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ПОРІВНЯННЯ ВМІСТУ ОКИСЛЕНОГО ТА ВІДНОВЛЕНОГО 
ГЛУТАТІОНУ В РІЗНИХ ШТАМІВ ДРІЖДЖІВ БассИаготусез сегеушае 

ПІД ВПЛИВОМ СТРЕСУ, ІНДУКОВАНОГО НІТРОПРУСИДОМ
НАТРІЮУ  даній роботі порівнюється вміст окисленого та відновленого глутатіону у  різних 

штамів дріжджів ЗассНаготусех сегехіхіае під впливом стресу, індукованого 
нітропрусидом натрію. Були використані два штами 8. сегехіхіае УРН250 і УРІІ250- 
АУАР1. Дріж дж і обробляли нітропрусидом натрію, який є донором 'N0. У  безкпітштих 
екстрактах обох штамів вимірювали вміст окисленого та відновленого глутатіону. 
Висловлено припущення, що обробка нітропрусидом викликає у  дріжджів нітрозативний і 
оксидативний стрес.

Ключові слова: ЗассИаготусех сегеуіхіае, глутатіон, нітрозативний стрес, 
нітропрусид.

ВступЗ початку відкриття у 1970-х роках важливої фізіологічної дії оксиду азоту ('N0) він, як судинорозширювач і медіатор у нервовій системі, почав інтенсивно вивчатися. З цієї причини багато донорів оксиду азогу впроваджені у медичну практику й нітропрусид натрію є одним із них. Будучи відносно нстоксичним для клітин ссавців, він клінічно використовується як судинороз­ширювальний засіб [11]. Оксид азоту утворюється з амінокислоти аргініну за участі складної Са2+-залежної ферментної системи зі змішаною функцією, названої ІМО-синтазою [1; 4]. Оксид азоту бере участь у передачі сигналів у центральній нервовій системі, регуляції запрограмованої смерті клітини [3; 4]. Біологічна дія оксиду азоту встановлена через реакцію оксиду азоту з безліч­чю мішеней, типу гемових і сульфгідрильних груп, залізо- чи цинковмісних кластерів [5]. 'N 0  реагує із сульфгідрильними групами тіолів, формуючи нітрозотіоли [4; 12]. Токсичність 'N 0  сильно збільшується під час реакції ізсупероксид-аніонрадикалом (02 ) [5; 7; 10]. При взаємодії із супероксидом утворюється дуже реактивний пєроксинітританіон. При нейтральних значен­нях рН пероксинітрит формує пероксинітритову кислоту ОМ ООН. Перо- ксинітрит проявляє бактерицидний ефект і може знешкоджувати ракові клі­тини, але генерація надлишку пероксинїгриту призводить до окисного пошко­дження [2; 4,].Для захисту від активованих форм кисню (АФК) й активованих форм азогу (АФ А) мікроорганізми розвинули кілька механізмів. Відповідь 
ЕхсИегісНіа соїі на оксидативний стрес, індукований АФК і А Ф А , є високо- координована двома добре вивченими шляхами -  через 8охК8 і ОхуК регулони. У  цих мікроорганізмів оксид азоту активує 8охК8 регулон [2]. Інформація щодо ефекту оксиду азоту у дріжджів вивчена недостатньо. У  клітинах дріжджів 5. сегехіхіае за захист від АФ К і А Ф А  відповідає низка© О  Лозінський, О.Лущак 153
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антиоксидантних ферментів, а також глутатіон і інші низькомолекулярні антиоксиданти. Глутатіон -  це трипептид (у-глутамілцистеїнілгліцин). У клітині він виступає низькомолекулярним антиоксидантом, який здатний безпосередньо знешкоджувати АФ К. До того ж, він є субстратом кількох антиоксидантних ферментів, зокрема глутатіонпероксидази і глутатіон-8- грансферази. Співвідношення відновленого (С8Н) й окисленого (С58С) глутатіону є надійним показником окисно-відновного стану клітини [9; 10]. Тому метою даної роботи було дослідити вміст окисленого й відновленого глутатіону у дріжджів У. сегеутае за дії нітрозитивного стресу, індукованого нітропрусидом натрію. М атеріали й методиУ  дослідженні використовували штами 5. сегегш ае УРН250 (дикий тип, 
