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УДК 377.1:576.8.097

ВЛИЯНИЕ ДВУХВАЛЕНТНЫХ ИОНОВ МЕТАЛЛОВ НА 
ПРОЦЕССЫ О К И СЛ И Г ЕЛЬ НОI О ДЕЗ А М И ПИРОВАНИЯ 

L-АЛАНИНА И L-ГЛУТАМАТА В БЕСКЛЕТОЧНЫХ
ЭКСТРАКТАХ ДРОЖЖЕЙ CANDIDA GU1LLIERMONDII ВКМ У-42

Л Е ДАЧ ИН ЯН. м. Б. АТАНЕСЯН

Аланин- и глутаматдегндроген&зы в бесклеточных экстрактах дрожжей Candida 
guiliicnnoiidii ВКМ У-42 активируются при наличии в реакционной среде двухвалент
ных ионов металлов в концентрации 10--1 М н следующем убывающем порядке: 
С. а > Mg* ’ Мп ' 1 > Zn * ՝ > Си 1. ЭД ГА в топ же концентрации на 50% по
давляет активность дегидрогеназ. Предполагается, что дрожжевые аланин- и глутамат- 
дегидрогеназы нуждаются з С.։1 или Mg ՛ -» для проявления оптимальной активности.

Ключевые слова՝ ионы Авухеалентных метал \ов. окислительное Ае^минирование, 
L-глугимчт, L-аланин. Вро^.ми.

Доказано, что неочищенные препараты аланин- и глута.матдегид- 
рогеназ (АДГ и ГДЕ) из бесклеточных экстрактов дрожжей Candida 
guilliermondii ВКМ У-42 катализируют реакции восстановительного 
аминирования а-кстоглутарата и пирувата, а также окислительного 
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доминирования Ечаланина л I.-глутамата, что нашло подтверждение 
как в данных о приросте аминного и общего азота, так и убыли к при
были восстановленных коферментов НАД(Н) и НАДФ(Н) [1. 3]. Бы
ла также доказана их субстратная индукция как в отношении катабо
лических, так и анаболических изоферментов [2—4]. Известно, что ня 
активность ГДГ и \ДГ различного происхождения весьма существен
ное влияние оказывают ноны металлов. Так, ГДГ из Lenina minor (ряс
ки) стимулируется Сз т. Mg*+. Zn *,Mn‘ . Sr ', La ", ЭДТЛ (эти 
леидиаМин тетраацетат) полностью подавляет активность фермента [6]. 
Даж ничтожные количества Са 4 . по нс Mg1 , практически полно 
стью реактивировали ГДГ, утратившую активность при пропускании 
ферментных препаратов через колонку с сефадексом G-50 [7]. Внесе
ние ’’ м.М ZnSO< в бесклеточный экстракт В. cercus с ингибированной 
посредством ЭДТ \ ГДГ, специфичной к НАДФ, полностью восстанав- 
лин ет активность фермента [5]. Очищенная АДГ из HalGbacterkim 
culrirubrum в реакции окислительного дезаминирования L-аланина 

проявляет абсолютное требование к присутствию К , тогда как в об
ратной реакции восстановительного аминирования К ' можно заменить 
Na* или N||+ и отчасти CS* и Li* [5|.

В настоящей работе представлены результаты исследования влия
ния двухвалентных ионов металлов (Са , Mgr՜ , Zn**, Л’п *, Со4 •) 
з также ЭДТ \ на процессы дегидрогенизации L-йланипа и L-г.тут.амз- 
та в реакциях окислительного дезаминирования, осуществляемого в 
присутствии НАДФ в бесклеточных экстрактах дрожжей Candida 
gttiiliennondii В КМ У 42.

Матерна։ и методики. Объектом 1ктлек>в.члнй служил представитель рола Candi 
da Candida guillicnnor.dii ВКМ У-12, полученный из отдела типовых культур Пигги 
тутл микробиологии All СССР. Методика вырлщнкэния (рржжеп. получение гоми- 
!д-натл и бесклеточного экстракта описаны и предыдущих работах [I. 3, Г>| Исполь
зовались реактивы фирмы «Вез па!» (Венгрия)

Длительность хранения белка, мни

Габлица I 
Влияние хранения гомогената на интенсивность восстановления НАДФ в реакциях 

окяслительного деламиинрования |.-аланина и |.-глутамата. мхМ НЛДФН 
на I мг белка

Варианты 
проб 15 30 45

Es-E1։ ПАДФН Е3-Е., ( НАДФ»1 Е3֊Г« НЛДФН

Экстракт 4-НАДФ 0.055±0.013 0.25 0.050+0.012 0.21 0.0.<7±0.017 0.30
Экстракт— 
-ЬНАДФ+L-a ла-
ПНП 0.045+0.011 0.3S 0.035+0 015 0.29 0.095 + 0.015 0.43
Экстракт т 
4-НЛД ФД-Ь-глу- 
танат 0.095 • 0.015 0.43 0.075+0 о;7 0.34 0.075±0.016 0.31
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Таблица 2
Влияние двухвалентных ионов металлов на процессы восстановления НАДФ в присутствии Ь-аланина и 1 -глутамата. мкМ 11ЛДФН на 1 мг белка

