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Дмитро Господарьов, Сергій Мандрик, 
Уляна Русин, Лариса Паньків

ВПЛИВ ІОНІВ ЗАЛІЗА НА ПОКАЗНИКИ ОКСИДАТИВНОГО 
СТРЕСУ І АКТИВНІСТЬ АНТИОКСИДАНТНИХ ФЕРМЕНТІВ У 

ДРІЖДЖІВ 8АССНАКОМУСЕ8 СЕКЕУІ8ІАЕ

Кисень є важливим елементом у живих системах, зокрема, він відіграє 
роль кінцевого акцептора електронів у дихальному ланцюгу. Але викорис
тання його в клітині має не тільки позитивний характер. У процесі метабо
лізму можуть утворюватися активовані форми кисню (АФК), такі, як 
супероксид-аніон, пероксид водню, гідроксильний радикал, підвищення 
рівня яких у клітині викликає оксидативний стрес [8]. АФК пошкоджують 
різні компоненти клітини -  білки, ліпіди та ДНК. При цьому в клітині 
накопичуються продукти окисної модифікації даних сполук. Ліпіди окис
люються до пероксидів, одним із кінцевих продуктів катаболізму яких є 
малоновий диальдегід. Ці кінцеві продукти визначаються за допомогою 
реакції з тіобарбітуровою кислотою (ТБК-активні продукти -  ТБКАП) [1].
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АФК окислюють також бічні радикали амінокислот у білках, що веде до 
утворення додаткових карбонільних груп у білках (КБ) [2].

Захист від АФК здійснюється такими ферментами: супероксиддисму- 
тазою (СОД), глутатіонпероксидазою, каталазою, а також ферментами 
глутатіонового циклу: глутатіонредуктазою (ГР), глутатіон-8-трансфера- 
зою, глюкозо-6-фосфатдегідрогеназою (Г6ФДГ) [4; 8].

Метою роботи було дослідження вмісту продуктів вільнорадикаль- 
ного окислення (ТБК-активних продуктів і карбоніл-білків) та активності 
ферментів антиоксидантного захисту (СОД, катапази, ГР, Г6ФДГ) в 
залежності від вмісту іонів заліза в культуральному середовищі у дріжджів 
ЗассИаготусез сегеушае.

Матеріали і методи
У дослідах використовували три штами дріжджів Засскаготусех 

се^еVІ5Іае -  УРН250 (дикий штам, в якого присутні обидві форми катапази: 
цитозольна катапаза Т і пероксисомальна каталаза А), УТТ7 (штам, в якого 
відсутній ген СТТ1 цитозольної катапази) і УІТ2 (відсутній ген СТА 1 
пероксисомапьної катапази).

Генетична характеристика штамів 
УРН250: МАТа Ігр 1—Д1 Ьіз 3-Д200 Іуз 2-801 (атЬег)
Іеи 2-А1 асіе 2-101 ига 3-52;
УІТ2: МАТа Ьіз 3-Д200 Іуз 2-801 (атЬег) Іеи 2-Д1 асіе 
2-101 ига 3-52 СТА1: ТКРТ,
УТТ 7: МАТа Ігр 1-Д1 Ьіз 3-Д200 Іуз 2-801 (атЬег)
Іеи 2-Д1 асіе 2-101 СТТ1: : (ЛІАЗ

Перед експериментом клітини дріжджів вирощували на середовищі 
УРО (2% глюкози, 2% пептону, 1% дріжджового екстракту). Нічна куль
тура росла протягом 12 годин без аерації. Для дослідів клітини пересівали 
з нічної культури в 500 мл колбу, в якій об’єм середовища дорівнював 30 
мл. Початкова густина суспензії в колбах була 1,5-2,5 млн. кл./мл. Клітини 
підраховували в лічильній камері Горяєва.

Для досліду використовували сульфат заліза Ре804 (Зі§та). Дослід
ними концентраціями були: 20 мкМ Ре804 і 500 мкМ Ре804. Всі 3 колби 
містили 27 мл середовища, 2 мл солі заліза (або дистильованої води в 
контролі) і 1 мл дріжджової суспензії, яка була взята з нічної культури. 
Після вирощування дріжджів у середовищі із залізом (24 год), масу клітин 
відокремлювали від середовища центрифугуванням протягом 5 хв у 
режимі 10000 §. Промивали 50 мМ калій-фосфатним буфером (КФБ) 
(рН=7,0), після чого знову центрифугували в попередньому режимі.