М Л '!а ігрІ-А І НіхЗ-Л200 Іух2-801 Іеи2-А1 а<1е2-101 игаЗ-52) і УРН250-АЇАР1  (так як у УРН250, але уарІА::Н І83).У роботі застосовували такі реактиви: дріжджовий екстракт (“ ВіоОепе” , Великобританія), глутатіон окислений, Н АДФ Н , ДТНБ, ЕДТА  (“5і§та-АІс1гісЬ С Ь стіе СітЬН” , Німеччина), нітропрусид натрію (“КеасЬіт” , Угорщина).Дріжджі вирощували до стаціонарної фази росту в живильному середови­щі, яке містило 2% глюкози, 2% пептону й 1% дріжджового екстракту, при 28°С па шейкері (175 коливань за хвилину). Суспензію клітин дріжджів протя­гом однієї години обробляли розчином нітропрусиду в таких концентраціях: 0,25; 0,5; 1; 2,5 мМ. Клітини дріжджів руйнували й осаджували в охолодженій до 5°С 2,6% сульфосаліциловій кислоті у співвідношенні 1:20 (масаюб’єм), центрифугували в закритих пластикових пробірках при охолодженні на мікроцентрифузі 15 хв при 13000 об/хв. Супернатанти переливали в чисті пластикові пробірки, тримали закритими на льоді й одразу визначали вміст окисленого та відновленого глутатіону [3].Вміст глутатіону визначали у спряженій реакції з глутатіонредуктазою за допомогою калібрувального графіка. 5,5'-дитіобіс-2-нітробензойна кислота відновлюється глугатіоном; концентрація останнього підтримується на ста­лому рівні завдяки відновленню окисленого глутатіону глутатіонредуктазою у присутності її кофактора -  Н А Д Ф Н . Протікання реакції реєстрували при довжині хвилі 416 нм. Кінцева концентрація реагентів -  КФБ (100 мМ), ЕДТА (1 мМ), Н АДФ Н  (0,25 мМ), ДТНБ (0,6 мМ).Стандартний розчин С 8 Н  готувався на охолодженій 2,6% сульфосалі­циловій кислоті; його вихідна концентрація становила 0,1 мМ. О б ’єм проби складав 1,25 мл. У  кювету додавали спочатку суміш та глутатіонредуктазу й реєсгрували базову зміну оптичної густини за хвилину при довжині хвилі 416 нм (0«о„г|>о,п.)- Потім додавали стандартний розчин 0 8 Н  і повторювали визначення (Ощугаїїо.і). Розраховували різницю між зареєстрованими змінами оптичної густини (АО/хв).Для побудови калібрувального графіка використовували такі кон­центрації глутатіону: 0,2; 0,5; 1; 1,5; 2,5 мМ. Для кожної кількості визначали154
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АО/хв. За отриманими показниками оптичної густини побудували калібру­вальний графік: на осі абсцис відклали кількості глутатіону, на осі ординат відповідні АО/хв. Підібрали рівняння лінійної регресії за допомогою програми Ехсеї.Для визначення вмісту загального глутатіону визначали швидкості реакції відновлення ДТНБ, додаючи замість стандартного розчину глутатіону супернатант у такій кількості, щоб попасти в межі калібрувального графіка. Розрахували концентрацію загального глутатіону, використовуючи рівняння регресії і такі формули: V -  а*х+Ь, (1)де: V АО/хв; X  -  вміст глутатіону (відповідає певній кількості стандартного розчину); а і Ь -  коефіцієнти регресії. З даного рівняння знайшли вміст глутатіону у даній пробі:

х =(У-Ь)/а (2)Розрахунок концентрації глутатіону у клітинах:
"  * V

[С8Н 1 ------------------- * 2 / к , (3 )ГЇ Іфси. * ООбіиіде: [08Н] - концентрація глутатіону, мкмоль/(Ю,)00; п вміст глутатіону, розрахований за калібрувальним графіком;УІ|р. -  об’єм проби; пІІ|)С„ об’єм препарату; мкл; 0 0 6оо -  початкова оптична густина в колбах; 2 -  перерахун- ковий коефіцієнт на концентрацію стандартного розчину глутатіону; к пере- рахунковий коефіцієнт.Для визначення вмісту окисленого глутатіону в препаратах брали 0,8 мл супернатаніу, інкубували протягом 1 год із 2-вінілпіридином. Під час інкубації відновлений глутатіон зв’язувався з вінілпіридином, а окислений з ним не реагував. Далі визначали вміст окисленого глутатіону. У  процесі реакції окислений глутатіон відновлювався глутатіонредуктазою. Для розра­хунків (0880) використовували формулу (3), проте значення ділили на 2, оскільки з однієї молекули окисленого глутатіону утворювалися дві молекули відновленої форми.Статистичну обробку отриманих результатів проводили за допомогою комп’ютерної програми “Мупоуа” . Експериментальні дані представлені як середнє значення ± його похибка [8].
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Результати й обговоренняГлутатіон це низькомолекулярний трипептид (у-глутамілцистеїнілглі- цин). Більша частина внутрішньоклітинного глутатіону (85%) присутня у ци­топлазмі [9; 10]. При обробці дріжджів Б. сегехшае нітронрусидом натрію у різних концентраціях ми встановили, що нітропрусид натрію не впливав навміст відновленого глутатіону в обох штамах (рис. 1).

0  0 ,2 5  0 ,5  1 2 ,5  0  0 ,2 5  0 ,5  1 2 ,5УРН250 УРН250 А У а р ІРис. 1. Вміст відновленого глутатіону при обробці нітронрусидом у концентраціях 0,25- -2,5 мМ.Відновлений глутатіон (С8Н) може окислюватися до дисульфіду глута­тіону (0880) електрофільними сполуками, зокрема активними формами азоту. Окислення глутатіону відбувається у відповідь на нітрозативний стрес [9; 10; 12]. У  штаму УРН250 вміст окисленого глутатіону зростав зі збільшен­ням концентрації нітропрусиду (рис.2). У  штаму У А Р  ІА  вміст окисленого глу­татіону в контролі був у два рази вищий, ніж у батьківського (Р<0,025).Концентрація (08Н  + 20 8 8 0 ) позначається як вміст загального глу­татіону в клітині. Відношення 08 Н /0 8 8 0  використовують як індикатор окисно-відновного стану клітини. Важливо відзначити, що зміна відношення 0811/0880 активує у клітині кілька сигнальних шляхів, через які відбувається вплив па проліферацію і апоптоз -  запрограмовану смерть клітин [12]. Нітро- нрусид збільшує відношення окисленого глутатіону до відновленого в дикого штаму, але в штаму УАР1А це не спостерігається (рис. 3). Збільшення відно­шення окисленог о глутатіону до відновленого показує, що нітропрусид натрію може викликати нітрозативний стрес у клітинах дріжджів 5. сегегізіаеОтже, зростання концентрації окисленого глутатіону й, відповідно, відно­шення (20880/0811) показує, що дія різних концентрацій нітропрусиду у дріжджів призводить до нітрозитивного стресу. Хоча концентрація відновле­ного глутатіону тільки демонструє тенденцію до зниження, подвоєння концен­
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трації окисленого глутатіону може відображати зміну внутрішньоклітинного окисно-відновного стану [9; і 2].
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0 0,25 0,5 1 2,5
УРН250-А¥яр1Рис. 2. Вміст окисленого глутатіону при обробці нітропрусидом у концентраціях 0,25-2,5 мМ. *Вірогідно відрізняється від контрольного значення з Р  < 0,05.

