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ВЛИЯНИЕ ДНФ И KCN НА ПРОНИКНОВЕНИЕ И НАКОПЛЕНИЕ 
ВАЛИНА И NH՜ У ДРОЖЖЕЙ РОДА CANDIDA

Изучалось влияние ингибиторов (ДНФ и KCN), подавляющих метаболические про
цессы клетки, как на проникновение и накопление DL-валина и ХН^, так и на уро
вень глутамина у дрожжей рода Candida (С. guilliermoiidii и С. guiiliermondii niem- 
branaefaciens).

Установлено, что ДНФ и KCN, подавляя биосинтез АТФ, оказывают ингибирующее 
влияние’на проникновение и накопление валина и \Н4 и на биосинтез глутамина.

Полученные данные говорят о том, что система переноса указанных соединений не
посредственно не нуждается в энергии АТФ.

Одним из главных подходов к разрешению проблемы путей исполь-
зования энергии метаболических процессов в механизмах активного 
транспорта является изучение влияния ингибиторов на эти механизмы.

Ходкин и Кейнес [9] показали, что динитрофенол и цианид сильно 
тормозят транспорт ионов К1 и Ха՜ в гигантских аксонах Sepia offi
cinalis и Loligo forbesi. Показано также, что при ингибировании эндоген
ного дыхания цианидом, ДНФ, арсенатом понижается способность опу
холевых клеток концентрировать глицин [5].

Накоплено много данных по влиянию ингибиторов на проникнове
ние аминокислот через слизистую оболочку кишки [4]. В частности, по
казано, что в кишках 2,4-ДНФ понижает количество внутриклеточного
К+, вероятно, путем разобщения окислительного фосфорилирования 
[11]. Следует отметить, что при этом степень ингибирования транспорта 
К+ зависит от концентрации последнего [12].

Проницаемость лизина в клетки Staphylococcus aureus и Strepto
coccus faecalis также подавляется под влиянием многих метаболических 
ядов: цианида, монойодофосфорной кислоты, флюорида, ацида Na, ДНФ 
[7]. В клетках Streptococcus faecalis ацид Na, 2,4-ДНФ и кристалвиолет 
ускоряют накопление глутаминовой кислоты, тогда как у Staphylococcus 
aiireus — тормозят. Кристалвиолет ингибирует также дальнейший об- 
меи проникнутой глутаминовой кислоты [6].

Известно, что ДНФ разобщает окислительное фосфорилирование,
усиливая АТФ-азную активность (при этом концентрация АДФ увеличи
вается) [10].

Цианид, будучи неспецифическим ингибитором, может ингибиро
вать активность ферментов разными путями [1]: может соединиться с 
металлом или вытеснить его из фермента; соединиться с карбоксильной 
группой субстрата или целиком с субстратом; действовать как восста-
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навливаюший агент, расщепляющий дисульфидные связи ферментов. 
Цианид сильно действует также на цитохромную систему.

В литературе очень мало данных по влиянию дыхательных ингиби
торов на проникновение аминокислот. С этой точки зрения почти не изу
чены дрожжи рода Candida [2].

Данная работа посвящена изучению воздействия ингибиторов на 
проникновение и накопление аминокислот и NH4B, а также на синтез 
глутамина у Candida gui 11iermondi i и Candida guilliermondii membra- 
naefaciens.

Материал и методика. Объектом исследования служили дрожжи рода Candida — 
С. guilliermondii (штамм 71) и С. guilliermohdii membranaefaciens (штамм 72).

В качестве субстратов использовались DL-валин и \Н4Н2РО4 в tris буфере, 
pH 5,5

Выращивание исследуемых штаммов, состав синтетических сред, техника подготов
ки культур к опытам, техника голодания и постановка опытов описаны в наших преды
дущих работах [3].

В качестве ингибиторов использовались KCN и 2,4—ДНФ.
Инкубационная смесь имела следующий состав: дрожжи в виде суспензии—ПО— 

120 мг (сух. в-ва) в 12 мл, валин в буферном (tris) растворе—47 рМ в 1,5 мл, 
\Н4Н,РО4 в 0,15 М растворе NaCI — 47 цМ в 1,5 мл, ингибиторы в концентрациях 
10 ~4. 10 3. 10՜՜ М, конечный объем—15 мл.

