
шествует корреляция между сдвигом максимума поглощения бел коз 
вправо, происходящим при увеличении содержания ароматических ами
нокислот в белке [14]. и стабилизирующим действием белка. Можно 
предположить, что стабилизация структуры ДНК происходит по ннтер- 
кал я ии ои по м у м с х апизму.
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ПРОТЕОЛИТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ МЕЗОФИЛЬНЫХ
If ТЕРМОФИЛЫ1ЫХ ДРОЖЖЕЙ CANDIDA MALTOSA

Н1‘И ТЕМПЕРАТУРНОМ И ЭТАНОЛЬНОМ СТРЕСС!

Г. С. СИНАНЯН. л. л. ДАВТЯН, г р ДАВИДОВ

l essHi: • ri дарственный университет, кафедра биохимии и проблемна# 
..б-jpaгорня Сравшиельной ։՛- yuci.tMMiuoHUOfi бнехимнк

Рыян.цч-а повышенная чувегвитгльнигть к этанолу мезофильного штамма 
!:։ежжс/| Cc.t:a:da niultosa по сравнению с термофильным мутантом, кото- 
.ый оказался жизнеспособным как в условиях термошока, так и при нали
пл. высоких концентраинн этанола и среде Показано, что воздействие вы-

•.икой юмнературы и этанола приводят к активации системы протеолиза у 
1ермоп1лерантного штамма дрожжей, в то время хак у его лнкото пред- 
cjccгвенппкз. в аналогичных условиях ояа снижалась.

2^ijuiLiU(-l.li>li,[ /. {fhubir;!. X $ шт d iti 2 p qtjwtrtthntf)jiitb j- .ujtntiuiffaid (,Gf.di(ia
ir.tlliOSajud dl'nn^pi .nl.uiiiltp dttut d.pd tuf/uijnib ',iud!.dtuinnc~
Pjmdf /lit՛ ^LpdntPjuit ftuntipuifidudi h ph՛ </7нгЬм/Д pn.-pAp J< >}h4/-

Сокращения: БТШ—белки термошока
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f.KiJ U./t) ■»ш։Ги|/|«>/«9/- /и//шЬя<|/
fL/iJu-l/iujnil J»», /rtlf у “7/’А J*m. pbi}’

•^шмш^р. игЦ«<*Г’

Increased sensitivity oi the ihcrmo՝cnsil've siralns ol Candida maltnaa 
yeasts io ethanol in ։։»ih|m:><oii wiin the t'lcrmotolerani ty e Ю1 only in

• cate of Increase nt temperature but also ..i case of addition of cth-inol 
was shown. I ndcr these conditions the * irnul.tifui of protcolltic activity 
nt thermoiokra?! mutant <՛ vcasts and dec .«rase H this activity In wild 
f- pc u ji ohscncd.

Лриляц Candida rmdlnia rpori н.ш-rrwacpii: мрхын U /ranoJbN^u егрсс. ы.

UouHUiciiii.iH усишчинисп. организмов к воз денет иню пыли их гсмпсрп-
iii4.in.iJiii.4M предварительной обработкой I» условиях умеренных 

rcMtiephiyp. получил 1 и.ванне ге1՝мо1.>леран:иостн |1| Упаиовлево, 
чш ПОЛ ноздействисм рлшообр.ч ппг с:рессирх кмипх фактории. в ГОМ 
числе температурного, эт-шола и ряда яру их, происходит синтез слепи* 
•рп'<пыл белков, получивших название «стрессовых», или 1И111 |2|. Изу
чение чуне। ни тельное ш дрожжей к напоях выявили |лдсржк\ роста 
под воздействием температуры [3]. Показано, чти этанол икалывпег 
илияпш- на организацию мембран, вызывая пшышешк- проницаемоеги 
для попои и малых клеточных метаболитов [ I] Повышенной резистент
ное :ью к этанолу наделена плазматическая мембрана Sacharoniyces 
certfdisiae |5]. По всей видимости, плазматическая мембрана представ
ляет Собой ту самую «мишень? возденет пня. которая, ингибируя внут
ренний транспорт, спасает клетку от токсикоза. Воздействие стрессо
ров приводит к драматическим изменениям в клеточном метаболизме, 
затрагивая функционирование многих ферментативных систем. Уста
новлено, in» и эукариотические. клетках существует нетральная. уни

кальная система протеолиза для снижения уровня полкг.ептндов, ос
новным компонент »рой является белок убиквитин Эта система 
обеспечивает избирательный протеолиз белкой (6). Можно заключить, 
чгб изменение протеолитической активиости может претст.п лить с 'бои 
одни из компонентов системы для «ощущения стресса и переда ш соог- 
р.стств)юшсго сигнала в ядро, приводящего к синтезу ЬГШ. В настоя
щей работе представлены результаты сравнительного изучения влияния 
различных копиейгрмппй -.анола и.։ рди: и развитие штамма С. а(1ч- 
■'а։ н его термотолерантион мутаыз. .« гакже особенностей амiiBamiit 
Протеолитической системы \казачин дрожжеиых iniaxtMoii при про* 
лйшлцип этанольного стресса.