Вариант Без 
ионов

При внесении ионов металлов. 10՜՜՜' М

Са+4՜ м«++ Со* + 2пт + Мо++

Среда выративання( МЦ՜ - глюкоза)

Экстракт + НАДФ 0.25+0.0 3 0.29+0.015 0.25+0.014 0.27+0.013 0.27+0.015 0.25+0.014

Экстракт 4 НАДФ — [.-алл 0.38+0.015 0.63+0.014 0.59+0.017 0.50+0.015 0.52+0.018 0.51+0.010

Экстракт НАДФ 4- !.-глу 0.43+0-.017 0.68+0.015 0.63*0.019 О.5Э+О.010 0.55+0.011 0.604-0.0’0

Среда выращивания (Ь-аланнн + глюкоза)

Экстракт — НАДФ 0.25+0.014 0.27*0.013 о.зо+о.ою 0.26+0.012 0.27+0.014 0.25+0.017

Экстракт НАДФ — 1.-а.։а 0.53+0.016 0.68+0.017 0.64±0 017 0.58+0.015 0.52+0.013 0.60+0.018

Экстракт - НАДФ + 1.-глу 0.36*0.017 0.43*0.014 0.40+0.018 0.35+0.014 0.36*0.017 0.394-0.015



Для определения ферментативной активности по реакции восстановления Н\ДФ 
и результате окислительного дезаминирования Е-айанина н Ь-глутамата нспользопа- 
лагь реакционная смесь, содержащая 25 мкМ Е-амйнЬкнглот, 2.5 мкМ НАДФ, раство
ренных в 0,1 М К'.Кд. -фосфатном буфере. pH 7.4. и I мл дрожжевого экстракта су
пернатанта, содержащего от 0,6 до 1 М1 белка, определяемого по Лоури [9]. Общий 
«к'-ьем реакционной смеси -3 мл. ферментативную активность определили по прибы
ли оптической плотности восстановленного НАДФ (Н) при 340 нм в спектрофотомет
ре СФ-4 (кювета—1,0) к течение 3 минут. Контрольные пробы содержали все ком по
петы. за исключением аминокислот. Биомасса дрожжей выращивалась па сннтсти- 

ческой среде (\Hj -i-глюкоза), а также на среде, содержащей в качестве единственно
го источника азота Ь-аланин (Е-ала-|-глюкоза). Двухвалентные ионы металлов в ви
де хлоридов и ЭДТА вносились в конечной концентрации, равной 10~3М

Результаты и обсуждение. В первой серии экспериментов исследо
валось влияние хранения гомогената (4՝՝) на активность ГД Г и АДГ. 
Данные табл. I показывают, что по мере увеличения времени хранения 
активность указанных дегидрогеназ падает, что характерно для окис
лительно-восстановительных ферментов.

Данные о влиянии двухвалентных ионов металлов, представленные 
в табл. 2. показали, что восстановление НАДФ в их присутствии в зна-

Таблица 3
Влияние ЭДТА на процессы восстановления НАДФ и присутствии Е -аланина 

и Е-гдутамата, мк.М НАДФН на I мг белка

Вариант Без ЭДТА 
(Контроль) С ЭДТА. ю՜3 М

Среда выращивания (М1< 4 глюкоза)

Экстракт НАДФ 0.25+0.013 0.010*0.009
Экстракт ■ НАДФ ; Е-алаппн
Экстракт-}- НАДФ 4. Е-глутзмаг

0 38±0.015
0.43+0.017

0.013*0.012
0.015-0 ОН

Среда выращивания (Ь

Экстракт 4֊ НАДФ
Экстракт -|- НАДФ 4՛ Е-.члаиин
Экстракт-|-IIАДФ I.-глутамат

•аланин 4- глюкоза)

0.25*0,014 0.18+0.010
0.53*0.015 0.20*0.014
0.46*0.017 0.15+0.010

чителыюй степени стимулируется при дезаминировании как Е вланина, 
так и Е-глутамапа, Указанные ноны металлов по своему воздействию 
на Изучаемые реакции можно расположить в еле 1ую։ием нисходящем 
порядке Са* > М$++> Мп •+> 7.п~ *>Со++. Как правило, стимул и
рующее влияние выражено сильнее в отношении I.-глутамата, и лишь 
в нндуцкроэанных Ь-аланином культурах в реакции окислительного 
деза минирован ия оно сильнее для Ь-алаиина. Наибольшее стимули
рующее влияние оказывают ионы кальция, наименьшее—ионы кобаль
та. Следовательно, для повышения активности дрожжевых препаратов 
АДГ л I Д1 необходимо наличие в реакционной среде ионов кальция 
или магния.

Для подтверждения наших выводов о влиянии ионов металлов на 
процессы восстановления НАДФ в присутствии Е-.аланина и Е-глутамо 
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та эти же реакции изучались в присутствии ЗЦТА в концентрации 
10 аМ (табл. 3).

