1; 2,5.Концентрація нітропрусиду натрію, мМ 0 0,25 0,5 1 2,5глутатіонредукгяза • . - . Т Т ‘ і* ї ї :..... ;УРІІ250 48,3± 6,9 5І,7±5,7 47,3±4,9 47,4±6,0 41,1±5,3

ГАР ІД 36,4±5,9 39,3±6,1 39,4±5,6 35,8±5,2 34,4±5,8ГЛЮКОЗО-'б-фосфятдегідрогеназа \ ■ ■ - : \і ■УРІІ250 233±17 219±17 211±1б 207±15 І85±10
У А Р І А 186±12 169±9,5 208±10 200±7 194±7Ьоцнтриї,і .-4 ідрогенам .УРН250 133±7,2 132±11,4 122±12,3 135±15,5 124*11,3
У А Р І А 148±16 198±34 187±35 І92±37 166±26малатаегідроггн»а і?*: >л.;л: 'ї'&ж &йР*' . .; 'УРН250 9,55±0,52 10,7±1,27 9,27±1,22 12,5±1,52 10,2*0,94
У А Р І А 10,4±0,6 10,5±2,3 10,2±1,0 11,3±0,7 8,9±0,8
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Нітропрусид у використаних нами концентраціях не впливає на активності ферментів, поданих у таблиці. Слід зауважити, що активність глута- тіонредуктази у контролі дикого штаму дріжджів була вища, ніж у дефектного (табл.І). ІІ.А.ХУіаігоуузкі та співавтори показали, що регуляторний білок У арір здатний активувати транскрипцію гена С І Л І , який кодує даний ферменту клітинах дріжджів [8]. Висновки1. Під дією нітропрусиду нагрію у концентраціях 0,5; 1; 2,5 мМ у клітинах дріжджів За сск а го т усех с е г е у т а е  відбувається зростання активності каталази.2. Обробка клітин дріжджів нітропрусидом натрію не впливає на активності ізоцитратдегідрогенази, мапатдегідрогенази, глутатіонредуктази, глюко- зо-6-фосфатдегідрогенази у штамів дріжджів УРН250 та УРН250-УЛР/Л.3. Отримані результати дають можливість припустити, що регуляторний білок Уарі задіяний в активації каталази у дріжджів За ссИ а гот усех сегеуіхіа е  за умов нітрозитивного стресу, викликаного дією нітропрусиду.1. Вгасіїогсі М. М. // ЛпаІ. ВіосНет. -  1976. -  № 72. -  Р. 289-292.2. Вгоокз 8. Р. Л яітріе сотриісг ргоцгат лл'іїН 8(а(І8(іса1 (Є8(8 Гог (Не апа1у8І8 оГ еппгуте кіпсііс8 // ВіоТссНпіцисз. 1992. Уоі. І З .—Р. 906—911.3. Наизіасісп А ., (іо\у А. 1., апсі 8(атІег 1. 8.. №(г08а(іус 8ІГЄ88: теСаНоІіс ра(Н\уау іпуоіуіп§ ІІіе (1ауоНсіпо§ІоНіп // ВіосНстІ8(гу. Ргос. N811. Лса<1 5сі. ІІ8А. -  1998. -  Уоі. 95. -  Р. 14100 14105.4. І.изНсНак V  I., 8етсНузНуп Н .М ., Мапсігук 8.У ., І.ивНсЬак О .У . Ро88ІЬ1е гоїс оГ8ирегохісІе іп ІІіе уса8( Васскаготусех сегеуіаіае шніег гезрігаїогу соп(1іІіоп8 // АгсН. ВіосН ВіорІіу8. -  2005. УоІ 4 4 1 ,- Р. 35-40.5. МагхНаІІ II. 1-., МсгсНапІ К ., апсі 8(атІсг ї .  8. Міігозаііоп апсі охібабоп іп (Не гс§и!а(іоп оґ §епс ехрге88Іоп // ГА8ЕВ Іоигпаї. -  2000. -  Уоі. 14. — Р. 1889-1897.6. Касіі К. N іігіс охісіс, охібапК, апсі ргоСеіп (угозіпе піїгаСіоп // Ргос. 14а11. Асасі. 8сі. ЧІ8А. -  2004. УоІ. 101. -№ 12. -  Р. 4003- 4008.7. КиІ8 II., КоІІсг 1;. ВіосНетІ8(гу, тоїссиїаг Ьіоіоцу, апсі сеіі Ьіоіо^у оГ уеа8( апсі Гип̂ аІ са(а1а8С8 // Іп: Охісіаііус 8(ге88 апсі (Не Моїесиїаг Віоіо^у оГ Ап(іохіс1ап( Осїсп8С8. Соїсі 8ргіпц НагЬог І.аЬогаїогу Рге88. -  1997. -  Р. 309-342.8. \Уіа(гоуу8кі II. А . апсі СагВоп М. Уарі ассити1а(Є8 іп (Не писіеия іп ге8роп8е (о сагЬоп 8ІГС88 іп Засскаготусез сегеьі.ііае. // Еисагуойс Сеіі. -  2003. -  Уоі. 2. - №  1. -  Р. 19 26.9. Уапц 11.8., КісНісг С ., СЬип 1.8., ІІиЬ Т Х ., Капв 8.8., апсі Рагк І.\У. ІпасІіуаСіоп оП^АОРХ с1срспс1сп( І80сі(га(е сісііусігозспахс Ьу піігіс охісіе // Ргее Касі. Віоі. Месі. -  2002. -  Уоі. 33.№ 7. -  Р. 927-937.10. Лущак О .В ., Ьагшокова Т.В., Лусцак В.І. В плив аміпотриазолу па активність касалази і і ліокозо-6-фосфахдеіїдрогенази у тканинах двох видів жаб -  Капа гісІіЬипсІа і Капа Є8си1сп(а // Український біохімічний журнал. -  2003. -  Т. 75. -  № 4. -  С . 45-50.11. Мсщишен І.Ф., Пішак В .П ., Г'ригор’сва Н.П. Біомолекули: структура та функції. -  Чернівці: Медик, 2003. -  150 с.12. Стросв Н.А. Ьиологическая химия: Учсбник для фармац. ин-тов и фармац. фак. мед. ин-тов. -  М.: Вьісш. школа, 1986. -  479 с.
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Іп ікіз и огк іке гоїе о/ ге^иіаіогу ргоіеіп Уарі т псіпаїїоп о/ саіаіазе іп увазі се І Із 
<1игіп£ піігозаіпе 5Ігезз маз ітезіі^аіесі. Уог ітезіщаЧоп увазі зігаіп УРН250 апсі і Із дегпед  
зігаіп УРН250-УАРІА. ккіск із сіе/есіед оп іке %епе о/ ге^иіаіогу ргоіеіп Уарі не ге изес/ 
Увазі сеііз о/ Ьоік зігаіпз іееге ігеаіесі Ьу зосііит піїгоргиззШе, іке сіопог о/піігіс (II) охісіе, аі 
сопсепігаііопз о/ 0,25, 0,5, 1,0 апсі 2,5 тМ. Аз іке гезиіі, іке асіпііу о/саіаіазе \еаз іпсгеазесі 
іп увазі зігаіп УР11250, \екеп іке сопсепігаііоп о/ піїгоргиззШе и'аз іпсгеазесі /гот 0,5 Ю 2,5 
тМ, ипііке сіе/есіпе зігаіп УРІІ250-УАРІ А, іекеге ііз асіпііу каз поі скап^есі апсі Істег ікап 
іп н і І сі Іуре. Ткезе гезиііз тау пііпезз о/ рагіісіраііоп о/ ргоіеіп Уарір іп ге^иіаііоп о/ увазі 
саіаіазе асіпііу ипсіег піігозаіпе зігезз сопсііііопз. ІУе аізо теазигесі асіпіііез о/ %Іиіаікіопе 
гесіисіазе, £Іисозе-6-ркозркаіе сіекусігоцепазе, ізосіігаіе сіекусіюцепазе апсі таїаіе 
сіекусіюцепазе, апсі по зіцпі/їсапі скап£ез іп асіпіііез и’еге/оипсі.