Mnnwm.i n .wrrodu*.n. ибъ< • тин <t. iavjuaaituM . лужпли aciiujiorcunut мг.юфиаь- 
НЫе дрожжи С. maltosa u vru тсрмотилсрлнтннЛ мутант Дрожжи поддержквалм ни 
КГарнэоммпой среде при номнатнои температуре ВираЩимлн па -кидкой млнераль- 
«чА среде при 32° и 11У՛ ся>тutterненно дли дикого штамма п его ггрмотолсраигного 
мутанта, 1кто'1инкиы yi.iejKua т.лжнлд э hunuentpaiun- '2'о Прирост био-
Мй.-гм определили СПСктрофотимстрнчсекл при длине полны 5||» нм (I КВ. U1ihuh։| В 
момент резкого прироста биомассы отбмралн пробы п объеме ш» I..T мд которые инку- 
бирыи-ш при указанных температурах. В каждую пробу миосили >танол и раллнчных 
uoiinciirpaiiiiNX—от I до 10% к расчете на указанный объем Пробы отбирал): через 
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каждые 10 мии и течение одного часа. Непосредственно сразу nor.it՝ отбора и пробу 
вносили 35$-метношш (в концентрации 30 мкл) и инкубировали в течение 2 минут. По 
окончании инкубации к суспензии убавляли раствор немеченого метионина, количе
ство которого в 100 раз превышало таковое в среде, и 50%-ный раствор ГХУ до конеч
ной концентрации се 7—8%. Суспензию прогревали на кипящей бане в течение 10 мни. 
замораживали при —10°, осадки переносили на фильтр из стекловолокна типа ОБ/( 
{фирма -Ватман». Великобритании), предварительно смоченный 5%-ным раствором ме
тионина в ТХУ. Осадки на фильтрах промывали тем же раствором и переносили во 
флаконы с дноксаиовым сцинтиллятором. Уровень радиоактивности образцов опре
деляли па сцинтилляционном ечегчике Марк-2 (фирма <Серл», Голландия) с последу- 
жяцим расчетом абсолютной радиоактивности О протеолитичс.кой активности в дрож
жевом экстракте судили ио степени деградации аэохазеинд. Биомассу отбирали в экс 
лоненциальной фазе роста. Одну часть подвергали термошоку при 37е л 44’՜՛ и тече
ние 3 ч иогвететаенно для дикого штамма дрожжей и его термотолерзитного мутан
та: а другую- этанольному стрессу также н течение указанного времени, причем ко
нечная концентрация этанола и среде составляла 6%. Разрушение клеток для экс
тракции и них водорастворимых белков проводили в дезинтеграторе («Браун Мензун- 
ген». ФРГ) в Трис-буфере (pH 7,4) < буссами баллотони размером 0,4 нм Гомогенат, 
полученный после разрушения клеток, центрифугировали при 18 000 £ в течение 15 мин 
при температуре -РС, Полученный супернатант повторно осаждали при 50.000 ц н те
чение 2 часов. 11эпосадочную жидкость сконцентрировали ПЭГом 6000 в целлофано
вых .мешочках I размером пор 3000- 5000 дальтон. Полученный гомогенат дналнзова 
ли протия буфера, содержащего 30 мм Гп5?НС1 (pH 7,5| и течение суток. Содержа
ние белка в побегах определяли по Лоури; протеолитическую активное]ь в 3,3 мл 
смеси, держащей 10(1 мМ Гп$-НС1 (pH 8),50 мМ КСГ. 6 мА’. 2-меркаптоэтанола, в 
ра чек '.0 мг/мл пзоказейня в 0.5 мг/мл белка в пробе. С целью проведении спонтан
но .егрздаиин зюкззепна пробы предынкубнровалн в течение часа с добавлением 
С 5 мл ТХУ к 0.6 инкубируемой смеси. Пробы осаждали яри 5.000 £ в течение 
И; мин । измеряли сисктрофотомстрическн (СКВ» Швеция) против контроля, содержа
щего в .пнем ген тазе указанные компоненты, за ис ключением белки, при длине полны 
335 нм. $:՛ единицу при։ ио литической актшшост;. была принята Величина 1 единица 
А цм'час/мл.

Результаты и обсуждение. При сравнительном исследовании дико
го штамма дрожжей С. шаНева и его термотолсраптного мутанта были 
выявлены сушес г венные различия в скорости включения 35$-метионина 
е полимеры биомассы при этанольном стрессе. Мезофильный штамм 
оказался гораздо более чувствительным к присутствию в среде этанола, 
что выражалось в явном подавлении синтеза ряда высокомолекуляр
ных соединении даже при незначительных концентрациях ею в сре
де—от 10 до 50 и почти полное подавление при 10%. термотолерантный 
же мутант его проявлял повышенную резистентность по сравнению со 
своим диким предшественником. При низких концентрациях этанола 
для гермотолерангниго мутанта обнаружено даже некоторое повыше
ние интенсивности включения '^-метионина в высокомолекулярные со
единения. Когда концентрация этанола в среде составляла 2%. отмеча
лось .максимальное включение ’^-метионина в высокомолекулярные 
фракции и интенсивность включения была близка к значению, получен
ному пни пролонгации термошока у термотолерантного мутанта при 4-Г.