0 0,25 0,5 1 2,5
УРН250

0 0,25 0,5 І 2,5
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Рис. 3. Відношення окисленого глутатіону до відновленого при обробці нітропрусидом у концентраціях 0,25 -2,5 мМ. * Вірогідно відрізняється від контрольного значення з Р  < 0,05.
Висновки1. Обробка клітин дріжджів штаму УРН250 нітропрусидом викликає зростання вмісту окисленого глутатіону.
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2. Зростання концентрації окисленого глутатіону в штамі УРН250 може свідчити про те, що нітропрусид натрію викликає нітрозитивний і оксидатив- ний стреси.I Владимиров Ю .А ., Лзизова О .А ., Дсев А .И . и др. Свободиьіе радикали в живьіх системах // Итоги науки и техники. Биофизика. -  1992. -  Т. 29. -  С . 3-250.2. Лущак В И. Окислительнмй стресе и механизмьі защитм от него у бактерий // Ьиохимия. -  2001. -  Т. 66, №5. -  С . 592-609.3. Лущак В .І., Ьагнюкова Т.В., Семчишин Г .М ., 1'осподарьов Д.В. Методичні вказівки до лабораторних занять з біохімії. -  Івано-Франківськ, 2006. -  С . 78-80.4. Вескіпап, .1.8., ТІїе ркузіоіоєісаі апсі раІко1о§ісаІ скетізігу об піїгіс охісіе, іп N{№10 Охісіе: Ргіпсіріез апсі Асііопз, 1 К. Ьапсазіег, Есіііог. 1996, Асасіепнс Ргезз. -  Р. 1-82.5 Вескшап, 1.8. апсі IV.Н. Коррепої, N іігіс охісіе, яирегохісіе, апсі регохупіігіїе -  Ікс §оосІ, ікс касі, апсі (ке и^іу. Дпі. 1. Ркузіоі, 1996. 271 (Сеіі Ркузіоі 40). - Р .  С1424-С1437.6. Вескшап, 1.8 апсі 1.І1.М. Тзаі, Ксасііопх апсі сІіШічіоп об піїгіс охісіе апсі регохупіігіїе // Ніс Віоскешізі. -  1994. -  № 16. -  Р. 8-10.7. ВгипеІІі, І ,., І.Р . Сто», апсі 1. 8. Вескшап 1995. Тке согпрагаїїуе іохісіїу об піїгіс охісіе апсі регохупіігіїе Іо Е.чсИегісНш соїі. Агск. В іоскет. Віо- ркуз. 316:327-334.8. Вгоокз 8.Р. А  зітріс сотриіег рго§гат хлсіїк чіаіізіісаі Іезіз бог Іке апаїузіз об епгугае кіпеїіез. -  1992 -  НіоТескпі^ие8. -  Уоі. 13. -  Р. 906-911.9 (ігапі, С .М . 2001. Коїс об Іке ціиіаїкіопс/ціиіагссіохіп апсі Ікіогебохіп зузіеіпз іп уеазі £го»Ік апсі гезропзе Іо зігезз сопсііііопз. Мої. Місгокіоі.39:533-541.10. ІІа11і»е11, В ., ОиІІсгісІ§е І .С . (1999) Егее гасіісаіз іп Ьіоіо^у апсі шесіісіпе. К е »  Уогк: Охґогсі ІІпіуегхіїу Ргезз. -  968 р.II Мак/, II ., Огапі М .Л ., апсі Кауагоіі М .С . (1971). Кеасііопз обпіїгоргиязкіе ууіік апііпсз. б. Оге- Скеш. 36:363-369.17 боигб’кеиіі 1), боигсі’кеиіі бЬ, апсі Гееіізск М. Охібаїіоп апсі піїгозаііоп об Ікіоія аі Іо» іпісготоіаг ехрозигс Іо піїгіс охісіе. Еуісіспсе бог а біес гасіісаі тескапізт. 1 Віоі Скеш 278: 15720 15726,2003.
Тке ієуєіх о/  гесіисесі апсі охісіігесі £ІиШікіопе в>еге зіисііесі іп увазі Засскаготусез 

сегехтае Ігеаіесі мпік /ке N 0 сіопог зосііит піїгоргшзісіе. Іп и/огк м>еге изесі Гн'о згаіт 
Яасскаготусеї сеге\і.зіае -  У141250 апсі ііз Аегі\а11\е зігаіп УРН250-УАРІА. її ічах зкапсп 
Ікаї Іке Іе\еІ о/ гесіисесі %ІиІаікіопе паї а//есІесі Ьу зоскит піїгоргиззісіе іп Ьоїк зіисііесі 
зігаіпз. Іпсгеахесі ІеуеІ о/ охісіігесі уіишікіопе зкои/з ікаї увазі сеііх о/ УРИ250 зігаіп меге 
ехразигесі Іо піїгохаїіїе/охісіаііхе зігезз.Ксу »огс1з: Яасскаготусез сегемізіае, %ІиІаікіопе, піїгозаііуе зігезз, зосііит 
піїгоргиззісіе.
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