
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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роль у синаптичній передачі нервового імпульсу. Виникнення та розвиток цих хвороб останнім часом пов’язують із відхиленням рівня активованих форм кисню від стаціонарного (хіеасіу-зше іє у є і)  в організмі. Зміщення балан­су між їх утворенням та знешкодженням у бік першого призводить до розвит­ку оксидативного стресу [12].'N 0  відіграє важливу роль в імунному захисті організму через свою бактерицидну дію. Молекулами-мішенями для ‘N 0  є кисневі радикали. При взаємодії ‘N 0  з киснем або його активними формами (супероксидним аніо­ном) утворюються надзвичайно токсичні сполуки: пероксинітрит (ОЬЮО- ), оксид азоту (IV) та гідроксильний аніон, які виявляють надзвичайно сильну цитотоксичну дію [5]. 'N 0  також може пошкоджувати залізовмісні білки, зокрема, гемоглобін, ферменти мітохондрій, циклу Кребса, синтезу білка [11].Для вивчення впливу оксиду азоту використовують різні ‘ІМО-донори. Иітропрусид натрію (натрійнітрозогіентаціаноферрат) є одним із його генера­торів і при нейтральних значеннях рН може діяти як нітрозилюючий агент.Реіуляторпий білок У а р і, що містить сульфгідрильні групи, є чутливим до окислення і регулює експресію антиоксидантних ферментів [9].Мета роботи полягала у дослідженні ролі білка Уарі у регуляції сунероксиддисмутази та аконітази за дії нітрорусиду натрію.М атеріали й методи

Ш т ам и  пекарських дріжджів ЗассИаготусех сегеуізіае УРН250 (МАТа 
Іг р і-А і ИіхЗ-Л200 Іух2-801 Іеи2-А1 асіе2-І0І игаЗ-52) та їх похідний УРН250- 
УАРІД (МЛТа Ігр і-А і НхЗ-А200 1у$2-801 Іеи2-А1 асіе2-101 игаЗ-52 

у а р І .Л Ш З ) люб’язно надані доктором Йошіхара Іної (Кіото, Японія).
Реактиви: дріжджовий екстракт (“ ВіоОепе” , Велика Британія); М ,М ,М ',К тетраметилетилендіамін (ТЕМЕД); иітропрусид натрію, кверце­тин (“КеапаІ” , Угорщина), фенілметилсульфонілфторид (Ф М СФ ), ізоцитрат (“ Б і^та СЬетісаІ Со” , СІ11А). Решта реактивів - вітчизняного виробництва (чистоти не нижче “чда” ).
Живильне середовище та умови росту. Культури клітин дріжджів 

АиссНаготусез сегесіхіае вирощували при 28°С на шейкері (175 об/хв) у середовищі У Р О , що містило: 20 г/л глюкози, 20 г/л пептону та 10 г/л дріжджового екстракту. Вихідна концентрація клітин на початку експонен- ційної фази становила 0,3* 10б клітин/мл. Після досягнення культурою дріж­джів стаціонарної фази росту (72 год) клітини осаджували центрифуїуванням (6500 §, 5 хв), після чого їх ресуспендували в середовищі гомогенізації (50 мМ калій-фосфатного буфера (рН 7,5), 0,5 мМ Е Д Т А  та 1 мМ фенілметил- сульфонілфториду). Суспензію клітин дріжджів протягом однієї години інкубували у присутності нітропрусиду натрію у таких концентраціях: 0,25; 0,5; 1; 2,5 мМ на шейк ері (225 об/хв) при температурі 28°С.
Приготування супернатантів. Клітини дезінтегрунали на вортекс- міксері зі скляними бусинками діаметром 450-500 мкм (“ 8І£ша СЬетісаІ С о” , СІ ПА) в середовищі гомогенізації. Скляні бусинки й незруйновані рештки148
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клітин осаджували (15000 §, 15 хв). Отримані супернатанти використовували для подальших досліджень.