Осад ресуспендувапи в 1,5 мл 50 мМ КФБ (рН=7,0) з кількома 
кристалами фенілметилсульфонілфторид, інгібітора протеаз. Після ре- 
суспендування загальний об’єм суспензії клітин становив 2 мл, які 
розливали в епендорфи з охолодженими скляними бусинами. Співвідно
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шення об’ємів бусин до суспензії становило 1:2. Клітини руйнували на 
“вортексі” протягом 20 хв (з чергуванням: 1 хв дезинтеграцїї, 1 хв охоло
дження в льоді). Суспензію зруйнованих клітин центрифугували в епен- 
дорфах на центрифузі К-24 протягом 15 хв у режимі 15000 §. Супернатант 
використовували для подальших аналізів.

Вміст ТБК-активних продуктів визначений за [1]. КБ визначали за 
реакцією з 2,4-динітрофенілгідразином [2], а активність антиоксидантних 
ферментів (СОД, каталази, ГР, Г6ФДГ) за [3]. Реакційні суміші на вимірю
вання активностей ферментів мали такий склад: для каталази -  50 мМ КФБ 
(рН=7,0), 0,5 мМ ЕДТА (етилендиамід-тетраацетат); для ГР -  50 мМ КФБ 
(рН=7,0), 0,5 мМ ЕДТА, 25 мМ НАДФН і 1 мМ окисленого глутатіону; для 
Г6ФДГ -  50 мМ КФБ (рН=7,0), 0,5 мМ ЕДТА, 5 мМ М§СІ2, 0,2 мМ НАДФ 
і 2 мМ глюкозо-6-фосфат. Одна одиниця активності каталази, ГР, Г6ФДГ -  
це кількість субстрату, виражена в мікромолях, яку перетворює фермент за 
хвилину в перерахунку на 1 мг білка проби. Для СОД -  30 мМ Тріс-НСІ- 
буфер (рН= 10,0), 0,5 мМ ЕДТА, 0,8 мМ ТЕМЕД (тетра-етил-метилен- 
диамід) і 0,05 мМ кверцетин. Активність СОД вимірювалася за кривою 
інгібуванням окислення кверцетину супероксид-аніоном, що генерується 
ТЕМЕД. За одиницю активності СОД прийнята така кількість проби, яка 
інгібує реакцію окислення кверцетину наполовину.

Результати та обговорення
У клітинах дріжджів 5. сегеуіхіае є дві каталази -  цитозольна каталаза 

Т і пероксисомальна каталаза А. Транскрипція гена СТТ1 каталази Т акти
вується пероксидом водню, пониженням рН середовища, етанолом та 
іншими факторами [4]. Транскрипція гена СТА І каталази А активується 
додаванням жирних кислот у середовище росту клітин і репресується 
присутністю глюкози [4].

Клітини 5. сегеуізіае мають дві СОД: Си, 2п-вмісну СОД і Мп-вмісну 
СОД. Си, 2п-вмісна СОД знаходиться у цитоплазмі клітини, ядрі і 
кодується геном 8001. Мп-вмісна СОД знаходиться у мітохондріях і 
кодується геном 8002  [5]. Серед індукторів транскрипції двох генів 8001  
і 8002  відома підвищена концентрація пероксиду водню [5].

Відомо, що залізо здатне призводити до генерації АФК через серію 
реакцій Габера-Вейса (1, 2, 3) і Фентона (2).

Ее3+ + ОГ —> 0 2 + Ре2+ (1)
Ее2* + Н20 2 — Ре3+ + ‘ОН + ОН' (2)
0 2~ + Н20 2 -> 0 2 + "ОН + ОН- (3)

Оскільки додавання екзогенного заліза може сприяти реакції Фентона, 
то ми поставили за мету у даній роботі вивчити вплив різних концентрацій
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заліза на показники оксидативної модифікації ліпідів (ТБКАП) і білків 
(карбонільні групи білків) та активність деяких антиоксидантних фер
ментів.

Вміст ТБКАП у трьох досліджених штамах коливався в межах 492- 
601 нмоль/мг білка (рис. 1). Залізо по-різному вплинуло на цей показник у 
різних штамів. У штамах УРН250 і УІТ2 жодна з використаних концент
рацій заліза (20 мкМ і 500 мкМ) не викликала змін у концентрації ТБКАП. 
Навпаки, у штаму УТТ7 вміст ТБКАП збільшився в 1,3 раза при концент
рації заліза 20 мкМ і в 1,5 раза при концентрації заліза 500 мкМ.