Сильное подавление (более чем на 50%) активности восстановле
ния НАДФ в присутствии Ь-аланннэ и Ь-гл у та мана под влиянием 
ЭДТА данной концентрации еще раз подтверждает необходимость вне
сения в реакционную среду двухвалентных ионов металлов л согласу- 
I гея с литературными данными в отношении других объектов [5. 6, 10].
Ереванский государственный университет, 

кафедра биохимии Поступило 29 X1 1985 г.

ԵՐԿՎԱԼԵՆՏ ՄԵՏԱՂՆԵՐԻ ԻՈՆՆԵՐԻ Ա9.ԴԵՏՈԻԹ311ԻՆՐ Լ-Ա1.ԱՆԻՆԻ ԵՎ
Լ-Գ1.ՈԻՏԱՄԱՏԻ ՕՔԱԻԴԱՏԻՎ ԴԵՕԱՄԻՆԱ8ՄԱՆ ՎՐԱ CANDIDA 

GUILLIERMOND1I BKM Y-42ԼՄՈՐԱՍՆԵԵՐԻ ԱՆՐՋԻՋ ԷՔՍՏՐԱԿՏՆԵՐՈՒՄ

Լ. ն. ԼԱՉՒՆՅԱՆ, Մ. P. Ա^ԱՆԵՍՅԱՆ

Candida guillierniondii BKM Y 42 խմորասնկերի էքստրակտում հայտ֊ 
նսւրերւ/ած ա/անին It գլուտամ ատցեհիղրոզենազներր ակտիվանում են երկ- 
վալենա մետաղների իոնների (10՜ձ M կոնց) աոկայությամր հետևյալ կար֊ 
•յով. Ca+ * > Mg * ՚ > Mn 1 ՚Հ> Zn <>Co ::

ՅՀԼ ւ՚ Ն’/* նույն կոնցենտրացիան 50 ոճնշում Լ գձհխքրոզենազների 
ա կ in ի վութ յունր։

Ս tri ացվ ած փ ո ր&ն ական տվ յա/ներից հանցում են ր այն եզրակացության, 
որ ի>մորասնկային ալանին ի It զէուտամատդեհիդրոցենազների օպտիմալ ակ֊ 
սւիվության համար պահանջվում են Ct '+ կամ Mg* 1

EFFECT OF TWO VALENCY IONS OF METALS ON THE 
OXIDATIVE DESAMINATION OF L-ALAN1NE AND L-GLUTAMATE 
IN THE CELL-FREE EXTRACTS OF CANDIDA GUll.UERMONDH.

BKM Y-42 YEASTS

1.. E. LATSCHINJAM. M. B. ATHANESJAN

Alanine- and glutamate dehydrogenases, found in the uncelluiar
extracts oi the yeasts Candida guillierniondii BKM Y-42 tie activated
Ions with valency II (C=IO‘3M) in the following manner: Ca-+>Mg+ + 
>Mn+-»>Zn '•■’•>Co+ + .

The same concentration of EDTA suppresses the dehydrogenases 
activity by 50 per cent.

It can be concluded from the experimental results that the yeas 
alanine and glutamatedehydrogenases require CaT*or Mg՜՜ lor th? opti
mal activity.
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КЛИНИКО-ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА МОЗАИЧНЫХ 
А Н ОМАЛИ й К А Р И ОТ И П А

Н. П. КУЛЕШОВ. И В СИМОНЯН

Разработана схема проведения цитогенетического анализа с умелом диагностики 
мозаицизма при клинико-цитогенетических исследованиях.

Ключевые слова аменорея, мозаицизм. < тупекчигын анализ.

Цитогенетическая диагностика аномалии кариотипа па мет и чес ко
го происхождения, когда .хромосомный набор всех клеток сформиро
ван одинаково, не представляет больших трудностей. Обычно для их 
выявления требуется анализ не более 5 7 клеток. Трудности в диа
гностике связаны с аномалиями мозаичного тина, возникающими на 
стадии постзиготического деления. Организм в этом случае сформи
рован двумя, тремя к более клонами клеток с различили хромосомной 
конституцией, закрепившихся в онтогенезе клеточной селекцией. Со
отношение клеточных клонов может варьировать в широких пределах 
и зависит от стадии развития зиготы, на которой произошло наруше
ние. Анализ литературных данных показывает, что в большинстве 
описанных случаев мозаицизма отношение одного из клонов к ос
тальным составляет но менее 10% [1, 2]. при этом их основная ч ։съ 
обусловлена аномалиями в системе половых хромосом. Распростра
ненными формами мозаицизма являются варианты ХО/ХХ, ХО/Х.У, 
ХУ/ХХУ, ХО/ХХХ и другие [2. 7], концентрирующиеся у больных с 
акушерско-гинекологической и эндокринной патологией.

Ранее нами были изложены принципы диагностики мозаицизма 
применительно к популяционно-цитогенетическим исследованиям, охва
тывающим большие группы популяций [3, 5]. Опи не могут быть при
менены к условиям к л инико-цитогенетического исследования, так как 
здесь требуется исключительно тонкая постановка диагноза.

В настоящей работе приводятся основные методические особенно
сти проведения цитогенетического анализа с учетом диагностики мо
заицизма при клинико-цитогенетических исследованиях.
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