Кеу и’Огсіз: Засскаготусез сегввізше, зосііит піїгоргиззШе, піігіс (II) охісіе, піігозаіпе 
зігезз, апііохШапі сіе/епзе, герріаіогургоіеіп Уарір, саіаіазе.

УД К  577.22+577.218+577.152.199
ББК 28.072+28.4 М и к о л а  Н и к о р а к , Олег Л у щ а кВПЛИ В Н ІТ Р О П Р У С И Д У  Н А Т Р ІЮ  Н А К Л ІТИ Н И  ДРІЖ ДЖ ІВ

8 а сск а г о т у се$  с е г е у т а е  Ш Т А М ІВ  УРН250 Т А  УРН250-УАР1А
Досліджували роль білка Уарі у  регуляції активності супероксиддисмутисіи та 

аконітази дріжджів Засскаготусез сегеуізіае за д ії штрорусиду натрію. Для досліджень 
було вибрано штам дріжджів УРН250 та його похідний УРІІ250-УАР1А, дефектний за 
геном регуляторного білка Уарі. Суспензію клітин дріжджів обробляли нітропрусидом 
натрію, що є донором оксиду азоту (11), у  концентраціях 0,25, 0,5; І; 2,5 мМ. У  клітинах 
дріжджів дикого штаму УРИ250 спостерігали достовірне зростання активності 
супероксиддисмутази при концентрації нітропрусиду від 0,5 до 2,5 мМ, тоді як 
активність даного ферменту в клітинах дефектного штаму УРІ1250-УАР1Л залишалася 
незмінною. Активність аконітази у  клітинах дикого штаму дріжджів знижувалась зі 
зростанням концентрації нітропрусиду, тоді як у  дріжджів штаму УРН250-УЛР1Л 
активність даного ферменту не змінювалася. Отримані результати дозволяють 
припустити, що білок Уарі бере участь у  регуляції активності супероксиддисмутаїи за 
дії нітропрусиду натрію і задіяний у  регуляції активності однієї з ізоформ аконітази.

Ключові слова: Насскаготусез сегеуізіае, нітропрусид натрію, оксид азоту (II), 
антиоксидантний захист, регуляторний білок Уарі, супероксиддисмутаза, аконітаза.ВступОксид азоту II ('N0) є активованою формою азоту й вільним радикалом, оскільки містить неспарений електрон. За різних умов він може виконувати як прооксидантну, так і антиоксидантну роль. Висока розчинність сполуки у ліпідах, а також здатність до дифузії зумовлюють високу токсичність ‘N 0  для живих організмів. Проте у 90-х роках було встановлено, що ‘N 0  синтезується в організмі людини Н АДФ +-залежною МО-синтазою і виступає біорегуля- гором у нервовій, кровоносній, імунній системах і у шлунково-кишковому тракті та є основним ендогенним вазодилататором [7]. 'N 0  відіграє важливу
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