Вісник Прикарпатського університету. Серія Біологія. Випуск НІ.
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Рис. І Вміст ТБКАП (нмоль/мг білка) у штамах Б.сег&ізіае 
при різних концентраціях заліза (п=3);

■ вірогідно порівняно з контролем, р<0,05.

УРН250

□  Контроль 
■ 20 мкМ
□  500 мкМ

Ці дані свідчать, що, принаймні, один штам -  УТТ7 -  переживав 
оксидативний стрес. Оскільки всі три штами є ізогенними, крім генів 
каталази, можна припустити, що цей штам (УТТ7) не зміг реалізувати 
антиоксидантну відповідь на стрес як два інші штами, що і призвело до 
зростання рівня перекисного окислення ліпідів і, як наслідок, вмісту 
ТБКАП.

Дані щодо вмісту карбонільних груп білків у трьох досліджених 
штамах показані на рисунку 2.

Концентрація карбоніл-білків у контролі для трьох штамів приблизно 
однакова і коливається в межах 0,69-1,23 нмоль/мг білка (рис. 2). Подібно 
до ТБКАП, зі збільшенням концентрації заліза концентрація карбонільних 
груп білків зростає у штамі дефектному по цитозольній каталазі (УТТ7): в 
1,4 раза при 20 мкМ заліза, в 2,0 рази при 500 мкМ заліза. Це свідчить про 
розвиток оксидативного стресу під дією екзогенного заліза у цього штаму. 
Отримані результати підтвердили наші припущення, що відсутність ката
лази Т відіграє важливу роль у антиоксидантному захисті.
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Рис 2. Вміст КБ (нмоль/мг білка) у штамах 8.сег&кіае при різних 
концентраціях заліза (п=3);

* - вірогідно порівняно з контролем, р<0,05.
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Штами

Активність СОД у досліджуваних штамах коливалась в межах 141-181 
нмоль/мг білка (рис. 3). У двох шамах, УРН250 і УІТ2, залізо в дослідже
них концентраціях не викликало ніяких змін в активності СОД. У штамі 
УТТ7 при концентрації заліза 500 мкМ у середовищі спостерігалось істот
не збільшення активності СОД, яке було недостовірним через велику ва
ріабельність даних Ми припускаємо, що відсутність каталази Т у штамі 
УТТ7 призводить до накопичення пероксиду водню в цитозолі. Підвищен
ня концентрації пероксиду водню активує транскрипцію генів 5001  і 
5002  [5], що і є, на нашу думку, причиною наявної тенденції для цього 
штаму.

Рис 3. Активність СОД (мОд/мг білка) у штамах Х.сегеуШве 
при різних концентраціях заліза (п=3).
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Активність каталази в клітинах дріжджів 5. сегегтае за умов росту в 
середовищі із залізом на експоненційній фазі становить 1,3 Од/мг білка [7]. 
За цих же умов активність каталази на стаціонарній фазі становить при
близно 32 Од/мг білка [7]. Одержані нами результати при роботі з штамом 
УТТ7, дефектному по цитозольній каталазі, показали, що активність 
каталази не виявлена. Активність каталази у двох інших штамах складала 
2,9-4,5 Од/мг білка (рис. 4). Додавання заліза не змінило активність даного 
ферменту. На основі отриманих даних можна зробити висновок, що ката- 
лазна активність в дикому штамі, за даних умов культивування, забезпеч- 
чується в основному тільки каталазою Т. Це підтверджено і літературними 
даними [7].

Вісник Прикарпатського університету. Серія Біологія. Випуск / / /

Рис. 4. Активність каталази (Од/мг білка) в штамах З.сегеуізіае 
при різних концентраціях заліза (п=3).

7 
6 
5

Активність 
каталази,

Од/мг білка 3 '
2 
1
0 -

УРН250 УТТ7
її

УІТ2

□  Контроль 
■ 20 мкМ
□  500 мкМ

Штами

Активність Г6ФДГ у трьох штамів коливалась у межах 38-52 мОд/мг 
білка (рис. 5). Екзогенне залізо у досліджуваних концентраціях достовірно 
не впливало на активність Г6ФДГ у жодного штаму

Рис. 5. Активність Г6ФДГ (мОд/мг білка) у штамах З.сегеуіхіае 
при різних концентраціях заліза (п=3).