В вариантах с ингибиторами последние вносились в суспензию дрожжей за 15 мин 
до добавления раствора аминокислот. Момент последнего внесения считался началом 
инкубации Инкубационные сосудики взбалтывались на круговой качалке (140— 
150 об/мин) при температуре 30±2е

Пробы брались на 5-ой. 30-ой, 60-ой мин от начала инкубации. Биомасса, содержа
щаяся в каждой пробе, отделялась от жидкой фазы путем центрифугирования, затех։
<драгировалась 70% спиртом в течение 1 часа с гидромодулем (V спнрт/р биомас

са) — 33. II । 1 у.■ И
Скорость проникновения аминокислот определялась в интервалах 0—5. 5—30, 30— 

60 мин по формуле: аминокислота (в мг дрожжей сух. в-ва), продолжительность ин
тервала (мин)Х.Ю3. В основном бралась скорость в интервале 0—5 мин (V). Уровень 
скопления (Н) определялся по количеству аминокислот (мг), обнаруживаемых в 
100 мг сухих дрожжей в данный период инкубации.

Результаты и обсуждение. Влияние ДНФ и КСИ на проникновение 
и накопление валина и ИНД^РО^ у С. §иНПегтопс1И и С. аиИИегтоп- 
(1И тетЬгапае^аНепз. Результаты опытов, приведенные на рис. 1, пока
зывают, что под влиянием 10՜4 М концентрации ДНФ у С. £ш1Негтоп- 
dii проникновение и накопление валина подавляется на 90%, а при 10՛՜ 
и 10֊2 М —на 100%.

В противоположность С. guillicгlnondii, у С. «*иШ1егтопс111 теш- 
Ьгапае1ас1еп$ 10՜4 М ДНФ подавляет проникновение и накопление ва
лина всего на 10—15%, а при концентрациях 10՜3 и 10՜֊ М — на 50— 
55% и 90% соответственно.

КС№ в концентрации 10 ~4 М в течение 5 мин инкубации подавляет 
проникновение валина приблизительно на 30%, а при концентрации 
10-2 и ю՜3 М — на 70—90%.

Результаты опытов по влиянию на проникновение и накопление 
\Н.Н2РО4 приведены на рис. 2. В присутствии ДНФ у С. £^ц 1111егтог^ 11
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Рис 1. Влияние ингибиторов (ДНФ и КСИ) на проникновение и накопле-
С. диПЬеглюлби тетЬгапаеГааепз.ние^валина у С. 2иППсгтопс1Н и

Концентрация ингибиторов /моль/

Рис. 2. Влияние ингибиторов (ДНФ и КСМ) на проникновение и накопле
ние МЩНзРО,, у С. £и1Шегтопс1П и С. £и11Негтоп(Ш теп1Ьгапае1ас1еп8.

подавляется проникновение и накопление МН4Н2РО4: при концентрации 
ДНФ ГО՜4 и Ю՜3 М они полностью подавляются уже на 30 мин инку
бации. Концентрация ДНФ 10 4 М у С. §гиИНегтопс1п тетЬгапаеГа- 
С1епБ почти не подавляет проникновение и накопление МН4+, в то время 
как концентрация 10՜1 М подавляет всего на 25—30%. При более высо
кой концентрации ДНФ (10 - М) наблюдается обратная картина—по
вышается проникновение и накопление МН,՜.

Почти аналогичная картина наблюдается при воздействии КСМ., 
Приведенные на рис. 2 данные показывают, что КСМ до концентрации 
10՜3 М фактически не действует на проникновение и накопление МН^՜ 
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а при концентрации 10“3 М подавляет эти процессы на 50% у С. guil- 
iiermondii и на 25—30% у С. gull liermondli membranaefaciens.

Влияние ДНФ и КС.\’ на уровень глутамина у С. guilliermon- 
dii и С. guilliermondii membranaefaciens. Уже при концентрации ДНФ 
10՜4 М уровень глутамина у С. guilliermondii резко понижается, ве
роятно, вследствие подавления его биосинтеза (рис. 3). 5 С. gnillier- 
mondii membranaefaciens ДНФ в этой же концентрации подавляет био
синтез глутамина всею на 10—15%, а в концентрации 10 3 и 10՜՜ ЛА — 
на 60—75%.

С. (juiEPuezmondii 7/ C.yuilt. memhanae/aciens 4Z

КГ ю՛9 л՝9 с՝ с

Концентрация ингибиторов /моль/

Рис. 3. Влияние ингибиторов (ДНФ и KCN) на уровень глутамина у 
С. guilliermondii и С. guilliermondii menibranaeiaclens.

Аналогичное действие на уровень глутамина оказывает и КСИ. У 
обеих культур в концентрациях 10՜4 и 10՜3 М он слабо подавляет био
синтез глутамина: в концентрации 10՜? М у С. 11НегтопбИ—на 50— 
60%, а у С. ^иИНегтопбН тстЬгапае1ааеп5 — 30—40%.