Представляют интерес результаты изучения а экстремалы ы.\ усло
виях изменения системы протеолиза у изучаемых дрожжевых штаммов. 
Обнаружены существенные различия в протеолитической активности 
обоих дрожжевых штаммов при пролонгации термошока соответствен
но при 37° и 44: для мезофильного штамма дрожжей и его термоголе- 
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рентного мутанта, а также при добавлении в культивируемую среду 
этанола. Измерение протеолитической активности проводили в течение 
Зч с момента воздействия на дрожжевые культуры эксгремалып/х ус
ловий окружающей среды.

Как видно из приведенных рисунков, получены диаметрально про
тивоположные результаты Для те.рмотолерантного мутанта обнаруже
но резкое повышение протеолитической активности но сравнению с кон-

Рис. I. Влияние концентрации этанола н среде на скорость иключення 
5^8—метионина в высокомолекулярные ТХУ-иерастворимые фракции 
белков: а) у мезофильного штамма дрожжей; б) у термотолерантиого 

мутанта-

Рис. 2. Влияние температуры инкубации и присутствия этанола и среде на 
изменение протеолитической активности: а) у мезофильного штамма дрож 

жен; б) у термотолсрактного мутанта.

тролем (оптимальная температура для роста и среда без добавления 
этанола) как под воздействием супраоптимальных температур, так и 
при наличии этанола в среде. Для дикого исходного штамма выявле
на инактивация протеаз в указанных условиях. Причем у мезофильно
го штамма С. таИи.ча происходит существенное снижение протеолити
ческой активности при термошоке по сравнению с контролем, тогда как 
при наличии этанола в среде оно не так выражено.

На наш взгляд, подобные расхождения, обнаруженные при сравни
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тельном изучении указанных дрожжевых пиа-ммпв при во ысйсишн 
стрессирующих агентов, могуч определяться несколькими причинами.

Понижение скорости включения *ь5-мстиоииня в высокомолекуляр
ные фракции при добавлении к ->тан<>.՛ . ՛ |. поди; я с.аюв-
ка роста при высоких концентрациях его \ мезофильного штамма днх 
дрожжей обусловлена повышенной чувстнитсльностью плазматически!; 
мембраны к неблагоприятным факторам среды, выражающейся и повы
шении проницаемости мембраны. У тер.мотолсрантниго м\ га чи а. очевид
но, плазматическая мембрана наделен.1 повышенной резистентностью.

Активация системы протеолиза \ гермотолер.՛; 1И;;и> нгамма дрож
жей. но всей вероятности, связана с индукцией убик8нги:ч-за1шс։:.мой 
системы, обеспечивающей избирательный протеолиз в условиях воздей
ствия супраонтималъных температур, а также при наличии в среде эта
нола. Гакн.м образом, можно сделать заключение, что исходная куль
тура термотолсраннчо:о мутанта; наделенная повышенной ‘чувствитель
ное ч.ч<՝ как к воздействию термошока, гак и к ->т:чнолу. характеризуется 
низкой протеолитической активностью, что евязян“ с Дефектами фер- 
менчагнвпон, убиквнтин-актнвнруюшей сш ֊ем.
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БИСЛОГ ИЧЕСКИЛ СТАТУС КИШЕЧНОМ МИКРОФЛОРЫ ПРИ 
ОПУХОЛЕВОМ ПОРАЖЕНИИ ТОЛСТОЙ КИШКИ

.7. 3 //.4.3.1 РОН. .9. /'. МУГНЕНЯН Б. Г САРКИСЯН. 1. .4 АГ \НЕЛЯН
Я. А. НЕРСЕСЯН. .4. С. ЛГАБЛЛЯИ

НИИ нрок:1'.։и 1'.н М3 АрмССР. Ереванский государственный унн8е|>е.нтс1, 
НИ ГИЛ Мкимедпрома СССР, Ереэан

Показано, ч։и и кппн’чной микрофлоре больных раком толстой кишки доми 
нируют ^ичгрнхии, у которых Выявлены лоличсстпенные и качественные ил 
меиения и ряде генетически детермиинровзпных -мгркнриваикы*. ирнзнз 
ков.

Ցույց Լ տրվեյ. հւսոտ աղու ւարորւս1յ ուորԱ{]է'ոէ1 Հք՚վ՚ւ՚նրւհէւրք։ սււյիքււսյթ՛ 
մքւկրէէֆյորայում /.շերի[ս1ւան1ւրր չւԱ[4քւՆաէ{Ում են մնօւ/ որսյԼս դոմխ՚հւՆտ ձևեր, 
որոնց մոտ մ[ր յարյէ գենետիկ/էրեն գետերմինացվա^ հատկություններ կրում էմւ 
որակական և րանակւսկս/ն փոփոխսււքյուններւ
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