УРН250

□  Контроль 
■ 20 мкМ
□  500 мкМ
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Активність ГР за цих же умов росту становить приблизно 20 мОд/мг 
білка [6]. Активність глутатіонредуктази у трьох штамів коливалась у 
межах 16-33 мОд/мг білка (рис. 6), що збігається з літературними даними. 
Активність ГР у контролях достовірно не відрізнялась між різними 
штамами, але у мутантних штамів є тенденція до її зниження, особливо в 
штамі УІТ2.

Відомо, що ГР є одним із ферментів глутатіонового циклу. Він 
забезпечує глутатіонпероксидазу відновленим глутатіоном. Г6ФДГ пос
тачає НАДФН для біосинтетичних процесів; крім того, НАДФН викорис
товується глутатіонредуктазою для відновлення окисленого глутатіону.

Д  Господарює, С Мандрик, У.Русин, Л.Паньків. Вплив іонів заліза на показники оксида-
тивного стресу і активність антиоксидантних ферментів у дріжджів ЗассИагоптусез сегечізіае

Рис 6. Активність ГР (мОд/мг білка) у штамах 5.сегеуі$іае 
при різних концентраціях заліза (п=3).

Активність 
ГР, мОд/мг 

білка

УРН250 УТТ7 УІТ2
Штами

□  Контроль 
■ 20 мкМ
□  500 мкМ

У штамі УТТ7 проявляється дуже слабка тенденція до збільшення 
активності СОД, ГР і Г6ФДГ (рис. З, 5, 6), а також зростання показників 
оксидативного стресу (рис. 1 і 2) зі збільшенням концентрації сульфату 
заліза в середовищі. Отже, можна зробити висновок, що клітини дріжджів 
є більш чутливими до оксидативного стресу. Оскільки в дикому штамі 
(УРН250) і в мутантному штамі з дефектною пероксисомальною каталазою 
(УІТ2) подібні зміни не спостерігались, то логічно зробити висновок, що 
цитозольна каталаза має важливе значення в забезпеченні антиоксидант- 
тного захисту у дріжджів.

Висновки
1. За умов глибинного культивування при відсутності каталази Т (штам 

УТТ7) додавання екзогенного заліза веде до розвитку оксидативного 
стресу, про що свідчить збільшення вмісту ТБК-активних продуктів і 
карбоніл-білків.
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2. За даних експериментальних умов у штаму УТТ7 спостерігалась 
тенденція до зростання активності СОД, що свідчить про активацію 
антиоксидантних ферментативних систем.

3. За даних умов вирощування клітин дріжджів каталаза Т відіграє більш 
важливу роль в антиоксидантному захисті клітин, ніж каталаза А. Це 
підтверджується тим, що штам УТТ7 піддається оксидативному стресу 
зі збільшенням концентрації заліза в середовищі.

Автори статті висловлюють подяку проф. Лущаку В.І. за керівництво 
роботою і доц. Багнюковій Т.В. за цінні вказівки щодо написання статті.
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014 ТНЕ АСТ1УІТІЕ5 ОР А14ТІОХГОАМТ Е142УМЕ8 Ж УЕАЗТ 
5АССНАКОМУСЕЗ СЕЯЕУІЗІАЕ

ТЬе іпбиепсе о ї дііїегепі сопсепігаііоп о ї їеггоиз зиїїаіе оп іЬе ієуєіз ої ТВАЯ5 
(іЬіоЬагЬііигіс асід геасііуе зиЬзіапсез) апд сагЬопуІ ргоіеіпз аз \ує11 аз оп ІЬе асііуіііез о ї 
зирегохіде дізшиіазе, саіаіазе, §1иіаі1попе гедисіазе, §1исозе-6-рЬозрЬаІе деЬудго^епазе іп 
X сеге\івіае зігаіпз УРН250, УТТ7, УІТ2 \уаз іпуезІІ£аіед. Уеазі УТТ7 деїесіед оп 
суіозоііс саіаіазе Т зЬохуед діє іпсгеазед ТВАК8 апд сагЬопуІ ргоіеіпз ієуєіз апд ЗОО 
асііуііу. її із сопсіидед іЬаі суіозоііс саіаіазе із ітропапі атоп§ апііохідапі епгутіс 
деїепсез іп уеазі.
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