Ингибирующее свойство как КСГМ, так и ДНФ более сильно выра
жено у С. guilliermondii.

Таким образом, наблюдается полный параллелизм между проник
новением и накоплением NH4H2PO4, а также биосинтезом глутамина
при воздействии ДНСЗЕ и KCN. Это объясняется, по всей вероятности,
тем, что под влиянием ДНФ и КС\ подавляется продукция АТФ, что, в
свою очередь, приводит к подавлению биосинтеза глутамина и перено
са МН4Н2РО4.

Возникает вопрос, посредством какого механизма понижение уров
ня АТФ приводит к подавлению процесса проникновения. Вероятно, по
давление биосинтеза глутамина, т. е. подавление усвоения аммиака, 
должно в конечном итоге привести к понижению проникновения аммиа
ка вследствие накопления в клетке проникнувшего аммиака. Однако в 
наших опытах подавление биосинтеза глутамина сопровождается подав
лением процесса проникновения аммиака без ‘Предварительного нако
пления его в клетке. Другая возможность заключается в том, что, со
гласно литературным данным [8], под влиянием ДНФ и, возможно, КСЫ, 
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макромолекулы клетки лишаются способности связывать (нековалент- 
ными связями) слабыми связями ряд метаболитов, так как, по-видимо- 
му, связывание нуждается в энергии АТФ. Можно допустить, что в на
ших условиях в присутствии ДНФ проникнувший в клетку аммиак не 
связывается с макромолекулами и остается в свободном виде, тем са
мым препятствуя процессу катализируемой диффузии.

Подобное объяснение отрицает прямое воздействие АТФ на перено
сящие системы, т. е. он действует на процесс переноса непрямым путем. 
С этим выводом согласуется также то обстоятельство, что, как показа
ли наши эксперименты (рис. 2, 3), ДНФ подавляет биосинтез глутамина 
значительно сильнее, чем проникновение и накопление аммиака, так как, 
вероятно, процесс катализируемой диффузии в первые минуты инкубации 
не зависит от процесса усвоения.

Трудно объяснить парадоксальный факт повышения процесса про
никновения аммиака при высоких концентрациях ДНФ (Ю՜2 М). Не
сомненно, усиление проникновения его никак не связано с усилением ус
воения, ибо при этом уровень глутамина повышается весьма незначи
тельно (вероятно, это некоторое повышение обусловлено подавлением 
глутаминазной активности в присутствии больших концентраций ам
миака). По всей вероятности, при высоких концентрациях влияние ДНФ 
на мембрану является первичным.
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ԴՆՖ ԵՎ KCN-Ի ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ՎԱԼԻՆ-Ի ԵՎ
NH+֊Փ ԹԱՓԱՆՑԵԼԻՈՒԹՅԱՆ ԵՎ ԿՈՒՏԱԿՄԱՆ ՎՐԱ CANDIDA 

ՑԵՂԻ ԽՄՈՐԱՍՆԿԵՐԻ ՄՈՏ

Ա մ փ n փ n I մ

Հետազոտվե լ է (ութափոխանակությունը րնկճող արգելակիչների'
(ԴՆՖ KCN^ ազդեցությունը ինչպես DL֊վալինի և NH4+-^ թափանցելիու
թյան և կուտակման վրա, այնպես էլ գլուտամինի մ ակա րդակի վրա Candida 
ցեղի խմորասնկերի' (C. gUi 11 iermond 1 i֊ի և C. guill. membr anaefa-
CleilS-/») մոտ։

Կատարված հետազուոութ յունները ցոլ/ց են տալիս, որ ԴՆՖ֊ը և KCN-t-
րնկճելով ԱԵՖ-ի բի ո սինթե զր, ընկճում են ինչպես վալինի և NH^ ֊ի թա֊ 
փանցելիությունր և կուտակումը, ա յն ւզ ե ս էլ դլուտամ ին ի բիոոինթեզը։ Ընդ 
որում ԴՆՖ֊ը ընկճում է գյուտամինի բիոսինթեդր ավելի ուժեղ, քան 
թ Ш փ ան ց ե լ ի ո ւ թ լո ւն ր և կուտակումը։

Այս ե մի քանի այլ տվյալներ վկայում են, որ վերոհիշյալ նյութերի 
վ՚ոխաղըմ ան սիստեմի համար ան մ իջա կան ո րեն ԱԵՖ-ի էներգիան անհրա
ժեշտ չէ։
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