Визначення активностей ферментів. Активність супероксиддисму- тази (СОД) визначали за ступенем інгібування реакції окислення кверцетину супероксиданіоном при довжині хвилі 406 нм [6]. Для генерації супероксид- аніону використовували ТЕМ ЕД. За одиницю активності приймали гаку кіль­кість білка, яка інгібувала швидкість реакції окислення кверцетину на 50% від максимальної. Визначення активності ферменту проводили при температурі 25°С на спектрофотометрі 8РЕКОЬ 211. Активність аконітази визначали за зростанням кількості цис-аконітату при довжині хвилі 240 нм за допомогою спектрофотометра СФ-46 (ЛОМ О, Ленінград, СРСР). За одиницю активност і аконітази приймали таку кількість білка, що утворює 1 мкМ цис-аконітату за 1 хв. Для обчислення активності ферменту використовували молярний коефі­цієнт екстинкції 3,701 М  'см'1 для цис-аконітату [1]. Реакцію починали вне­сенням у кювету супернатанту. Ферментативну активність виражали як зміну величини оптичного поглинання проби нри відповідній довжині хвилі за 1 хв.Концентрацію білка у пробах визначали методом М.М.ВтасІґогіІ [10], використовуючи як стандарт альбумін сироватки бика.
Статистична обробка. Результати обробляли статистично за допомо­гою програми М У ЬІО У А , застосовуючи /-критерій Стьюдента |2|.Результати й обговоренийУ попередніх роботах ми отримали активацію С О Д  за дії ні тропрусиду натрію у клітинах дріжджів штаму УРН250 (неопубліковані дані), через що було цікаво перевірити тенденцію активності даного ферменту в штаму, дефектного
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Ри с . 1. Активність супероксидисмутази у клітинах дріжджів ЗассНаготусех 
сегеуіхіае штамів УРН250 та УРН250-УАР1А при інкубації з нітропрусидом натрію у різних концентраціях.*3начення достовірно відрізняються від контролю (Р<0,05).
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за регуляторним білком У а р і, що є одним із визначальних факторів відповіді клітин на оксидативний стрес. Обробка нітропрусидом натрію викликала зростання активності С О Д  у клітинах дикого штаму (рис. 1). У  дріжджів, де­фектних за геном У А РІ, активації С О Д  не спостерігалося, тому можна при­пустити, що даний білок задіяний в активації цього ферменту.Аконітаза є чутливим до окислення ферментом, оскільки до складу її активного центру входить 4Ре-48 кластер, тому вона може служити маркером оксидативного стресу [1]. Так, активність аконітази у клітинах дикого штаму дріжджів знижувалась зі зростанням концентрації нітропрусиду натрію, тоді як у дріжджів штаму УРН250-У А РІА  активність даного ферменту не зміню­валася (рис. 2).
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УРН250 УРН250-УАР1АРис. 2. Ак тивніс ть аконітази у клітинах дріжджів Засскаготусех сегеутае штамів УРІІ250 та УРН250-КЛ/’ У/І при інкубації з нітропрусидом натрію у різних концентраціях.*3начення достовірно відрізняються від контролю (Р<0,05).Одними з найпоширеніших молекул-мішеней для 'N 0  є залізовмісні біл­ки: гуанілатциклаза, ІЧО-синтаза, гемоглобін, ферменти мітохондрій, циклу Кребса, синтезу білка. 'N 0  руйнує Ре- і Си-вмісні білки з вивільненням Ре2+ і Си2' [ I I] . Як видно з рисунка 2, активність аконітази знижувалась при збільшенні концентрації використаного 'ИО-донора у клітинах штаму дикого типу. Це пояснюється тим, що в активному центрі аконітази є особлива простетична група — [4Ре-48]2+ кластер, який може зазнавати пошкодження під дією оксиду азоту. У  цьому кластері тільки три атоми заліза приєднані до цистеїну білкового ланцюга. Четвертий атом (Реа) з’єднаний тільки з атомом сірки залізо-сіркового кластеру й має вільну просторову координацію, тому він може взаємодіяти з карбоксильними та гідроксильними групами різних субстратів. Під впливом оксиду азоту даний кластер переходить в окислений стан [ЗРе-48]4 [3].
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Той факт, що активність даного ферменту у контрольній пробі у клітин дефектного за білком Уарі штаму була вдвічі меншою, ніж у відповідній пробі у клітинах штаму УРН250, можна пояснити можливою роллю цього білка в регуляції активності аконітази. Активність С О Д  у контрольній пробі у клітинах штаму УРН 250-УАРІА  була вищою приблизно в 1,2 раза порівняно зі штамом дикого типу. Це може свідчити про більшу концентрацію супер- оксиданіону в клітинах останнього. Як відомо, ще одною мішенню для окси­ду азоту можуть бути кисневі радикали: при взаємодії 'N 0  з киснем або його активними формами (супероксидним аніоном) утворюються інші токсичні сполуки: пероксинітрит (СЖОО ), оксид азоту (IV) та гідроксильний аніон, які виявляють надзвичайно сильну цитотоксичну дію [4; 8]. Зважаючи па вільнорадикальну природу ()2 , припускаємо, що оксид азоту буде швидше реагувати з даною А Ф К , ніж із макромолекулою аконітази. Тобто можна говорити про досить специфічну роль сунероксиданіону як скавепджера 'N 0 . Можливо, це і є причиною того, що при додаванні більших концентрацій нітропрусиду натрію активність аконітази достовірно не відрізнялась від про­би, де нітропрусид був відсутній.Різну активність даною ферменту в контрольних пробах у клітинах дикого та дефектного за білком Уарі штамів можна пояснити й по-іншому. Аконітаза присутня у клітинах у двох ізоформах, активності яких регулюються експресією генів А С О І  і Л С 0 2  відповідно [3]. Нижча активність ферменту в клітинах штаму УРН250-УАР1А може бути спричинена участю білка У арі у рстуляції активності однієї з ізоформ аконітази. Тоді при відсутності експресії гена УАРІ загальна активність ферменту не включатиме активності Уарі-залежної ізоформи аконітази.Отже, регуляторний білок Уарі може брати участь у регуляції активності С О Д  за дії нітропрусиду натрію і, можливо, здійснює регуляцію однієї з ізоформ аконітази.
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Іке гоїе о/ргоіеіп Уарі іп асіт іу ге^иіаііоп о/ зирегохісіе сіізтиіазе апсі асопііазе іп 
увазі сеііз Васскаготусез сегеуізіае сіигіп£ іНе ігеаітепі Ьу зосііит піігоргиззісіе и т  
ітезіїраіесі І ог іНіз уве сЬоозе увазі зігаіп УРН250 апсі ііз сієгіуєсі зігаіп УРН250-УАР1&, 
іукісН із сіе/есііуе іп іИе цепе о/геуиіаіогу ргоіет Уарі. Увазі сеііз о/ ЬоіИ зігаіпз ічеге ігеаіесі 
іп іке ргезепсе о/ зосііит піігоргиззісіе, іке сіопог о/ піігіс (II) охісіе, іп сопсепігаііопз 0.25; 
0.5; І ; 2.5 тМ. Іп іке увазі сеііз о/ зігаіп УРН250 іке асіт іу о/ зирегохісіе сіізтиіазе и>аз 
геІіаЬІу іпсгеазесі ч/кеп іке сопсепігаііоп о/ піігоргиззісіе \иаз іпсгеазесі) гот 0,5 Ю 2,5 тМ, 
ипііке сіе/есііуе зігаіп УРІІ250-УАРІ&, ткеге ііз асііуііу маз іпуагіаЬІе. Тке асопііазе асіт іу  
іп сеііз о/' в’іШ іуре зігаіп паз гесіисесі и/іік тсгетепі о/ зосііит піігоргиззісіе сопсепігаііоп, 
и/кііе іп увазі сеііз о/зігаіп УРН250-УАРІА ііз асіт іу сіісіп 'і геІіаЬІу скапає. Ткезе гезиііз тау 
мпіпезз о/рагіісіраііоп о/ргоіеіп Уарі іп гециіаііоп о}зирегохісіесіізтиіизе асіт іу сіиппц іке 
ігеаітепі м/іік зосііит піігоргиззісіе апсі ііз роззіЬІе ітоПетспі іп асіпііу тосіиіаііоп о/опе о/ 
асопііазе ізо/огтз.

Кеу топіз: Васскаготусез сегеуізіае, зосііит піігоргиззісіе, піігіс (II) охісіе, апііохісіапі 
сіе/епзе, гециіаіогу ргоіеіп Уарі, зирегохісіе сіізтиіазе, асопііазе.
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